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SAZETAK

Statini su ucestalo koristeni lijekovi za sniZenje kolesterola niske gustote u krvi.
Zajednicka karakteristika svim statinima je (3R, 5R/S)-dihidroksiheksanoatski bo¢ni lanac koji
sadrzi dva kiralna centra, ¢ija sinteza predstavlja izazov za konvencionalne kemijske metode.
Iz tog razloga, sve se vise razvijaju alternativne metode sinteze koriStenjem biokatalizatora, Koji
omogucuju dobivanje Cistog stercoizomera KoriStenjem jeftinih akiralnih supstrata. Glavni
nedostatak ove metode je niska stabilnost enzima, te sklonost deaktivaciji pri viSim
koncentracijama supstrata.

Iz tog razloga je u ovom doktorskom radu detaljno ispitana kovalentna imobilizacija
enzima 2-deoksi-D-riboza 5-fosfat aldolaza (DERA®?*) na razligite tipove nosioca u reakciji
dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida, s obzirom da imobilizacija moze
znacajno povecati stabilnost enzima uz zadrzavanje njegove aktivnosti. U tu svrhu prvo je
izvrSena sinteza dvije vrste nosioca, mezoporozne silike (engl. mesostructured celluar foam,
MCF) i magnetskih nanocestica (engl. magnetic nanoparticles, MNP), koji su idealni kandidati
za ovaj tip imobilizacije s obzirom na svoju mehanicku i kemijsku ¢vrstocu, biokompatabilnost
i inertnost. Nakon izvr$ene sinteze napravljena je detaljna karakterizacija oba nosioca kako bi
se utvrdile karakteristike materijala koje ukljuc¢uju morfologiju, veli¢inu Cestica i promjer pora.

Kako bi kovalentna imobilizacija enzima na sintetizirane nosioce bila moguca, potrebno
je na nosioce vezati reaktivne skupine. U tu svrhu ispitane su razli¢ite kombinacije i
koncentracije funkcionalizacijskih (3-aminopropiltrietoksilan (APTES), (3-
metilaminopropil)trimetoksilan (APTMS) i (3-glicidiloksipropil)trimetoksilan (GPTMS)) i
aktivacijskih (glutaraldehid, benzokinon, anhidrid jantarne kiseline) agensa pri ¢emu je pracen
njihov utjecaj na procesne pokazatelje procesa imobilizacije, a to su uspjesnost imobilizacije,
ocuvanost aktivnosti enzima te procesna stabilnost enzima. Nakon definiranja naju¢inkovitije
kombinacije ispitivanih agensa, ispitan je utjecaj temperature i pH na proces imobilizacije.
Kotlasti reaktor je u praksi jedna od najcesce koristenih izvedbi reaktora u reakcijama aldolne
adicije ovog tipa. Stoga je stabilnost MCF/MNP-imobiliziranog enzima ispitana u kotlastom
reaktoru kroz vise ciklusa, a dobiveni rezultati usporedeni su s rezultatima pracenja stabilnosti
slobodnog enzima. S obzirom da je mezoporozna silika porozna te da to svojstvo moze utjecati
na procesne pokazatelje imobilizacije, a posljedi¢no na karakteristike enzima i samu reakciju,
dodatno je ispitan utjecaj veli¢ine pora. Na ovaj nac¢in dobiveni su vazni zakljucci o utjecaju

poroznosti na ovdje ispitivanu reakciju.



Za izradu matemati¢kog modela procesa s obje vrste nosioca, provedena su kineticka
mjerenja pri ¢emu je promatran utjecaj oba supstrata i meduprodukta na specifi¢nu aktivnost
enzima koriste¢i metodu pocetnih brzina. 1z dobivenih podataka procijenjeni su parametri
Michaelis-Menteni¢ine kinetike primjenom nelinearne regresijske analize dostupne u
programskom paketu Scientist (MicroMath). KoriStenjem procijenjenih Kineti¢kih parametara
te bilan¢nih jednadzbi, razvijen je matematicki model procesa s oba nosioca. Dobiveni rezultati
usporedeni su s onima slobodnog enzima kako bi se dobio detaljniji uvid u promjene i ponasanje
procesa s imobiliziranim enzimom. Ocjena valjanosti razvijenog matematickog modela
provedena je na nezavisnom setu eksperimentalnih podataka dobivenih provedbom procesa u
kotlastom reaktoru (primjena MCF i MNP), te u kotlastom reaktoru s dotokom (primjena
MNP).

U zadnjem dijelu, u svrhu intenzifikacije procesa, reakcija sinteze prekursora statina
provedena je u cijevnom reaktoru primjenom imobiliziranog enzima. U slu¢aju MCF ispitan je
cijevni reaktor s nasutim slojem katalizatora, dok je kod MNP ispitan cijevni reaktor s
fluidiziranim slojem katalizatora u promjenjivom magnetskom polju. Tijekom procesa pra¢en
je utjecaj razlic¢itih protoka i vremena zadrzavanja na procesne pokazatelje, konverziju,
produktivnost, selektivnost i iskoristenje. Na osnovu dobivenih rezultata izvuceni su zakljucci
o uc¢inkovitosti primjene oba nosioca u kontinuiranim reaktorskim sustavima.

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da je kovalentna
imobilizacija vrlo uginkovita metoda za stabilizaciju enzima DERA%* koristene u reakciji
dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida s ciljem proizvodnje prekursora
statina. Osim toga, postignuta su znacajna poboljSanja aktivnosti i stabilnosti enzima za oba
ispitana nosioca. Ovdje razvijeni i ocjenjeni matematicki modeli predstavljaju dobre temelje za
daljnju optimizaciju i primjenu ovakvog tipa imobilizacije za poboljsanje procesa enzimatske

sinteze prekursora statina.

Kljuéne rijeci: imobilizacija, aldolaza, statini, mezoporozna silika, magnetske nanocestice,

matematicko modeliranje, reaktorski sustavi



ABSTRACT

Statins are the most commonly used drugs for lowering low-density cholesterol levels in
the blood. Common to all statins is the (3R, 5R/S)-dihydroxyhexanoate side chain, which
contains two chiral centers, the synthesis od which is a challenge for conventional chemical
synthesis methods. For this reason, alternative synthesis methods using biocatalysts are
increasingly being developed, which enable the production of pure sterecisomers with usage of
inexpensive achiral substrates. The main drawback of this method is the low stability of the
enzymes and their tendency to deactivate at higher substrate concentrations.

For this reason, the covalent immobilization of the enzyme 2-deoxy-D-ribose-5-
phosphate aldolase (DERA?*) on different types of supports in the reaction of double aldol
addition of acetaldehyde and chloroacetaldehyde was investigated in detail in this thesis, with
assumption that immobilization can significantly increase the stability of the enzyme while
maintaining its activity. The synthesis of two types of carriers, mesoporous silica (MCF) and
magnetic nanoparticles (MNP), which are ideal candidates for this type of immobilization due
to their mechanical and chemical robustness, biocompatibility and inertness, was first carried
out. A detailed characterization of the two carriers was performed with several methods to
confirm the obtained material properties such as morphology, particle size and pore size.

In order to achieve covalent immobilization, it is necessary to bind reactive groups to the
carriers that are able to form a covalent bond with the enzyme. For this purpose, different
combinations and concentrations of functionalizing ((3-aminopropytriethoxysilane (APTES),
((3-aminopropyl)trimethoxysilane (APTMS), ((3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane
(GPTMS)) and activating (benzoquinone, glutaraldehyde, succinic anhydride) agents were
tested for both carriers to determine their effects on the process indicators of immobilization,
which include yield, retained activity and stability. Once the ideal combination of tested agents
was found, the influence of temperature and pH on the immobilization process itself was
investigated. Since a batch reactor is one of the most commonly used reactor design for
reactions of this type, the stability of the MCF/MNP-immobilized enzyme in a batch reactor
was tested over several cycles and compared with the stability of the free enzyme. Due to the
porosity of mesoporous silica and its ability to influence the properties of the enzyme and the
reaction, the effect of pore size was further investigated and relevant conclusions were drawn
on the effects of porosity.

To develop a mathematical model of the reaction with both types of support, kinetic

measurements were performed in which the effects of the substrates and intermediates on the



specific activity of the enzyme were observed using the initial rate method. From the data
obtained, the parameters of Michaelis-Menten kinetics were determined using the nonlinear
regression analysis available in the Scientist software package (MicroMath). Using the obtained
parameters and reactor equations, a mathematical model of the process with both carriers was
developed. The calculated parameters and the developed models were compared with those of
the free enzyme to gain a more detailed insight into the changes caused by immobilization and
potential process improvements. The developed models were experimentally validated in a
batch reactor for both carriers and in a fed-batch reactor for magnetic nanoparticles.

In the last part of the research work, the effects of different flow rates and residence times
on process indicators of conversion, productivity, selectivity and yield were investigated in a
continous tubular reactor. In the case of mesoporous silica, a tubular reactor with a catalyst
packed bed was tested, while for magnetic nanoparticles a tubular reactor with a catalyst
fluidized bed in a variable magnetic field was investigated. Based on these results, conclusions
were drawn about the efficiency of using both carriers in continuous reactor systems.

All results of this investigation suggest that covalent immobilization is a very effective
choice for the stabilization of DERA%* enzyme in the double aldol addition reaction of
acetaldehyde and chloroacetaldehyde for the production of statin precursors, and that significant
improvements of enzyme activity and stability were achieved for both tested carriers. The
mathematical models developed and validated here represent an important basis for the further
optimization and application of this type of immobilization to improve the enzymatic synthesis

process of statin precursors.

Key words: immobilization, aldolase, statins, mesoporous silica, magnetic nanoparticles,

mathematical modeling, reactor systems
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1. Uvod

Biokataliza, kao metoda ubrzavanja kemijskih reakcija, sve vise se koristi u razli¢itim
industrijskim procesima. Koristenje prirodnih katalizatora, odnosno enzima, donosi znacajne
prednosti u odnosu na kemijske katalizatore, ukljucuju¢i provedbu visoko stereoselektivnih
reakcija pri blagim uvjetima temperature, tlaka i pH vrijednosti. Osim toga, biokataliza je
uskladena s nacelima zelene kemije, koja su u posljednjih nekoliko desetljeca postala kljuéni
okvir za razli¢ite procese u kemijskoj industriji [1,2].

Specifi¢no, u podru¢ju farmaceutske industrije, sinteza statina, lijeka od posebnog
znacaja u farmakoloSkom lijeenju visoke razine kolesterola niske gustoc¢e (LDL-kolesterola)
te s time povezanih kardiovaskularnih bolesti od iznimne je vaznosti [3-5]. Uobicajene metode
sinteze statina ukljucuju kemijske reakcije, kroz dugotrajan viSestupnjeviti proces pri
ekstremnim uvjetima tlaka i temperature, a sinteza je dodatno otezana prisutnosc¢u dva kiralna
centra u molekularnoj strukturi statina [5,6].

Zbog navedenih razloga, postoji potreba za razvojem ekoloski prihvatljivih i ekonomski
prihvatljivin metoda proizvodnje statina. Kao odrzivo rjeSenje namecu se razliCite
biokataliticke sintetske metode koje iskoriStavaju ve¢ spomenute prednosti biokatalize, rad pri
blagim reakcijskim uvjetima te visoka stereokemijska Cistoca produkta [5,7]. U tim procesima
mogu se primijeniti razli¢iti enzimi, ali kao najperspektivniji se pokazao enzim 2-deoksi-D-
riboza 5-fosfat aldolaza (DERA, EC 4.1.2.4). Enzim DERA Katalizira sekvencijalnu aldolnu
adiciju izmedu kloroacetaldehida i1 acetaldehida, pri ¢emu dolazi do sinteze meduprodukta
laktola s dva kiralna centra koji se onda u daljnjim koracima Koristi za sintezu farmaceutika
Atorvastatina i Rosuvastatina [8,9]. Usprkos tim prednostima, postoje znacajni problemi koji
sprjecavaju Siru primjenu enzima DERA, a to su ponajprije visoki troSkovi proizvodnje enzima
te njegova osjetljivost na visoke koncentracije supstrata i meduprodukta reakcije koji dovode
do pojave inhibicije i deaktivacije [10,11].

Kako bi se pronasla rjesenja za navedene probleme, trenutno se provode razna istrazivanja
koja ukljucuju intervencije na samom enzimu pri ¢emu se stabilnost i aktivnost enzima
pokusava povecati primjenom tehnika mutageneze i direktne evolucije, pa sve do istrazivanja
novih reakcijskih uvjeta s naglaskom na ispitivanje razlicitih metoda imobilizacije [11-14].
Imobilizacijom enzima na ¢vrsti nosilac, tj. pretvorbom enzima iz topivog u netopivi oblik,
moze se poboljsati procesna i skladi$na stabilnost enzima, olaksano je izdvajanje iz reakcijske
smjese te je shodno tome omoguéena i viSestruka upotreba samog enzima [15,16]. Medu raznim

tehnikama imobilizacije na ¢vrsti nosilac, kovalentna imobilizacija se izdvaja zbog prednosti
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koje pruza ¢vrsta kemijska veza izmedu enzima i nosioca. Ova veza sprje¢ava odvajanje enzima
s podloge nosioca pod djelovanjem snaznih mehanickih sila prisutnih u svim vrstama kemijskih
reaktora, §to je poglavito izrazeno u industrijskim procesima [17].

Pri izboru nosioca koji ¢e biti koristeni kao podloga za kovalentnu imobilizaciju, vazno
je uzeti u obzir cijenu, termi¢ku i mehani¢ku stabilnost materijala, kao i nuznost visoke
specifi¢ne povrsine koja se moze lako kemijski modificirati raznim aktivacijskim agensima na
koje ¢e se naknadno vezati sam enzim. Ovim zahtjevima odgovaraju materijali anorganske
strukture, poput razli¢itih oblika silike i metalnih oksida [15-17].

Silika, posebno u svojem mezoporoznom obliku koju karakterizira veli¢ina pora od 2 hm
do 50 nm, idealan je kandidat i Siroko se Kkoristi u industriji. Ova vrsta silike ima veliku
specificnu povrSinu i volumen pora, mogucnost lakog definiranja veli¢ine pora i strukture
tijekom sinteze, a njena povrsina se lako modificira zbog visoke koncentracije silanol skupina
[18-20].

Kod metalnih oksida, kao §to je magnetit FesOs, najvaznija karakteristika je njihova
paramagneti¢nost, Kkoja znacajno olakSava manipulaciju c¢esticama pomoc¢u vanjskog
magnetskog polja, Sto je od iznimne koristi tijekom procesa separacije i izdvajanja Cestica iz
reakcijske smjese. S obzirom da je magnetit sklon oksidaciji i aglomeraciji, potrebno ga je
obloziti zastitnim slojem pri ¢emu se najéeSce koristi silika, pa time magnetit takoder dobiva
povrsinu pogodnu za vezanje raznih aktivacijskih skupina [21-24].

Enzimske reakcije su iznimno kompleksni procesi, koje je moguce kvalitativno i
kvantitativno pojednostaviti kori§tenjem matematickog modeliranja. Ono nam omogucuje lakse
predvidanje ponasanja sustava, $to moze doprinijeti izbjegavanju inhibicija i deaktivacija
enzima, izboru pocetnih reakcijskih uvjeta te odredivanju idealnog tipa reaktora za promatranu
reakciju [25].

U ovom radu provedena je optimizacija imobilizacije enzima DERA%* na mezoporoznu
siliku 1 magnetske nanocestice, kako bi se razvila ekonomski 1 okoliSno prihvatljiva metoda
imobilizacije enzima DERA%* za provedbu reakcije dvostruke aldolne adicije u svrhu
proizvodnje prekursora bo¢nog lanca statina, uz povecanje stabilnosti te zadrzavanje aktivnosti
enzima DERA®?*, Hipoteze ovog istrazivanja bile su sljedece:

H1 — Kovalentnom imobilizacijom moguce je povecati stabilnost te zadrZati aktivnost enzima
DERA u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida.

H2 — Izrada matemati¢kog modela omogucit ¢e izbor optimalnih reakcijskih uvjeta i tipa
reaktora za provedbu sinteze prekursora bo¢nog lanca statina katalizirane imobiliziranom

DERA-om.



2. Pregled literature
2.1. Enzimi kao biokatalizatori

Katalizator je tvar koja povecava brzinu kemijske reakcije, a da se sam ne trosi ili
mijenja svoju strukturu. Enzimi, definirani kao bioloski katalizatori, visoko su selektivni te
imaju klju¢nu ulogu u ubrzavanju i regulaciji metabolickih reakcija u zivim stanicama. Bez
pomodi enzima vitalni procesi poput probave hrane i1 sinteze DNK trajali bi iznimno dugo.
Velika prednost enzima, narocito u njihovoj primjeni u industrijskim procesima, je djelovanje
pri blagim uvjetima pH i temperature. Sama enzimska reakcija odvija se na aktivhom mjestu,
specifi¢noj regiji enzima koja se sastoji od bo¢nih lanaca aminokiselina koji se vezu na
molekulu supstrata ¢ime se znacajno ubrzava kemijska pretvorba supstrata u zeljeni produkt
[26].

Selektivnost enzima prema supstratu temelji se na interakcijama izmedu enzima i
supstrata. Koristenjem medumolekularnih sila kao §to su vodikove veze, van der Waalsove sile
te polarne i hidrofobne veze, aminokiseline na aktivnom mjestu enzima postizu optimalnu
interakciju sa supstratom za provodenje reakcije. Po pitanju selektivnosti, najveca prednost
koriStenja enzima u farmaceutskoj industriji je njihova regio-, stereo- i enantioselektivnost, tj.
moguénost proizvodnje samo jednog enantiomera u stereoselektivnoj reakciji [27]. Kao
katalizatori, enzimi ubrzavaju reakcije smanjujuci energiju aktivacije, bez utjecaja na ravnotezu
reakcije. Svaki enzim ima optimalnu pH vrijednost pri kojoj postize maksimalnu kataliticku
aktivnost, na S§to utjeCu ionizacijska stanja bo¢nih lanaca aminokiselina pri razli¢itim pH
vrijednostima. U proizvodnji enzima, mikroorganizmi, poput bakterija, naj¢escée se koriste zbog
lakoc¢e rukovanja, sposobnosti proizvodnje u velikim koli¢inama te brzog rasta. Nakon
procis¢avanja, takvi enzimi se mogu Koristiti u raznim industrijama i proizvodima kao $to su
biogorivne ¢elije, formulacije deterdzenata, biosenzori te proizvodnja hrane i farmaceutika
[28,29].

Enzimi se dijele prema tipu reakcije 1 specificnosti enzima prema supstratu.
Kategoriziraju se prema tzv. komisijskom broju enzima (engl. enzyme commision number, EC)
koji se sastoji od Cetiri broja koji predstavljaju hijerarhiju enzimatske aktivnosti, od glavne
skupine pa sve do podskupina koje daju specificniji uvid u ulogu pojedinog enzima te

olaksavaju njegovu kategorizaciju. Postoji Sest glavnih skupina enzima [30]:

e Oksidoreduktaze — kataliziraju prijenos elektrona iz jednog redoks sustava u drugi.
Zahtijevaju koenzime.



2.1.1.

Transferaze — kataliziraju prijenos funkcionalnih skupina u reakcijama. Takoder

zahtijevaju koenzime.

Hidrolaze — imaju istu ulogu kao transferaze, pri cemu akceptor mora biti molekula vode

(reakcije hidrolize).
Liaze — kataliziraju reakcije cijepanja ili stvaranja kemijskih veza.
Izomeraze — kataliziraju reakcije konverzije supstrata u izomer.

Ligaze — kataliziraju reakcije povezivanja molekula stvaranjem nove kemijske veze.

Aldolaze

Aldolaze su enzimi koji kataliziraju aldolne reakcije kljuéne za razlicite metabolicke

procese, te pripadaju skupini liaza. Ovi enzimi omoguéuju reverzibilno cijepanje i stvaranje

ugljik-ugljik veza reakcijom aldolne adicije nukleofilnog donora na elektrofilni akceptor, te u

prirodi

imaju glavnu ulogu u metabolizmu ugljikohidrata, ukljucujuéi glikolizu 1

glukoneogenezu. U industrijskoj primjeni je od velikog zna¢aja njihova stereoselektivnost te se

Cesto koriste za sintezu kiralnih molekula u farmaceutskoj industriji. S obzirom na njihovu

potrebu za koenzimom te specifiénosti prema supstratu, aldolaze su kategorizirane u dvije

skupine na temelju svojih kataliti¢kih mehanizama i strukturnih znacéajki [31]:

Aldolaze tipa | — uglavnom se nalaze u viSim organizmima, $to ukljucuje Zivotinje,
biljke i neke bakterije. Mehanizam njihova djelovanja temelji se na stvaranju Schiffove
baze izmedu supstrata 1 lizina prisutnog na aktivnhom mjestu enzima, ¢ime se olakSava
cijepanje ugljik-ugljik veze kroz stvaranje enaminskog intermedijera. U metabolizmu
zivih organizama, fruktoza-bisfosfat aldolaza ima najvazniju ulogu u procesu glikolize,
tj. pretvorbi fruktoze 1,6-bisfosfata u dihidroksiaceton fosfat i gliceraldehid-3-fosfat
[32].

Aldolaze tipa Il — uglavnom se nalaze u bakterijama, gljivama i algama. Njihova
specificnost je koriStenje dvovalentnog metalnog iona, naj¢esce cinka ili magnezija, kao
kofaktora za stabilizaciju enolatnog intermedijera tijekom reakcija. Za razliku od
aldolaze tipa I, ne stvaraju Schiffovu bazu ve¢ koordiniraju metalne ione direktno do

supstrata kako bi katalizirali reakciju [33].



2.1.1.1. Deoksiriboza-fosfat aldolaza (EC 4.1.2.4)

Enzim 2-deoksi-D-riboza-5-fosfat aldolaza (DERA) pripada aldolazama tipa I. Sastoji
se od 259 aminokiselina s molekulskom tezinom od 27.7 kDa. Aminokiselina koji reagira s
supstratom na aktivnom mjestu stvaraju¢i Schiffovu bazu je lizin na poziciji 167, Liz167
[34,35].

In vivo, enzim DERA Kkatalizira reakciju aldolne adicije acetaldehida i gliceraldehid-3-
fosfata (G3P) kako bi se formirao 2-deoksi aldehid s novim stereogenim centrom, 2-
deoksiriboza-5-fosfat (DR5P) (Slika 1). Ono §to izdvaja enzim DERA-u u usporedbi s ostalim
aldolazama (izuzev fruktoza-6-fosfat aldolaze, FSA) je mogucnost koriStenja razlicitih aldehida

kao supstrata, koji mogu sadrzavati i do Cetiri ugljika [11,13,36,37].

G3P DR5P
OH OH
DERA ,
\/O n O\ OPO;* =< O OPO;
OH

Slika 1. In vivo reakcija stvaranja 2-deoksiriboza-5-fosfata katalizirana enzimom DERA [37].

Najveéa prednost koriStenja enzima DERA u industrijskoj primjeni je kataliziranje
reakcije stvaranja stereo-selektivnih ugljik-ugljik veza, bez upotrebe koenzima [38-40].
Najznacajniju primjenu otkrili su 1994. godine Gijsen i sur. [38] (Slika 2) koji su primjenom
reakcije tri akiralna C2 aldehida katalizirane enzimom DERA postigli stvaranje 2,4-

dideoksiheksoze koja je prekursor inhibitora HMG-CoA reduktaze, to jest statina.

o
Slika 2. Reakcija dvostruke aldolne adicije tri acetaldehida katalizirana enzimom DERA [38].



2.2. Biokataliza u proizvodnji statina

Statini su skupina lijekova za snizavanje lipida koji se Cesto propisuju za lijecenje i
prevenciju kardiovaskularnih bolesti. Inhibicijom enzima 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
(HMG-Co0A) reduktaze statini ucinkovito snizavaju razinu kolesterola u krvi, posebice
kolesterola niske gustoce (engl. low density lipoprotein, LDL), koji se Cesto pretpostavlja
"losim" kolesterolom. Smanjenje LDL kolesterola za posljedicu ima manji rizik od razvoja
ateroskleroze i posljedi¢nih snaznih simptoma kardiovaskularnih bolesti kao §to su srcani i
mozdani udar [3,4,41,42]. Statini zauzimaju iznimno visok udio na trziStu farmaceutika,
naroc¢ito atorvastatin poznat pod komercijalnim imenom Lipitor™, koji je od svojeg dolaska na
trziSte 1996. pa sve do danas generirao vise od 125 milijardi USD profita [43].

