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SAZETAK

MATEMATICKO MODELIRANJE PROIZVODNIE OPTICKI AKTIVNOG DIOLA
KORISTENJEM VISEENZIMSKOG SUSTAVA

U podru¢ju biokatalize, kaskadne viSeenzimske reakcije su vazan pristup za
proizvodnju opticki aktivnih spojeva. Navedeni pristup je vrlo obecavajuci s ekoloske i
ekonomske tocke gledista, jer se time postizu vece konverzije i produktivnosti, trosi se
manje kemikalija, izbjegava se izolacija meduprodukata, a na industrijskoj razini se
smanjuju troskovi otpada i proizvodnje. Sinteza kiralnih spojeva uvijek predstavlja izazov
u podrucju organske kemije, posebice proizvodnja molekula s dva kiralna centra, kao $to
su kiralni 1,2-dioli. U ovom radu je u svrhu dobivanja enantiomerno Cistog
diastereoselektivnog 1,2-diola proucavan viSeenzimski sustav koji se sastojao od reakcije
stereoselektivne karboligacije, katalizirane enzimom benzoilformat dekarboksilazom
(BFD), L-selektivne redukcije karbonilne skupine s alkohol dehidrogenazom iz
Lactobacillus brevis (LbADH) uz regeneraciju koenzima koriStenjem formijat
dehidrogenaze (FDH). Odredena je kinetika svih enzima. Ispitan je utjecaj acetaldehida na
stabilnost BFD i LbADH Na temelju tih rezultata postavljen je matemati¢ki model.
Primijenjena su dva razli¢ita nacina provedbe viseenzimskih reakcija: sekvencijalni i
simultani nacin. Na temelju rezultata simulacije predlozen je optimalni na¢in provedbe, te

optimalni pocetni uvjeti.

Kljuéne rijeci: matematicko modeliranje, benzoilformat dekarboksilaza, alkohol

dehidrogenaza, formijat dehidrogenaza, (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol



ABSTRACT

MATEMATICAL MODELLING OF OPTICALLY ACTIVE DIOLS PRODUCTION BY
MULTIENZYME CATALYSIS APPROACH

Within the field of biocatalysis, multi-enzyme cascade reactions are an important
strategy for the production of optically active chemicals. This approach is very promising
from an environmental and as well the economical point of view since in this manner
higher yields and productivities is accomplished, fewer chemicals are spent, isolation of
intermediates is avoided and on industrial scale, waste and production costs are reduced.
The synthesis of chiral building blocks is always challenging in the field of organic
chemistry, especially the production of molecules with two chiral centers, as the chiral 1,2-
diols. By coupling stereoselective carboligation catalyzed by benzoylformate
decarboxylase (BFD), L-selective reduction of carbonyl group with alcohol dehydrogenase
from Lactobacillus brevis (ADHLb) as well as the coenzyme regeneration by formate
dehydrogenase (FDH), enantiometrically pure diastereoselective 1,2-diol production was
explored. All enzymes were kinetically characterized. The impact of acetaldehyde on the
BFD and ADHLDb stability was investigated. Based on these results mathematical model
was set. Two different multi-enzyme system approaches were applied: the sequential two-
step one-pot and the simultaneous one-pot cascade. Based on the result from the simulation

by model optimal approach as well the optimal initial conditions was proposed.

Keywords:  matematical modelling, benzoylformate  decarboxylase, alcohol
dehydrogenase, formate dehydrogenase, (1S,2S)-1-phenylpropane-1,2-diol
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1.UVvVOD

Danas su kiralni spojevi vazne gradevne jedinice u kemijskoj i farmaceutskoj industriji
za proizvodnju, primjerice, kemijskih katalizatora, teku¢ih kristala, aroma, agrokemikalija ili
lijekova. Opticki aktivni sekundarni alkoholi znacajni su kao meduprodukti za dobivanje
kiralnih produkata. U industriji se obi¢no koriste dobro poznate kemijske metode, ali u
posljednjim desetlje¢ima se povecao interes za stvaranje stereogenih centara primjenom
biokatalitickih metoda. (Goldberg et al., 2007) Razlog tome su blagi uvjeti (tlak, temperatura,
pH) u kojima se provode reakcije, a time i manji energetski zahtjevi i troSkovi procesne
opreme. Osim toga velika selektivnost, odnosno specifi¢nost biokatalizatora su takoder razlog
porasta interesa za razvojem biokatalitiCkih metoda. Biokatalizatori su produkti zivih stanica
zbog Cega se na kraju procesa lako razgraduju u okolis$u, a u sintezama se mogu primjenjivati
kao cijele stanice ili izolirani enzimi §to prosiruje njihovu uporabu u industrijskoj sintetskoj

kemiji.

Modeliranje procesa sve vise ima ulogu u razvoju biokatalitickih procesa, te njegova
primjena sve vise raste kako se povecava uporaba enzima u industriji. Model je bitan alat za
predvidanje brzina reakcije pri razli¢itim pocetnim koncentracijama supstrata, te proracun
vremena reakcije i iskoristenja. Izgradnja modela korisna je za dizajn reaktora i optimizaciju,
te se upravo zbog toga sve vise primjenjuje u farmaceutskoj industriji, kako bi se nadoknadili
visoki troskovi ulaganja u farmaceutski razvoj i klinicka ispitivanja i smanjio pritisak na

razvoj ekoloski prihvatljivih procesa. (Vasi¢-Racki et al, 2011)

U ovom je radu postavljen je matematicki model proizvodnje kiralnog alkohola,
(1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola. Keton (S)-2-hidroksipropiofenon je dobiven biokatalitickom
reakcijom, iz benzaldehida i acetaldehida, uz biokatalizator benzoilformat dekarboksilazu
izoliranu iz bakterije Pseudomonas putida i koenzim tiamin difosfat. Zatim je iz ketona
proizveden Kiralni alkohol, (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol, reakcijom uz biokatalizator
alkohol dehidrogenazu izoliranu iz bakterije Lactobacillus brevis i koenzim nikotinamid
adenin dinukleotid uz regeneraciju koenzima uz biokatalizator formijat dehidrogenazu

izoliranu iz kvasca Candida boidinii.



2. OPCI DIO
2.1. Biokatalizatori

Biokatalizatori ili enzimi su molekule proteina koje se sastoje od nekoliko stotina
aminokiselina koje su vezane peptidnom vezom (Slika 2.1) koja se formira izmedu ugljikovog
atoma karboksilne skupine jedne aminokiseline i dusikovog atoma a-amino skupine druge.
Prema prirodi R skupine, aminokiseline mogu biti nepolarne (hidrofobne) ili polarne, a
njihova raspodjela duz proteinske molekule odreduje njegovo ponaSanje. Enzimi ubrzavaju
reakcije pod blagim uvjetima koji su potrebni za o¢uvanje funkcionalnosti i integriteta
bioloskih sustava. (lllanes, 2008)

7 R
H,N—CH {lﬁli—GH + H-N-CH-COO™

H,0 /||Ny H,0

TR
H,N—CH G—N-+CH-C0O™

Slika 2.1 Shema peptidne veze izmedu dvije a-aminokiseline

2.1.1. Podjela i djelovanje enzima

Podjela enzima (Kulig, 2013) obzirom na reakcije koje kataliziraju:

oksidoreduktaze (koriste se u reakcijama oksidacije i redukcije),

O

transferaze (prijenos funkcionalne skupine iz jedne molekule u drugu),

O

hidrolaze (hidroliza razli¢itih veza, npr.lipaza),

O

liaze (sinteza ili cijepanje kovalentnih veza karboksilaze, aldolaze, dehidrataze itd.),

O



o izomeraze (izomerizacija unutar jedne molekule, npr. racemaze)

o ligaze (sinteza dviju molekula, uz potrosnju ATP-a)

Sve navedene skupine enzima se primjenjuju u industriji, farmaceutskoj,

prehrambenoj, agrokemijskoj, kozmetickoj, s razli¢itim udjelima.

Kao i svi katalizatori, enzimi djeluju na nacin da smanjuju energiju aktivacije pojedine
reakcije, te je na taj naCin ubrzavaju. Tijekom katalizirane reakcije dolazi do stvaranja
aktiviranog kompleksa izmedu supstrata i enzima, koji se kasnije razgraduje i nastaje produkt,
te nepromijenjeni enzim. (Slika 2.2) lako katalizator ubrzava kemijsku reakciju, on nikada ne
odreduje njenu kona¢nu tocku ili ravnotezno stanje (te veli¢ine odredene su samo

termodinamickim uvjetima reakcije).