Na trziStu je uz atorvastatin trenutno dostupno jos$ sedam varijanti statina (fluvastatin,
lovastatin, mevastatin, pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin i simvastatin) od kojih svaki
posjeduje isti farmakofor, a to je syn-3,5-dihidroksi karboskilat bo¢ni lanac [44] (Slika 3). S
obzirom na strukturnu sli¢nost tog farmakofora i HMG-CoA, statini rade na principu
kompetitivne inhibicije HMG-CoA reduktaze, te posljedi¢no blokiraju pristup HMG-CoA
prema aktivnom mjestu reduktaze. Time se prekida sinteza kolesterola u jetri, aktiviraju se LDL
receptori na povrsini stanice te dolazi do smanjenja LDL kolesterola u krvi za 20 % do 55 %
[45-47]. Prva poznata sinteza statina provedena je 1971., kad su Endo i sur. [48] izolirali
molekulu mevastatina iz plijesni Penicillium citrinum. Napredak u sintezi statina od te godine
pa do danas bio je vrlo brz i u¢inkovit, te su statini koji se danas najvise koriste (fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin i pitavastatin) potpuno sintetske molekule poznate i pod nazivom

super-statini zbog svoje iznimne klini¢ke u¢inkovitosti [49].

HO, o
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Pitavastatin Pravastatin Rosuvastatin Simvastatin

Slika 3. Struktura svih trzi$no dostupnih statina s oznacenim farmakoforom [43].



Sinteza prekursora statina kemijskim putem je iznimno zahtjevan, skup i okoli$no
nepovoljan proces. Vecina sinteza provodi se u organskim otapalima uz koristenje katalizatora
od plemenitih metala. Procesi su energetski vrlo zahtjevni jer reakcijske temperature moraju
biti vrlo niske, a tlakovi visoki. Na kraju procesa nastaju produkti koji nisu opticki Cisti $to
predstavlja problem u separaciji zeljenih, kona¢nih produkata [49-51]. Uzimajuéi u obzir
spomenute izazove, zadnjih trideset godina intenzivno se radi na razvoju ekonomski i okoli$no
povoljnijih metoda za proizvodnju bo¢nog lanca statina, pri ¢emu je glavni fokus sve vise na
biokatalitickim i kemoenzimatskim postupcima [8,36,43,51-53].

Zbog imanentnih karakteristika enzima koje uklju¢uju optimalnu aktivnost pri niskim
temperaturama (<50 °C) i neutralnom pH u vodenom mediju, te izraZzenu enantio-, regio- i
stereoselektivnost, njihova upotreba se namece kao najbolji nadin rjesavanja problema
kemosinteze bo¢nog lanca statina. Mnoge farmaceutske tvrtke kao sto su Pfizer, Lek, Diversa,
Dow i Codexis ve¢ godinama istrazuju i aktivno primjenjuju biokemijske nacine sinteze bo¢nog

lanca statina, a na Slici 4. prikazane su najucestalije metode [52,54-57].
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Slika 4. Biokataliti¢ki putevi sinteze bo¢nog lanca statina [51].



Prva metoda (Slika 4a) temelji se na reakcijama enzimatske desimetrizacije, gdje se
pomocu kimotripsina i enzima esteraze iz svinjske jetre (engl. pig-liver esterase, PLA) dolazi
do kona¢nog produkta acetonida [58]. Druga metoda (Slika 4b) se takoder temelji na reakciji
desimetrizacije uz primjenu enzima nitrilaze kako bi se dobio prekursor atorvastatina, etil-6-
cijano-(3R, 5R)-dihidroksiheksanoat visoke opticke Cistoc¢e [59,60]. Metoda na Slici 4c temelji
se na principu enantioselektivne redukcije prokiralnih ketona koriste¢i enzim alkohol
dehidrogenazu (ADH) [61,62]. Kombinacijom enzima ADH i halogenhidrin-dehalogenaze
(HHDH) (Slika 4d) postize se enantioselektivna redukcija kloro-acetoacetata s enzimom ADH
u prvom koraku, da bi se u iduc¢a dva koraka klorna skupina zamijenila nitrilnom skupinom uz
primjenu enzima HHDH [63,64]. Posljednja metoda (Slika 4e), koja je ujedno i
najperspektivnija, je upotreba enzima DERA koji katalizira reakciju dvostruke aldolne adicije
akiralnih supstrata acetaldehida i kloroacetaldehida kako bi se dobio derivat laktola. Potencijal
ove metode lezi u ¢injenici da je moguce dobiti opticki ¢istu molekulu s dva kiralna centra u
samo jednom koraku, polazeci od vrlo jeftinih i lako dostupnih supstrata [8,9,37,65-67].

Unato¢ navedenim prednostima, prakticna primjena enzima DERA za sintezu
intermedijera statina ima i nekoliko nedostataka. Najistaknutiji medu njima su znacajna
osjetljivost na visoke koncentracije supstrata, sto dovodi do njegove deaktivacije i, posljedi¢no,
potrebe za primjenom vrlo visokih koli¢ina enzima kako bi se zadovoljili zahtjevi industrijske
produktivnosti, te niski afinitet prema kloroacetaldehidu [9,12,57,68]. Zbog toga se
kontinuirano razvijaju nove strategije poboljsanja stabilnosti DERA-e, kombinacijom tehnika
genetickog i enzimskog inZenjerstva (usmjerena evolucija, racionalni dizajn) [9,12,66,69] kako
bi se promijenila sama proteinska struktura enzima i tako povecala njegova otpornost prema
inaktivaciji, potom imobilizacija [11,67,70,71] koja mozZe poboljsati stabilnost te omoguciti
recikliranje enzima te kona¢no primjena cijelih stanica (engl. whole-cell) [68,72,73] koja
znacajno snizava cijenu i pojednostavljuje cjelokupni proces.

Greenberg i sur. [9] poboljsali su enzim DERA iz Escherichia coli (E. coli) koriStenjem
genskih knjiznica (engl. gene library). Genske knjiznice sadrze DNA sekvence enzima
prisutnih u prirodnim stanistima diljem svijeta. Koristenjem brze i visoko propusne (engl. high-
throughput) fluoroscentne analize, pronasli su petnaest DERA enzima s potencijalnom
aktivnoS¢u u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida. Nakon
ekspresije u E. coli, svi enzimi testirani su u navedenoj reakciji pri cemu je u jednoj od reakcija
dobiven konacni produkt laktol opticke Cisto¢e od 99,9 %, a volumetrijska produktivnost je
poboljsana s 0,08 g L h na¢ak 30,6 g L h',



Jiao i sur. [74] koristili su metodu nasumi¢ne mutageneze kako bi poboljsali aktivnost
enzima DERA iz Levilactobacillus brevis (L. brevis). Ispitali su 2,000 klonova u reakciji
acetaldehida i kloroacetaldehida, pri cemu su suzili izbor na dva mutanta Thr29Val i Thr29Leu.
Nakon detaljne vizualne karakterizacija strukture enzima, enzimi su dodatno poboljsani
ciljanom mutagenezom na specifiénim mjestima (engl. site-directed mutagenesis). Dobiveni
mutirani enzimi bili su sedam puta aktivniji u reakciji dvostruke aldolne adicije u usporedbi s
pocetnim prirodnim tipom enzima.

U podrucju imobilizacije Subrizi i sur. [71] ispitali su vi$e vrsta nekovalentne fizikalne
imobilizacije DERA iz E. coli na viSestjen¢ane uglji¢ne nanocijevi (engl. multi-walled carbon
nanotubes, MWCNT). Najboljom se pokazala direktna ionska izmjena s oksidiranim MWCNT,
I s tom metodom postignuta je povecana stabilnost enzima kroz vise ciklusa reakcije dvostruke
aldolne adicije, te bolja tolerancija na visoke koncentracije acetaldehida. Nara i sur. [75] takoder
su ispitali fizikalnu adsorpciju DERA iz Klebsiella pneumoniae (K. pneumonia), koriste¢i
mezoporoznu siliku kao nosilac. lako je imobilizirani enzim pokazao puno manju aktivnost u
in vivo reakciji cijepanja DRSP, postignuta je puno bolja otpornost na acetaldehid te nesto bolja
aktivnost u reakciji dvostruke aldolne adicije. Zhang i sur. [76] fokusirali su se na imobilizaciju
postignutu konjugacijom i umrezavanjem (engl. crosslinking) DERA na polimernu membranu.
Iako je postignuta povecéana tolerancija prema acetaldehidu, aktivnost imobiliziranog enzima
bila je znacajno smanjena.

Oslaj i sur. [68] su ispitali aktivnost DERA dobivenih fermentacijom iz E. coli u procesu
sinteze prekursora bo¢nog lanca statina. Po pitanju osjetljivosti na acetaldehid, nisu postignute
znaCajne promjene, ali optimizacijom procesa u kotlastom reaktoru s dotokom postignuta je
vrlo visoka volumetrijska produktivnost od 50 g L™ h? kroz dva sata, uz opticku &istoéu
produkta od 99,9 %.

2.3. Imobilizacija enzima

Imobilizacija enzima u osnovi je samo prijelaz enzima iz homogenog u heterogeni oblik,
to jest zatvaranje 1 lokalizacija enzima u definirane prostorne granice uz zadrZzavanje njegove
kataliticke aktivnosti [77].

Heterogenizacija enzima u pravilu ima dvije glavne svrhe, a to su zadrzavanje enzima
u prostoru te njegova stabilizacija. Ove prednosti moraju se odvagnuti u odnosu na nedostatke
kao $to su troskovi imobilizacije i potencijalno smanjenje katalitiCke u¢inkovitosti. Glavne
prednosti imobiliziranog enzima ukljucuju jednostavnost ponovne upotrebe, poboljsanu pH i

toplinsku stabilnost te olaksano odvajanje od reakcijske smjese. Osim toga, imobilizacija
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pomaze u odrzavanju konstantnih uvjeta bliske okoline enzima te ih stiti od promjena u pH,
temperaturi ili ionskoj jakosti, $to opcenito rezultira povecanom stabilno$¢u. Imobilizacija
enzima sa sobom nosi odredene troskove, koji su uzrokovani troskovima koristenih materijala
i vremena provedenog na izradu/nabavu tih materijala i samu imobilizaciju. Kako je u
industrijskim procesima primarni cilj smanjiti jedini¢ne troSkove i povecati proizvodnju po
jedinici vremena, imobilizacija ima ekonomskog smisla samo ako se enzim moze ponovno
upotrijebiti kroz vise ciklusa, ¢ime se znacajno smanjuju jedini¢ni troSkovi proizvodnje. Uz to,
imobilizirani enzimi omogucuju pakiranje u kolone za provodenje kontinuiranih procesa, Cime
je izuzetno olakSano izdvajanje imobiliziranog enzima iz reakcije nakon zavrSetka procesa
[16,78-81].

Vecina metoda imobilizacije zahtijeva primjenu nosioca, a karakteristike izabranog
nosioca imaju znacajan utjecaj na kataliticke moguénosti enzima. lzbor samog nosioca, bez
obzira radi li se o organskom ili anorganskom nosiocu, se u pravilu uvijek svodi na slijedece
faktore [82]:

e Specifi¢na povrsina i poroznost — idealno je da specifi¢na povrsina bude vecéa od 100
m? g* te u sluéaju postojanja pora, da su veli¢ine tih pora opéenito >30 nm, iako ovaj
faktor najvise ovisi o tipu enzima i provodenoj reakciji.

e Prisutnost funkcionalnih skupina — nacin aktivacije nosioca, te prisutnost, raspodjela i
gustoca funkcionalnih skupina na enzimu odreduju razinu ocuvane aktivnosti
imobiliziranog enzima, kao i njegovu operacijsku stabilnost.

e Velicina i oblik — kako bi se pojednostavilo rukovanje imobiliziranim enzimom tijekom
procesa kao $to su mijeSanje i filtracija, idealno je koristiti Cestice nosioca ujednacenog
oblika i veli¢ina. Pozeljno je da Cestice budu sferi¢éne da se smanji utjecaj povratnog
tlaka u proto¢nim reaktorima te da je Cestice lakSe karakterizirati.

e Hidrofilnost/hidrofobnost — kompatibilnost nosioca s teku¢om fazom reakcije je
klju¢na kako bi se omogucéila slobodna izmjena supstrata i produkta izmedu koriStene
otopine i enzima. Takoder ima utjecaj na Zivotni vijek nosioca.

e Mehanicka stabilnost — kako se ve¢ina industrijskih procesa s imobiliziranim enzimom
provodi u reaktorima s mijesanjem ili nasutim slojem katalizatora, nuzno je da nosilac
bude dovoljno mehanicki stabilan kako bi izdrzao smi¢na naprezanja i povratne tlakove
prisutne u reaktorima takvog tipa.

e Mikrobna rezistentnost — trajnost nosioca ¢esto je odredena s njegovom otpornos$cu

prema mikrobnoj degradaciji.
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2.3.1. Metode imobilizacije

Metode imobilizacije u pravilu se dijele na metode koje zahtijevaju stvaranje odredenog
tipa veze (kovalentno vezanje, fizikalna adsorpcija, umreZavanje) te na metode fizickog
uklapanja enzima (kapsuliranje, uklapanje u gel strukturu) [81]. Navedene metode vizualno su

prikazane na Slici 5.

/ Adsorpcija \ / Kovalentno Vezanje\ / UmreZavanje \

WY 9
3 ..... \) ...... ( 3_

\_ A \_ /

Kapsuliranje / Uklapanje u gel \

cee

~~~~~ o)
@ L y

Slika 5. Metode imobilizacije enzima.

Fizikalna adsorpcija opcenito je gledajuci najjednostavnija imobilizacijska metoda i
stoga se Cesto koristi u industrijskoj proizvodnji. Metoda se temelji na stvaranju slabih
fizikalnih veza (vodikove veze, kiselinsko-bazne i van der Waals interakcije) izmedu enzima i
nosioca. Najvece prednosti ove metode su vrlo mali rizik od denaturacije enzima u samom
procesu vezanja, te jednostavnost imobilizacije s obzirom da nosilac nije potrebno dodatno
tretirati ni aktivirati funkcionalnim skupinama. Glavni nedostatak ove metode je §to su
postignute interakcije izmedu enzima 1 nosioca Cesto preslabe da bi sprijecile
istjecanje/odvajanje (engl. leaching) enzima s podloge nosioca. Kako bi se odvajanje svelo na
najmanju moguéu mjeru, vazno je prilagoditi materijal (veli¢ina pora, morfologija i tome
sli¢no) te pronaci optimalne imobilizacijske uvjete za koristeni enzim. lonska jakost otopine,
pH vrijednost i temperatura su parametri koji najvise utje¢u na adsorpciju enzima [81,83,84].
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UmreZavanje je nacin imobilizacije enzima koji ne zahtjeva prisutnost nosioca, a temelji
se na principu stvaranja kompleksnih trodimenzionalnih enzimskih struktura povezivanjem
amino ili karboksilnih skupina na enzimu s bifunkcionalnim ili multifunkcionalnim reagensima,
tj. molekulama umrezivala. Takvim vezanjem stvaraju se hove makromolekularne strukture
koje Cesto imaju drugacija fizikalno kemijska svojstva od pocetnih spojeva, te enzimi postaju
hidrofobni §to omogucuje lako izdvajanje iz reakcijske otopine. Kemijski spojevi koji se koriste
kao umrezivala za povezivanje enzima mogu imati jednu, dvije ili vise reaktivnih skupina koje
reagiraju s funkcionalnim skupinama na enzimu [85]. Glutaraldehid je najviSe koristeno i
ispitano umrezivalo [86]. Prednosti ove metode su jednostavnost i povecana stabilnost enzima,
a nedostaci su vrlo slaba mehanicka stabilnost $to ograni¢ava njihovu upotrebu na niskotlacne
reakcijske sustave te mogucénost znacajnog pada aktivnosti zbog kompleksnosti interakcija
izmedu enzima i umrezivala [85,87].

Kapsuliranje i uklapanje u gel su metode imobilizacije koje se zasnivaju na zadrzavanju
enzima u vecinski polimernim nosiocima sa strukturom resetke ili polu-propusne membrane,
¢ime je kretanje enzima strogo definirano u granicama imobilizacijskog materijala, kroz koje
supstrati i produkti mogu slobodno prolaziti. Buduci da ne dolazi do stvaranja kovalentnih veza
izmedu enzima i nosioca, promjene u konformaciji ovako imobiliziranih enzima su relativno
male ili nepostojece, Sto rezultira relativno visokom katalitickom aktivno$¢u. Ova metoda
imobilizacije Cesto ima visok prinos imobilizacije i moze se koristiti za ko-imobilizaciju
enzima. Glavni nedostatak ove metode je difuzija izmedu membrane/resetke i reakcijske
otopine koja ima znacajan utjecaj na prolazak makromolekularnih supstrata kroz mrezu. 1z tog
razloga ova metoda prikladna je samo za enzime i supstrate Cija je molekulska veli¢ina manja
od veli¢ine pora membrane/reSetke. Drugi znacajan nedostatak vezan uz difuziju je taj Sto u
slu€aju vrlo brzog odvijanja reakcije dolazi do nakupljanja zna€ajne koli¢ine produkta unutar
pora kapsule/gela, §to ima negativan utjecaj na brzinu reakcije te moZe dovesti i do puknuca

same strukture nosioca [88-90].

2.3.1.1. Kovalentno vezanje

Metoda kovalentnog vezanja je tradicionalni i u€estalo koriSteni pristup za imobilizaciju
enzima u kojem se enzimski boc¢ni lanci aminokiselina vezu na specifi¢ne funkcionalne skupine
nosioca preko kovalentnih veza. Nuzno je da funkcionalne skupine na enzimu koji sudjeluju u
kovalentnoj vezi, kao §to je -amino skupina lizina, tiolna skupina cisteina i karboksilna skupina

asparaginske kiseline, nisu bitne za kataliticku aktivnost enzima u reakciji. Za primjenu ove
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imobilizacije, nosilac mora posjedovati reaktivne kemijske skupine kao $to su epoksi, amino,
alkilne ili karboksilne skupine, ili se mora mo¢i lako modificirati istima [82,91,92].

Imobilizacija obi¢no ukljucuje nekoliko koraka za povecanje stabilnosti kovalentne
veze. Klju¢no je odabrati prikladan nosilac prema kriterijima navedenim u poglavlju 2.3.
Odabrani nosilac zatim se aktivira uvodenjem funkcionalnih skupina na njegovu povrsinu koje
omogucuju kovalentno vezanje s enzimom. U zadnjem koraku reaktivni boc¢ni lanci
aminokiselina na enzimu reagiraju s funkcionalnim skupinama na nosiocu pri ¢emu dolazi do
stvaranja kovalentne veze nizom kemijskih reakcija kao $to su kondenzacija, alkilacija i
aciliranje [93].

Ova metoda imobilizacije rezultira stvaranjem snaznih veza izmedu enzima i nosioca, S
minimalnom moguénos$éu za odvajanje enzima s povrSine nosioca kao §to je slucaj kod
adsorpcije te posljedi¢no dovodi do povecane stabilnosti i robusnosti imobiliziranog enzima $to
Cesto ima i pozitivan utjecaj na termostabilnost. Glavni nedostatci ove metode su kompleksnost
funkcionalizacije i1 aktivacije nosioca te naknadnog vezanja enzima, primjena ograni¢ena samo
na inherentno stabilne enzime zbog intenziteta kemijske modifikacije te konformacijske
promjene na enzimu koje ponekad mogu smanjiti njegovu aktivnost [16,90,94].

Po pitanju funkcionalizacije anorganskih nosioca, najéeS¢e se primjenjuje postupak
silanizacije koji podrazumijevanje uvodenje raznih oblika organosilana na povrSinu nosioca pri
¢emu dolazi do stvaranja kovalentne veze izmedu organosilana i -OH skupina na povrsini
nosioca (Slika 6). Trialkoksiorganosilani koje se najvise primjenjuju za ovaj postupak imaju
op¢enitu formulu (RO)3Si-(CH2)a-X, gdje X predstavlja reaktivnu skupinu na koju se enzim
moze vezati direktno, kao $to je to recimo primjer kod epoksi skupine prisutne na (3-
glicidiloksipropil)trimetoksilanu (GPTMS), ili skupinu na koju je joS potrebno dodati
aktivacijsku molekulu koja ¢e omoguditi vezanje s enzimom, kao $to je to slucaj s npr. 3-

aminopropiltrietoksilanom (APTES) [17,95].

Q-----
Q-----

R = -CH ili -C,H
| 3 215 |
~=---0—Si—OH -===-0—Si—0,
) 20 ) \Si\_(CHz)n X
-----O—li—OH + RO—Si—(CH,),—X = = -----o—s|,i—o/ OR + 2ROH
! w0 !
-----o—:l,i—OH -----o—sl,i—OH

————-O0—
—————

Slika 6. Generalna shema organosilanizacije trialkoksiorganosilanima [17].
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Aktivacija ovako funkcionaliziranog nosioca podrazumijeva uvodenje elektrofilnih

skupina na njegovu povrsinu, uzimajuci u obzir nukleofilnost reaktivnih skupina na enzimu.

Najcesce koriStene metode aktivacije i njihove karakteristike prikazane su u Tablici 1. 1z tablice

je vidljivo i kako vec¢ina ovih aktivacijskih molekula regira s -NH2 skupinama na enzimu, to

jest s lizinskim g-amino skupinama enzima, kao §to je sluc¢aj kod aldolaza i DERA enzima [37],

te a-amino skupinama s N-kraja aminokiseline. Razlog tome je $to je lizin posjeduje optimalnu

reaktivnost te ¢esto ne sudjeluje u katalitiCckoj aktivnosti enzima [96]. Faktor koji ovdje najvise

utjeCe na kataliticku aktivnost enzima duljina je molekulske razmaknice (engl. molecular

spacer). Kratka razmaknica moze dovesti do ukruc¢ivanja strukture enzima, $to ima pozitivan

utjecaj na stabilnost, dok duga razmaknica ima puno manji utjecaj na strukturu, $to moze biti

korisno ako je cilj zadrzati po¢etnu konformaciju enzima [17,97].

Tablica 1. Ucestalo koristene metode aktivacije nosioca [17].

Reaktivna Reaktivna
Aktivacijska ) ) Stabilnost Cijena Duljina molekulske
skupina skupina )
molekula ) ) veze reagensa razmaknice
nosioca enzima
N . -OH . .
Cijanogen bromid NH -NH: Niska Srednja Vrlo kratka
- 2
N . -OH . : :
Cijanogen klorid -NH: Visoka Niska Srednja
-NH>
o ) -NH> ) )
Tionil Klorid -COOH SH Visoka Niska Nema
o ) Srednja/
Acil halid -OH -NH: Visoka ) Vrlo kratka
Visoka
Glutaraldehid -NH: -NH: Visoka Niska Duga
o -COOH/ - NH2/ ) )
Karbodiimid Visoka Visoka Nema
NH2 COOH
) -OH -NH: . ) .
Benzokinon Visoka Niska Srednja
-NH> -SH
Karbonil ) )
o -OH -NH: Srednja Niska Vrlo kratka
diimidazol
. . -OH . .
Epiklorohidrin NH -NH: Visoka Niska Kratka
- 2
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2.4.  Mezoporozna silika

Nanoporozni materijali su materijali s unikatnim povrSinskim i strukturnim
karakteristikama koji primjenu nalaze u raznovrsnim podrucjima kao $to su kataliza, solarne
¢elije, senzori i izrada raznih elektronickih komponenti [98]. Takvu vrstu materijala moZemo
prema IUPAC Klasificirati [99] u tri vrste prema veli¢ini pora, a to su mikroporozni materijali
(veli¢ina pora <2 nm), mezoporozni materijali (veli¢ina pora 2-50 nm), te makroporozni
materijali ( veli¢ina pora >50 nm).

U domeni mezoporoznih materijala posebno se istice mezoporozna silika. Od kada je
prvi puta komercijalno sintetizirana 1992. od strane Mobil Oil Company [100], pa sve do danas,
predmet je brojnih istrazivanja, unapredenja i raznolikih primjena u znanosti i industriji
[18,19,101-103]. Karakteristike koje dijeli s ostalim mezoporoznim materijalima su velika
specifi¢na povrsina (u rasponu od nekoliko stotina pa do tisuéa m? g), veliki volumen pora,
mogucnost preciznog definiranja veli¢ine pora prilikom sinteze, kemijska stabilnost te
mogucnost naknadne modifikacije povrsine [20]. Uz navedene prednosti i karakteristike, pruza
relativno nezahtjevne nacine sinteze te je uz iste pocetne kemikalije moguée dobiti osjetno
razliite strukture pomocu mjenjanja uvjeta sinteze (npr. temperatura i vrijeme), omjera

koristenih kemikalija te koriStene aparature prilikom pojedinih koraka sinteze [104].

2.4.1. Metode sinteze mezoporozne silike

Vecina tehnika sinteze anorganskog mezoporoznog materijala bazira se na koriStenju
odredene organske molekule kao predloSka oko kojeg anorganski prekursor kondenzira. Taj
oblik sinteze koristi se i za najucestalije koriStene vrste mezoporozne silike, a to su materijali
tipa MCM (engl. Mobil Composition of Matter) i SBA (engl. Santa Barbara Amorphous). Za
druge oblike sinteze anorganskih mezoporoznih materijala mogu se koristiti i tehnike koje ne
ukljuéuju predlozak, ve¢ koriste tzv. nano-gradevne blokove ili nanocijevi [104].

S obzirom da svi modeli sinteze uklju¢uju medusobno organiziranje hidrofobnih i
hidrofilnih skupina u bifazno sucelje, Huo i sur. [105] predlozili su idu¢i termodinamicki model
za stvaranje mezostrukture:

BGom = AGgye, + AGorg, + AGanorg, + AGor (1)
gdje AGg,, predstavlja slobodnu Gibbsovu energiju stvaranje mezostrukture, AGg,

sucelje izmedu organske i anorganske faze, AG, g Samo-organiziranje organskih molekula,
AGanorg anorganski predlozak a AG, utjecaj okolne otopine tijekom sinteze. Za klasi¢ni put

sinteze Sabloniziranja tekucih kristala prevladava utjecaj amfifilnih molekula, dok je kod puta
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sinteze koji se bazira na samo-organiziranju i kooperativnom samo-organiziranju kljuc¢an AGg.
kako bi se dobila uredena sruktura s trazenom zakrivljenos¢u [106].

Za razumijevanje procesa sinteze MCM i SBA tipova mezoporozne silike nuzno je
poznavanje molekularne geometrije micelarnih agregata koji nastaju kad se predlozak otopi u
vodenoj otopini. Zbog amfifilnosti predloska i prelazenja tzv. kriticne micelarne koncentracije
(CMC) dolazi do stvaranja micelarnih agregata s izraZzenim hidrofobnim ili hidrofilnim
karakterom. Ti agregati se potom pod utjecajem svoje geometrije i medu-molekulskih sila
samo-organiziraju u razli¢ite strukture tipa sferi¢na, cilindri¢na, planarna itd. [107].

Model za ovakvo ponaSanje predlozen je od strane Israelchvili i sur. [108], a
pretpostavlja strukturu amfifilne molekule koja se sastoji od konusnog hidrofobnog lanca koji
je povezan s hidrofilnom glavom, prikazano na Slici 7., gdje v predstavlja volumen hidrofobnog
dijela, I visinu hidrofobnog lanca, a povrsinu hidrofilnog dijela.

Slika 7. Struktura amfifilne molekule predloska [106].

Struktura amfifilnog agregata koji nastaje prelazenjem kriti€éne micelarne koncentracije
odredena je s tzv. kriti¢nim parametrom pakiranja (engl. critical packing parameter, CPP)
(Jednadzba 2). Brojka ukazuje na to kakav ¢e oblik strukture imati nastali agregat, tj.
posljedi¢no dobivena mezoporozna silika. Porastom CPP-a od < 0,35 do > 1,15 struktura se
mijenja idu¢im redoslijedom: sferi¢na, cilindri¢na, lameralna, kubi¢na te reverzno micelarna

[109].

CPP = — 2
l-a

Strukturiranje samog mezopornog materijala bazira se na elektrostatskim interakcijama
prikazanima na Slici 8., izmedu od molekula predloska nastalog micelarnog agregata (S) te

molekula anorganskog prekursora (1) kao sto je silika. Takav direktan nacin sinteze, na kojem
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se bazira sinteza MCM tipa materijala, uklju¢uje interakcije S'1" te S*I". Indirektni nacini sinteze
(S*X1 1 S™™M T), kakve su na primjer sinteze SBA i MCF materijala, uklju¢uju kiseli ili bazni
medij, gdje su X halogenidni anioni (CI, Br), a M* alkalni kationi (Na*, K). Mogu¢ je i
neutralan put karakteriziran vodikovim vezama i dipolarnim interakcijama, na slici prikazan
kao S°I°te S°(1X)° [20,104,110].

(ST

Slika 8. Prikaz razli¢itih oblika elektrostatskih interakcija u sucelju predlozak-prekursor. S je
predlozak, odnosno surfaktant, | je anorganski prekursor (silika), a M *i X~ su bazni, odnosno
kiseli ioni.

Sumarno govoreéi, proces pripreme i sinteze razlicitih tipova mezoporoznih materijala
od silike uvijek prati iduc¢e korake:
1. Otapanje predloska/surfaktanta u otapalu (ionski ili polimerni surfaktanti, uz kontrolu

temperature i pH vrijednosti otapala).
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2. Dodavanje silika prekursora (najces¢e alkoksid kao Sto je tetraortosilikat (TEOS) ili
anorganska sol, naprimjer natrij silikat) te eventualnih ko-otapala i aditiva.

3. Mijesanja tijekom kojeg se odvijaju procesi hidrolize i kondenzacije.

Si-OR + H,0 < Si-OH + ROH (3
Si-OR + Si-OH « Si-O-Si + ROH (4)
Si-OH + OH-Si <> Si-O-Si + H,0 (5)

4. Starenja materijala pri poviSenoj temperaturi, pri kojem se odvija naknadna
kondenzacija i polimerizacija, te omogucuje kontrolu veli¢ine Cestica i pora.

5. Uklanjanje predloska/surfaktanta, bilo ekstrakcijom ili zarenjem. Ekstrakcija je blaza i
po okoli§ povoljnija metoda ali njen nedostatak je moguéi zaostatak materijala unutar
pora, te nije primjenjiva za sve tipove predloska.

Zarenje s druge strane omoguéuje kompletno uklanjanje cjelokupnog organskog
materijala uz veéi energetski troSak procesa te naknadnu kondenzaciju koja se odvija
tijekom procesa zarenja gdje silanol Si-OH skupine prelaze u siloksan Si-O-Si skupine.
To predstavlja problem iz razloga $to naknadna funkcionalizacija i aktivacija materijala

ovisi iskljué¢ivo o koli¢ini hidrofilnih silanol Si-OH skupina [20,104,110].

S obzirom da je interakcija izmedu surfaktanta i anorganskog prekursora klju¢na za
usmjeravanje sinteze mezoporozne silike prema produktima Zeljenih karakteristika, nuzno je
poznavati mehanizme koji se odvijaju u svim koracima reakcije. Sinteza se moZe ugrubo
podijeliti na tri stadija, prvi koji sadrzi interakcije u otopini, drugi koji se odvija na granici
krutine 1 tekucine te tre¢i koji predstavlja kruti zavr$ni materijal. Od tri stadija, razliCite tehnike
karakterizacije je najlakSe primijeniti na gotovom materijalu zbog kompleksnih
termodinamickih 1 kineti¢kih procesa koji se odvijaju tijekom prva dva stadija. Zbog toga se
karakterizacija 1 sinteza u praktinom smislu vecinski izvode prema metodi pokuSaja i
pogresaka, karakteriziraju¢i gotov materijal nakon svake sinteze i prema tim rezultatima se

modificiraju naknadne sinteze kako bi se doslo do materijala s zeljenim karakteristikama [106].

2.4.2. SBA materijali

Za razliku od ionskih surfaktanata, ve¢inski manjih molekula, koji se koriste u sintezi
MCM materijala, sinteza SBA materijala koristi diblok ili triblok kopolimere koji zbog svojih
duljih hidrofobnih lanaca omogucuju sintezu materijala s osjetno ve¢im porama. Poznato je

vise varijanti koji uklju¢uju SBA-2 (kubi¢na struktura), SBA-12 (3D heksagonalna struktura),
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SBA-14 (lameralna struktura), SBA-15 (2D heksagonalna struktura) i SBA-16 (kubi¢na
struktura) [104,111,112].

Od svih navedenih, naj¢escu prakti¢nu primjenu ima SBA-15. Sinteza se vrsi pri kiselim
uvjetima koristeci ne-ionski triblok kopolimer, npr. Pluronic P123 prikazan na Slici 9., koji se
na krajevima sastoji od dva hidrofilna poli(etilen-oksid) (PEO) lanca, a izmedu njih se nalazi

lanac hidrofobnog poli(propilen-oksida) (PPO).

CH;
H 40/\4_[0)\4_[0% OH
m n m

Slika 9. Prikaz strukture triblok kopolimera P123.

Prilikom formiranja micela u prvoj fazi otapanja surfaktanta u otapalu, PPO skupina se
nalazi u srediSte micelarnog agregata, okruzena lancima PEO molekula koji su orijentirani
prema otopini. Ti PEO lanci su ujedno i uzrok mikropora veli¢ine 0,5-3 nm u zidovima SBA-
15 pora, dok su PPO molekule odgovorne za unutarnju strukturu mezopora [113,114].

Uz prisutne mikropore u zidovima, SBA-15 posjeduje i puno deblje zidove od MCM
materijala, u rasponu od 3 nm do 6 nm, $to ga ¢ini veoma hidrotermalno stabilnim. Debljina
zidova, kao 1 veli¢ina pora, moze se regulirati temperaturom i vremenskim trajanjem sinteze.
Masena koncentracija triblok kopolimera ima zna¢ajan utjecaj na morfologiju, gdje se ispod 0,5
wt. % dobiva samo amorfna silika, dok pri koncentracijama ve¢im od 6 wt. % uopce ne dolazi
do precipitacije silike ili nastaje samo silika gel. Dakle idealan omjer za sintezu je negdje
izmedu 0,5 i 6 wt. % [115].

Razli¢ite vrste Pluronic triblok kopolimera razlikuju se prema omjerima svojih PEO 1
PPO skupina te takoder utje¢u na morfologiju gdje ve¢i omjer PPO favorizira heksagonalnu
strukturu, dok veéi omjer PEO dovodi do kubiénih struktura [115].

Uz modificiranje omjera triblok kopolimera, temperature te trajanja reakcije kao metoda
za usmjeravanje sinteze prema produktima Zeljene morfologije i mezopornih karakteristika, za
SBA-15 siliku je znacajno i koristenje kootapala, tj. agensa za bubrenje, najcesce u obliku TMB
(trimetilbenzena). lako je TMB moguce koristiti 1 za povec¢anje pora MCM materijala, kod SBA
silike je njegov utjecaj puno izrazeniji te omogucuje povecanje pora do ¢ak 30 nm. Daljnje
dodavanje TMB-a iznad omjera TMB/P123 od 0,3 dovodi do stvaranja novog tipa silike, tzv.
mezostrukturirane stani¢ne pjene (engl. mesostructured celluar foam, MCF) (Slika 10) koja se

sastoji od velikih sferi¢nih ¢elija s porama u rasponu 20-50 nm, koje su medusobno povezane
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tzv. prozorima veli¢ine 10-15 nm te zajedno ¢ine neprekidan 1 slabo ureden 3D sustav pora

[116-118].

Potporanj savinut Prozor
prema unutra
Potporanj savinut
prema van

Slika 10. Shema poprecnog presjeka strukture MCF [119].

MCEF se isti¢e kao izuzetan nosa¢ za heterogenu katalizu zbog svojih jedinstvenih
strukturnih karakteristika i svestranosti. S obzirom da posjeduje dobro definiranu strukturu pora
s medusobno povezanim mezoporama, difuzija reaktanata i produkata kroz materijal je osjetno
poboljsana. Ova svojstva ujedno ga ¢ine idealnim nosiocem za imobilizaciju enzima, gdje
navedena struktura ujedno uspje$no sprjeCava odvajanje enzima s potpore, naroCito u
kombinaciji s kovalentnim vezanjem pomocu funkcionalnih skupina koje je lako dodati na
povrsinu silike [111]. Kako su ¢elije i prozori koji sacinjavaju MCF siliku osjetno veéi od
ostalih tipova mezoporozne silike, na nju je moguce imobilizirati i ve¢e molekule enzima nego
§to je uobiCajeno za ovakav tip materijala [120]. Chrzanowska i sur. [121] uspje$no su
imobilizirali lizozim unutar MCF strukture razlicitih veli¢ina pora koriste¢i tehniku fizikalne
adsorpcije pri ¢emu je najveca veli¢ina pora ocekivano pruzila najbrzu difuziju molekula
enzima unutar strukture silike. Jarzebski i sur. [122] koristili su MCF za kovalentnu
imobilizaciju tripsina, pri ¢emu su proveli usporedbu s komercijalnim nosa¢ima na bazi silike
i zakljucili da MCF pruza znacajno veéu uspjesnost imobilizacije kao i veéu aktivnost

imobiliziranog enzima.

2.5. Magnetske nanocestice

Interes za tehnologije i materijale koji pripadaju podrucju nano- veli¢ina, S posebnim
naglaskom na magnetske nanocestice u stalnom je porastu. Primjena takvih tehnologija i

materijala aktivno se provodi ili razmatra kroz Siroki spektar industrije i istrazivackih projekata
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koji se bave katalizom, biotehnologijom, biomedicinom, magnetskom rezonancom te obradom
otpadnih voda [123-126].

Shodno tome konstantno se razvijaju nove metode za njihovu sintezu, imaju¢i na umu
da stabilnost samih Cestica najvise ovisi o podrucju primjene. Vazno je u obzir uzeti velicinu i
oblik Cestica, njhova intrinzi¢na magnetska svojstva, povrsinski naboj te interakcije s vodom ili
otapalom u kojem ¢e se koristiti. Generalno govore¢i, MNP su najucinkovitije kad je veli¢ina
individualnih Cestica ispod kriti¢ne veli¢ina <20 nm pri ¢emu svaka Cestica za sebe postaje
jednozna¢na magnetska domena s superparamagneticnim svojstvima iznad grani¢ne
temperature. Takve cCestice posjeduju jedinstven magnetski moment i ponasaju se kao
paramagnetska jedinka prilikom primjene vanjskog magnetskog polja, uz zanemarivi rezidualni
magnetizam [127].

Usprkos prednostima MNP u takvom niskom rasponu veli¢ina, neizbjezan problem je
njihova tendencija da stvaraju aglomerate te, s obzirom na visoku kemijsku aktivnost MNP, da
oksidiraju u prisustvu zraka prilikom ¢ega dolazi do osjetnog pada ili potpunog gubitka svojstva
magneticnosti. [z tog razloga pribjegava se raznim tehnikama zastite povrSinskog sloja Cestica
prilikom ili nakon sinteze, najces¢e dodatkom raznih surfaktanata, polimera ili anorganskih
spojeva kao $to je silika. Dodatna prednost takvog procesa je §to na povrsini MNP dobijemo
sloj koji je sklon naknadnoj funkcionalizaciji aktivnim skupinama koje je moguce iskoristiti za
npr. imobilizaciju enzima [128].

Iako postoji veliki izbor materijala koji je moguce sintetizirati 1 koristiti kao magnetske