AY
’ AK* \
\

Potencijalna energija

uz katalizator

Reakcijski put

Slika 2.2 Promjena energije aktivacije za kataliticku i nekataliticku reakciju



2.1.2. Prednosti i nedostatci enzima

Primjena biokatalizatora moze imati mnoge prednosti u usporedbi s konvencionalnim
kemijskim katalizatorima. Enzimi sve ¢eS¢e zamjenjuju kemijske katalizatore (teski ili opasni
omogucava rad pri blagim uvjetima §to se odnosi na pH vrijednost (pH 5-8) i temperaturu
(20-40° C). Enzimske reakcije u blagim uvjetima minimiziraju poteSskoce s izomerizacijom,
epimerizacijom, racemizacijom, pregradnjom, razgradnjom, i drugim nezeljenim reakcijama
koje su vrlo &este u kemijskim reakcijama. Enzimi kataliziraju reakcije do 108-10% puta brze
u usporedbi s nekataliziranim reakcijama. Enzimi su selektivni s obzirom da omoguéavaju
specificno djelovanje samo na jednoj funkcionalnoj skupini u prisustvu drugih, §to je vrlo
korisno u slu¢ajevima kada funkcionalne skupine koje se ne bi trebale transformirati moraju
biti zasticene. Osim toga, imaju mogucnost razlikovanja funkcionalnih skupina, koje su
identi¢ne, ali se nalaze na razli¢itim polozajima. Takoder su i stereoselektivni §to znaci da se
reakcija provodi stereoselektivno, pri ¢emu se formira jedan stereoizomer. (Kulig, 2013)
Zahvaljujuéi genetskom inZenjerstvu koje je omogucilo kloniranje i eksperimentiranje u
kultiviranim mikroorganizmima ili stani¢énim kulturama, enzimi iz raznih izvora, ¢ak 1 oni
koji su jako rijetki mogu se proizvoditi u velikim koli¢inama s prihvatljivim troskovima.

(Vasi¢-Racki et al, 2011)

Uz navedene prednosti, enzimi imaju i sljede¢e nedostatke: visoka cijena izolacije 1
proc¢iS¢avanja, lako podlijezu inhibiciji supstratom i/ili produktom, deaktivacija uslijed
promjene reakcijskih uvjeta, nestabilnost izvan prirodnog okruZenja (u otopljenom obliku).
(Culig, 2016). S obzirom da se biokataliticki procesi razlikuju od konvencionalnih kemijskih
procesa potrebno je uzeti u obzir enzimatsku kinetiku i stabilnost enzima. (Vasié¢-Racki et al

2011) Vecina navedenih svojstava je posljedica njihove slozene molekularne strukture.

S obzirom na navedene nedostatke enzimi nisu nikako idealni katalizatori, ali njihova
iznimno velika specificnost 1 aktivnost pod umjerenim uvjetima predstavljaju istaknute
karakteristike koje se sve vise cijeni od strane razlicitih proizvodnih sektora, medu kojima su

farmaceutska i kemijska industrija. (Illanes, 2008)



2.1.3. Benzoilformat dekarboksilaza

Enzim benzoilformat dekarboksilaza (BFD; Slika 2.3) moze se izolirati iz bakterija
kao Sto su Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaeticus i Pseudomonas aeruginosa.
Koristi se za kataliziranje reakcija pri kojima nastaju Kiralni 2-hidroksiketoni. Osnovna
reakcija u kojoj se koristi BFD je neoksidativna dekarboksilacija benzoil formijata do
benzaldehida (Slika 2.4). Promatrajuc¢i formaciju (S)-2-hidroksi-1-fenil-propanona kada je
benzoil formijat bio dekarboksiliran uz prisustvo acetaldehida koriStenjem sirovog ekstrakta
stanica Pseudomonas putida Wilcocks i suradnici su uodili potencijal BFD-a da katalizira
nastajanje C — C veze. (Pohl et al, 2002)

Enzim benzoilformat dekarboksilaza je kvartarne je strukture i ovisan o koenzimu
tiamin difosfatu. Koriste¢i aldehide umjesto 2-keto kiseline kao jedini supstrate, BFD se
primjenjuje pri kataliziranju enantioselektivnih reakcija u kojima nastaju raznih aromatski, pa
Cak i alifatski (S)-2 hidroksi ketoni. (Iding et al, 1998)

Slika 2.3 Kristalna struktura benzoilformat dekarboksilaze

2.1.3.1. Tiamin difosfat

Tiamin difosfat (engl. Thiamine diphosphate; ThDP) se naziva koenzimom
dekarboksilaza a-keto kiselina i aldehid transferaza. Enzimi ovisni o ThDP imaju potencijal
za stvaranje i kidanje C — C veza, a obje reakcije katalizirane su enzimima: dekarboksilaze a-
keto Kiseline, trans-ketolaze, acetolaktat sintaze i ThDP dehidrogenaze. Zajednicka

karakteristika enzima ovisnih o ThDP je stvaranje ,,aktivnog aldehida®, intermedijera ThDP



vezanog karbaniona nakon cijepanja C — C veze (dekarboksilacija). Prema vrsti intermedijera

tj. ,,aktivnog aldehida“ se razlikuju enzimi ove skupine. (Iding et al 1998)

OH  EFD, ThDP

= H + co,
0

benzodl formijat benzaldehid

Slika 2.4 Opcenita shema reakcije neoksidativne dekarboksilacije benzoil formijata do
benzaldehida koju katalizira biokatalizator benzoilformat dekarboksilaza uz prisustvo
koenzima tiamin difosfata

2.1.4. Alkohol dehidrogenaza

Enzim alkohol dehidrogenaze (ADH) pripada skupini oksidoreduktaza, kao izolirani
enzimi ili cijeli enzimi, se sve vise primjenjuju u industrijskim procesima. (Goldberg et al,
2007) Koristi se za proizvodnju enantio- i dijastereoizomerno ¢istih diola. (Machielsen et al,
2009.)

ADH izolirana iz Lactobacillus brevis (LbADH) je svestran biokatalizator jer pokazuje
visoku aktivnost za Sirok raspon supstrata, osim toga i visoku stabilnost pri poviSenim
temperaturama i u organskim otapalima, te je stereoselektivan. (Halloumet et al, 2015.)
Sastoji se od 241 aminokiseline po podjedinici i tvori tetramer, a za aktivnost je potrebno da
otopina sadrzi Mg?* ione. Optimalni pH za redukciju je pri pH 6,5-8,5, dok je za oksidaciju
pH 7-10 (Kulig 2013). LbADH je najc¢esce koristen za asimetricnu redukciju prokiralnih
ketona u odgovarajuci alkohol (Slika 2.5). (Halloumet et al, 2015) Takoder se korist i za
sljedece supstrate: linearni i razgranati alifatski kao i aromatski aldehidi i ketoni, propargilni i
alilni ketoni, diketoni, ketoesteri i acetofenon, a-hidroksi ketoni. (Kulig 2013)



NADPH NADP*

Slika 2.5 Opcenita shema reakcije redukcije ketona u opticki aktivan oblik alkohola koju
katalizira biokatalizator alkohol dehidrogenaza iz Lactobacillus brevis uz prisustvo koenzima
nikotinamid adenin dinukleotida

2.1.4.1. Nikotinamid adenin dinukleotid

Enzim LbADH zahtjeva prisustvo koenzima, a jedan od najvaznijih je nikotinamid
adenin dinukleotid (NAD") koji primanjem vodikovog iona prelazi u reducirani oblik
(NADH). Reverzibilni transfer vodikovog iona iz reduciranog supstrata u NAD" i obrnuto je
stereoselektivan i1 karakteristi¢an za svaki pojedini enzim. Nikotinamid koenzimi obi¢no se ne
vezu na enzime kovalentnom vezom pa lagano disociraju. Preskupi su da bi ih se koristilo kao
stehiometrijske reagense zbog ¢ega je potrebno pronaci nacin njihove regeneracije (Vrsalovi¢

Presecki, 2006) koja se najéesce provodi paralelno pretvorbi supstrata u produkt.

2.1.5. Formijat dehidrogenaza

Enzim formijat dehidrogenaza (FDH) ubraja se u skupinu NAD® ovisnih
oksidoreduktaza koje se medusobno razlikuju u kvartarnoj strukturi. Formijat dehidrogenaze
katalizira oksidaciju iona formijata do ugljikova dioksida pri ¢emu donira elektrone NAD*-u
koji se reducira do NADH. (Slika 2.6) Prednosti enzima formijat dehidrogenaze su stabilnost,
lako uklanjanje ugljikovog dioksida i time postignuta termodinamicka ravnoteza, dostupnost
na trziStu, te povoljna cijena. U nekim slu¢ajevima, promjena pH tijekom regeneracije

koenzima uzrokuje inhibicijske u¢inke. (Goldberg at al, 2007)
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Slika 2.6 Shema reakcije oksidacije formijata u ugljikov dioksid katalizirane formijat
dehidrogenazom uz oksidaciju koenzima nikotinamid adenin dinukleotida

Vazna znacajka koriStenja FDH za regeneraciju koenzima je skoro nepovratna
kataliticka reakcija s 100% iskoristenjem pri sobnim uvjetima. Enzim je aktivan u Sirokom
rasponu pH (pH 5,5-11,0) i stoga se moze Koristiti kao enzim za regeneraciju koenzima

NADH povezati s gotovo bilo kojom drugom dehidrogenazom. (Schirwitz et al., 2007)

2.2. a-hidroksi ketoni

Razvoj sinteze optic¢ki aktivnih a-hidroksi ketona (Slika 2.7) vazan je istrazivacki
fokus u farmaceutskoj industriji. o-hidroksi ketoni su zastupljeni u antidepresivima,
selektivnim inhibitorima pri proizvodnji amiloid-p proteina (koriste se u lijeCenju
Alzheimerove bolesti), osim toga koriste se za dobivanje finih kemikalija, zbog sposobnosti
izgradnje velikih molekula. Takoder se primjenjuju u proizvodnji amino alkohola i diola.

(Hoyos et al, 2010)

O

OH

Slika 2.7 Struktura a-hidroksi ketona
Biokataliticki pristupi za efikasnu proizvodnju a-hidroksi ketona:

1. Primjena liaze ovisne o tiamin difosfatu (ThDP-liaza) za katalizu karboligacije
aldehida. Ovakvim pristupom nastaju enantiocisti a-hidroksi ketoni iz jeftinih aldehida.
Upotreba dvofaznog medija s rekombinantnim cijelim stanicama koje sadrze liaze

rezultira produktivnos¢u od 80—100 g/L s visokom enantiospecificnoscu.



2. Koristenje hidrolaza koje razgraduju racemate za proizvodnju a-hidroksi ketona.
Maksimalno iskoriStenje ovakvog pristupa je 50%. Kako bi se taj problem prevladao
kombinira se tradicionalna kataliza lipazom s racemizacijom preostalog supstrata.
Navedeno se moze provesti in situ ili u razli¢itim odjeljcima ¢ime se postize visoka
konverzija (> 90%) 1 vrlo visoka enantiospecificnost (> 99%).

3. Redoks postupak s cijelim stanicama, kataliziran razli¢itim mikroorganizmima,
pomocu izoliranog enzima ili cijelih stanica. Mogu se koristiti razliciti postupci za
postizanje visoke konverzije i dobivanje enantioCistih produkata. Neki enantioCisti a-
hidroksi ketoni mogu nastati redukcijom diketona i selektivnom oksidacijom vicinalnih

diola.

Navedena tri pristupa predstavljaju korisne i ekoloski prihvatljive sintetske puteve.
Takoder, primjer su kako biokataliza pomaze u standardnim procesima sinteze te kako se

njihovom integracijom moze posti¢i veéa konverzija i enantioselektivnost nastalih produkata.

(Hoyos et al., 2010)

2.3. Kiralni alkoholi

Kiralne molekule (enentiomeri) su molekule koje imaju &etiri razliCite skupine
(supstituenti) vezane na stereosrediste. Zbog nesimetri¢nosti prostornog
rasporeda atoma ili molekula ne mogu se poklopiti sa svojom zrcalnom slikom odnosno
zrcalnim prostornim oblikom. Jednake su konstitucije, ali suprotne konfiguracije i uvijek
dolaze u dva oblika (u paru). Opticki aktivni su spojevi Koji s obzirom na razliCite
konfiguracije razli¢ito zakre¢u ravninu polariziranog svjetla, tj. za isti iznos, ali u suprotnom
smjeru. Imaju jednaka fizikalna svojstva, ali razli¢ita bioloska, stoga razli¢ito reagiraju s
drugim kiralnim spojevima. Najces¢i uzrok kiralnosti je asimetricni ugljikov atom (atom na
koji su vezane 4 razli¢ite skupine (stereogeni centar)), koji je sp® hibridiziran. (Solomon,
2014)

Kiralni alkoholi se naj¢es¢e dobivaju reakcijom redukcije ketona u biotehnoloskim
procesima, a reakcija moze biti katalizirana bilo izoliranim enzimima ili cijelim stanicama.
KoriStenje izoliranih enzima cesto pozeljnije zbog vece volumetrijske produktivnosti i

odstupanja sporednih reakcija.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Simetrija
https://hr.wikipedia.org/wiki/Atom
https://hr.wikipedia.org/wiki/Molekula
https://hr.wikipedia.org/wiki/Zrcalo

Tri najéeSc¢a nacina dobivanja Kiralnih alkohola su (a) redukcija a-diketona uz enzim
alkohol dehidrogenazu, (b) redukcija a- hidroksi ketona i (c) hidroliza epoksida pomocu
epoksid hidrolaza. (Kulig, 2013)

2.4. Viseenzimski sustavi

Viseenzimski sustavi, tj. biokataliticka sinteza s vise enzima u Kkotlastom reaktoru,
nude znatne prednosti: smanjenje troskova, vremena i kemikalija za sintezu produkta. Osim
toga koriStenjem viseenzimskih sustava sporedne i reverzibilne reakcije su svedene na
minimum, pri ¢emu je smanjena vjerojatnost nastajanja Stetnih ili nestabilnih spojeva.
Viseenzimski sustavi se najées¢e primjenjuju za asimetri¢nu sintezu kiralnih alkohola, amina i
aminokiselina, kao i za stvaranje C-C veze. Integracija nekoliko biokatalitickih reakcija u
sustav s viSe enzima sve viSe nalazi primjenu u biokemijskom inZenjerstvu, jer su
biokatalizatori biorazgradivi, visoko selektivni i najvaznije kompatibilni jedni s drugima
unutar odredenih raspona radnih uvjeta. Pri multienzimskim sintezama vazno je pronaci
optimalne uvjete za sve enzime kao Sto su pH, temperatura, koncentracija enzima, supstrata,

te koenzima kako bi iskoriStenje reakcije bilo $to vece.

Viseenzimske reakcije mogu biti katalizirane slijede¢éim kombinacijama
biokatalizatora: (i) cijele stanice, (ii) topivi enzimi, (iii) kombinacija topivih enzima i cijelih
stanica, (iv) imobilizirani enzimi i (v) topivi i imobilizirani enzimi. Tip katalizatora za novi
biokataliti¢ki proces jedan je od najvaznijih izbora u razvoju procesa. lzbor jedne od gore
navedenth mogucnosti ovisi 0 mnogim c¢imbenicima, te se razmatra zasebno za svaku
biokataliticku sintezu. Opcenito, prelazak iz cijelih stanica u topive enzime, a zatim i na
imobilizirane enzime mora se opravdati specifi¢nim potrebama procesa, jer podrazumijeva
veée troSkove za izolaciju enzima, procCiS¢avanje i eventualno imobilizaciju. Medutim,
reakcije katalizirane cijelim stanicama mogu dati sporedne produkte, te to zahtjeva dodatno
prociS¢avanje produkta. Kompromis u ovom slucaju moze biti izmedu utjecaja troskova
katalizatora i troskova odvajanja. Imobilizacija biokatalizatora nudi mnoge prednosti u smislu
ponovne uporabe biokatalizatora i izvedivosti kontinuiranih procesa. Najbolji nacin
imobilizacije Cesto postize kovalentnom imobilizacijom enzima. Mogucénost imobilizacije

enzima umjesto da se koristi u topivom obliku treba usvojiti kada je katalizator vrlo skup.
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Biokataliticki kaskadni sustav je reakcijski sustav gdje se istovremeno provode dvije
ili vise reakcija uz upotrebu najmanje jednog biokatalizatora. Podjela biokatalitickih

kaskadnih sustava prema vrsti meduprodukta:

Linearni kaskadni sustav (Slika 2.8 a). Supstrat prelazi u jedan produkt preko jednog
ili viSe meduprodukata. Kaskadni procesi ove vrste ne samo da pomazu u uStedama vremena i
smanjenju sporednih reakcija, nego nude i prednosti kada su ukljuc¢eni nestabilni ili toksi¢ni
meduprodukti, budu¢i da se oni ne akumuliraju, ve¢ se transformiraju dalje u produkt. To

dovodi do sigurnijih procesa, manje sporednih reakcija i ve¢ih iskoristenja.