nanocestice, ukljucujuci Zeljezove okside (FezOs, y-Fe203), ferite (MFe204 (M = Cu, Mn, Mg,
Ni itd.)) i razli¢ite legure (FePt, CoPt), Zeljezovi oksidi se ucestalo namecu kao najbolji izbor.
Razlog tome su dobra magnetska svojstva, visoka stabilnost, niska ekotoksi¢nost te velik izbor

tehnika sinteze [23].

2.5.1. Magnetizam

U svakoj raspravi vezanoj za magnetske nanocestice, nuzno je osvrnuti se na njihovo
najistaknutije svojstvo, a to je magnetizam. Magnetizam je temeljni fizi¢ki fenomen koji
proizlazi iz gibanja elektri¢nih naboja i manifestira se u privla¢nim ili odbojnim silama izmedu
objekata. Svojstven je razliCitim materijalima, naroc¢ito onima koji sadrze zeljezo, nikal i kobalt.
Na razini atoma, magnetizam potjece iz kutnog impulsa i spina elektrona. Kada je znacajan broj
atomskih magnetskih momenata usmjeren u istom smjeru, materijal pokazuje magnetizaciju na
makroskopskoj razini. Ovakvo ponaSanje klasificira se u nekoliko vrsta kao $to su

paramagnetizam, feromagnetizam, antiferomagnetizam ili ferimagnetizam (Slika 11) pri ¢emu
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je svaka karakterizirana razli¢itim obrascima usmjerenja i interakcijama magnetskih momenata

unutar materijala [129].

AN T R T

Paramagnetizam  Feromagnetizam  Antiferomagnetizam  Ferimagnetizam
Slika 11. Razli¢iti tipovi magnetizma.

Paramagnetizam je tip magnetizma koji se ocituje u materijalima kad su magnetski
momenti individualnih atoma i iona nasumic¢no orijentirani u nedostatku vanjskog magnetskog
polja. Na razini atoma, paramagnetizam uzrokovan je prisutno$éu nesparenih elektrona, od
kojih svaki posjeduje magnetski dipolni moment zbog intrinzi¢nog spina elektrona, ali ti
magnetski dipolni momenti su nasumic¢no orijentirani zbog termalne agitacije. Kada se vanjsko
magnetsko polje primjeni na takav sustav, magnetski momenti orijentiraju se paralelno u smjeru
polja, pri ¢emu je primjetna pozitivha magnetizacija. Za razliku od feromagnetskih materijala,
paramagnetski materijali potpuno gube svoju magneti¢nost jednom kad se vanjsko magnetsko
polje ukloni, $to je ujedno i klju¢na karakteristika koja paramagnetske materijale izdvaja od
ostalih tipova magnetizma [130].

Feromagnetizam javlja se u slu¢aju kad su magnetski momenti atoma ili iona orijentirani
paralelno ¢ak i u odsutnosti vanjskog magnetskog polja. Elektroni u feromagnetskom materijalu
preferiraju paralelno usmjerenje susjednih elektronskih spinova, pri ¢emu je ta interakcija
dovoljno snazna da nadjaca utjecaj toplinske agitacije. Iz tog razloga posjeduju snaznu trajnu
magnetizaciju, to jest zadrZe odredenu stopu magnetizacije i kad se vanjsko magnetsko polje
ukloni. Taj remanentni magnetizam mogucée je smanjiti ili potpuno ukloniti primjenom
magnetskog polja suprotnog smjera. Feromagnetski materijali mogu izgubiti svoja svojstva pri
visokoj, tzv. Curie temperaturi, specificnom za svaki materijal, gdje se poc€inju ponasati kao
paramagneti [130].

Antiferomagnetizam primjetan je u materijalima gdje su magnetski momenti atoma ili
iona orijentirani naizmjenicno u suprotnim smjerovima. Takva orijentacija za rezultat ima
nepostojeCu makroskopsku magnetizaciju, jer se suprotstavljeni magnetski momenti
medusobno ponistavaju [131].

Ferimagnetizam sli¢an je antiferomagnetizmu jer su magnetski momenti takoder
orijentirani u suprotnim smjerovima, ali magnitude oba smjera nisu jednake stoga je primjetna

odredena koli¢ina makroskopske magnetizacije. Taj fenomen najvise ovisi o kristalnoj strukturi
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materijala. Vecina ferimagnetskih materijala su spineli s opéenitom formulom AB204, gdje A
1 B predstavljaju metalne katione koji zauzimaju razli¢ita mjesta u kristalnoj reSetki, A kationi
koji Cine tetraedar i B kationi koji ¢ine oktaedar. Magnetski metalni kationi na tim mjestima
dolaze u interakciju s kisikovim anionima, pri ¢emu dolazi do pojave antiparalelnog usmjerenja
njihovih magnetskih momenata. Najpoznatiji primjer tog fenomena upravo je magnetit, FezOa.
Temperatura takoder ima znacajan utjecaj na ferimagnetske materijale, gdje prelaskom preko
kriti¢ne tocke Curie temperature dolazi do nasumi¢ne promjene njihovih magnetskih momenata

te prelaska u paramagneti¢no stanje [132].

2.5.2. Metode sinteze

Odabir metode za sintezu magnetskih nanocestica ima najveéi utjecaj na njihovu
veli€inu, oblik, raspodjelu veli¢ine i povrSinsku kemiju, stoga je bitno ispravno odabrati metodu
koja ¢e biti idealna i za primjenu tih nanocestica nakon sinteze. Svaka metoda predstavlja sebi
svojstvene izazove, zbog cega se konstantno radi na modifikacijama postoje¢ih, kao i
istrazivanju novih tehnika. Naj¢eS¢a i1 najvise istrazena skupina metoda koje se danas koriste je
tzv. kemijska sinteza, gdje spadaju sutaloZenje, mikroemulzija, termicki raspad i hidrotermalna

sinteza [133].

2.5.2.1. SutaloZenje

Sutalozenje (engl. coprecipitation) vjerojatno je najudestalija metoda za sintezu
magnetskih nanocestica s to¢no odredenom veli¢inom i magnetskim svojstvima. Temelji se na
mijeSanju baze 1 otopine Zeljezovih soli, u uvjetima inertne atmosfere i sobne ili poviSene

temperature. Proces je moguce prikazati slijede¢im jednadZzbama kemijske reakcije:

Fe?* + 20H — Fe(OH)2 (6)
Fe** + 30H" — Fe(OH)3 (7
Fe(OH)2 + 2Fe(OH)z — Fe304 + 4H20 (8)

Velic¢ina i oblik Cestica ovisi o koriStenim Zeljezovim solima (kloridi, sulfati, nitrati itd.),
omjeru fero 1 feri iona, pH vrijednosti, temperaturi, ionskoj snazi medija kao i mehanickim
faktorima poput brzine i vrste mijeSanja [134,135]. Za postizanje kompletnog taloZenja u
inertnoj atmosferi nuzan je pH izmedu 8 i 14 te stehiometrijski omjer Fe®" i Fe?* 2:1.
Kontroliranjem pH vrijednosti moguce je znacajno utjecati na konacnu veli¢inu Cestica

[136,137]. Inertna atmosfera, najées¢e u obliku dusika koji se propusta kroz otopinu tokom
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cijelog procesa, takoder je nuzan uvjet kako ne bi doSlo do oksidizacije i gubitka magnetita
Fe304 njegovim prelaskom u y-Fe2Oz u prisustvu kisika. Prisutnost dusika takoder ima utjecaj
na samu veli¢inu Cestica [138]. Glavni problem koji se javlja prilikom sinteze sutaloZenjem je
mala veli¢ina dobivenih Cestica, Sto osjetno povecava njihovu tendenciju prema aglomeraciji,

te vrlo visoka osjetljivost na male promjene pH i temperature [139].

2.5.2.2. Mikroemulzija

Mikroemulzija je termodinamicki stabilna i1 izotropna mjeSavina dvoje nemjesljivih
faza, ulja i vode, u prisustvu surfaktanta koji stvara monosloj na granici faza ulje-voda pri cemu
se hidrofilne glave surfaktanta nalaze u vodi, a hidrofobni repovi u ulju. Molekule surfaktanta
ograniCavaju nukleaciju, rast i aglomeraciju ¢estica. Prilikom dodatka otopine zeljezovih soli u
mikroemulziju, ona ¢e se zadrzati u mikrokapljicama vode koje se potom kontinuirano sudaraju,
povezuju i ponovno odvajaju, pri cemu dolazi do stvaranja taloga Zeljezovih nanocestica u
obliku micela koje se zatim filtriraju iz otopine [140].

Glavna prednost ove metode su niski zahtjevi prema potrebnoj aparaturi i uvjetima
sinteze (sobna temperatura i atmosferski tlak), moguénost precizne kontrole veli¢ine i sastava
MNP koje posjeduju visoku specificnu povrSinu, te dobivanje Cestica koje imaju veliku
zasi¢enost magnetizmom. Nedostaci ove metode su negativan utjecaj zaostalog surfaktanta na
karakteristike dobivenih Cestica, te relativno mali prinos nakon sinteze uz potrebu za
koristenjem znacajnih koli¢ina otapala, $to otezava mogucnost za uvecanje (engl. scale-up)

procesa [141,142].

2.5.2.3. Termicki raspad

Termicki raspad podrazumijeva razgradnju prekursora Zeljeza u prisutnosti organskih
surfaktanata, najceSce oleinska kiselina ili derivati masnih kiselina, pri visokoj temperaturi pri
¢emu se dobiju nanocestice zeljezovog oksida s moguénoscu precizne kontrole veli¢ina Cestica
uskog raspona veliCina te dobre disperzivnosti. Klju¢ni parametri za optimiranje veli¢ine 1
morfologije nanocCestica su pocetni omjeri prekursora, surfaktanta i otapala, kao 1 uvjeti reakcije
koji ukljucuju temperaturu i vrijeme starenja. lako ova metoda pruza vjerojatno najbolju
mogucénost za preciznu kontrolu veli¢ine i morfologije MNP, njeni glavni nedostatci su
kompleksni uvjeti sinteze, potreba za visokom temperaturom i inertnom atmosferom, kao i dugo

vrijeme starenja [143,144].
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2.5.2.4. Hidrotermalna sinteza

Sinteza magnetskih nanocestica u vodenom mediju pri povisenoj temperaturi i tlaku
naziva se hidrotermalna sinteza. Ova metoda takoder omogucuje finu kontrolu konac¢ne veli¢ine
1 morfologije Cestica s visokom zasi¢enos¢u magnetizmom. Kljucni faktori za uspjeSnu sintezu
su koriStenje autoklav reaktora koji moze podnijeti visoke temperature i tlakove kako bi se kod
vode postigli nuzni uvjeti superkriticnog fluida te dodatak raznih aditiva u pocetnu otopinu
zeljezovih soli kako bi se sprijecila aglomeracija ili utjecalo na proces nukleacije. Sam
mehanizam koji se odvija tijekom sinteze vrlo je kompleksan, ali moze se pojednostaviti na
proces nukleacije prilikom kojeg dolazi do agregiranja manjih Cestica prekursora zeljeza u
centre nukleacije, potom njihovog rasta u vece nanocestice potpomognuto visokim tlakom i
temperaturom te konacno Ostwald dozrijevanja gdje se manji kristali raspadaju i taloZe na vece,
Sto dovodi do ujednacene raspodjele veli¢ina MNP [145-147].

Prvi dio procesa prije stavljanja u autoklav reaktor moze krenuti od ve¢ spomenutog
sutalozenja, gdje imamo izvore feri i fero iona u luznatoj otopini, ili se moze temeljiti na metodi
redukcije prikazanoj na Slici 12. Deng i sur. [148] predlozili su metodu gdje se zeljezova sol
koja sadrzi trovalentni Fe** ion, npr. FeCls, mijesa s agensom za reduciranje kao $to je etilen-
glikol (EG), koji se ucestalo koristi u poliol procesima za proizvodnju metalnih oksida, kako bi
se postigla redukcija trovalentnog Fe** iona do forme Zeljezovog oksida, FesOa. S obzirom da
feritne nanocestice imaju sklonost aglomeraciji, u proces se dodaje natrijev acetat (NaAc) koji
sluzi kao elektrostatski stabilizator, te poli(etilen-glikol) (PEG) ¢ija funkcija surfaktanta takoder
moze doprinijeti smanjenju mogucénosti aglomeracije. Ovim procesom uspjesno su dobivene

monodisperzne magnetske mikrosfere dimenzija ~ 200-800 nm.
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Slika 12. Shematski prikaz hidrotermalne sinteze [149].
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Glavni nedostatak ove metode je to Sto je teSko dobiti Cestice manje veliCine, te
poprili¢no spora kinetika rasta Sto dovodi do duzeg vremena potrebnog za provodenje reakcije.
Ipak, Ge i sur. [150] su pokazali da je hidrotermalnom sintezom moguce dobiti i Fe3O4
nanocestice veli¢ine manje od 50 nm, upotrebom FeCl2-4H20 kao prekursora Zeljezo iona i
dodatkom etanola. KoriStenjem visoke pocéetne koncentracije FeClo-4H20 dolazi do formiranja
velikog broja centara nukleacije, $to posljedicno dovodi do manjih ¢estica. KorisStenjem etanola
dolazi do fizikalnog vezanja na povrSinu MNP vodikovim vezama, $to za posljedicu ima
inhibitorski utjecaj na rast 1 agregaciju Cestica. Promjenom omjera prekursora zeljeza i etanola

uspjesno su dobivene MNP u rasponu veli¢ina od 15 nm do 30 nm.

2.5.3. Metode oblaganja

Usprkos svim naprecima u sintezi magnetskih nanocestica, kao klju¢an problem ostaje
njihova tendencija prema aglomeraciji, taloZzenju 1 oksidaciji, te je veoma bitno pronaci nacin
kako da se odrzi njihova stabilnost kroz duzi period. To je posebno izrazeno kod ¢istih metala
kao $to su zeljezo, kobalt i nikal te njihovih legura, jer su oni posebno osjetljivi na prisutnost
zraka, uz to Sto ta sklonost oksidaciji ima obrnuto proporcionalni odnos sa samom veli¢inom
Cestica. 1z tog razloga nakon svake sinteze bitno je nanijeti odredenu vrstu zastitnog omotaca
na MNP, kako zrak ne bi mogao doprijeti do njihove povrsine. Metoda oblaganja se opéenito
dijele u dvije skupine, organski omotaci $to ukljuCuje razne oblike surfaktanata ili polimera te
anorganski omotaci kao Sto su silika, ugljik, plemeniti metali ili oksidi. Moguca je i opcija
koriStenja gustih matrica polimera ili silike u koje se zatim uklope MNP, ali veliki nedostatak

takve metode je §to je nanoCesticama onemogucéeno slobodno gibanje u prostoru [128,151].

2.5.3.1. Oblaganje polimerima

Surfaktanti ili polimeri ucestalo se upotrebljavaju kako bi se pasivizirala povrSina
nanoCestica tijekom ili poslije sinteze te u svrhu sprjeCavanja aglomerizacije. Pojava
elektrostatskog ili sterickog odbijanja upotrebom surfaktanta pomaze pri disperziji MNP te
odrzavanju koloidnog sustava. Taj fenomen najvise je izrazen kod ferofluida, obzirom da su
nanodestice dobivene sutalozenjem Fe?" i Fe3* negativno nabijene, $to dovodi do njihove
aglomeracije. Kako bi se to sprijecilo i ujedno postigao stabilan koloidni sustav, kao surfaktant
koristi se tetrametilamonij hidroksid ili perklori¢na kiselina [152].

Kod oblaganja MNP polimerom ili surfaktantom dolazi do formiranja jednog ili dva
sloja koji stvaraju stericko odbijanje te time uravnotezuju magnetske i van der Waals sile koje

djeluju izmedu MNP. Glavni nedostatak ovakve vrste oblaganja je S$to zbog svoje visoke
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reaktivnosti magnetske nanocestice 1 dalje nisu stabilne u prisutnosti zraka, te $to u kiselom

mediju ili pri visokoj temperaturi lako dolazi do gubitka ovog zastitnog omotaca [153].

2.5.3.2. Oblaganje plemenitim metalima

Dodavanje sloja plemenitih metala na povrSinu magnetskih nanocestica moguce je
posti¢i mikroemulziranjem, redoks reakcijama ili koristenjem hidroksilamina [154—-156]. Ako
u obzir uzmemo sve plemenite metale koji se mogu koristiti u ovu svrhu, zlato se namece kao
idealan izbor zbog svoje niske reaktivnosti, ali klju¢an problem u tom slucaju je velika razlika
u povrsinskim karakteristikama MNP i zlata §to znatno otezava proces oblaganja [157]. lako
postoje odredeni primjeri iz literature gdje je omota¢ zlata uspjeSno nanesen koriStenjem
reakcijama zamjene [158], redukcije [157] i mikroemulziranja [159], Cesto se radi o

kompleksnim procesima u kojima je i teSko utjecati na debljinu samog omotaca.

2.5.3.3. Oblaganje ugljikom

Oblaganje ugljikom sa sobom nosi mnoge prednosti u usporedbi sa standardnim
metodama, kao Sto je izrazena biokompatabilnost, visoka kemijska i toplinska stabilnost te
visok magnetski moment koji posjeduju magnetske nanocestice obloZzene ugljikom [160].
Glavni problem ovakvog nacina oblaganja je kompleksnost samog procesa te potreba za
posebnom aparaturom s obzirom da se proces oblaganja radi tehnikama elektri¢nog praznjenja
te talozenja kemijskom parom pod visokim tlakom (engl. high-pressure chemical vapor
deposition) [160,161]. Uz to, tako dobivene MNP su Cesto u obliku aglomerata §to otezava
njihovu primjenu u mnogim procesima, te je 1 sam mehanizam formiranja sloja jo§ uvijek

relativno nepoznat [160].

2.5.3.4. Oblaganje silikom

Silika se namece kao idealan materijal za oblaganje MNP obzirom na svoju kemijsku
stabilnost, biokompatibilnost, Sirok raspon moguénosti za naknadnu funkcionalizaciju te malog
utjecaja na magnetsku zasi¢enost. TaloZenje SiO2 skupina na povrsinu MNP ispunjava njihovu
povrsinu s molekulama silanola (Si-OH) koje su idealan kandidat za vezanje raznih aktivnih
skupina [162]. Metode koje se koriste za ovaj nacin oblaganja, Stober i sol-gel su generalno
veoma jednostavne uz dobro poznate mehanizme. Oba procesa odvijaju se kroz korake
hidrolize, kondenzacije i nukleacije. Hidroliza ukljucuje hidrolizu prekursora silike, najcesce
tetraetil ortosilikata (TEOS) u alkoholnom mediju, katalizirano amonijakom koji djeluje kao

baza pri ¢emu iz TEOS-a nastaju reaktivne Si(OH)4 silanol skupine. U koraku kondenzacije te
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silanol skupine potom stvaraju siloksan Si-O-Si veze koje tvore mrezu silike po povr$ini uzorka.
Konaéno u koraku nukleacije dolazi do rasta tako dobivene mreze silike Sto posljedi¢no ima
najveci utjecaj na debljinu dobivenog sloja [163].

Xia i sur. [164] u svojem su radu pokazali jednostavnost i fleksibilnost ovog procesa.
Koriste¢i komercijalni ferofluid EMG 304 koji se sastoji od Cestica magnetita veli¢ine 5-15 nm,
postigli su stvaranje omotaca silike samo dodatkom amonijaka i TEOS-a uz mijeSanje u
alkoholnom mediju. Promjenom koncentracije TEOS-a jednostavno su utjecali i na debljinu
samog sloja u rasponu 2-100 nm. S obzirom na negativnu nabijenost omotaca silike, tako
oblozene Cestice su pokazale 1 vrlo dobru disperzivnost u vodenom mediju bez potrebe za
koristenjem dodatnih surfaktanata. TEM snimkama potvrdeno je da su tako dobiveni sferi¢ni
omotaci homogeni u smislu njihove veli¢ine i morfologije, bez obzira na poc¢etnu morfologiju

nanocestica magnetita.

2.6. Matematicko modeliranje enzimatskih reakcija

Reakcijsko inzenjerstvo temeljna je integrativna disciplina unutar kemijskog
inzenjerstva 1 industrijski primijenjene kemije. Pruza klju¢ne temelje za dizajn i optimizaciju
svih procesa kemijske pretvorbe, kao i toplinskih i fizickih transformacija. Ovo u osnovi
ukljucuje opisivanje kinetike reakcije i definiciju termodinamickih granica koje pomazu pri
odabiru optimalnih reakcijskih uvjeta i (bio)katalizatora. Razvoj kinetickog modela u ranoj fazi
procesa moze biti od velike koristi za analizu troskova i Koristi ili studije izvedivosti. Takvi
modeli pomazu identificirati uska grla procesa i kvantificiraju potencijalne procesne probleme.
Mehanisticki modeli, ¢iji je cilj detaljno opisati reakcijske mehanizme enzima, nastoje
razumjeti i predvidjeti ponasanje reakcijskog sustava te pruzaju priliku za znacajna poboljsanja
tijekom procesa optimiranja reakcije [165,166].

Matemati¢ko modeliranje pojednostavljeno se moze razloziti na Cetiri podrucja koja ¢e
eventualno dobiveni modeli pokrivati. Od najmanjeg do najveéeg, to su redom modeli
biokatalizatora na molekulskoj razini, kineticki modeli reakcije, kineticki modeli reaktora te
modeli cjelokupnog procesa. Svaki od ovih modela dijelom se bazira na prethodnim, te raste
po nivou kompleksnosti, iako je sve modele moguce pojednostaviti s dobro odabranim
pretpostavkama [167]. Razvoj matematickog modela ograni¢enog na razinu enzimske reakcije
i reaktora se prema Vasi¢-Racki i sur. [25] moze podijeliti na iduce slijedne korake:

1. Karakterizacija ovisnosti enzima o procesnim parametrima kao $to su temperatura, pH

I koncentraciji odabranog supstrata pri industrijski relevantnim koncentracijama.
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2. Prikupljanje eksperimentalnih podataka kako bi se mogli procijeniti kineti¢ki parametri.
Koristi se metoda pocetnih brzina, $to podrazumijeva mjerenje promjene koncentracije
promatrane komponente reakcije dok je konverzija supstrata ispod 10 % te se sve ostale
varijable eksperimenta drze konstantnima.

3. Odredivanje parametara reakcije nelinearnom regresijskom analizom 1 naknadnom
optimizacijom. Izracunati podaci usporede se s eksperimentalnima te ponovno racunaju
u optimizacijskom koraku dok se ne postigne minimalna greSka izmedu eksperimenta i
modela.

4. Validacija modela u razli¢itim tipovima reaktorima postignuta prosirivanjem kinetickog
modela bilan¢nim reaktorskim jednadzbama, pri razli¢itim pocetnim koncentracijama
supstrata i enzima.

5. Primjena dobivenog modela u realnom biokatalitickom procesu kako bi se optimirali

procesni uvjeti, povecala produktivnost procesa i smanjila potroS$nja enzima.

Michaelis-Mentenicina kinetika je vjerojatno najvise koriSten model za opisivanje
enzimatskih reakcija zbog svoje jednostavnosti i Siroke primjenjivosti. Temelji se na idu¢em

mehanizmu (Jednadzba 9) [25,168]:

ky ks
ES —» P+ E ©)

S+FE

ka

gdje S predstavlja supstrat, E je enzim, ES je kompleks enzim-supstrat, a P produkt. kz
je konstanta brzine reakcije stvaranja kompleksa enzim-supstrat, k» je konstanta brzine reakcije
razlaganja kompleksa enzim-supstrat a ks je konstanta brzine reakcije nastanka produkta. Brzina
nastanka produkta opisuje se jednosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom kinetikom prema
1ducoj jednadzbi:

gdje je r brzina reakcije [mmol L™ min™], ce koncentracija produkta [mmol L], t
vrijeme [min], Vm maksimalna brzina reakcije [mmol L min’], cs koncentracija supstrata
[mmol L] i Km Michaelis-ova konstanta [mmol L] koja je jednaka cs kad je brzina reakcije

¥ Vm. Znacenje parametara ove jednadzbe opisano je Slikom 13.
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kinetika nultog reda

Michaelis-Menteni¢ina kinetika

1
d—EV

¥ [mmol L! min-!]

‘kinetika prvog reda

T ¢, [mmol L]
K

m

Slika 13. Ovisnost pocetne brzine reakcije o koncentraciji supstrata.

Michaelis-Menteni¢inoj kinetici svojstvena su tri podrucja. U slucaju vrlo niske
koncentracije supstrata, ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata je linearna i moze se
opisati kinetikom prvog reda. U slucaju visoke koncentracije supstrata, kad brzina reakcije vise
ne ovisi o koncentraciji supstrata, prelazi se u podrucje kinetike nultog reda. Podru¢je izmedu
ove dvije kinetike naziva se podru¢jem Michaelis-Mentenic¢ine Kinetike i zahtjeva opisivanje
Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom [169].

Prilikom prisutnosti dva ili viSe supstrata, $to i je naj¢es¢i slu¢aj kod enzimskih reakcija
kako u prirodi, tako i u industriji, Jednadzba 10. moze se prosiriti na viSe ¢lanova [30,169].
Jednadzba za dvosupstratnu kinetiku je sljede¢a (Jednadzba 11):

p o ——m 51 S5 (11)
(Km + ¢s1) * (K + ¢s2)

Vrlo Cest slucaj kod provodenja biokatalitickih reakcija, narocito u industriji s enzimu
neprirodnim supstratima, je pojava razli¢itih tipova inhibicije. Tri najucestalija tipa inhibicije
opisana su u nastavku [170-172]:

e Kompetitivna inhibicija — inhibitor se veze na aktivno mjesto supstrata, pri ¢emu dolazi

do pada Km, dok Vm ostaje nepromijenjen (Jednadzba 12).

po_ tmCs (12)

Km-(1+%)+cs
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e Antikompetitivna inhibicija — inhibitor se veZe na enzim-supstrat kompleks, pri cemu
dolazi do pada Km i Vm (Jednadzba 13).
Vin " Cs (13)
C.
Kntes (1+5
m T Cs ( Ki)

r =

e Nekompetitivna inhibicija — inhibitor se veze na inhibicijsko mjesto koje je razli¢ito od