Ortogonalni kaskadni sustav (Slika 2.8b). Osnovna sintetska reakcija povezana je s
daljnjim reakcijama regeneracije koenzima. Primjer navedenog sustava je regeneracije

koenzima za oksidoreduktaze ovisne o nikotinamidu s drugim redoks enzimom.

Paralelni kaskadni sustav (Slika 2.8c). Reakcije s dva supstrata, pri ¢emu nastaju dva

produkta pomocu dvije razli¢ite biokataliticke reakcije, koje se spajaju koenzimima.

Cikli¢ki kaskadni sustav (Slika 2.8d). Jedan supstrat iz mjeSavine supstrata najéesce
racematne smjese selektivno se pretvara u intermedijer koji se zatim pretvara u polazni
suspstrat (jedan od enantiomera). Ponavljanje ovog ciklusa dovodi do nakupljanja spoja koji

je ostavljen u prvoj transformaciji.

Naravno, prikazana Kklasifikacija nije strogo definirana jer se kaskadni sustavi mogu
kombinirati na mnogo razli¢itth nacina. Primjerice, jedan korak linearne kaskade mozZe

zahtijevati dodatne ortogonalne reakcije (npr. regeneracija koenzima).
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Slika 2.8 Biokataliticki kaskadni sustav: (a) linearni, (b) ortogonalni, (c) paralelni, (d) cikli¢ki

2.5. Modeliranje biotransformacija

Modeliranje procesa sve vise ima ulogu u razvoju biokatalitickih procesa, te njegova
primjena sve viSe raste kako se povecava uporaba enzima u industriji. Model je bitan alat za
predvidanje brzina reakcije pri razliitim pocetnim Kkoncentracijama supstrata i
biokatalizatora, te proracun vremena reakcije i iskoristenja. Izgradnja modela korisna je za
dizajn reaktora 1 optimizaciju, te se upravo zbog toga sve viSe primjenjuje u farmaceutskoj
industriji, kako bi se nadoknadili visoki troskovi ulaganja u farmaceutski razvoj i klinicka

ispitivanja i smanjio pritisak na razvoj ekoloski prihvatljivih procesa.

Razvoj modela za biokataliticki proces sastoji se od postavljanja modela za kinetiku
enzima, te model reaktora, pri ¢emu je masa tvari konstantna tijekom cijele reakcije (kotlasti

reaktor, reaktori uz idealno mijesanje, itd.).

Prvi korak pri postavljaju modela za reaktor u kojem se provodi katalizirana reakcija je
utvrdivanje ovisnosti svojstava biokatalizatora o pH, temperaturi, te koncentraciji supstrata
prikladnima za ,scale up®“. Posebice je vazno, kod viSeenzimskih sustava, utvrditi
odgovarajucu temperaturu i pH za sve enzime. Kompromisna pH vrijednost odabrana za
viSeenzimske sustave moze biti daleko od optimalne i fizioloske vrijednosti, te moZe znacajno
smanjiti enzimsku aktivnost i stabilnost. Osim toga potrebno je procijeniti sve kineticke

parametre iz eksperimentalnih podataka kako bi se mogao postaviti odgovarajuc¢i kineticki
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model. Posebice je vazno kod slozenijih reakcija npr. s regeneracijom koenzima, ispitati
utjecaj svih komponenti na brzinu reakcije. Procjena kinetickih parametara u kinetickim
modelima s visokom to¢nos¢u parametara bitna je za uspjesnu validaciju modela. Parametri
modela se naj¢esc¢e procjenjuju nelinearnom regresijskom analizom. Numeri¢ke vrijednosti
parametara su procijenjene uklapanjem modela u eksperimentalne podatke. Jednadzbe modela
je moguce rijesiti numeric¢ki pomocu algoritma Runge-Kutta V. Izracunati podaci usporeduju
se s eksperimentalnim podacima, ukoliko postoji odstupanje, unose se u fazu integracije dok
se ne postignu minimalne pogreske izmedu eksperimentalnih i integriranih vrijednosti. Skup
procijenjenih parametara s visokom toc¢nosti koristi se za validaciju modela. Razvijeni
kineti¢ki model povezan je s jednadzbama bilancama mase za reaktor. Takav prosireni model
mora se cksperimentalno potvrditi u reaktoru na razli¢itoj koncentraciji supstrata, i / ili
enzima. Provjera modela provodi se usporedbom eksperimentalnih podataka s simulacijama
pod istim uvjetima. Vazno je provjeriti model pomocu podataka koji su razli¢iti od onih koji
se primjenjuju za prepoznavanje parametara. Simulacijski podaci dobiveni iz proSirenog
modela koriste¢i ra¢unalne i eksperimentalne podatke iz reaktora moraju odgovarati jedni
drugima s prihvatljivom to¢nos¢u. Te posljednji korak je uporaba modela za biokataliti¢kih
procesa s izoliranim topljivim enzimima. Racunalne simulacije trebale bi omoguditi

optimizaciju koncentracije biokatalizatora i supstrata za razliCite tipove reaktora.

Zaklju¢no, matematicko modeliranje je vrlo korisno u razvoju procesnog modela za
biokataliticke reakcije jer omogucuje predvidanje stabilnosti enzima i karakteristika reaktora,
te koji ¢e on njih biti najucinkovitiji. Upotrebom razvijenog modela, konverziju supstrata,
produktivnost procesa i potro$nja biokatalizatora moguce je optimizirati iz eksperimenta, tj.
na laboratorijskoj razini. Iako se modeliranje biokatalitickog procesa ne koristi vrlo Cesto,

dobar je alat za smanjenje troSkova proizvodnje. (Vasi¢-Racki et al, 2011)

2.5.1. Kineti¢ki modeli enzimskih reakcija

Enzimska aktivnost ovisi linearno o koncentraciji enzima, tj. proteina, iako u nekim
posebnim okolnostima dolazi do odstupanja. Medutim, pretpostavlja se da je enzimska
aktivnost proporcionalna koncentraciji enzimskih proteina i to je temeljni princip kinetike
enzima. Klju¢na varijabla kinetike enzima je koncentracija supstrata, a njezin ucinak &ini

osnovu hipoteze kinetike enzima. (llanes, 2008)
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Michaelis-Mentenicina kineti¢ka jednadzba (jedn. 2.1) opisuje ovisnost po¢etne brzine

reakcije o koncentraciji supstrata i enzima, te vrijedi za jednosupstratnu reakciju.

r, = Vg'CS 2.1)
K, +C

U navedenom izrazu rs je brzina potrosnje supstrata [mmol dm= min?], cs je

koncentracija supstrata [mmol dm®], Vi je maksimalna brzina reakcije [mmol dm= min™],
dok Kni predstavlja Michaelis — Menteni¢inu konstantu [mmol dm™]. Michaelis i Menten

(1913) su predlozili prvu hipotezu za enzimsku katalizu temeljenu na dva slijedna koraka,
kako je predlozio Henri (pretvaranje supstrata (S) u produkt ukljucuje reverzibilnu reakciju
izmedu enzima (E) i supstrata (S), pri ¢emu se formira kompleks enzim-supstrat (ES) (jedn.
2.2) koji daje produkt). (llanes, 2008) U prvom koraku enzimske katalize je supstrat zarobljen
na aktivnom mjestu enzima, a u sljede¢em koraku kompleks moze disocirati na enzim i
supstrat ili se kemijski promijeniti Sto rezultira stvaranjem produkta (P) i njegovim
odvajanjem od enzima (jedn. 2.3). Enzim izlazi iz reakcije nepromijenjen i dostupan za

sljedecu kataliticku reakciju.

S+ET—ES 2.2)
ES—>P+E (2.3)

Najveca brzina reakcije bit ¢e ostvarena kada sve molekule enzima budu u obliku ES
kompleksa. Tu brzinu definiramo kao maksimalnu brzinu enzimski katalizirane reakcije (Vm),

koji ovisi 0 koncentraciji enzima Eo, a odreduje se kao (jedn. 2.4):

V., =k;-E, (2.4)

m

Michaelisova konstanta ( K:]) numericki izrazava afinitet enzima prema supstratu. K:]

se definira kao ona koncentracija supstrata kod koje je brzina reakcije jednaka polovici
maksimalne brzine, a ovisi 0 supstratu te o uvjetima okoline kao $to su pH i temperatura.
Racunski se definira kao (jedn. 2.5):
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(2.5)

Vm (maksimalna brzina reakcije) i K; (Michaelisova konstanta) dva su znacajna

kineticka parametra veoma korisna za opisivanje svojstava enzimski kataliziranih reakcija.

Ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata prikazan je krivuljom na Slici
2.9.

Brzina reakcije odreduje se iz Michaelis — Menteni¢inog izraza (jedn. 2.1) te se mogu
uociti tri podruc¢ja brzine reakcije: podrucje kinetike prvog reda, podru¢je Michaelis —
Mentenicine kinetike i podruéje kinetike nultog reda. Pri vrlo niskim, te visokim

koncentracijama supstrata, brzina reakcije je linearno proporcionalna koncentraciji supstrata
(Slika 2.9). Podruéje niske koncentracije, Cs « Kni, pri stalnoj koncentraciji enzima, moze se
aproksimirati kinetikom reakcije prvog reda. Kinetikom nultog reda aproksimira se podrucje
visoke koncentracije supstrata, Cs » Kri, u kojem brzina reakcije ne ovisi 0 koncentraciji
supstrata. Podruc¢je koje se nalazi izmedu podrucja kinetike prvog i nultog reda je podrucje

Michaelis — Menteni¢ine Kinetike. (Dunn, 2003)

podrucje kinetike nultog reda

podrudje Michaelis-Menten kinetike

v, /2

rg [mmol dm” min’|

podrudje kinetike prvog reda

..Ef:ﬂ‘fK"'

¢ [mmol dm'5|

Slika 2.9 Graficki prikaz ovisnosti reakcijske brzine o pocetnoj koncentraciji supstrata kod
Michaelis — Mentenicine kinetike
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Dvosupstratna enzimatska reakcija (jedn. 2.6) opisuje se jednadzbom koja slijedi

Michaelis — Mentenicinu kinetiku i dana je izrazom (jedn. 2.7).
S,+S,—>B+P, (2.6)

o Vi - Cs, - Cs, 2.7)
(Ky+cg)- (K2 +cq)

Kod vecine enzimskih reakcija industrijske vaznosti dolazi do inhibicije produktom i/
ili supstratom. Inhibitor je kemijski spoj koji se veZze na aktivnho mjesto enzima, te time
smanjuje brzinu reakcije. (llanes, 2008) Razlikujemo tri tipa inhibicije enzima s obzirom u
kojem Kkatalitickom koraku djeluju: kompetitivnu, nekompetitivhu i antikompetitivnu.
Kompetitivni inhibitor utjece na prvi korak katalize, tj. veze se na aktivno mjesto enzima te
tako konkurira supstratu pri vezivanju na slobodni enzim, po svojoj je strukturi sli¢an
supstratu (jedn. 2.8). Kompetitivna inhibicija moze biti ukupna (ako se inhibitor veZe na
aktivnom mjestu, te potpuno iskljucuje supstrat) ili djelomi¢na (ako inhibitor ometa vezanje
supstrata bez potpunog iskljucivanja iz aktivhog mjesta). Djelomi¢na kompetitivna inhibicija
vrlo je rijetka. Nekompetitivni inhibitori su oni koji utjeGu na drugi stupanj katalize, na
kemijsku obradu vezanog supstrata u aktivnom mjestu, bez ometanja vezanja supstrata (jedn.
2.9). Antikompetitivna inhibicija (jedn. 2.10) je kombinacija kompetitivne i nekompetitivne
inhibicije.

V, -Cg
ry = c (2.8)
K;-(1+ﬁ)+cs
V, -Cg
Iy = - c (2.9)
K, +C) 1+
(Kp )@ )
V., -Cs
rs = (2.10)
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2.5.2. Reaktorski modeli

Kotlasti reaktor ili Sarzni reaktor, eng. batch reactor je zatvoreni sustav jer se za
vrijeme reakcije sa okolinom ne razmjenjuje reakcijska masa. U reaktoru se ostvaruje
priblizno idealno mijeSanje, $to znaci da su vrijednosti svih parametara priblizno iste u bilo
kojoj tocki reaktorskog prostora. Po prirodi stvari, zbog kemijske reakcije koja je vremenski
proces, kotlasti reaktor je uvijek u nestacionarnom radu. Kotlasti reaktor se ¢esto koristi u
industriji, uglavnom za reakcije u kapljevitoj fazi, za proizvodnju manjih koli¢ina produkata

na umjerenim tlakovima i temperaturama. (Kosar, 2017)

Uz sve prethodno navedene pretpostavke, opce bilance za mnoZinu tvari je (jedn. 2.11) :

r,-V=-——=2 2.11
V-t @)
Uz pretpostavku da je i volumen reakcijske smjese stalan i neovisan o vremenu, slijedi (jedn.
2.12):
dc

=g (2.12)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Matematicki model procesa proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u
viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH u kotlastom reaktoru

Simulacija proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u viSeenzimskom sustavu uz
regeneraciju koenzima nikotinamid adenin dinukleotida (Slika 3.1) provedena je u kotlastom
reaktoru. Za tu reakciju je postavljen matematicki model koji se sastoji od kinetickog i
reaktorskog modela. Postavljen je na temelju eksperimentalnih podataka (Pintari¢, 2016) i

pretpostavki da je reakcijski volumen konstantan, mijeSanje u reaktoru idealno, a temperatura

konstantna.
O
H 0 LbADH :
)]\ BFD, ThDP - T, .
—_— : P — H
+ H n OH N OH
benzaldehid acetaldehid (S)-2-hidroksipropiofenon (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol

NADH + H*  NAD*

CO, + NH, NH,COOH

CbFDH

Slika 3.1 Shema procesa proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u

viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima

3.1.2. Kineti¢ki model

Kineti¢ki model koji se sastoji od nekoliko kinetickih jednadzbi razvijen je na temelju

sheme reakcije (Slika 3.1), eksperimentalnih rezultata i procijenjenih kinetickih parametara.

Kinetika proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona iz benzaldehida i acetaldehida
katalizirane enzimom benzoilformat dekarboksilazom iz Pseudomonas putida uz prisustvo
koenzima tiamin difosfata opisana je Michaelis — Menteni¢inom kinetikom s inhibicijom

supstratom (acetaldehidom) i prikazana je jednadzbom (jedn. 3.1).

BFD
_ Vm " Coenzatdehid * C acetaldenia “Carp (3 1)
= : .

benzaldehid acetaldehid c acetaldehid
(Km + Cbenzaldehid ) ’ (Km + Cacetaldehid + K acetaldehid
i
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Deaktivacija enzima benzoilformat dekarboksilaze opisana je bieksponencijalnim
modelom Koji je prikazan jednadzbom (jedn. 3.2). Model pretpostavlja postojanje dva
izoenzima s odredenim udjelima pojedinog izoenzima u ukupnoj koli¢ini enzima, a i b, te se
deaktiviraju razli¢itim brzinama deaktivacije koje su opisane konstantama ki i kz te vrijedi da

jeb=1-a.

BFD
Vm

V

BFD BFD
_ B0 gt pBFD o k" (3.2)

mo

Kinetika proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola, redukcijom (S)-2-HPP, katalizirana
enzimom alkohol dehidrogenazom iz Lactobacillus brevis uz prisustvo koenzima nikotinamid
adenin dinukleotida i njegovu regeneraciju opisana je dvosupstratnom Michaelis —
Menteni¢inom kinetikom s kompetitivnom inhibicijom produktom, NAD", te je prikazana
jednadzbom (jedn. 3.3). Kinetika povratne reakcije je opisana kinetikom drugog reda,
odnosno kinetikom prvog reda u odnosu na svaki supstrat koji sudjeluje u reakciji, te je
prikazana jednadzbom (jedn. 3.4). Kinetika regeneracije koenzima NADH pomoc¢u amonij
formijata 1 enzima formijat dehidrogenaze iz kvasca Candida boidinii opisana je
dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom kinetikom s kompetitivnom inhibicijom
produktom, NADH, s ukljuéenom inhibicijom supstratima iz drugih reakcija, (S)-2-

idroksipropiofenonom i acetaldehidom (jedn. 3.5).

\/ LbADH c C
= m (S)-2-HPP " NADH L(t:)ADH (3.3)

(S)-2-HPP NADH NAD*

(K +Crsy o mpp) (K (14 K NAD" )+ Cyaom)
i

(3.4)

I, = k3 " CLoapH 'CNAD+ ) C(lS,ZS)—l—FPD

vV FPRe ¢ C

r4= m NAD NH,COOH “FDH (35)

C C . + C
NH,COOH (S)-2-HPP acetaldehid NAD NADH
Ky *+ Cy,cooH -(L+ ($)-2-HPP T 1 acetaldehid )- (K, +Cape (A o)
K K K
i i i

U navedenim izrazima ri je molarna brzina pojedine reakcije [mmol dm? min?], Vq

predstavlja maksimalnu molarnu reakcijsku brzinu, odnosno maksimalna aktivnost pojedinog
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enzima [mmol dm® min™], Kn' oznadava Michaelis — Menteni¢inu konstantu za odredenu

komponentu [mmol dm™], te je Ki' konstanta inhibicije odredene komponente [mmol dm?].