aktivnog. Iz tog razloga dolazi samo do pada Vm, dok Km ostaje nepromijenjen
(Jednadzba 14). (14)

Vi Cs

r= 2
K +cs)- (1+7)
i
Pad aktivnosti enzima nije uzrokovan samo inhibicijom, ve¢ i deaktivacijom koja je
prisutna u svakoj enzimski provodenoj reakciji, a narocito u sluc¢aju primjene nespecifi¢nih

supstrata. Najéesce se opisuje kinetikom prvog reda (Jednadzba 15) [173].

_ W _ (15)
r= dt = kd Vm

2.6.1. Reaktorski dizajn

Kemijski, pa tako i biokemijski, reaktori se definiraju dijelovi procesne opreme u kojima
se odvija reakcija pretvorbe reaktanata u zeljene produkte. Za opisivanje i modeliranje reakcija
u takvim sustavima koriste se idealni reaktorski modeli koji znac¢ajno pojednostavljuju procese
koji se u njima odvijaju pretpostavkom idealnog mijeSanja ili strujanja, kao i konstantnih
vrijednosti tlaka, temperature, volumena i pH. Prema nacinu rada reaktori se dijele na kotlasti
(8arzni), proto¢no kotlasti reaktor, kotlasti reaktor s dotokom i cijevni (kontinuirani) reaktor
[174].

Kotlasti reaktor (Slika 14a) je najjednostavniji tip kemijskog reaktora. Sav supstrat se
unese na pocetku reakcije, te se nakon postizanja zeljene konverzije reakcija prekida. Prednosti
ovog tipa reaktora su njegova jednostavnost §to omogucuje veliku fleksibilnost rada, uz
jednostavno pracenje reakcije. Glavni nedostatak je vrijeme koje je potrebno utrositi na stalno
praznjenje i punjenje reakcijskog volumena [175]. Brzina reakcije u kotlastom reaktoru opisuje
se idu¢om jednadZbom:

dcs (16)

T
Kotlasti reaktor s dotokom (Slika 14b) je sli¢an kotlastom reaktoru, samo uz dodatak

kontinuiranog dotoka supstrata. Glavna prednost ove vrsta reaktora je mogucnost izbjegavanja
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inhibicije supstratom te samim time smanjenje potro$nje enzima [176]. Brzina reakcije u
slu¢aju samo jednog dotoka moze se opisati idu¢om jednadzbom:

cso—Cs _des (17)
V dt

Proto¢no kotlasti reaktor (Slika 14c) uz kontinuirani dotok supstrata ukljucuje i

s =

kontinuirani odvod produkta iz kotlastog reaktora. Koristan je za primjenu u heterogenim
sustavima jer prisutnost mjesanja moze poboljSati kontaktno vrijeme izmedu razli¢itih faza.
Njegove prednosti su rad u stacionarnom stanju te lakSa kontrola temperature i izbjegavanja
pojave lokaliziranih mjesta visoke temperature (engl. hot spots) zbog prisutnosti mjesanja, a
glavni nedostatak su potreba za visokim reakcijskim volumenom u usporedbi s drugim
reaktorskim sustavima [174].

Cijevni reaktor (Slika 14d) ukljucuje kontinuirani dovod reaktanata i odvod produkata
uz pretpostavku idealnog strujanja. Prednosti ovog tipa reaktora su skra¢eno vrijeme reakcije
uz jednostavniju kontrolu procesnih uvjeta te separaciju produkta na izlazu iz reaktora (npr.
procis¢avanje produkta) [177]. AKo se u reaktoru pretpostavi stacionarno stanje, brzina reakcije

moze biti opisana idu¢om jednadzbom:

Cs0 —Cs
LR I d),J\
/ \ MN’e— ]
V= konst. 4 V= ﬂr)\ 4 V= konb
T'= konst. M T = konst. v T = konst.
/| rs = (1) \ rg = f{1) /] rs = konst.
V = konst.
T = konst.
rq = konst.

) — —) T

CS‘J ’ CJW:(]O

Csi- 4i=4qo

Slika 14. Shema idealnog kotlastog (a), kotlastog reaktora s dotokom (b), proto¢no kotlastog
reaktora (c) i cijevnog reaktora (d).
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3. Eksperimentalni dio

Cilj ovog doktorskog rada bio je razvoj ekonomski i okoli§no prihvatljive metode
kovalentne imobilizacije enzima DERA%*, uz poveéanja stabilnosti te zadrzavanje aktivnosti
enzima. DERA%* Kkatalizira reakciju dvostruke aldolne adicije akiralnih supstrata acetaldehida
i kloroacetaldehida prikazanoj na Slici 15. Reakcijom acetaldehida (AA) i kloroacetaldehida
(CAA) nastaje meduprodukt 4-kloro-3-hidroksibutanal (4C-Cl) koji potom reagira s jo§ jednom
molekulom AA kako bi nastao kona¢ni produkt (3R, 5R)-6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal (6C-

Cl), koji je ujedno prekursor bo¢nog lanca statina.

O|
AA CAA 4c-Cl k 6C-Cl
O| C|) DERA®¢ QO OH DERA®¢ O OH OH
+ ~ ‘ —~— |
k K/Cl K)\/Cl r K)\/'\/Cl
VI 2

acetaldehid kloroacetaldehid 4-kloro-3-hidroksibutanal 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal

Slika 15. Reakcije dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida.

Metodika istrazivanja sastojala se od sljedecih koraka navedenim redoslijedom:

e Sinteza mezoporozne silike 1 magnetskih nanocestica kao nosilaca za imobilizaciju, te
njihova karakterizacija kako bi se potvrdila uspjeSnost sinteze te veli¢ina i morfologija
dobivenih Cestica

e Funkcionalizacija i aktivacija nosilaca kako bi se pronasla idealna kombinacija i
koncentracija ispitivanih funkcionalnih (3-aminopropiltrietoksilan (APTES), (3-
glicidiloksipropil)trimetoksilan (GPTMS), (3-metilaminopropil)trimetoksilan
(APTMS)) i aktivacijskih (anhidrid jantarne kiseline, benzokinon, glutaraldehid) agensa

e Optimiranje uvjeta imobilizacije variranjem temperature i pH tijekom mijeSanja enzima
s aktiviranim nosiocem

e Kineticka mjerenja, tj. mjerenje pojedinaénog utjecaja koncentracije oba supstrata i
meduprodukta reakcije na specificnu aktivnost enzima metodom pocetnih brzina

e Razvoj matematickog modela i validacija modela za oba nosioca pomoc¢u podataka
dobivenih kinetickim mjerenjima

e Provedba procesa u razli¢itim tipovima reaktorima pri razli¢itim vremenima
zadrzavanja, ispitan je cijevni reaktor s nasutim slojem katalizatora u slucaju
mezoporozne silike te cijevni reaktor s fluidiziranim slojem katalizatora u

promjenjivom magnetskom polju u slu¢aju magnetskih nanocestica
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3.1. Kemikalije i uredaji

Prilikom izrade eksperimentalnog dijela ovog doktorskog rada koriStene su idu¢e kemikalije:

(3-glicidiloksipropil)trimetoksilan (GPTMS), Sigma-Aldrich, Njemacka
(3-metilaminopropil)trimetoksilan (APTMS), Acros Organics, SAD
1,2,4-trimetilbenzen (TMB), Fisher Scientific, UK

1,4-benzokinon, Acros Organics, SAD

3-aminopropiltrietoksilan (APTES), Acros Organics, SAD

acetaldehid, Acros Organics, SAD

acetonitril (ACN), Fisher Scientific, UK

albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA), Sigma-Aldrich,
Njemacka

amonijak (28 %), VWR, SAD

anhidrid jantarne kiseline, Sigma-Aldrich, Njemacka

DERA%* y obliku ekstrakta bez stanica (engl. cell-free extract, CFE), Prozomix, UK
dikalijev fosfat, Lach-Ner, Ceska Republika

dugi¢na kiselina (50 %), Lach-Ner, Ceska republika

etanol p.a., Scharlau, Spanjolska

etilen glikol, Lach-Ner, Ceska Republika

glutaraldehid, Sigma-Aldrich, Njemacka

kalijev fosfat, Lach-Ner, Ceska Republika

kloroacetaldehid, Sigma-Aldrich, Njemacka

klorovodic¢na kiselina (37 %), Lach-Ner, Ceska Republika

natrij acetat bezvodni, Lach-Ner, Ceska Republika
o-benzilhdroksilamin klorovodik, TCI, UK

pluronic P123, Acros Organics, SAD

tetraetil ortosilikat (TEOS), Lach-Ner, Ceska Republika

trifluoroctena kiselina (TFA), Fisher Scientific, UK

zeljezo(I1I) klorid heksahidrat, Gram-mol, Hrvatska

34



Koristeni uredaji su bili sljede¢i:

3D-pisaé (Original Prusa i3 MK3S+), Prusa, Ceska republika
Adsorpcijsko-desorpcijski analizator (ASAP 2020MP), Micrometrics, Kanada
Analiticka vaga (AUW 120), Shimadzu, Japan

Centrifuga (Universal 320R), Hettich, Njemacka

Inkubator (PSE-T150A), Biolab Scientific, SAD

Klipna pumpa (PHD 4400), Harvard Apparatus, SAD

Laboratorijska vaga (Precision Balance), Kern, Njemacka

Liofilizator (FreeZone), LabConco, SAD

Magnetska mijeSalica (Rotamix S10), Tehtnica, Slovenija

Mufolna pe¢ (L 5/11/B180), Nabertherm, Njemacka

Orbitalna tresilica (PSU-10i), Biosan, Latvija

pH metar (Lab 860), Schott, Njemacka

Skenirajuéi elektronski mikroskop (TESCAN VEGA3), TESCAN, Ceska Republika
Termostatska tresilica (Thermomixer C), Eppendorf, Njemacka

Transmisijska elektronska mikroskopija (Talos F200S), ThermoFisher, SAD

Tresilica (Vortex 3), IKA, Hrvatska

Ultrazvuéni homogenizator (Bandelin Sonopuls HD 3100), Bandelin electronic,
Njemacka

Uredaj za dinamic¢ko rasprSenje svjetla (engl. Dynamic light scattering, DLS)
(Zetasizer), Malvern Panalytical, UK

Uredaj za proizvodnju ultraciste vode (NIRO-VV-UV-UF), Nirosta, Hrvatska

Uredaj za tekuc¢insku kromatografiju visokog ucinka (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC) (kontroler CBM-20A; pumpe LC-20AT i LC-10AT;
otplinjava¢ DGU-20A3; pecica za kolonu CTO-20AC; injektor SIL-20ACHT),
Shimadzu, Japan

UV-Vis spektrofotometar (UV 1800), Shimadzu, Japan
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3.2. Analiticke metode
3.2.1. Odredivanja koncentracije supstrata i produkata HPLC analizom

Za mjerenje koncentracije supstrata (AA, CAA) i produkata (4C-Cl, 6C-Cl) tijekom
svih provedenih reakcija koristen je HPLC uredaj s Phenomenex Kinetex kolonom (5 um, C18,
100 A, 250 x 4,6 mm). Prije pocetka mjerenja, uzorci su derivatizirani kako bi bili vidljivi u
UV spektru [36]. Derivatizacijska otopina sastoji se od 0,02 g mL™ o-benzilhidroksilamina u
otopini piridina, metanola i ultraciste vode u omjeru 33:15:2. 5 uL. uzorka pomijesano je s 50
uL derivatizacijske otopine, te potom inkubirano 20 min pri 25 °C i 900 o min™. Nakon 20 min
reakcija derivatizacije zaustavlja se dodavanjem 350 pLL metanola, uzorak se potom centrifugira
5 min pri 14000 o mint i 4 °C te stavlja na HPLC analizu. Mobilna faza sastoji se od eluensa
A (0,1 % TFA u otopini ACN:voda u omjeru 80:20) te eluensa B (0,1 % TFA u vodi). Protok
je podesen na 1,5 mL min’, temperatura kolone na 30 °C, a UV detekcija provedene ja na A =
215 nm. Tijekom 18 min gradijentne analize, koncentracija eluensa A pada s 90 na 28,4 %
tijekom prvih 10 min, te raste s 28,4 do 90 % od 14 do 16 min. Prije mjerenja realnih uzoraka
bilo je potrebno napraviti bazdarne krivulje svih reaktanata. Retencijska vremena AA, CAA,
4C-Cl i 6CI-Cl bila su 11,2, 13,2, 10,5 i 9,2 min. Primjeri bazdarnih krivulja i kromatograma
nalaze se u prilogu (Poglavlje 7., Slike 52-55). Za 4C-Cl i 6C-Cl koji nisu komercijalno
dostupne kemikalije, bazdarne krivulje dobivene su izra¢unom u Scientistu na osnovu

reakcijske bilance masa.

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina prije i nakon procesa imobilizacije provodi se
kolorimetrijskom lineariziranom Bradford metodom [178,179]. 500 uL uzorka pomijesano je s
500 pL Bradford reagensa te inkubirano 10 min pri 25 °C. Nakon toga mjerena je apsorbancija
uzorka pri A =595 i 4 = 450 nm. Bazdarna krivulja izradena je koriste¢i poznate koncentracije

BSA. Primjer bazdarne krivulje nalazi se u prilogu (Poglavlje 7., Slika 54).

3.2.3. Mjerenje aktivnosti enzima DERA%*

Aktivnost slobodnog i imobiliziranog DERA* enzima mjerena je u reakciji dvostruke
aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida prikazanoj na Slici 15. 100 pL otopine
slobodnog enzima ili suspenzije imobiliziranog enzima pomijesano je sa 100 pL otopine
aldehida i stavljeno na tresilicu pri 900 0 min i 25 °C. 5 pL uzorka uzimano je u odredenim

vremenskim intervalima i analizirano na HPLC-u kako je opisano u poglavlju 3.2.1. Otopina
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aldehida sastojala se od 200 mmol L? acetaldehida te 100 mmol L kloroacetaldehida u
fosfatnom puferu (0,1 mol L, pH 6). Specifi¢na aktivnost enzima raunana je preko Jednadzbe
19, gdje Ac/At predstavlja promjenu koncentracije s vremenom, a ye predstavlja koncentraciju
enzima. 1 mg mL* aktivnost slobodnog enzima je ekvivalentno aktivnost od 1,16 U mL™,

Ac 1

= (19)
At ve

S.A

3.3. Mezoporozna silika
3.3.1. Sinteza mezoporozne silike

Sinteza MCF mezoporozne silike preuzeta je iz metode predlozene u Chrzanowska i
sur. [121]. 2 g Pluronic P123 otopljeno je u 90 mL 1,6 mol L™ otopine HCl-a te mijesano na
25 °C tijekom 2 h. Nakon 2 h, u otopinu je dodano 2/5/10 g TMB te je otopina mijeSana dodatna
2 hna 40 °C i 250 o min™. Zatim je u otopinu dodano 4/5/6 g TEOS-a. Nakon toga uslijedilo
je mijesanje na 40 °C i 180 o min™ kroz 20 h. Otopina je potom stavljena u teflonski autoklav
reaktor te je drzana 24/96 h na 120 °C. Dobiveni precipitat silike je nakon toga filtriran, ispran
s ultrac¢istom vodom i suSen na zraku. Posljednji korak bio je uklanjanje polimernog predloska

zarenjem na 500 °C kroz 8 h. Uvjeti sinteze prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti sinteze mezoporozne silike.

Ime P123/TMB (g g2 P123/TEOS (g g2 Vrijeme starenja (h)
MCF-a 1:1 1:2 24
MCF-b 1:2,5 1:2,5 24
MCF-c 1:5 1:3 96

3.3.2. Karakterizacija mezoporozne silike

Kako bi se potvrdila morfologija te veli¢ina pora sintetizirane silike, provedena je
karakterizacija na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu te adsorpcijsko-desorpcijska analiza

tekué¢im No.

3.3.2.1. SEM karakterizacija

SEM analiza provedena je na uredaju TESCAN VEGA3 (TESCAN) koji je radio na 10
kV. Uzorci su prije analize proveli 90 s u naparivacu zlatom/paladijem kako bi postigli

zadovoljavajucu vodljivost.
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3.3.2.2. Adsorpcijsko-desorpcijska analiza tekué¢im N>

Kako bi dobili uvid u veli¢inu specificne povrSine te promjer i obujam pora, uzorci
mezoporozne silike podvrgnuti su desorpcijsko-adsorpcijskoj analizi na uredaju ASAP
2020MP (Micrometrics). Uzorci su prvo otplinjavani u vakuumu pri 70 °C dok nije postignut

stabilan tlak od 10 um Hg. N> je koristen kao adsorpcijski plin, a analiza je radena pri -196 °C.

3.4. Magnetske nanocestice
3.4.1. Sinteza magnetskih nanocestica obloZenih silikom

Magnetske nanocestice sintetizirane su hidrotermalnom metodom predlozenom u radu
Deng i sur. [148] koja se temelji na redukciji zeljezovog klorida, FeClz u Zeljezov oksid, Fe3Oa.
3,38 g FeCls-6H20 otopljeno je u 100 mL etilen glikola te je potom u istu otopinu dodano 6 g
natrij acetata. Nastala otopina mijesala se 30 min na 25 °C, nakon ¢ega je stavljena u teflonski
autoklav reaktor te drzana 8 h na 200 °C. Nakon $to se otopina ohladila na 25 °C, precipitat
nastalog FesO4 odvojen je od otopine pomocu neodimijskog magneta, nakon ¢ega je vise puta
ispran vodom i etanolom, te stavljen u liofilizator na suSenje preko no¢i. Za oblaganje Fe3Oa
silikom, 0,93 g dobivenih MNP je pomo¢u ultrazvu¢nog homogenizatora disperzirano u otopini
koja se sastojala od 50 mL vode, 150 mL etanola i 1 mL TEOS-a. Nakon toga u otopinu je
kapanjem dodano 4,5 mL amonijaka (28%) te je uslijedilo mijesanje na 160 o min™ tijekom 12
h. Dobivene Fe304@SiO2 MNP su potom isprane vodom i etanolom te stavljene na susenje u

liofilizator.

3.4.2. Karakterizacija magnetskih nanocestica

Kako bi se ustanovila morfologija, veli¢ina te raspodjela veli¢ina dobivenih MNP, kao
i kemijski sastav i uspjeSnost oblaganja silikom, MNP su prije i nakon oblaganja silikom
podvrgnute karakterizaciji na transmisijskom elektronskom mikroskopu te dinamiCkom

rasprSenju svijetlosti.

3.4.2.1. TEM Kkarakterizacija

U ovom istrazivanju koristen je uredaj TALOS F200S (ThermoFisher) koji je radio pri
200 kV u dva operacijska moda: TEM za skupljanje svijetlosnih TEM mikrografa (engl. bright-
field TEM micro-graphs), te skeniraju¢ci TEM (STEM) za energetski disperzivna

spektroskopska (engl. energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDX) mjerenja.
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3.4.2.2. Dinamicko rasprSenje svijetlosti

Uzorci MNP su prije svakog mjerenja bili podvrgnuti sonifikaciji ultrazvuénom sondom
snage 450 W tijekom 15 s kako bi se postigla zadovoljavajuca rasprSenost Cestica. Mjerenja su
radena pri sobnoj temperaturi te je svako mjerenje ponovljeno pet puta kako bi se osigurala

toénost dobivenih rezultata.

3.5. Funkcionalizacija i aktivacija nosilaca

U slucaju oba nosioca prisutan je povrsinski sloj silike koji je potrebno podvrgnuti
procesu funkcionalizacije i aktivacije kako bi se na njih mogao kovalentno vezati enzim
DERA®* Aminokiseline prisutne na enzimu su nukleofilne, stoga na siliku prvo moraju biti
vezane reaktivne elektrofilne skupine kako bi moglo do¢i do kovalentnog vezanja. U ovom
istrazivanju za oba nosioca su kao funkcionalizacijski agensi ispitani 3-aminopropiltrietoksilan
(APTES), (3-metilaminopropil)trimetoksilan (APTMS) i (3-glicidiloksipropil)trimetoksilan
(GPTMS) (Slika 16). GPTMS se moze direktno kovalentno vezati s enzimom, dok je kod
APTES i APTMS potrebna aktivacija za koju su u ovom istrazivanju koristeni benzokinon,

glutaraldehid i anhidrid jantarne Kiseline (Slika 17).

'
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Slika 16. Shema funkcionalizacije oba nosioca.

1 g MCF/MNP pomijesano je s 50 mL etanola, u koji je potom dodano 3 mL
APTES/APTMS nakon ¢ega je otopina stavljena na mije$anje u inertnoj atmosferi argona pri

160 o mint, 30 °C i 24 h. Dobiveni precipitat funkcionaliziranih MCF/MNP ispran je s
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etanolom te stavljen na suSenje u liofilizator. Za aktivaciju benzokinonom, 25 mg MCF/MNP
mijesano je 2 h pri 900 o min! u 1 mL fosfatnog pufera (0,1 mol L%, pH 6) koji sadrzi 1,5/3/4,5
mmol L™ otopine benzokinona. Za aktivaciju anhidridom jantarne Kiseline, 25 mg MCF/MNP
mije$ano je 2 h pri 900 o min™ u 1 mL fosfatnog pufera (0,1 mol L, pH 6) koji sadrzi 5/10/15
% anhidrida jantarne kiseline, u inertnoj atmosferi argona. Za aktivaciju glutaraldehidom (GA),
25 mg MCF/MNP mijesano je 15 h pri 900 o min™ u 1 mL fosfatnog pufera (0,1 mol L, pH
6) koji sadrzi 10/15/20 % GA. Aktivacija GPTMS-om ne zahtjeva prethodnu aktivaciju, te je
25 mg nefunkcionaliziranin MCF/MNP mijesano 4 h pri 900 o min™ u 1 mL fosfatnog pufera
(0,1 mol L, pH 6) koji sadrzi 50 % GPTMS, u inertnoj atmosferi argona.
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Slika 17. Shema aktivacije oba nosioca.

3.6. Imobilizacija enzima na nosioce

Nakon aktivacije nosioca, imobilizacija je provedena mijesanjem 25 mg aktiviranog
MCF/MNP nosioca s 1 mL 0,6 mg mL™* DERA%* otopine u fosfatnom puferu (0,1 mol L%, pH
6) tijekom 2 h pri 900 0 min i 25 °C. Nakon 2 h, uzet je uzorak supernatanta kako bi se odredila
koli¢ina nevezanog enzima lineariziranom metodom po Bradfordu opisanom u poglavlju 3.2.2.
Iz odnosa pocetne koncentracije enzima i nevezanog enzima dobiven je procesni pokazatelj

Uspjesnosti imobilizacije (Jednadzba 20):
(20)

C —
Uspje$nost imobilizacije (%) = — c 2-100
e

gdje je ce pocetna koncentracija enzima, a Cs koncentracija enzima u supernatantu.
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3.7. Mjerenja ocuvane aktivnosti i stabilnosti

Uz uspjesnost imobilizacije (Jednadzba 20), u ovom istrazivanju praceni su i procesni
pokazatelji oCuvane aktivnosti i stabilnosti. Nakon aktivacije i imobilizacije enzima, mjerena
je aktivnost enzima prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.3. Omjerom specifi¢ne aktivnosti

slobodnog i imobiliziranog enzima dobijemo jednadZbu za o¢uvanu aktivnost (Jednadzba 21):

S. A
OCuvana aktivnost (%) = SA;mOb' -100 (21)
+ £1:slob.

Nakon 30 minuta, po zavrSetku prve reakcije, MCF/MNP su isprane tri puta fosfatnim
puferom (0,1 mol L, pH 6). Druga reakcija pokrenuta je dodatkom 200 pL otopine aldehida
koja sadrzi 100 mmol L™ acetaldehida i 50 mmol L kloroacetaldehida u fosfatnom puferu (0,1
mol L2, pH 6).

Stabilnost je potom izraunata prema Jednadzbi 22 kao omjer S.A. izmjerene u drugoj

reakciji (2.r.) i S.A. izmjerene u prvoj reakciji (1.r.):

S
Stabilnost (%) = -100 (22)

Za mjerenje aktivnosti slobodnog enzima u drugoj reakciji, enzim je bio ispran koristeci
Amicon Ultra-0.5 centrifugalni filter (MWCO 10 kDa), a druga reakcija je pokrenuta dodatkom
200 pL otopine aldehida koja sadrzi 100 mmol L™ acetaldehida i 50 mmol L kloroacetaldehida
u fosfatnom puferu (0,1 mol L, pH 6) na precipitat enzima. Za oba mjerenja, imobilizirani i
slobodni enzim, odredena je koncentracija proteina lineariziranom metodom po Bradfordu prije

i poslije ispiranja kako bi se utvrdilo da nije doslo do ispiranja enzima s nosioca/filtera.

3.8. Utjecaj pH i temperature na proces imobilizacije

Ispitan je utjecaj temperature i pH na proces imobilizacije opisan u poglavlju 3.6. Kod
oba nosioca, pH je mijenjan izmedu 6 i 8 s koracima od 0,5 koriste¢i kalij fosfatni pufer (0,1
mol L) pri 25 °C. Nakon odredivanja idealnog pH, temperatura je varirana izmedu 20 i 35 °C
u koracima od 5 °C. Nakon svake imobilizacije, izracunate su vrijednosti uspjesnosti

imobilizacije, ocuvane aktivnosti i stabilnosti.
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3.9. Praéenje stabilnosti enzima DERA%*kod ponovne upotrebe

Stabilnost enzima DERA%* imobiliziranog na oba nosioca pracena je u kotlastom
reaktoru kroz vise ciklusa ponovne upotrebe koristec¢i reakciju opisanu u poglavlju 3.2.3.
Reakcijsko vrijeme bilo je 20 min. Aktivnost slobodnog/imobiliziranog enzima DERA%* u
prvom ciklusu postavljena je na 100 %. Nakon svake zavrSene reakcije, MNP/MCF s
imobiliziranim enzimom je odvojen od reakcijske otopine vanjskim magnetskim
poljem/centrifugiranjem te tri puta ispran fosfatnim puferom (0,1 mol L, pH 6). Nakon toga
reakcija je pokrenuta nanovo dodavanjem 200 pL otopine aldehida koja sadrzi 100 mmol L
acetaldehida i 50 mmol L kloroacetaldehida u fosfatnom puferu (0,1 mol L%, pH 6). U slu¢aju
slobodnog enzima, enzim je nakon svake reakcije od reakcijske otopine bio odvojen koristeci

Amicon Ultra-0,5 centrifugalni filter (MWCO 10 kDa).

3.10. Kineti¢ka karakterizacija enzima DERA%*

Mijerenje kinetike za oba nosioca provedeno je u reakciji dvostruke aldolne adicije
prikazanoj na Slici 15. Mjeren je utjecaj oba supstrata i meduprodukta na specifi¢nu enzimsku
aktivnost. Kori$tena je metoda pocetnih brzina, §to znaci da su sva mjerenja odradena dok je

konverzija supstrata bila ispod 10 %, pri istim procesnim uvjetima temperature, pH i mijeSanja.

3.10.1. Kinetika u prvom stupnju reakcije

Kinetika enzima DERA%* imobiliziranog na oba nosioca odredena je u prvom stupnju
reakcije koji se sastoji od aldolne adicije acetaldehida (AA) i kloroacetaldehida (CAA).
Koncentracija AA mijenjana je u rasponu 0-200 mmol L™ pri ¢emu je koncentracija CAA bila
konstantna (ccaa = 150 mmol L). Nakon toga mijenjana je koncentracija CAA u rasponu
0-240 mmol L™ dok je koncentracija AA bila konstantna (caa = 150 mmol L1). Koncentracija
MCF/MNP imobiliziranog enzima iznosila je 1 mg mL™. Sve reakcije pracene su 10 min pri