Deaktivacija enzima alkohol dehidrogenaze opisana je takoder bieksponencijalnim
modelom te je prikazana jednadzbom (jedn. 3.6).

LbADH
Vm

\Y

mo

LbADH _e—lebADH 1y [yLbADH —k,-PAPH ¢

=a .e (36)
Parametri ki' i ko' predstavljaju konstante brzine deaktivacije odredenog izoenzima, dok ks
predstavlja konstantu brzine povratne reakcije [dm® mmol* min]. Koncentracija pojedine

komponente ozna¢ena je s ¢i [mmol dm?®].

3.1.2. Reaktorski model

Reaktorski model proizvodnje opticki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u
kotlastom reaktoru sastoji se od bilancnih jednadzbi (jedn. 3.7 — 3.13) koje opisuju promjene
koncentracije pojedinih reaktanata i produkata s vremenom.

dCb Idehid

enzaldehid _ _ - 3.7
—a - 3.7)
dC taldehid

acetaldehid _ _ |- 3.8

dt 1 (3.8)

dcsy -
—(S)di P —r-r,+r,  (3.9)

Cuszsarn _ _ (310)

dt
LV —I,+ 04T, (3.11)
dt
dc .
g;‘D =r,—r—r, (3.12)
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dCyy,coon
— =, 3.13
it 4 (3.13)

3.2. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci (Pintari¢, 2016) obradeni su u programskom paketu Scientist.
Simulacija je provedena na temelju napisanog modela (Prilog 11-12) i eksperimentalnih
podataka. Nelinearnom regresijom pomocu metode najmanjih kvadrata i simpleks metode
procijenjeni su parametri. Metode procjene parametara imaju za cilj pronac¢i minimalni zbroj
kvadrata greske izmedu seta eksperimentalnih podataka 1 seta podataka izra¢unatih pomocu

modela.

Simpleks metoda se koristi kada je velika razlika izmedu pocetne vrijednosti
parametra i njegove prave vrijednosti i dobra je za odredivanje priblizne vrijednosti
parametara. Na temelju napisanog modela i procijenjenih parametara provodi se simulacija
rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi odredenog modela. Numeri¢ke metode za rjeSavanje
seta diferencijalnih jednadzbi koje koristi Scientist su: Euler-ova metoda, metoda Runge

Kutta IV, Bulrisch — Stoer metoda i Episode algoritam.

Na temelju eksperimentalnih podataka procijenjeni su kineticki parametri
matematickog modela: maksimalna brzina reakcije, Michaelis-Menteni¢ine konstante te
konstante inhibicije. Ovi parametri su koriSteni za simulacije pomoc¢u modela, odnosno za

predvidanje promjena koncentracija reaktanata i produkata s viemenom.
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4.REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Kinetika enzima benzoilformat dekarboksilaze iz Pseudomonas putida

0 0]
H i BFD, ThDp !
+ H I"1 - C-)H
benzaldehid acetaldehid (S)-2-hidroksipropiofenon

Slika 4.1 Reakcija karboligacije benzaldehida i acetaldehida katalizirana BFD-om

Metodom pocetnih brzina odredena je kinetika enzima benzoilformat dekarboksilaze
izolirane iz bakterije Pseudomonas putida, u reakciji proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona
iz benzaldehida i acetaldehida kataliziranoj BFD-om (Slika 4.1). Grafi¢ki je prikazana
ovisnost pocetne reakcijske brzine o koncentracijama supstrata: benzaldehida (Slika 4.2) i
acetaldehida (Slika 4.3).

Kinetika je opisana dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom jednadZzbom s
inhibicijom supstratom (jedn. 3.1). Vrijednosti Michaelis — Menteni¢inih konstanti za
benzaldehid (KnPe"2dehid) j acetaldehid (Kn?e®@l%Nid) preuzete su iz literature (Pepper et al.,
2011) dok su konstanta inhibicije acetaldehidom (Kis®**®'®"id) maksimalna specifi¢na brzina
reakcije, odnosno maksimalna aktivnost enzima (VmE™ procijenjeni nelinearnom regresijom
u programskom paketu Scientist modelom iz priloga 1. Svi navedeni parametri prikazani su u
Tablici 4.1.
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Slika 4.2 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji sinteze (S)-2-hidroksipropiofenona uz
izolirani enzim BFD o koncentraciji: benzaldehida (Coenzaidenida = 0 — 50 mmol dm™; Cacetaldehid =
356,41 mmol dm)

1 - @ Eksperiment

0,5 1 Model

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Cacetaldehid / mM

Slika 4.3 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji sinteze (S)-2-hidroksipropiofenona uz
izolirani enzim BFD o koncentraciji acetaldehida (Cacetaidenia = 0 — 500 mmol dm3, Coenzaldehid =
49,19 mmol dm3)
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Tablica 4.1 Kineticki parametri u reakciji proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona iz
benzaldehida i acetaldehida uz enzim benzoilformat dekarboksilazu izoliranu iz bakterije
Pseudomonas putida

Parametar Vrijednost
VPP /U mg™? 19,95+0,83
KmPenzaldehid jmmol dm3 * 19,40
Kmacetaldenid /mmol dm * 775,0
Kisacetaldenid /mmol dm3 430,54+82,67

* Pepper et al., 2011

Vrijednost Michaelis — Mentenicine konstante, K,ﬁ, opisuje afinitet enzima prema

supstratu, odnosno §to je navedena vrijednost niza, enzim ¢e biti specificniji za odredeni
supstrat. S obzirom na to, prema literaturnim podacima za Michaelis — Menteni¢ine konstante
za benzaldehid i acetaldehid, za koriSteni enzim BFD, benzaldehid znacajno specificniji
supstrat u odnosu na acetaldehid. Takoder, prema procijenjenoj konstanti inhibicije

acetaldehidom moze se zakljuéiti da acetaldehid znacajno inhibira enzim.

4.2. Utjecaj acetaldehida na stabilnost enzima benzoilformat dekarboksilaze iz
Pseudomonas putida

Prisutnost acetaldehida u otopini utjeCe na brzinu deaktivacije enzima benzoilformat
dekarboksilaze iz Pseudomonas putida. Stoga, je ispitan utjecaj razli¢itih koncentracija
acetaldehida na aktivnost enzima. Rezultati ispitivanja prikazani su kao ovisnost volumne
aktivnosti enzima BFD (Av) o vremenu trajanja inkubacije enzima uz razli¢ite koncentracije
acetaldehida (Slika 4.4).
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Slika 4.4 Utjecaj razlicitih koncentracija acetaldehida na aktivnost enzima benzoilformat
dekarboksilaze iz Pseudomonas putida

Prisustvo acetaldehida uzrokuje deaktivaciju enzima benzoilformat dekarboksilaze, $to
se moze zakljuCiti iz slike 4.4, a deaktivacija je priblizno ista pri svim ispitanim
koncentracijama acetaldehida u otopini. Deaktivacija enzima BFD opisana je
bicksponencijalnim modelom (jednadzba 3.2), a parametri navedenog modela procijenjeni su
u programskom paketu Scientist na temelju mjerenja aktivnosti u vremenu pri razli¢itim

koncentracijama acetaldehida te su prikazani Tablicom 4.2.

Tablica 4.2 Parametri bieksponencijalnog modela deaktivacije enzima benzoilformat
dekarboksilaze iz Pseudomonas putida

Parametar Vrijednost
a"FP/- 0,497 + 0,036
Kg1BP/mint 0,00257 + 0,00058
Kg22FP /min? 0,07430 + 0,01177
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4.3 Kinetika enzima alkohol dehidrogenaze iz Lactobacillus brevis

0o OH
w LbADH : .
(S)-2-hidroksipropiofenon (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol

NADH + H*  NAD*

Slika 4.5 Redukcija (S)-2-hidroksipropiofenona u (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol
katalizirana LbADH

Kinetika enzima alkohol dehidrogenaze izolirane iz bakterije Lactobacillus brevis,
odnosno reakcije proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola iz (S)-2-hidroksipropiofenona
uz prisustvo koenzima nikotinamid adenin dinukleotida (Slika 4.5) odredena je metodom
pocetnih brzina koristenjem modela u prilogu 2, te je prikazana kao ovisnost pocetne
reakcijske brzine o koncentraciji supstrata, (S)-2-HPP (Slika 4.6) i koenzima NADH (Slika
4.7). Odreden je i utjecaj produkta reakcije, NAD" na pocetnu reakcijsku brzinu (Slika 4.8).