¢emu su uzorci uzimani u jednakim vremenskim intervalima te analizirani na HPLC-u

(poglavlje 3.2.1.).

3.10.2. Kinetika u drugom stupnju reakcije

Kinetika imobiliziranog DERA?* enzima odredena je i u drugom stupnju reakcije koji
se sastoji od aldolne adicije acetaldehida (AA) i 4-kloro-3-hidroksibutanala (4C-ClI).
Koncentracija AA mijenjana je u rasponu 0-150 mmol L™ pri ¢emu je koncentracija 4C-Cl bila
konstantna (cac-ci = 100 mmol L1). Nakon toga mijenjana je koncentracija 4C-Cl u rasponu

0-150 mmol Lt dok je koncentracija AA bila konstantna (caa = 50 mmol L™?). Koncentracija
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MCF/MNP imobiliziranog enzima iznosila je 1 mg mL™. Sve reakcije pra¢ene su 10 min pri
¢emu su uzorci uzimani u regularnim vremenskim intervalima te analizirani na HPLC-u

(poglavlje 3.2.1.).

3.11. Matemati¢ko modeliranje

Kineti¢ki parametri Michaelis-Menteni¢inog modela procijenjeni su iz odnosa pocetne
brzine reakcije i ispitivanih koncentracija komponenti reakcije. Matemati¢ki model za oba

nosioca sastoji se od kinetickog modela te reaktorskog modela.

3.11.1. Kineti¢ki i reaktorski model

Reakcija Kkatalizirana imobiliziranim DERA%* enzimom sastoji se od dva stupnja,
aldoldnom adicijom AA i CAA (brzina reakcije r1, Slika 15) nakon koje slijedi aldolna adicija
AA na formirani meduprodukt 4C-Cl (brzina reakcije ro, Slika 15).

Brzina reakcije r1 u slucaju oba nosioca opisana je dvosupstratnom Michaelis-
Menteni¢inom kinetikom s antikompetitivnom inhibicijom CAA (Jednadzba 23). Brzina
reakcije r> u slucaju MCF nosioca opisana je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom
kinetikom uz inhibiciju supstratom AA (Jednadzba 24), dok je u slu¢aju MNP nosioca opisana
dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom kinetikom uz inhibiciju s oba supstrata AA i 4C-Cl
(Jednadzba 25).

Vi1 * YDERA * CaA * Ccaa

23)
AA Cac-cl (
(K +ean) - (KA + coan (1 + (2SS c1) )
Vipz * ¥ “ CaA * Cac—cl
vy = m2 DER;A AA " Cac—C (24)
<K * Cic-at KAA) (K™ + cac—ar)
N sz " Caa  Cac-cl
‘o AA 4c—Cl Cic—ci (25)
(Km2 +Can + A) (K™~ + Cac-c1 + Tac—eD)

KA K4C Cl

Promjene koncentracija supstrata (AA, CAA), meduprodukta (4C-Cl) i produkta (6C-
Cl) u kotlastom reaktoru dane su Jednadzbama 26-30. Deaktivacija enzima DERA%* tijekom

reakcije opisana je kinetikom drugog reda (Jednadzba 30).
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dac T )
didc:\A S (27)
dCiict—cl - (29)
dygiRA = —ka " YBERA (30)

Promjene koncentracija supstrata (AA, CAA), meduprodukta (4C-Cl) i produkta (6C-

Cl) u kotlastom reaktoru s dotokom dane su jednadzbama 31-34.

dCAA _ 1 dv

TR (—caa T +cCan0 q1) — 11— 1 (31)
dCCAA 1 dv
dt = V (—Ccan - E + Ccaap q1) — 1 (32)
dC c—cl 1 dV
i =y (eearge) nn (39
dc c—Cl 1 dv
th =7 (‘Csc—Cl : E) + 1 (34)

3.11.2. Obrada podataka

Kineti¢ki parametri Michaelis-Menteni¢inog modela (Vm, Km, Ki, n) procijenjeni su iz
podataka dobivenih mjerenjima pocetne brzine reakcija koriste¢i nelinearnu regresijsku analizu
ukljucenu u SCIENTIST software, specificno simpleks metodu te metodu najmanjih kvadrata.
Za provedbu simulacija koriSten je Episode algoritam za sustave diferencijalnih jednadzbi koji

je takoder uklju¢en u SCIENTIST software. Standardna devijacija (o), koeficijent determinacije
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(R?) i koeficijent korelacije (p) dostupni u programskom paketu SCIENTIST koristeni su kao

statisticko mjerilo kvalitete slaganja modela s eksperimentom.

3.12. Sinteza prekursora statina u cijevnim reaktorima
3.12.1. Sinteza prekursora statina u cijevnom reaktoru s nasutim slojem katalizatora

MCEF silika kao nosilac za imobilizaciju testirana je i u cijevnom reaktoru s nasutim
slojem katalizatora kako bi se ispitao utjecaj razli¢itih protoka na nastanak meduprodukta, 4C-
Cl i produkta, 6C-ClI. Cijevni reaktori volumena 300 pL (dyv=8 mm, dy =7 mm, | = 25,5 mm),
500 uL (dy=8 mm, dy =7 mm, | =42,4 mm) i 750 pL (dy=8 mm, dy =7 mm, | = 63,7 mm)
izradeni su metodom proizvodnje rastaljenim filamentom (engl. Fused filament fabrication,
FFF) koristenjem filamenta Prusament PETG (Slika 19). U reaktore je prvo pomocu klipne
pumpe unesena smjesa MCF silike s imobiliziranim enzimom, nakon ¢ega je reaktorski ulaz
spojen na drugu klipnu pumpu koja je pri razli¢itim protocima u reaktor unosila otopinu
supstrata odredene koncentracije u fosfatnom puferu (0,1 mol L, pH 6). Uzorci su uzimani
nakon prolaska ¢etiri vremena zadrzavanja, gdje se pretpostavlja uspostava stacionarnog stanja.
Koncentracija enzima u svakom reaktoru iznosila je 4,10 mg mL™. Uvjeti pri kojima su
provodene sve reakcije navedeni su u Tablici 3. Na temelju izmjerenih vrijednosti, izraCunati
su procesni pokazatelji, selektivnost (S, Jednadzba 35), konverzija (X, Jednadzba 36),
produktivnost (Pr, Jednadzba 37) i iskoriStenje (I, Jednadzba 38).

Cec—
S — 6C—Cl (35)
Cic—cl
c —-cC
¥ = CAA,0 CAA (36)
Ccaao
Cec—
py — f6c=Cl (37)
T
= CeC—Cl (38)
Ccaao
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Slika 19. 3D-tiskani cijevni reaktori volumena 300, 500 i 750 pL.

Tablica 3. Procesni uvjeti tijekom procesa provedbe reakcije u cijevnom reaktoru s nasutim

slojem katalizatora.

Ukupni Radni Protok, Q Vrijeme Koncentracija Koncentracija
Reaktor  volumen,  volumen, zadrZavanja, AA, caa CAA, ccaa
V (uL) Vr (nL) (WL min™) 7 (min) (mmol L) (mmol L?)
R1-1 300 175 7 25 100 50
R1-2 300 175 5 35 100 50
R1-3 300 175 2,5 70 100 50
R2-1 500 290 11,5 25 100 50
R2-2 500 290 8,33 35 100 50
R2-3 500 290 4,16 70 100 50
R3-1 750 438 12,5 35 100 50
R3-2 750 438 6,24 70 100 50
R4-1 500 290 4,16 70 50 25
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3.12.2. Sinteza prekursora statina u cijevnom reaktoru s fluidiziranim slojem katalizatora

MNP kao nosilac za imobilizaciju testirane su u cijevnom reaktoru s fludiziranim slojem
katalizatora kako bi se ispitao utjecaj razli¢itih protoka na nastanak meduprodukta, 4C-Cl i
produkta, 6C-Cl. Kao cijevni reaktor koriStena je teflonska cijev (du=5 mm, | = 15,8 mm)
volumena 310 pL. U cijev je pomoc¢u Sprice unesena smjesa MNP s imobiliziranim enzimom,
te je reaktor potom smjesSten unutar elektromagneta s promjenjivim magnetskim poljem snage
H = 0,73 T i frekvencije 0,5 Hz. Shematski prikaz reakcije nalazi se na Slici 20. Reaktor je
potom spojen na Kklipnu pumpu koja je pri razli¢itim protocima u reaktor unosila otopinu
supstrata odredene koncentracije u fosfathom puferu (pH 6, 0,1 mol LY). Uzorci su uzimani
nakon prolaska Cetiri vremena zadrzavanja, gdje se pretpostavlja uspostava stacionarnog stanja.
Koncentracija enzima u reaktoru iznosila je 4,52 mg mL™. Uvjeti pri kojima su provodene sve
reakcije nalaze se u Tablici 4. Na temelju izmjerenih vrijednosti, izraunati su procesni
pokazatelji, selektivnost (S, Jednadzba 35), konverzija (X, Jednadzba 36), produktivnost (Pr,
Jednadzba 37) i iskoriStenje (I, Jednadzba 38).

Slika 20. Cijevni reaktor s fluidiziranim slojem katalizatora unutar elektromagneta.

Tablica 4. Procesni uvjeti tijekom procesa provedbe reakcije u cijevnom reaktoru s nasutim
slojem katalizatora.

Ukupni Radni Protok, O Vrijeme Koncentracija  Koncentracija
Reaktor  volumen,  volumen, zadrZavanja, AA, Caa CAA, ccaa
V (L) Vr (uL) (kL min’) 7 (min) (mmol L) (mmol L)
R1-1 310 106 5 21 100 50
R1-2 310 106 2,5 42 100 50
R2-1 310 106 5 21 100 50
R2-2 310 106 2,5 42 100 50
R3-1 310 106 2,5 42 50 25
R3-2 310 106 1,5 70 50 25
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4. Rezultati i rasprava

U ovom doktorskom radu ispitan je proces kovalentne imobilizacije enzima DERA%* u
svrhu poveéanja njegove stabilnosti u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i
kloroacetaldehida. Kao nosioci za provedbu ovog tipa imobilizacije odabrani su mezoporozna
silika 1 magnetske nanocCestice.

U prvom dijelu rezultata (poglavlje 4.1.) obraden je proces imobilizacije s
mezoporoznom silikom. Prikazani su rezultati sinteze i detaljna karakterizacije MCF nosioca,
nakon cCega je ispitan utjecaj funkcionalizacije i aktivacije na procesne pokazatelje
imobilizacije. Nakon §to je pronadena idealna kombinacija funkcionalizacijskog i aktivacijskog
agensa, ispitan je utjecaj pH i temperature na sami proces vezanja enzima na nosilac. Kako
veli¢ina pora Cesto ima znacajan utjecaj na imobilizaciju s mezoporoznim materijalima, ispitan
je iustanovljen utjecaj razlicitih veli¢ina pora na ovdje ispitivanu reakciju. Nakon toga ispitana
je 1 stabilnost enzima u kotlastom reaktoru kroz viSe ciklusa. Kako bi se dobio znac¢ajniji uvid
u specifi¢nosti ispitivane reakcije s imobiliziranim enzimom, napravljena je detaljna kineticka
karakterizacija te validacija dobivenog modela u kotlastom reaktoru. Kao zadnji dio istrazivanja
s mezoporoznom silikom reakcija je ispitana u cijevnom reaktoru s nasutim slojem katalizatora.

Drugi dio rezultata (poglavlje 4.2.) obraduje proces imobilizacije s magnetskim
nanoCesticama. Metodika istraZivanja slijedi gotovo isti tok kao imobilizacija s MCF, kako bi
se omogucila usporedba oba procesa. Ukljucivala je sintezu i karakterizaciju MNP, mjerenje
utjecaja funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa na parametre imobilizacije, ispitivanje
utjecaja pH i temperature na proces imobilizacije, ispitivanje stabilnosti MNP-imobiliziranog
enzima u kotlastom reaktoru kroz vise ciklusa, kineti¢ku karakterizaciju MNP-imobiliziranog
enzima i validaciju u kotlastom i protocnom kotlastom reaktoru, te primjenu procesa u cijevnom
reaktoru s fluidiziranim slojem katalizatora.

Zadnji dio rezultata (poglavlje 4.3.) prikazuje detaljnu usporedbu procesnih pokazatelja
MCF i MNC-imobiliziranog procesa u razli¢itim tipovima ispitivanih reaktora te na osnovu

toga izvodi zakljuCke o primjenjivosti procesa.
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4.1. Mezoporozna silika
4.1.1. MCF karakterizacija

U podru¢ju mikroskopije najceS¢e korisStene metode su skeniraju¢a (SEM) i
transmisijska (TEM) elektronska mikroskopija. Obje metode zahtijevaju da ispitivani materijal
bude elektri¢no vodljiv, $to znaci da je ne-vodljive uzorke silike prije karakterizacije potrebno
obloziti tankim slojem vodljivog materijala kako bi bili mikroskopski vidljivi. SEM je
jednostavnija metoda koja sliku stvara detekcijom reflektiranih elektrona, te ne zahtijeva
detaljnu pripremu uzorka, dok TEM detektira elektrone koji prolaze kroz uzorak te je potrebna
detaljna priprema uzorka zbog osjetljivosti metode. 1z tog razloga TEM moze pruziti uvid u
unutarnju strukturu i morfologiju materijala, dok SEM daje informacije samo o vanjskom dijelu
materijala [180].

Fizisorpcija, odnosno fizikalna adsorpcija teku¢im dusSikom gdje se pod utjecajem
povecanja tlaka mjeri reverzibilna adsorpcija molekula dusika na povrSine mezoporoznog
materijala, vrlo je Cesta i uobicajena tehnika za relativno precizno odredivanje specificne
povrsine, veliine pora i raspodjele veli¢ine pora u gotovom uzorku mezoporozne silike. S
obzirom da se pri adsorpciji na mezoporozne materijale zbog prisutnosti pora odvija i fenomen
kapilarne kondenzacije, dobivene izoterme sadrze i petlje histereze koje se prema IUPAC-u
dijele na Cetiri vrste prikazane su na Slici 21 [181]. SBA i MCM tipovi silike slijede petlje H1
1 H2, a interpretacija dobivene petlje moze pomoci pri odluci da li da se za raspodjelu veli¢ine
pora koristi adsorpcijska ili desorpcijska izoterma. Raspodjela same veli¢ine pora dobiva se
primjenom BJH (Barret-Joyner-Halenda) metode baziranoj na Kelvinovoj jednadzbi koja
prikazuje odnos kondenzacije duSika u mezoporama razli¢itih veli¢ina. Specificna povrSina
dobiva se primjenom BET (Braun-Emmet-Teller) jednadZbe na adsorpcijsku izotermu, te

izraGunava volumen monosloja adsorbiranog materijala i prema njemu odreduje povrsinu [104].

og plina. n

1a adsorbiranog plina. n

Koligin
Koli

Relativni tlak, p/p” Relativni tlak. p/p?

H3 H4

g plina. n

adsorbiranog plina, n

Koli¢ina adsorbiranog

Koli¢ina

Relativni tlak, p/p® Relativni tlak, p/p”

Slika 21. Petlje histereze prema IUPAC klasifikaciji [181].
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Nakon sinteze MCF mezoporozne silike, ista je bila podvrgnuta karakterizaciji na SEM-
u te adsorpcijsko-desorpcijskoj analizi kako bi se utvrdila uspjesnost sinteze, dobivene
morfologije te promjeri dobivenih pora i specificna povrSina materijala. Na Slici 22. prikazani
su rezultati SEM analize. Vidljivo je kako promjenom omjera P123/TMB, to jest porastom
koncentracije TMB, tijekom MCF sinteze dolazi do promjene strukture i morfologije

materijala, iz relativno uredene strukture sferi¢nih Cestica u neuredeniju pjenastu strukturu

} - ) ot _v
SEM HV: 10.0 kV WD: 32.15 mm ) VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 32.18 mm
SEM MAG: 1.33 kx Det: SE SEM MAG: 672 x Det: SE 100 ym

Date(m/dly): 03/23/23 Date(m/dly): 03/23/23 Date(m/dly): 03/23/23 Date(m/dly): 03/23/23

SEM HV: 10.0 kV WD: 32.48 mm ] VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 1.33 kx Det: SE 50 pm
Date(m/dly): 03/23/23 Date(m/dly): 03/23/23

Slika 22. SEM slike MCF nosilaca dobivenih razli¢itim omjerima P123/TMB: MCF-a (a);
MCF-b (b); MCF-c (c). SEM analiza radena je pri 10 kV i 1,33 kx povecanju.

Rezultati adsorpcijsko-desorpcijske analize pokazuju kako sva tri materijala posjeduju
visoku Brunauer-Emmett-Teller (BET) specifinu povrsinu (298-209 m? g?) te visoke
volumene pora (1,66-1,22 cm® g?1), kao i da se oba ta parametra ocekivano smanjuju s
povecanjem promjera pora (Tablica 5).
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Tablica 5. Fizikalne karakteristike MCF-a sintetiziranih razli¢itim omjerima P123/TMB.

Prosjec¢ni promjer Prosjecni promjer
BET specifi¢na 3 . Volumen pora
Ime pora-BJH adsorpcija pora-BJH desorpcija
povrsina (m? g?) (cm®g?)
(nm) (nm)

MCF-a 2989+ 4.6 19,8+ 6.5 12,5+3.3 1,66
MCF-b 2259+ 4.1 21.8+7.2 152+54 1,28
MCF-c 209,2+4.2 24,5+8.4 16,8 + 4.1 1,22

Ako se u Tablici 5. usporede prosje¢ni promjeri pora dobiveni iz Barrett-Joyner-
Halenda (BJH) izotermi, na prvi pogled nema velikih razlika (za MCF-a i MCF-c, razlika u
prosjec¢nom adsorpcijskom i desorpcijskom promjeru pora je samo 4,7 nm i 4,3 nm). Ipak, u
obzir treba uzeti rezultate prikazane na Slici 23., gdje je vidljivo kako sva tri materijala slijede
oblik izoterme tipa IV i petlje histereze H1 [181,182].

1200

1000 A

800 A
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V‘\ds Icm"; g-]]

400 A

200 A

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
plp,

Slika 23. Usporedba adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi za sva tri MCF nosioca.

Ta znacajka ukazuje na to kako je distribucija veli¢ine pora (engl. pore size distribution,
PSD) dobivena BJH desorpcijskom izotermom puno znaajnija i relevantnija za ovaj tip
materijala od adsorpcijske izoterme [183]. PSD desorpcijska izoterma za sva tri nosioca
prikazana je na Slici 24. Na slici je jasno vidljivo kako raspon dostupnih veli¢ina pora raste u
puno vecim koracima nego S$to je to vidljivo u podacima koji u obzir uzimaju samo prosjecni
promjer (Tablica 5). Ako se u obzir uzme dostupni volumen pora, kod MCF-a najvise pora je u

rasponu 12-16 nm, kod MCF-b izmedu 18-22 nm a MCF-c pokazuje najve¢i raspon od 15 nm
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do 35 nm. Sagledavajuci ove rezultate te ¢injenicu da je hidrodinamicki promjer enzima DERA
oko 9 nm [184], zakljuceno je da su ovako dobiveni materijali dobar izbor imobilizacijskog
nosioca za enzim DERA®?* te da postoje dovoljne razlike u veli¢ini pora kako bi se mogli dobiti

relevantni rezultati za utjecaj veliine pora na reakciju ispitivanu u ovom istrazivanju.

0,4
—e— MCF-a
—sa— MCF-b
—o— MCF-c

0.3

0,2 1

Volumen pora [cm® nm™ g'l]

0,1 1

0,0 T T T = 2
0 10 20 30 40 50

Promjer pora [nm]

Slika 24. Distribucija veli¢ina pora prema BJH desorpcijskoj izotermi.

4.1.2. Utjecaj funkcionalizacije i aktivacije povrsine nosioca na procesne pokazatelje
imobilizacije na MCF nosiocu

Kako bi dobili imobilizirani biokatalizator s idealnim karakteristikama iskoriStenja,
oCuvane aktivnosti i stabilnosti, proveden je Sirok raspon testiranja razli¢itih kombinacija
funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa na nosiocu MCF-b. APTES i APTMS su ucestalo
koristeni organosilani zbog svoje dostupnosti, niske cijene i svestrane reaktivnosti amino
skupine koju posjeduju. Jedina razlika izmedu njih je duljina uglji¢nog lanca koji se veze za
povrsinu nosioca §to utjeée na duljinu molekulske razmaknice [17]. Sto se ti¢e koristenih
aktivacijskih agensa, glutaraldehid i benzokinon su ve¢ testirani za imobilizaciju enzima DERA
u drugim reakcijama [67,70], a u literaturi postoje i neka obecavajuca preliminarna ispitivanja
za anhidrid jantarne kiseline [21]. GPTMS je odabran zbog prisutnosti svoje epoksi skupine,
koja omogucuje direktno kovalentno vezanje enzima, bez potrebe za dodatnom aktivacijom kao

u slucaju APTES i APTMS [185].
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Ciljana amino skupina za vezanje na enzim DERA%* u svim slu¢ajevima je e-NH; lizina
Sto moze dovesti 1 do stabilizacije enzima od utjecaja deaktivacije acetaldehidom [37]. Svi
testirani aktivacijski agensi imaju razli¢itu duljinu molekulske razmaknice (glutaraldehid-duga,
benzokinon-srednja, anhidrid jantarne Kiseline-kratka) $§to moze imati znacajan utjecaj na
katalitiCke karakteristike imobiliziranog enzima [17]. Imobilizacija epoksi skupinom i
glutaraldehidom takoder moze posti¢i vezanje na vise tocaka izmedu enzima i nosioca, $to
posljedi¢no moze znacajno povecati stabilnost enzima, ali i smanjiti njegovu aktivnost [17]. S
obzirom da koncentracija aktivacijskog agensa ima znac¢ajan utjecaj na uspjesnost imobilizacije
[186,187], sva ispitivanja su provedena s tri razli¢ite koncentracije aktivacijskih agensa.

Na Slici 25. prikazan je utjecaj razli¢itih kombinacija funkcionalizacijskih i
aktivacijskih agensa na procesni pokazatelj iskoriStenja imobilizacije. Vidljivo je da su najbolje
rezultate pokazali APTES/glutaraldehid i1 APTMS/glutaraldehid u svim ispitanim
koncentracijama. Vrijednost iskoristenja je u svim slucajevima gotovo 100 %, Sto znaci da je
kapacitet nosioca iznosio otprilike 59 mg g?. Takva izrazenija vrijednost iskoristenja u
usporedbi s ostalim kori$tenim agensima objasnjiva je zbog moguénosti umrezavanja enzima s

glutaraldehidom uz kovalentno vezanje, $to je uobicajena pojava kod koristenja glutaraldehida

[86].
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[94] 1s0UATIE BUBANDQ

Slika 26. Utjecaj razli¢itih koncentracija aktivacijskih agensa vezanih na APTES/GPTMS (a)

i APTMS (b) na procesni pokazatelj o¢uvane aktivnosti (fosfatni pufer 0,1 mmol L%, pH 6,

25 °C).

Na Slici 27. prikazan je utjecaj razli¢itih kombinacija funkcionalizacijskih i

aktivacijskih agensa na stabilnost imobiliziranog enzima. Ovdje je vidljivo kako je

imobilizirani enzim s prakti¢éno svim kombinacijama aktivacijskih i funkcionalizacijskih agensa
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Isto tako prati se

37 %.

~
~

¥4 ————F—————— Slobodni enzim

identican trend kao i slu¢aju ocuvane aktivnosti, gdje je najbolji rezultat opet pokazao anhidrid
Slika 27. Utjecaj razli¢itih koncentracija aktivacijskih agensa vezanih na APTES/GPTMS (a)

i APTMS (b) na procesni pokazatelj stabilnosti (fosfatni pufer 0,1 mmol L, pH 6, 25 °C).

pokazao bolju stabilnost od slobodnog enzima koja je iznosila

jantarne Kiseline.
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Ako se sagledaju svi rezultati u cjelini, iako je anhidrid jantarne kiseline pokazao
najlosije rezultate po pitanju iskoriStenja, ipak ima znacajnu prednost po pitanju o¢uvane
aktivnosti uz otprilike istu stabilnost kao APTMS-glutaraldehid. Kad se u obzir uzme gotovo
40 % veca aktivnost te skoro duplo bolja stabilnost imobiliziranog enzima od slobodnog
enzima, ocito je da je 10 %-ni APTMS-anhidrid jantarne kiseline najbolji izbor za daljnju
optimizaciju procesa.

4.1.3. Utjecaj pH i temperature na proces MCF imobilizacije

Na Slici 28. prikazan je utjecaj promjene pH u procesu imobilizacije na sve procesne
pokazatelje procesa imobilizacije. Vidno je da povecanjem pH vrijednosti dolazi do pada
vrijednosti svih pokazatelja, stoga je za proces optimiranja temperature odabran pH 6. Kod
variranja temperature primjetan je porast vrijednosti svih pokazatelja zaklju¢no s 30 °C, nakon
cega slijedi osjetni pad. Sumarno, pri idealnim uvjetima imobilizacije na pH 6 1 30 °C, o€uvana

aktivnost poboljsana je za gotovo 10 %, te stabilnost za 5 %.

a) b) 180
160 — B Uspjesnost imobilizacije
I Uspjesnost imobilizacije [ Oc¢uvana aktivnost
[ Ocuvana aktivnost 160 B Subilnost
140 1 B Stabilnost
140 A
= 120 A 9
= = 120
T 100 E
g g 100 A
£ 80 E
& 2 80
5 60 g 60
2 2
o [y
40 A 40
20 201
0 0 -
6 6,5 7 7,5 8 20 25 30 35
pH [-] Temperatura ['C]

Slika 28. Utjecaj pH (a) i temperature (b) na procesne pokazatelje uspjesnosti MCF
imobilizacije (fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH (pri T =25 °C), T (pri pH = 6)).

4.1.4. Utjecaj velic¢ine pora na uspjeSnost imobilizacije

Nakon pronalaska optimalne kombinacije funkcionalizacijskog i aktivacijskog agensa,
te pH i temperature prilikom imobilizacije na nosiocu MCF-b, procesni pokazatelji
imobilizacije ispitani su i na nosiocima MCF-a i MCF-c kako bi se istrazio utjecaj pora na
reakciju ispitivanu u ovom istrazivanju (Slika 29). Po pitanju rezultata uspjesnosti
imobilizacije, vidljiv je blagi porast u kapacitetu nosioca, s 78 = 5 % kod MCF-ana 83 + 5 %
kod MCF-c. Kod o¢uvane aktivnosti nema gotovo nikakve razlike te sva tri nosioca pokazuju

slicne rezultate. Najveca razlika prisutna je kod procesnog pokazatelja stabilnosti, koja se
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povecala za otprilike 12 % od MCF-a do MCF-c. Najvjerojatniji razlog tome je vec¢i promjer
pora kod MCF-c koji enzimu omogucuje nesto dublji prodor u unutarnju strukturu pora, vise
ga zaSticujuci od vanjskih mehanickih i fizikalnih utjecaja [120] tijekom reakcije i u procesu
ispiranja nosioca izmedu reakcija, Sto je u ovom istrazivanju ukljucivalo upotrebu tresilica i
centrifuge pri visokim brzinama.

lako je za pretpostaviti da kod MCF-c dolazi do dubljeg prodiranja enzima u
unutras$njost pora ona vjerojatno nije toliko znacajna S obzirom na povecanje iskoristenja od
samo 7 %. Ta vrijednost sugerira da se ve¢ina enzima zadrzava oko ulaza u pore, te da protein-
protein stericke smetnje sprjecavaju dublji prodor u unutras$njost pora [188]. Ipak, moze se
zakljuciti da je kombinacija vecih pora, zajedno s razli¢itom dinamikom difuzije koja je prisutna
kod neuredenije strukture MCF-c [97], najviSe doprinijela osjetnom poveéanju stabilnosti.

Takoder se vrijedi i detaljnije osvrnuti na recenzijski rad Bayne i sur. [188] koji je
istrazio utjecaj veli€ine pora na imobilizirane enzime u raznim reakcijama, koriste¢i detaljnu
statisticku analizu svih objavljenih podataka o imobilizaciji enzima na mezoporozne materijale
do 2013. godine. Oni su zakljuc¢ili su da u vecini slu¢ajeva kapacitet nosioca raste do specifi¢nih
povr§ina od 200 m? g nakon &ega vise nema promjene, te da se isti fenomen dogada s

promjerima pora iznad 10 nm, $to se slaze s rezultatima dobivenim u ovom istraZivanju.
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Slika 29. Utjecaj veli¢ine pora na uspjesnost imobilizacije (a), oCuvanu aktivnost (b) i

stabilnost (c) (fosfatni pufer 0,1 mol L, pH 6, 30 °C).
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4.1.5. Praéenje stabilnosti enzima DERA* kod ponovne upotrebe prilikom imobilizacije
na MCF

Koriste¢i MCF-c siliku, ispitana je stabilnost enzima kroz vise ciklusa ponovne
upotrebe enzima DERA®* u kotlastom reaktoru (Slika 30). Slobodni enzim izgubi gotovo svu
aktivnost ve¢ u tre¢em ciklusu, dok imobilizirani enzim u istom ciklusu uspijeva zadrzati 50 %
pocetne aktivnosti. Ukupno je izvreno pet ciklusa ponovne upotrebe enzima DERA®?* nakon
¢ega aktivnost imobiliziranog enzima pada ispod 20 %, Sto ukazuje na znacajna poboljSanja
stabilnosti enzima DERA%* nakon provedene imobilizacije. Najvjerojatniji razlog pada
aktivnosti imobiliziranog enzima (uz utjecaj same reakcije) u ovom slucaju je denaturacija
enzima uzrokovana mehanic¢kim stresom mijesanja i centrifugiranja nosioca u procesu ispiranja

nakon svakog provedenog ciklusa [120].

B |mobilizirana DERA"
@A Slobodna DERA™

Relativna aktivnost [%]

Broj ciklusa
Slika 30. Usporedba relativne aktivnosti slobodnog i MCF-imobiliziranog enzima DERA%* u

kotlastom reaktoru kroz vise ciklusa (fosfatni pufer 0.1 mol L%, pH 6, 30 °C).

4.1.6. Procjena kinetickih parametara 1 razvoj matematickog modela MCF-
imobiliziranog enzima DERA%

Kinetika MCF-imobiliziranog enzima odredena je prema prvom i drugom koraku
reakcije prikazanom u reakcijskoj shemi na Slici 15. Kineti¢ki parametri Michaelis-
Menteni¢inog modela odredeni su metodom pocetnih brzina opisanoj u poglavlju 3.10. te su
prikazani u Tablici 6. Utjecaj razli¢itih koncentracija sudionika reakcije na aktivnost enzima
DERA%* prikazan je na Slici 31. Na slici tocke predstavljaju rezultate eksperimenta, a linija

rezultate simulacije pomocu modela u programskom paketu SCIENTIST .
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Slika 31. Kinetika DERA%* imobiliziranog na MCF-b/APTMS/10 % anhidrid jantarne kiseline

u reakciji prve (a, b) i druge (c, d) aldolne adicije. Prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija: a

-acetaldehida (ccaa = 150 mmol L), b -kloroacetaldehida (caa = 150 mmol L?), ¢ -
acetaldehida (Cac-ci = 100 mmol L) i d -4-kloro-3-hidroksibutanala (caa = 50 mmol L) na

pocetnu brzinu reakcije (fosfatni pufer 0.1 mol L, pH 6, 25 °C, ypera®® =1 mg mL?).

Tablica 6. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju dvostruke aldolne adicije acetaldehida i

kloroacetaldehida kataliziranu slobodnim i MCF-imobiliziranim enzimom DERA%%,

Parametar Jedinica Slobodna DERA%** MCF-imobilizirana DERA%*
V1 Umg? 4,31+0,63 12,50 + 0,28
Kmaat mmol L* 11,10 + 2,54 30,61 + 2,66
Kmcaa mmol L1 73,51 +£9,11 215,04 + 7,98
Kiscaa mmol L1 260,96 + 26,31 233,62 +3,11
n - 20,00 + 4,21 14,06 + 3,02
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Tablica 6 (nastavak). Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju dvostruke aldolne adicije

acetaldehida i kloroacetaldehida kataliziranu slobodnim i MCF-imobiliziranim enzimom

DERA%,
Parametar Jedinica Slobodna DERA%# MCF-imobilizirana DERA%?
Vm2 U mg 1,53+ 0,26 1,11 +0,02
Kmaa2 mmol L* 2,03 +£0,28 1497 + 1,46
Kmac-cl mmol L* 86,26 + 7,62 39,42 +11,97
Kisaa mmol L - 123,64 + 10,56
Kisac-ci mmol L* 72,44 + 7,54 -

*Podaci preuzeti iz Svarc i sur. [189]

Ako usporedimo dobivene parametre, Km vrijednosti za imobilizirani enzim u prvoj
reakciji su vece nego za slobodni enzim, §to implicira da je afinitet enzima prema supstratima
manji nakon imobilizacije, ali maksimalna brzina reakcije Vm je gotovo tri puta veca, $to je u
korelaciji s dobivenim rezultatima o¢uvane aktivnosti. Kao §to je bilo navedeno u poglavlju
4.1.2. ta hiperaktivacija vjerojatno se dogada zbog prelaska enzima u aktivniju konformaciju.
S obzirom da DERA%* pripada tipu 1 aldolaza, koje rade na principu formiranja Schiffove baze
izmedu donor supstrata i NH> reaktivne skupine lizina na aktivhom mjestu enzima [37], a
anhidrid jantarne kiseline reagira isklju¢ivo s e-NH2 skupinom lizina, ta interakcija potencijalno
¢ini aktivno mjesto enzima puno dostupnijim supstratu [190].

Osjetno viSe vrijednosti Km u prvoj reakciji aldolne adicije moguce je pripisati 1
poroznosti materijala. Rodrigues i sur. [97] postuliraju da utjecaj imobilizacijskog procesa, koji
mijenja fizikalno kemijska svojstva okruzenja enzima, kao i ograniCenja difuzije zbog
prisutnosti pora, moze imati znacajan utjecaj na prilaz supstrata i produkata ka enzimu. To
dovodi do sporije difuzije supstrata, $to je onda vidljivo i na visim Kn, vrijednostima. lako je to
na prvi pogled negativan efekt, u sluc¢aju kad je prisutna inhibicija supstratima kao u ovdje
ispitivanoj reakciji, taj fenomen zapravo moze imati blago pozitivan uéinak zbog smanjenog
kontakta izmedu enzima 1 inhibicijskih molekula.

Jo$ jedna neobi¢na pojava kod ove reakcije je snazna inhibicija supstratom prisutna kod
koncentracija CAA iznad 200 mmol L. Standardni Michaelis-Menteni¢in model uz inhibiciju
supstratom to nije bio u stanju opisati, ali Bapiro i sur. [191] su predlozili modifikaciju modela
dodatkom parametra n, koji zapravo oznacava broj CAA molekula vezanih na inhibitorsko
mjesto enzima. Primjenom te modifikacije vidljivo je da model vrlo dobro slijedi

eksperimentalne podatke (Slika 31. b).
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Kako bi se procijenila to¢nost dobivenog matematickog modela, napravljena je ocjena
valjanosti modela u kotlastom reaktoru (Slika 32.). 1z prikazanih rezultata vidljivo je da postoji
snazna konvergencija izmedu eksperimentalnih opazanja i podataka dobivenih modelom, $to
dodatno potvrduju dobiveni statisticki podaci standardne devijacije, koeficijenta korelacije i
koeficijenta determinacije (¢ = 1,965, p = 0,977 i R? = 0,955). Ovi rezultati pruzaju moguénost

za razvoj 1 poboljSanja ovog procesa u kotlastom reaktoru.
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Slika 32. Ocjena valjanosti matematickog modela u reakcije dvostruke aldolne adicije
katalizirana DERA%* imobiliziranim na MCF-b/APTMS/10 % anhidrid jantarne kiseline u
kotlastom reaktoru za supstrate (a) i produkte (b) (caa = 100 mmol L%, ccaa = 50 mmol L%,
fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 25 °C, yoera®?* = 3 mg mL™).

4.1.7. Sinteza prekursora statina u cijevnom reaktoru s nasutim slojem katalizatora

U cijevnom reaktoru V = 300 puL provedena su tri eksperimenta s vremenima
zadrZavanja od 25, 35 i 70 min (Slika 33). Prilikom mjerenja u svakom reaktoru uzimani su i
uzorci za Bradford analizu na izlazu iz reaktora kako bi se detektiralo eventualno ispiranje
enzima, ali ono nije bilo prisutno ni u jednom slu¢aju. Vidljivo je kako u sva tri slucaja nije
uspostavljeno stacionarno stanje, te koncentracija 6C-Cl kre¢e padati ve¢ nakon 1-2 h. Kao
posljedica toga, koncentracije supstrata poCinju rasti, pri ¢emu AA pokazuje brzi rast u
usporedbi s CAA. Ako se u obzir uzme to i ¢injenica da koncentracija 4C-Cl nastavlja rasti
nakon $to prestane konverzija u kona¢ni produkt 6C-Cl, moze se pretpostaviti da na enzimu
DERA"* postoje dva aktivna mjesta i da je aktivno mjesto koje katalizira prvu reakcije aldolne
adicije AA i CAA u meduprodukt 4C-Cl osjetno stabilnije od drugog aktivnog mjesta koje je
zasluzno za formiranje kona¢nog produkta 6C-Cl, ili da se enzim s vremenom deaktivira do
razine gdje viSe ne stigne katalizirati drugu reakciju obzirom na stalnu brzinu protoka.

Smanjenjem vremena zadrZavanja, tj. povecanjem protoka vidljivo je i kako do deaktivacije
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dolazi brze nego $to bi bilo o¢ekivano s obzirom na prisutnu koncentraciju enzima (Slika 33a).
Do deaktivacije jednog/oba aktivna mjesta dolazi ve¢ za manje od 1 h, S§to je mozebitna
posljedica utjecaja grani¢ne faze zrak-tekucina uzrokovane smic¢nim silama uslijed vecih
protoka [192], ili, s obzirom na zbijenost i veliku gustocu nosioca u reaktoru, nemoguénosti
jednolikog strujanja i pojave preferencijalnih tokova Cime znacajna koli¢ina enzima ostaje

neiskoristena [193].
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Slika 33. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom
provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V =300 pL pri vremenima
zadrzavanja: = 25 min (a), z =35 min (b) i =70 min (c) (caa = 100 mmol L, ccaa =50
mmol L, fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 25 °C, ypera®®* = 4,10 mg mL™).

Na Slici 34. prikazani su eksperimenti u cijevnom reaktoru V = 500 pL s vremenima

zadrzavanja od 25, 35 1 70 min. Ovdje su rezultati nesto bolji po pitanju stabilnosti prve reakcije
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i sinteze meduprodukta 4C-Cl, ali i dalje dolazi do vrlo brze deaktivacije i prestanka sinteze

kona¢nog produkta 6C-Cl. Najbolji rezultat postignut je s vremenom zadrzavanja z = 70 min

gdje je maksimalna koncentracija konaénog produkta iznosila 30,21 mmol L uz iskoristenje |

=60,42 %.
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Slika 34. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom
provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V = 500 pL pri vremenima

zadrzavanja: = 25 min (a), 7= 35 min (b) i 7= 70 min (c) (caa = 100 mmol L, ccaa =50
mmol L, fosfatni pufer 0.1 mol L%, pH 6, 25 °C, ypera®® = 4,10 mg mL™).

Na Slici 35. prikazani su eksperimenti u cijevnom reaktoru V = 750 pL s vremenima

zadrzavanja od 35 i 70 min. S obzirom da se u prethodna dva ispitivanja z = 25 min pokazalo

kao iznimno neucinkovito vrijeme zadrzavanja, isto nije ispitano u ovom reaktoru. Usprkos
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tome, rezultati slijede isti trend kao u prethodna dva slucaja, gdje dolazi do brze deaktivacije
enzima, rasta koncentracije oba supstrata i prestanka konverzije u kona¢ni produkt 6C-Cl, dok

prvo reakcija uspijeva zadrzati odredenu aktivnost kroz 24 h provodenja reakcije.
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Slika 35. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom
provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V =750 uL pri vremenima
zadrzavanja: = 35 min (a) i = 70 min (b) (caa = 100 mmol L, ccaa = 50 mmol L,
fosfatni pufer 0,1 mol L, pH 6, 25 °C, ypera®* = 4,10 mg mL™).

S obzirom na nezadovoljavajuée rezultate postignute u svim ispitanim reaktorima, u
reaktoru V = 500 uL s 7 = 70 min, koji je pokazao najbolje procesne pokazatelje (Tablica 7.),
provedena je jo§ jedna reakcija s nizim pocetnim koncentracijama supstrata (Slika 36). Kako bi
se smanjila deaktivacija enzima u kontinuiranom reaktoru, potrebno je osjetno povecati vrijeme
zadrzavanja, smanjiti poCetne koncentracije supstrata ili povecati koncentraciju enzima. S
obzirom da su svi reaktori bili u potpunosti zapunjeni nosiocem koncentraciju enzima nije bilo
moguce povecati, a vrijeme zadrzavanja od 7= 70 min je isto tako grani¢no visoko u smislu
produktivnosti i mogucénosti pracenja reakcije kroz dan. Stoga je jedino rjeSenje bilo smanjenje
koncentracije supstrata u dotoku na caa = 50 mmol L2, ccaa = 25 mmol L. 1z rezultata je
vidljivo da manja koncentracija supstrata za posljedicu ima vecu stabilnost enzima te je
postignuto stacionarno stanje tijekom prva 2 h reakcije uz maksimalno dobivenu koncentraciju
produkta Csc-ci, max = 22,90 mmol L? i iskoristenje | = 91,61 %.

U Tablici 7. prikazani su procesni pokazatelji selektivnosti S, konverzije

kloracetaldehida Xcaamax, produktivnosti procesa Presc.ci i iskoriStenja 1. Usporedbom
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procesnih pokazatelja najboljim se océekivano pokazao reaktor R4-1 gdje je ostvarena
selektivnost od 9,72 i visoko iskoristenje od 91,61 %. Najbolja produktivnost, 0,74 mmol L

min! ostvarena je reaktoru R2-2.
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Slika 36. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom
provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V = 500 pL pri vremenu
zadrzavanja od 7 = 70 min (caa = 50 mmol L, ccaa = 25 mmol L,
fosfatni pufer 0,1 mol L, pH 6, 25 °C, ypera®®* = 4,10 mg mL™).

Tablica 7. Usporedba procesnih pokazatelja u razli¢itim tipovima cijevnih reaktora.

Reaktor 7z (min)  V (uL) S(-) Xcaa, max (90) Prsc.ci (mmol L min™) 1 (%)
R1-1 25 300 0,41 85,68 0,48 24,45
R1-2 35 300 1,12 92,85 0,70 49,00
R1-3 70 300 7,15 98,03 0,57 59,13
R2-1 25 500 0,40 85,31 0,46 22,79
R2-2 35 500 1,55 94,83 0,74 52,08
R2-3 70 500 2,51 96,25 0,44 60,42
R3-1 35 750 0,50 89,85 0,38 26,63
R3-2 70 750 1,38 96,94 0,34 48,21
R4-1 70 500 9,72 94,52 0,37 91,61
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4.2. Magnetske nanocestice
4.2.1. MNP karakterizacija

MNP ¢estice su nakon sinteze bile podvrgnute analizi na TEM-u i DLS-u kako bi se
utvrdila dobivena veli¢ina Cestica, kemijski sastav i morfologija. Obje analize provedene su
prije (FesOs) i poslije oblaganja silikom (Fes04@SiO2). Rezultati TEM analize prikazani su na
Slici 37. Vidljivo je da u oba slu¢aju nanocestice posjeduju sfericnu geometriju,
polikristali¢nost i relativno usku raspodjelu veli¢ina. Prosje¢ni promjer pora Fe3Os iznosio je
197 + 56,7 nm (podaci dobiveni na osnovu mjerenja veli¢ina 31 nanocestice), te se isti promjer
povecao na 254 + 62,8 nm nakon oblaganja silikom (podaci dobiveni na osnovu mjerenja
veli¢ina 74 nanocestice) Sto indicira da je uspjesno nanesen relativno tanak sloj omotaca silike

debljine = 50-60 nm.

Slika 37. TEM slike visoke rezolucije za FezOx4 (a, b) i Fes04@SiO:z (c, d). Sva mjerenja
radena su pri 200 kV.
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Na Slici 38. prikazani su rezultati STEM analize Fe3O4@SiO> koji daju dodatnu potvrdu
uspjesne primjene procesa oblaganja silikom. Graficki prikaz elementarne distribucije takoder

slijedi oc¢ekivani trend uzimajuci u obzir kemijsku strukturu FesO4@SiO2 nanocestica.

Atomic fraction (%)
Intensity (kCounts)

Position (nm)

Slika 38. STEM EDX spektroskopski profil FesO4@SiO2 nanocestica (a) i profil elementarne
distribucije (b).
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Dinamicko rasprSenje svjetlosti temelji se na Brownom gibanju rasprsSenih Cestica. Kad
su Cestice uzorka rasprSene u otopini, kre¢u se nasumi¢no u svim smjerovima. Prilikom tog
kretanja dolazi do sudaranja Cestica uzorka s molekulama otapala, pri ¢emu se mijenja njihova
brzina. Istovremeno laser osvjetljava Cestice u otopini, te iz odnosa kuta rasprSene svijetlosti 1
brzine ¢estica mozemo dobiti njihov hidrodinamic¢ki promjer [194]. U ovom istraZivanju za tu
svrhu je koristen uredaj Zetasizer (Malvern Panalytical). Distribucija veliina Cestica prema
intenzitetu dobivena DLS analizom prikazana je na Slici 39. te ima trend koji slijedi rezultate
dobivene na TEM-u, s relativno uskom raspodjelom veli¢ina i promjerima od 267,2 + 70,3 nm
za Fe304 i 310,7 + 59,4 nm za Fe304@SiOo.

U Tablici 8. prikazana je usporedba veli¢ina Cestica dobivena TEM i DLS analizom.
Razlika promjera od = 50 nm u oba slu¢aja moze se pripisati dobro poznatom fenomenu
prividno povecanog hidrodinami¢kog promjera kad se nanocestice nalaze u vodenoj otopini

(DLS) u usporedbi s promjerom suhih ¢estica (TEM) [195,196].

100 Te+03 1e+04 01 1 10 100 1e+03
Size (d.nm) Size (d.nm}

Slika 39. DLS raspodjela veliCine Cestica za Fe3Oa4 (a) i FesOs@SiO2 (b).

Tablica 8. Usporedba promjera FezO4 i Fes04@SiO> Cestica dobivena TEM i DLS analizom.

Cestice TEM (nm) DLS (nm)
Fes0a4 197 +£ 56,7 267,2+70,3
Fe;0.@SiO2 254 + 62,8 310,7+ 59,4

4.2.2. Utjecaj funkcionalizacije i aktivacije povrsine nosioca na procesne pokazatelje
imobilizacije na MNP nosiocu

Na MNP nosiocu testirane su identi¢éne kombinacije funkcionalizacijskih i aktivacijskih
agensa kao u slucaju mezoporozne silike. Detaljan pregled odabranih agensa nalazi se u

poglavlju 4.1.2.
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Kapacitet nosioca u ovom slu¢aju iznosio je

u APTES/glutaraldehid i APTMS/glutaraldehid pokazali

entracije.
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Slika 40. Utjecaj razlicitih koncentracija aktivacijskih agensa vezanih na APTES/GPTMS (a)
i APTMS (b) na procesni pokazatelj uspjesnosti imobilizacije (fosfatni pufer 0,1 mol L™,



ecaj razli¢itih kombinacija funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa na procesni
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oCuvane aktivnosti prikazan je na Slici 41. Kao i u slu¢aju mezoporozne silike,
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svim ispitanim kombinacijama, uz jos vise izraZzenu hiperaktivnost koja je iznosila 158 = 8 %
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Slika 41. Utjecaj razlicitih koncentracija aktivacijskih agensa vezanih na APTES/GPTMS (a)

i APTMS (b) na procesni pokazatelj oduvane aktivnosti (fosfatni pufer 0,1 mol L, pH 6,

25 °C).
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Utjecaj razli¢itih kombinacija funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa na procesni

pokazatelj stabilnosti prikazan je na Slici 42. Enzim imobiliziran na sve ispitane kombinacije i

u ovom slucaju ima bolju aktivnost nego slobodni enzim, ali opéenito najbolji rezultat pokazali

su10i 15 %-ni APTMS glutaraldehid s rezultatom stabilnosti preko 80 + 9 %.

80

— [26] 1s0unIqEIS =

obodni enzim

[%] 1s0uyiqers

Slika 42. Utjecaj razli¢itih koncentracija aktivacijskih agensa vezanih na APTES/GPTMS (a)

i APTMS (b) na procesni pokazatelj stabilnosti (fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 25 °C).
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Uz vrlo sli¢ne trendove dobivenih vrijednosti procesnih pokazatelja imobilizacije kao i
kod mjerenja provedenih na mezoporoznoj silici, anhidrid jantarne kiseline opet se namece kao
najbolji izbor za daljnja ispitivanja. lako je imobilizirani enzim vezan na glutaraldehid pokazao
nesto bolju uspjesnost imobilizacije i Stabilnost, iznimno visoka ocuvana aktivnost 15 %

APTES-anhidrid jantarne kiseline je razlog zasto je isti odabran za sve idu¢e eksperimente.

4.2.3. Utjecaj pH i temperature na proces imobilizacije na MNP

Utjecaj promjene pH i temperature u procesu imobilizacije na sve procesne pokazatelje
procesa imobilizacije prikazan je na Slici 43. Po pitanju promjene pH vrijednosti, primjetan je
osjetan porast oCuvane aktivnosti s povisenjem pH na 6,5, ali ve¢ nakon pH 7 dolazi do naglog
pada vrijednosti svih ispitivanih procesnih pokazatelja. Promjena temperature je iz tog razloga
provedeno pri pH 6,5, gdje vrijednosti iskoriStenja i stabilnosti ostaju konstantne kroz Citav
temperaturni raspon, ali kod ocuvane aktivnosti primjetan je padajuci trend sa svakim
temperaturnim povisenjem. Pri optimalnim uvjetima imobilizacije na pH 6.5 i 20 °C, postignut
je znacajan porast ocuvane aktivnosti na 178 £ 5 %, dok kod iskoriStenja i stabilnosti nije bilo

vecih promjena.

a)

O
~
2
51
(=]

200

I Uspjesnost imobilizacije
[0 Ocuvana aktivnost
B Stabilnost

I Uspjesnost imobilizacije
[0 Ocuvana aktivnost
B Stabilnost

I
=

100 A

Procesni pokazatelji [%
Procesni pokazatelji [%]

50 4

6 6,5 7 7.5 8 20 25 30 35
pH[-] Temperatura ['C]

Slika 43. Utjecaj pH (a) i temperature (b) na procesne pokazatelje uspjesnosti MCF
imobilizacije (fosfatni pufer 0,1 mol L, pH (T =25 °C), T (pH = 6,5)).

4.2.4. Praéenje stabilnosti enzima DERA%* kod ponovne upotrebe prilikom imobilizacije
na MNP

Na Slici 44. prikazana je usporedba relativne aktivnosti slobodnog i MNP-
imobiliziranog enzima DERA®?* u kotlastom reaktoru kroz vise ciklusa. Reakcija je provedena
osam puta, pri ¢emu slobodni enzim u tre¢em ciklusu postaje potpuno neaktivan, dok je MNP-
imobilizirani enzim zadrZao preko 50 % svoje pocetne aktivnosti kroz pet ciklusa reakcije 1 tek

u osmom ciklusu njegova aktivnost pada ispod 20 %, Sto pokazuje znacajno unaprjedenje
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stabilnosti MNP-imobiliziranog enzima u kotlastom reaktoru. Ovo je ujedno i poboljSanje
naspram procesa s MCF-imobiliziranim enzimom, gdje je aktivnost imobiliziranog enzima pala
ispod 20 % u petom ciklusu, iz ¢ega se moze zakljuciti da je imobilizacija na magnetske
nanoCestice povoljnija za provedbu ovdje ispitivane reakcije u kotlastom reaktoru.
Najvjerojatniji razlog tomu je proces ispiranja enzima nakon svakog provedenog ciklusa, koji
je slu¢aju MNP-imobiliziranog enzima zbog mogucnosti upotrebe magneta puno blazi po

pitanju mehani¢kog stresa i ne ukljucuje upotrebu tresilica i centrifuge pri visokoj

brzini/okretajima.

100
B |mobilizirana DERA™
Slobodna DERA™
30
<
g
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o
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g
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Broj ciklusa

Slika 44. Usporedba relativne aktivnosti slobodnog i MNP-imobiliziranog DERA%* enzima u

kotlastom reaktoru kroz vise ciklusa (fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 30 °C).

4.2.5. Kinetika i matemati¢ki model MNP-imobiliziranog DERA%* enzima

Kinetika MNP-imobiliziranog enzima odredena je prema prvom i drugom koraku
reakcije prikazanom u reakcijskoj shemi na Slici 15. Kineti¢ki parametri Michaelis-