& Eksperiment

e \odel
0,000 T T T T )
0 5 10 15 20 25

C(s)-2-1upp / MM

Slika 4.6 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji proizvodnje (1S,2S)-1-
fenilpropan-1,2-diola uz izolirani enzim LbADH i koenzim NADH o koncentraciji (S)-2-
hidroksipropiofenona (cnaon=0,138 mmol dm3)
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Slika 4.7 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-
1,2-diola uz izolirani enzim LbADH o koncentraciji reduciranog nikotinamid adenin
dinukleotida (C(s)-2-+pp = 19,993 mmol dm3)
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Slika 4.8 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-
1,2-diola uz izolirani enzim LbADH i koenzim NADH o koncentraciji produkta, oksidiranog
nikotinamid adenin dinukleotida (cnapn = 0,138 mmol dm3; ¢(s)-2-vee = 19,993 mmol dm2)

Kinetika proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola, redukcijom (S)-2-HPP,
katalizirana enzimom alkohol dehidrogenazom iz Lactobacillus brevis uz prisustvo koenzima

nikotinamid adenin dinukleotida opisana je dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom
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jednadzbom s kompetitivnom inhibicijom produktom (jedn. 3.3). Vrijednosti Michaelis —
Menteni¢inih konstanti za (S)-2-hidroksipropiofenon (Kn®-2"P) i koenzim NADH (KnNAPH),
konstanta inhibicije za NAD* (KiN*P*) i maksimalna specifi¢na brzina reakcije, odnosno
maksimalna aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze (Vm-®*°") procijenjene su nelinearnom

regresijom u Scientistu te su prikazane Tablicom 4.3.

Tablica 4.3 Kineticki parametri u reakciji proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola iz (S)-
2-hidroksipropiofenona uz enzim alkohol dehidrogenazu izoliranu iz bakterije Lactobacillus
brevis i prisustvo koenzima nikotinamid adenin difosfata

Parametar Vrijednost
VmPAPH U mg? 0,04615+ 0,00797
Km®-2HPP mmol dm3 27,0096+7,41170
Km“APH Immol dm3 0,09191+ 0,01187
KiNAP* mmol dm3 1,80538+0,13923
k3P /mint 0,000215 + 1,8229-10°°

Kinetika povratne reakcije nije izmjerena nezavisnim mjerenjima metodom pocetnih
brzina zbog nedostupnosti supstrata tj. (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola. Stoga je kinetika ove
reakcije opisana kinetikom drugog reda odnosno kinetikom prvog reda u odnosu na svaki
supstrat koji sudjeluje u reakciji (jedn. 3.4). Konstanta brzine povratne reakcije, ks, je
procijenjena iz eksperimenta koji je proveden s priblizno ekvimolarnim koncentracijama
supstrata i bez regeneracije koenzima (Slika 4.9) metodom nelinearne regresije u Scientistu
(Prilog 10) i iznosi ks= 0.000215 mM™*min™,
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Slika 4.9 Promjena koncentracije (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u reakciji proizvodnje
(1S,25)-1-FPD uz izolirani enzim LbADH i koenzim NADH, bez regeneracije koenzima

NADH (capi=5 mg cm3; cnapn=10,113 mmol dm™3; ¢(s)-2-vee = 10,321 mmol dm3))

Prema procijenjenim vrijednostima Michaelis — Mentenicine konstante (Tablica 4.3)
moze se zakljuciti kako je NADH znatno specifi¢niji supstrat za LDADH u odnosu na (S)-2-
HPP. Takoder, prema procijenjenoj konstanti inhibicije za NAD" moze se zakljuditi da

navedeni produkt znacajno inhibira enzim.

4.4. Utjecaj acetaldehida na stabilnost enzima alkohol dehidrogenaze iz
Lactobacillus brevis

Razlic¢ite koncentracije acetaldehida u otopini utjeCu na brzinu deaktivacije alkohol
dehidrogenaze iz Lactobacillus brevis. Ispitan je utjecaj razli¢itih koncentracija acetaldehida
na aktivnost enzima modelom iz priloga 8. Rezultati ispitivanja prikazani su kao ovisnost
volumne aktivnosti enzima ADH (Av) o vremenu trajanja inkubacije enzima uz razlicite

koncentracije acetaldehida (Slika 4.10).
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Slika 4.10 Utjecaj razli¢itih koncentracija acetaldehida na aktivnost enzima alkohol
dehidrogenaze iz Lactobacillus brevis

y = 0,00001107x
R? = 0,99736192
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Slika 4.11 Ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji acetaldehida (Cacetaidenia=11 mmol
dm’3; Cacetaldenia=52 MmOl dmM3; Cacetatenia=103 mmol dm3; Cacetatdenia=356 mmol dm3; kyz=
0.03322 mint; a=0.91306)

Prisustvo acetaldehida uzrokuje deaktivaciju enzima alkohol dehidrogenaze iz
Lactobacillus brevis, sto se moze zakljuciti iz slike 4.8, a deaktivacija enzima raste kako se
povecéava koncentracija acetaldehida u otopini. Deaktivacija enzima ADH takoder je opisana

bieksponencijalnim modelom (jednadzba 3.6), a parametri navedenog modela procijenjeni su
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u programskom paketu Scientist pomo¢u modela iz priloga 8, te su prikazani Tablicom 4.4.
Konstanta deaktivacije kqi ovisi 0 koncentraciji acetaldehida, tj. vrijednost konstante
deaktivacije raste porastom koncentracije acetaldehida u sustavu (Slika 4.11). Ovisnost je
opisana jednadzbom kg1 = 0,00001107*Cacetaidenid, Navedena jednadzba je uvrStena u model
prilikom provodenja simulacija proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola. Parametri a-°AP"

I ka2 SU jednaki za sve ispitane koncentracije.

Tablica 4.4 Parametri bieksponencijalnog modela deaktivacije enzima alkohol dehidrogenaze
iz Lactobecillus brevis

Parametar Vrijednost
aLPADH 0,91306+0,02401
kar”PH [minT] 0.0000111*Cacetaldehid
ka2"PH[min™] 0,0332+0,0245

4.5. Kinetika enzima formijat dehidrogenaze iz Candida boidinii

FDH

3 NH,* + CO,

4

NADH + H*  NAD*

Slika 4.12 Oksidacija amonij formijata katalizirana enzimom FDH

Kinetika enzima formijat dehidrogenaze izolirane iz kvasca Candida boidinii odredena
je u reakciji oksidacije amonij formijata u ugljikov dioksid i amonijev ion uz istovremenu
redukciju NAD* u NADH (Slika 4.12) koristenjem modela iz priloga 3. Prikazana je kao
ovisnost podetne reakcijske brzine o koncentracijama supstrata, amonij formijata i NAD*
(Slika 4.13 i Slika 4.14). Ispitan je i utjecaj produkta, NADH (Slika 4.15), te utjecaj supstrata
iz drugih reakcija, (S)-2-HPP i acetaldehida (Slika 4.16 i Slika 4.17), na pocetnu reakcijsku

brzinu.
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Slika 4.13 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije amonij formijata uz
izolirani enzim CbFDH o koncentraciji amonij formijata (cnap+ = 1 mmol dm®)
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Slika 4.14 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije amonij formijata uz
izolirani enzim CbFDH o koncentraciji supstrata, nikotinamid adenin dinukleotida (Camonij
formijata =200 mmol dm_3 )



r/Umg?