Menteni¢inog modela odredeni su metodom pocetnih brzina opisanoj u poglavlju 3.10. te su

prikazani u Tablici 9. Na Slici 45. prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija supstrata i
produkata reakcije na aktivnost enzima.
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Slika 45. Kinetika DERA%?* imobiliziranog na MNP/APTES/15 % anhidrid jantarne kiseline u
reakciji prve (a, b) i druge (c, d) aldolne adicije. Prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija: a -
acetaldehida (ccaa = 150 mmol L), b -kloroacetaldehida (caa = 150 mmol L), ¢ -acetaldehida
(Cac-c1 = 100 mmol LY) i d -4-kloro-3-hidroksibutanala (caa = 50 mmol L) na pogetnu brzinu

reakcije (fosfatni pufer 0.1 mol L™, pH 6, 25 °C, ypera®* =1 mgmL™).

Tablica 9. Procijenjeni kineticki parametri za reakciju dvostruke aldolne adicije acetaldehida i

kloroacetaldehida kataliziranu slobodnim i MNP-imobiliziranim enzimom DERA%%4,

Parametar Jedinica Slobodna DERA%# MNP-imobilizirana DERA%*
Vm1 Umg? 4,31+0,63 13,64 £ 0,33
Kmaat1 mmol L? 11,10+ 2,54 28,34+ 2,82
Kmcaa mmol L? 73,51 +£9,11 188,20 £ 8,11
Kiscaa mmol L? 260,96 + 26,31 204,88 + 3,27
n - 20,00 + 4,21 15,43 + 3,75
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Tablica 9 (nastavak). Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju dvostruke aldolne adicije

acetaldehida i kloroacetaldehida kataliziranu slobodnim i MNP-imobiliziranim enzimom

DERA%,
Parametar Jedinica Slobodna DERA%#* MNP-imobilizirana DERA%*
Vim2 Umg? 1,53+ 0,26 1,06 + 0,02
Kmaa2 mmol L? 2,03 +0,28 13,11 £1,52
Kmac-cl mmol L* 86,26 + 7,62 4790 + 3,15
Kisaa mmol L - 115,19+9,70
Kisac-cl mmol L* 72,44 + 7,54 103,42 + 8,03

*Podaci preuzeti iz Svarc i sur. [189]

Usporedbom dobivenih parametara vidljiv je sli¢an trend kao i kod MCF-imobiliziranog
enzima. U prvoj reakciji aldolne adicije opet je vidljiva velika razlika u maksimalnoj brzini
reakciji, ovaj put i nesto ve¢a nego u slu¢aju MCF-imobiliziranog enzima, §to je u skladu s
osjetno vecom hiperaktivacijom dobivenom s ovom imobilizacijom. Dobivene vrijednosti Km
nes$to Su nize U usporedbi sa slobodnim enzimom te je opet prisutna snazna inhibicija
kloroacetaldehidom koja je opisana dodatnim parametrom n [191]. Detaljniji osvrt na ove
fenomene napravljen je u poglavlju 4.1.6.

Kod druge reakcije aldolne adicije, prisutna je niza maksimalna brzina reakcije Vmz te
slabiji afinitet imobiliziranog enzima prema acetaldehidu (Kmaaz), kao i blaga inhibicija Kisaa
ali poboljsan je afinitet enzima prema meduproduktu 4C-Cl (Kmac-ci) te je i inhibicija s 4C-Cl
u ovom slucaju nesto manje izrazena (Kissc-ci).

Ocjena valjanosti predloZzenog matematickog modela provedena je u kotlastom (Slika
46) i kotlastom reaktoru s dotokom (Slika 47). U slucaju kotlastog reaktora, dobiveno je vrlo
dobro slaganje modela s eksperimentalnim podacima $to je potvrdeno rezultatima statisticke
analize (¢ = 1,450, p = 0,987 i R? = 0,985). Kod kotlastog reaktora s dotokom, opet postoji
dobro slaganje rezultata modela i eksperimenta koji slijede identi¢an trend, ali je prisutno nesto
vecée rasipanje tocaka eksperimenta Sto je reflektirano i u nesto losijim rezultatima statisticke
analize (¢ = 15,27, p = 0,894 i R? = 0,915). Vjerojatni razlog tome je primjena visestrukog
razrjedivanja svakog uzorka S obzirom na porast koncentracija supstrata i produkata kroz
vrijeme u reaktoru te viskoznost otopine zbog velike koli¢ine nosioca u reaktoru $to dodatno
otezava uzorkovanje. Ipak, oba rezultata su dovoljno dobra da ostave moguénost za naknadnu

optimizaciju ispitivane reakcije koriStenjem dobivenih modela.
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Slika 46. Ocjena valjanosti predlozenog modela reakcije dvostruke aldolne adicije
katalizirana DERA?* imobiliziranim na MNP/APTES/15 % anhidrid jantarne kiseline u
kotlastom reaktoru za supstrate (a) i produkte (b) (caa = 100 mmol L, ccaa =50 mmol L%,

fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 25 °C, ypera®* =3 mg mL™).
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Slika 47. Validacija reakcije dvostruke aldolne adicije katalizirana DERA%?* imobiliziranim
na MNP/APTES/15 % anhidrid jantarne kiseline u kotlastom reaktoru s dotokom (g =1 pL
min, caao =500 mmol L7, ccaao = 250 mmol L2, Vo = 2 mL, fosfatni pufer 0,1 mol L,

pH 6, 25 °C, yoera? =9 mg mL™).

S obzirom na dobro slaganje eksperimenta s modelom, isti je iskoriSten kako bi se
simulacijama u programu SCIENTIST istrazio utjecaj protoka i koncentracije enzima na
volumnu produktivnost (Slika 48a) i iskoristenje (Slika 48b) u kotlastom reaktoru s dotokom.

Volumna produktivnost ra¢unata je prema Jednadzbi 37 a iskoriStenje prema Jednadzbi 38.
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Prilikom provedbe simulacije, poc¢etni volumen reaktora i koncentracije supstrata su bile
identi¢ne kao u eksperimentu, Vo = 2 mL, caao = 500 mmol L i ccaao = 250 mmol L.
Rezultati pokazuju kako je pri najvisoj vrijednosti simuliranog protoka (q = 5 puL min™) i
koncentracije enzima (25 mg mL™) moguée posti¢i volumnu produktivnost od ~ 23 g Lt dan™
i iskoriStenje od = 70 %. Vidljivo je da je pri istoj koncentraciji enzima koja je koriStena u
eksperimentu validacije (ypera®?* = 9 mg mL™?), samo uz poveéanje protoka s 1 na 2 pL min™
moguce postié¢i povecanje volumne produktivnosti od =~ 19 % (s 13,11 na 16,11 g L dan™). Iz
navedenog se moze uvidjeti korisnost primjene matematickog modeliranja za optimiranje ovdje

ispitivane reakcije.
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Slika 48. Simulacija utjecaja protoka q i koncentracije enzima ye na volumnu produktivnost
(a) i iskoristenje (b) u kotlastom reaktoru s dotokom (caao = 500 mmol L2, ccano = 250
mmol L, Vo=2mL, t=24h).

4.2.6. Sinteza prekursora statina u cijevnom reaktoru s fluidiziranim slojem katalizatora

Na Slici 49. prikazani su rezultati eksperimenata provedenih u cijevnom reaktoru s
fluidiziranim slojem katalizatora pri vremenima zadrzavanja od 21 i 42 min. S obzirom na
prisutnu koncentraciju enzima i supstrata, navedena vremena zadrzavanja bila su vidno
prekratka te je doSlo do vrle niske konverzije u konacan produkt 6C-Cl i brze deaktivacije
enzima. Pri 7 = 42 min imamo nesto bolju konverziju u meduprodukt 4C-Cl, ali i dalje vrlo
nisku. U oba slu¢aja primjetan je isti fenomen kao u slucaju cijevnog reaktora s mezoporoznom
silikom (poglavlje 4.1.7.) to jest dolazi do brzeg rasta koncentracije AA od CAA te nastavka

formiranja meduprodukta 4C-Cl nakon $to prestane konverzija u 6C-Cl.
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Slika 49. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-

hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom

provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V =310 pL s enzimom

imobiliziranim na MNP/APTES/15 % anhidrid jantarne Kiseline pri viemenima zadrZavanja:

t=21 min (a) i =42 min (b) (caa = 100 mmol L%, ccaa = 50 mmol L%, fosfatni pufer 0,1

mol L™, pH 6, 25 °C, ypera®* = 4,52 mg mL™).

S obzirom da je pri rezultatima ispitivanja funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa

na procesne pokazatelje imobilizacije (poglavlje 4.2.2.) glutaraldehid pokazao bolji rezultat
stabilnosti, specifi¢no 14 % veca stabilnost u slu¢aju MNP/APTMS/10 % glutaraldehid, ta

kombinacija takoder je testirana u reaktoru s fluidiziranim slojem katalizatora s rezultatima

prikazanim na Slici 50. Usprkos boljoj stabilnosti u kotlastom reaktoru, o¢uvana aktivnost

enzima je za ovdje ispitivane uvjete reakcije oCito bila premala da bi se postigli zadovoljavajuce

vrijednosti konverzije te je konverzija u konacan produkt 6C-Cl bila vrlo niska.
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Slika 50. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-

hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom

provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V =310 pL s enzimom

imobiliziranim na MNP/APTMS/10 % glutaraldehid pri vremenima zadrzavanja: ¢ = 21 min
(@) i 7=42 min (b) (caa = 100 mmol L, ccaa = 50 mmol L, fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH
6,25 °C, ypera®®* = 4,52 mg mL™?).

Kako se u prethodnim eksperimentima ispostavilo da su ispitivana vremena zadrZavanja

bila prekratka, a koncentracija supstrata previsoka, kako bi se postigla zadovoljavajuca

konverzija, na Slici 51. prikazani su rezultati mjerenja pri duplo nizoj koncentraciji supstrata te

uz veée vrijeme zadrzavanja. Kao $to je vidljivo na Slici 51a, postignuto je stacionarno stanje

u reakciji prve aldolne adicije i konverzije u meduprodukt, ali je i dalje dolazilo do deaktivacije

enzima i prestanka konverzije u konacan produkt. Stoga je uz smanjenje koncentracije supstrata

vrijeme zadrzavanja povecano na 70 min te na Slici 51b vidimo da su time ostvareni gotovo

idealni uvjeti za ovdje promatranu reakciju te je postignuta konverzija u konacan produkt i

iskoriStenje iznad 95 % kroz stacionarno stanje koje je trajalo tijekom 15 h provodenja reakcije.
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Slika 51. Promjena koncentracije acetaldehida (AA), kloroacetaldehida (CAA), 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl) u vremenu prilikom
provedbe reakcije dvostruke aldolne adicije u cijevnom reaktoru V =310 pL s enzimom

imobiliziranim na MNP/APTES/15 % anhidrid jantarne kiseline pri vremenima zadrzavanja:
a) =42 min, b) 7= 70 min (caa = 50 mmol L, ccaa =25 mmol L7,

fosfatni pufer 0,1 mol L%, pH 6, 25 °C, ypera’?* = 4.52 mg mL™?).

U tablici 10. prikazani su procesni pokazatelji selektivnosti (S), konverzije
kloracetaldehida (Xcaamax), produktivnosti procesa (Precci) i iskoristenja (1). Najbolja
selektivnost od 16,34, konverzija od 97,78 % i maksimalno iskoristenje od 95,85 % dobivena
je u reaktoru R3-2.

Tablica 10. Usporedba procesnih pokazatelja u razli¢itim tipovima cijevnih reaktora.

Reaktor 7 (min)  V (uL) S() Xcaa, max (%0) Prsc.ci (mmol L min) I (%)
R1-1 21 310 0,20 64,86 0,32 12,37
R1-2 42 310 1,87 93,67 0,44 37,11
R2-1 21 310 0,13 50,32 0,17 7,17
R2-2 42 310 0,44 79,58 0,29 23,89
R3-1 42 310 1,57 94,70 0,36 60,61
R3-2 70 310 16,34 97,78 0,33 95,85
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4.3. Usporedba rezultata

U Tablici 11. prikazani su izracunati procesni pokazatelji za razlicite tipove reaktora i
nosioca koji su ispitani u ovom doktorskom radu. Usporedbom rezultata dobivenih u kotlastom
reaktoru koristenjem enzima DERA®* imobiliziranim na MCF i MNP, moZe se uoditi kako je
produktivnost u oba slu¢aja gotovo ista. Medutim, selektivnost, konverzija i iskoristenje osjetno
su visi u eksperimentima provedenim s enzimom DERA®* imobiliziranim na MNP. Kako bi se
ispitao utjecaj tipa reaktora na procesne pokazatelje, u sljede¢em koraku, kotlasti reaktor s
enzimom DERA%* imobiliziranim na MNP zamijenjen je s kotlastim reaktorom s dotokom.
Moze se uociti da se selektivnost, konverzija i iskoriStenje nisu znacajnije promijenili, ali
zabiljezena je znacajno niza produktivnost u kotlastom reaktoru s dotokom, vjerojatno kao
posljedica niske koncentracije supstrata u dotoku. U svrhu intenzifikacije procesa, nadalje je
istrazena primjena cijevnih reaktora s nasutim i fluidiziranim slojem enzima DERA%?,
Usporedbom najboljih rezultata za cijevni reaktor, primjena enzima DERA%* imobiliziranog
na magnetske nanocCestice rezultirala je boljim procesnim pokazateljima. Postignuta
selektivnost (16,34) bila je visa od selektivnosti postignute u svim provedenim eksperimentima
uz vrlo visoku konverziju (97,78 %) 1 iskoriStenje (95,85 %). Usporedbom svih rezultata, MNP
se namecu kao bolji izbor nosioca za ovdje ispitivanu reakciju, dok je kod izbora tipa reaktora,
sa stajaliSta produktivnosti, kotlasti reaktor bolja opcija od cijevnog reaktora. Medutim u
cijevnom reaktoru postignute su znacajno vise vrijednosti selektivnosti i iskoristenja sto takoder

treba uzeti u obzir kod odabira tipa reaktora.

Tablica 11. Usporedba procesnih pokazatelja u svim tipovima ispitanih reaktora.

T yoERA’ S Xcaa, max Prec-ci I
Reaktor
(min) (mg mL1) ) (%) (mmol Lt mint) (%)
MCF-
) 40 3 3,6 92,25 0,87 76,10
kotlasti
MNP-
) 40 3 55 98,30 0,88 90,20
kotlasti
MNP-
kotlasti s 1440 9 5,6 96,26 0,06 81,22
dotokom
MCF-cijevni 70 4,10 9,72 94,52 0,37 91,61
MNP-cijevni 70 452 16,34 97,78 0,33 95,85
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5. Zakljucak

Cilj ovog rada bio je razvoj ekonomski i okolisno prihvatljive metode imobilizacije
enzima DERA za provedbu reakcije dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida
u svrhu proizvodnje prekursora bo¢nog lanca statina uz povecanje stabilnosti te zadrzavanje
aktivnosti enzima, te izrada i validacija matematickog modela za navedenu reakciju s
imobiliziranim enzimom. U tu svrhu izvrSena je sinteza dva tipa nosioca, mezoporozne silike i
magnetskih nanocestica. S oba nosioca provedena je detaljna karakterizacija kojom su ispitana
njihova mehanicka i fizikalno-kemijska svojstva. Istrazen je utjecaj razliCitih kombinacija
funkcionalizacijskih i aktivacijskih agensa na procesne pokazatelje uspjes$nosti imobilizacije.
Provedeno je ispitivanje utjecaja temperature i pH na proces imobilizacije. Analiziran je utjecaj
veli¢ine pora na uspjesnost imobilizacije. Napravljena je usporedba stabilnosti imobiliziranog
i slobodnog enzima u kotlastom reaktoru kroz viSe ciklusa. Kinetickim ispitivanjima i
validacijom modela izraden je matemati¢ki model za obje vrste nosioca. Ispitan je utjecaj
razli¢itih protoka i vremena zadrZavanja na procesne pokazatelje u cijevnom reaktoru.

Sinteza obje vrste nosioca bila je uspje$na. Sintezom MCF silike napravljeni su
materijali s tri razli¢ite veli¢ine pora, a SEM analizom silike utvrdena je razlika u morfologiji
karakteristi¢na za ovaj tip materijala. Adsorpcijsko-desorpcijskom analizom odreden je promjer
1 volumen pora, kao 1 BET specificna povrsina, te je zakljuceno kako su razlike u veli¢ini pora
dovoljne za provedbu daljnjih ispitivanja. Sintezom MNP i naknadnim oblaganjem silikom,
TEM analizom ustanovljen je promjer dobivenih Cestica koji je iznosio 254 + 62,8 nm, koji je
dodatno potvrden DLS analizom. EDX analizom utvrden je elementarni sastav MNP te
uspjesnost oblaganja silikom.

Rezultati ispitivanja utjecaja funkcionalizacije i aktivacije na procesne pokazatelje
procesa imobilizacije dokazali su iznimnu u¢inkovitost primjene anhidrida jantarne kiseline kao
aktivacijskog agensa kod oba nosioca. Kod MCF, kombinacijom 10 %-tnog APTMS-anhidrida
jantarne Kiseline ostvarena je uspjeS$nost imobilizacije od 78 %, ¢ime je kapacitet nosioca
iznosio 44 mg g*. Ocuvana aktivnost iznosila je 136 %, $to ukazuje na to da je postignuta
hiperaktivacija enzima. Vrijednost stabilnosti bila je 65 %, gotovo dva puta veca od rezultata
stabilnosti za slobodni enzim koji je iznosio 37 %. Rezultati MNP pratili su slian trend, te je
kombinacijom 15 %-tnog APTES-anhidrid jantarne kiseline uspjesnost imobilizacije iznosila
je 75 % (kapacitet nosioca 18 mg g1), o¢uvana aktivnost 158 % a stabilnost 66 %.

Nakon optimiranja uvjeta imobilizacije variranjem pH i temperature, postignuta su

osjetna poboljSanja kod oba nosioca. U slu¢aju MCF, pri uvjetima imobilizacije od pH 6 i
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30 °C oc¢uvana aktivnost povecana je za 10 %, a stabilnost za 5 %. Kod MNP, pri uvjetima
imobilizacije od pH 6.5 1 20°C nije bilo promjena kod iskoriStenja i stabilnosti, ali je o¢uvana
aktivnost povecana za 20 % te je ista iznosila 178 %.

Prilikom ispitivanja utjecaja veli¢ine pore na procesne pokazatelje procesa
imobilizacije, utvrden je mjerljiv utjecaj po pitanju iskoristenja i stabilnosti, dok kod o¢uvane
aktivnosti nije bilo promjena. Povec¢anjem veli¢ine pora uspjesnost imobilizacije je porasla s
78 % na 85 %, dok je stabilnost porasla s 65 % na 77 %. Dobiveni rezultati ukazuju na prednost
koriStenja materijala veée poroznosti prilikom upotrebe enzima DERA%* pruzajuéi mu
mogucnost dubljeg prodora u unutras$njost pora istovremeno ga stite¢i od vanjskih utjecaja.

Ispitivanjem stabilnosti enzima u kotlastom reaktoru kroz viSe ciklusa, ostvarena su
znacajna poboljSanja kod oba nosioca u usporedbi s slobodnim enzimom. Slobodni enzim
izgubio je svu aktivnost nakon dva provedena ciklusa, dok je kod MCF nosioca uspjesno
provedeno pet reakcija, a kod MNP nosioca osam reakcija prije nego je njihova aktivnost pala
ispod 20 %. Iz dobivenih rezultata takoder se moze zakljuciti kako su magnetske nanocestice
prikladniji izbor za provedbu reakcije dvostruke aldolne adicije u kotlastom reaktoru.

KoriStenjem metode pocetnih brzina odredena je kinetika reakcije s oba ispitivana
nosioca. Na osnovu eksperimentalnih kineti¢kih podataka, razvijeni su matematicki modeli
reakcije temeljeni na Michaelis-Menteni¢inoj kinetici. Dobiveni kineticki parametri reakcije,
specifiéno maksimalna brzina reakcije Vm1 koja je iznosila 12,50 U mg*i 13,64 U mg™ za MCF
i MNP, u usporedbi s Vmi slobodnog enzima od 4,31 U mg?, dodatno su potvrdili pojavu
hiperaktivacije u slucaju aktivacije anhidridom jantarne kiseline. Dobiveni matematicki modeli
za oba nosioca uspjesno su validirani u kotlastom reaktoru, te kotlastom reaktoru s dotokom u
sluc¢aju MNP.

Rezultati eksperimenata u cijevnom reaktoru s nasutim slojem katalizatora ukazuju na
problem deaktivacije enzima i prestanka konverzije u konac¢an produkt 6C-Cl. Najbolji rezultat
ostvaren je u reaktoru volumena 500 pL s vremenom zadrzavanja od 70 min pri nizim pocetnim
koncentracijama supstrata (caa = 50 mmol L7, ccaa = 25 mmol L), gdje je postignuta
selektivnost S od 9,72, konverzija supstrata Xcaamax 0d 94,52 %, produktivnost Prec-ci od 0,37
mmol Lt min i iskoristenje | od 91,61 %.

Prilikom provedbe reakcije u cijevnom reaktoru s fluidiziranim slojem katalizatora s
MNP dobiveni su znacajno bolji rezultati, te je u reaktoru V =310 puL s 7= 70 min pri nizim
pocetnim koncentracijama supstrata (Caa = 50 mmol L?, ccaa = 25 mmol L) postignuto
stacionarno stanje u trajanju od 15 h, pri ¢emu je ostvarena selektivnost S od 16,34, maksimalna

konverzija supstrata Xcaa max 0d 97,78 %, produktivnost Prec.ci od 0,33 mmol L min?i
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iskoriStenje | od 95,85 %. Usporedbom svih ispitanih reaktorskih sustava, zakljuc¢eno je kako
su MNP bolji izbor nosioca za kotlasti i cijevni reaktor.

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti kako kovalentna imobilizacija
enzima DERA%* pruza znaGajna pobolj$anja u provedbi procesa proizvodnje prekursora
bocnog lanca statina u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida 1 kloroacetaldehida.
Razvijeni matematicki modeli pruzaju koristan uvid u kineticke karakteristike imobiliziranog
enzima te njegova mozebitna ogranicenja, ¢ime su ostvareni temelji za naknadna poboljSanja

ispitivanog procesa te olakSanu primjenu i optimizaciju u razli¢itim tipovima reaktora.
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7. Prilozi
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Slika 52. Bazdarna krivulja za acetaldehid (AA).
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Slika 53. Bazdarna krivulja za kloroacetaldehid (CAA).
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Slika 54. Bazdarna krivulja za albumin govedeg seruma (BSA).
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Slika 55. Preklopljeni HPLC kromatogrami koji prikazuju acetaldehid (AA),
kloroacetaldehid (CAA), 4-kloro-3-hidroksibutanal (4C-Cl) i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal
(6C-Cl). Kromatogram prikazuje dva razli¢ita viemena uzoraka uzetih iz provodene reakcije
dvostruke aldolne adicije. Crni kromatogram je uzorak uzet na pocetku reakcije (t = 0 min),

gdje su prisutni samo supstrati AA i CAA. Plavi kromatogram je uzorak uzet nakon
odredenog vremena provodenja reakcije (t = 10 min), gdje je vidljiv rast meduprodukta 4C-Cl
i kona¢nog produkta 6C-Cl. Retencijska vremena AA, CAA, 4C-Cl i 6CI-Cl bila su 11,2,
13,2, 10,51 9,2 min.

105



8. Skracenice i simboli

8.1. Skracenice

4C-CI — 4-kloro-3-hidroksibutanal

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

AA — acetaldehid

ACN - acetonitril

ADH - alkohol dehidrogenaza

APTES — 3-aminopropiltrietoksilan

APTMS — (3-metilaminopropil)trimetoksilan
BET — Braun-Emmet-Teller

BJH — Barret-Joyner-Halenda

BSA — albumin govedeg seruma

CAA — kloroacateldehid

CFE — ekstrakt bez stanice

DERA — 2-deoksi-D-riboza 5-fosfat aldolaza
DLS — dinamic¢ko rasprsenje svijetla

DR5P — 2-deoksiriboza-5-fosfat

EDX — energetski disperzivna spektroskopija
FSA — fruktoza-6-fosfat aldolaza

G3P — gliceraldehid-3-fosfat

GPTMS — (3-glicidiloksipropil)trimetoksilan
HHDH — halogenhidrin-dehalogenaza

HPLC — tekucinska kromatografija visokog u¢inka
KCN - kalijev cijanid

LDL — kolesterol niske gustoce

MCF — mezoporozna silika

MCM — Mobil Composition of Matter No. 41
MNP — magnetske nanocestice

NaAc — natrijev acetat

PEG — poli(etilen-glikol)

PLA — esteraza iz svinjske jetre

SBA — Santa Barbara Amorphous

SEM — skenirajuci elektronski mikroskop
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STEM - skeniraju¢i transmisijski elektronski mikroskop
TEM — transmisijski elektronski mikroskop

TEOS - tetraetil ortosilikat

TFA — trifluoroctena kiselina

TMB - 1,2,4-trimetilbenzen

8.2. Simboli

¢ — molarna koncentracija, mmol L

d — promjer, nm

| — iskoriStenje, -

kd — deaktivacijska konstanta, min

Ki — konstanta inhibicije, mmol L*

Km — Michaelis konstanta, mmol L

m — masa, ¢

n — broj inhibitorskih molekula vezanih na inhibitorsko mjesto enzima, -
p — tlak, bar

Pr — produktivnost, %
Q — volumni protok, pL min

r — brzina reakcije, U mL? (mmol mL™ min)

R? — koeficijent determinacije, -

S — selektivnost, -

S.A. — specifi¢na enzimska aktivnost, U mg*

T — temperatura, °C

t — vrijeme, miniili h

V — volumen, pL ili mL

Vags— Volumen adsorbiranog sloja, cm® g

Vm — maksimalna brzina reakcije, U mg* (mmol mg? min?)
V, — radni volumen, pL

X — konverzija supstrata, %

y — masena koncentracija, mg mL*

p — koeficijent korelacije, -

o — standardna devijacija, -

T — vrijeme zadrZavanja, min

@ — volumni udio, %
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