0,2
¢ Eksperiment
0,1 -
e \odel
O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Cnapy/ MM

Slika 4.15 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije amonij formijata uz

izolirani enzim CbFDH o koncentraciji produkta, NADH (cnap+ = 1 mmol dm, Camonij formijata

=200 mmol dm3)
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Slika 4.16 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije amonij formijata uz

izolirani enzim CbFDH o koncentraciji (S)-2-HPP (cnap+ = 1 mmol dm, Camonij formijata =200

mmol dm3)
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Slika 4.17 Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije amonij formijata uz
izolirani enzim CbFDH o koncentraciji acetaldehida (cnap+ = 1 mmol dm, Camonij formijata =200
mmol dm3)

Prema grafickim prikazima ovisnosti pocetne reakcijske brzine o koncentracijama
produkta reakcije, NADH, i supstrata iz drugih reakcija, (S)-2-HPP i acetaldehida (Slike 4.15,
4.16, 4.17), moze se zakljuciti da navedene komponente inhibiraju reakciju, odnosno
smanjuju aktivnost enzima. Stoga je kinetika regeneracije koenzima nikotinamid adenin
dinukleotida pomoc¢u amonij formijata i enzima formijat dehidrogenaze izolirane iz kvasca
Candida boidinii opisana dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom Kkinetikom s
kompetitivnom inhibicijom produktom, NADH, s uklju¢enom inhibicijom supstratima iz
drugih reakcija, (S)-2-hidroksipropiofenonom i acetaldehidom (jednadzba 3.5). U tablici 4.5
prikazane su vrijednosti Michaelis — Menteni¢inih konstanti za amonij formijat i NAD*
(K@monii formijat (¢ NAD+) K onstante inhibicije za NADH, (S)-2-HPP i acetaldehid (KiNAPH,
Ki(S)-2HPP j Kjacetaldehidy to maksimalne aktivnosti enzima CbFDH, odnosno maksimalne
specifi¢ne reakcijske brzine (Vm®°FPH) koje su procijenjene nelinearnom regresijom u

Scientistu modelima iz priloga 4,5,6 1 7.
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Tablica 4.5 Kineticki parametri u reakciji regeneracije koenzima nikotinamid adenin
dinukleotida, odnosno oksidacije amonij formijata uz izolirani enzim formijat dehidrogenazu
izoliranu iz kvasca Candida boidinii

Parametar Vrijednost
Vm©FPH /U mg? 0,5211+ 0,0082
Kmamonii formijat immol dm-3 3,9737+ 0,4829
KnNAP* /mmol dm3 0,0053+ 0,0005
KiNAPH /mmol dm 0,0030+ 0,0003
Ki®)-2H"" Immol dm 4,9960+ 1,6077
K2cetaldenid ymmol dm?3 16,8261+ 3,8190

S obzirom na procijenjene vrijednosti Michaelis — Menteni¢ine konstante moze se
zakljugiti kako je supstrat NAD" znatno specifi¢niji za koristeni enzim, CbFDH, u odnosu na
amonij formijat. Iz procijenjenih konstanti inhibicije, moze se zakljuciti da NADH znacajno
inhibira reakciju oksidacije amonij formijata uz koristeni enzim, dok prisutnost (S)-2-HPP i

acetaldehida iz drugih reakcija, nema znacajan utjecaj na brzinu reakcije.

4.6 Simulacija proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona u reakciji karboligacije
uz katalizator benzoilformat dekarboksilazu

Simulacija proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona u reakciji karboligacije uz
katalizator benzoilformat dekarboksilazu (Slika 4.18) u kotlastom reaktoru je provedena
koriStenjem modela u prilogu 9, uz kineti¢ke podatke procijenjene iz nezavisnih mjerenja
(Tablica 4.16). Primjer jedne simulacije pri koncentraciji benzaldehida Cpenzaidenia = 50 mmol
dm3, acetaldehida Cacetaidenia = 80 mmol dm=2i enzima benzoilformat dehidrogenaze cgep =5

mg cm dan na slici 4.19.

0
(o]
0
= /[J\ BED, THDP .
£ _— s
H ¥ OH

benzaldehid acetaldehid (S)-2-hidroksipropiofenon
Slika 4.18 Shema proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona
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Slika 4.19 Simulacija proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona u reakciji karboligacije uz

katalizator benzoilformat dekarboksilazu (Coenzaldehid = 50 mmol dm3; Cacetaidehia = 80 mmol dm”

3 cerp = 5 mg cm®)

Produktivnost reakcije karboligacije, tj. proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona uz

katalizator benzoilformat dekarboksilazu izra¢unata je s obzirom na razli¢ite koncentracije

acetaldehida i enzima benzoilformat dekarboksilaze (Slika 4.20), pri konverziji od 99%.
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Slika 4.20 Ovisnost produktivnosti reakcije o koncentraciji acetaldehida (Cacetaldenia =50-200
mmol dm®) i enzima benzoilformat dekarboksilaze BFD (cerp=1;5;10 mg cm™3; Chenzatdenia=50
mmol dm3)

Produktivnost reakcije proizvodnje (S)-2-hidroksipropiofenona raste s porastom
koncentracije supstrata, acetaldehida i enzima benzoilformat dekarboksilaze. Iako je uoceno
da je produktivnost reakcije najveca pri koncentraciji enzima benzoilformat dehidrogenaze od
10 mg dm, daljnje simulacije su provedene pri koncentraciji enzima benzoilformat

dekarboksilaze od 5 mg dm, zbog ekonomiénosti procesa.

4.7 Simulacija proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola oksidacijom (S)-2-
hidroksipropiofenona uz regeneraciju koenzima NADH

Simulacija  proizvodnje  (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola  oksidacijom  (S)-2-
hidroksipropiofenona uz regeneraciju koenzima NADH (Slika 4.21) u kolastom reaktoru je
provedena koristenjem modela u prilogu 11 koristenjem kinetickih podataka procijenjenih iz

nezavisnih mjerenja (Tablica 4.3 i Tablica 4.5). Primjer jedne simulacije je dan na slici 4.22.
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Slika 4.21 Shema proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola
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Slika 4.22 Simulacija proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola oksidacijom (S)-2-
hidroksipropiofenona uz regeneraciju koenzima NADH (c(s)-2-1pe = 50 mmol dm; cnapn = 1
mmol dm™3; cLpapn = 5 Mg cm3; Camonij formijat = 150 mmol dm2)

Produktivnost reakcije proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola oksidacijom (S)-2-
hidroksipropiofenona uz regeneraciju koenzima NADH je odredena s obzirom na utjecaj
razlicitih koncentracija koenzima NADH pri razli¢itim koncentracijama enzima FDH (1, 5, 10
mg cm™) . Iz rezultata koji nisu prikazani uo¢eno je da produktivnost ne ovisi o koncentraciji
enzima FDH u navedenom rasponu koji je ispitan. Stoga je u daljim simulacijama Kkoristena
najniza koncentracija enzima FDH (Cepn =1 mg cm?). Zatim je odredena produktivnost
reakcije proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola oksidacijom (S)-2-hidroksipropiofenona

uz regeneraciju koenzima NADH je odredena s obzirom na utjecaj razlic¢itih koncentracija
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koenzima NADH pri razli¢itim koncentracijama enzima LbADH (1, 5, 10 mg cm®) (Slika
4.23).

25 -
@ c(LbADH)=1 mg/dm~3
20 - AA, M c(LbADH)=5 mg/dm~3
= A A A c(LbADH)=10 mg/dm*3
3 15 - A
£ A A A
o mEN
2010 1 W u m -
a [ ]
L
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’00 L 2K 4 L 4 * 4 L 2
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Slika 4.23 Utjecaj razli¢itih koncentracija koenzima NADH i enzima alkohol dehidrogenaze
izolirane iz bakterije Lactobacillus brevis na produktivnost reakcije (cron = 1 mg cm3; ¢(s)-2-
HPP—= 50 mmOI dm-g; Camonij formijat:150 mmOI dm-s)

Povecanjem koncentracije enzima alkohol dehidrogenaze izolirane iz bakterije
Lactobacillus brevis (coapn=10 mg cm?) pri nizim koncentracijama koenzima NADH
(cnapbH= 0,3-1 mM) dolazi do znacajnog porasta produktivnosti. Enzim alkohol dehidrogenaza
izolirana iz bakterije Lactobacillus brevis ne utjeCe znacajno na produktivnost reakcije pri
koncentraciji (cLoaph=1 mg cm) na rasponu koncentracija koenzima NADH (cnapw= 0,3 -5
mM). Takoder je uoceno da pri koncentraciji NADH vecoj od 1 mmol dm, dolazi do pada
produktivnosti zbog inhibicije reakcije regeneracije koenzima katalizirane FDH (Slika 4.15).
U daljim simulacijama je koristena koncentracija enzima LbADH od cibapr=5 mg cm?, te

koncentracija NADH cnapH= 1 mM.
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4.8. Simulacija proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u viSeenzimskom
sustavu uz regeneraciju koenzima NADH u kotlastom reaktoru

Simulacija proizvodnje opticki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola provedena je

u viseenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH (Slika 4.24) u kotlastom reaktoru

na dva nacina, sekvencijalni i simultani nacin.

(@]
(0] OH
H 0 LbADH i
/U\ BFD, ThDP ; r, .
—_— > : = —— H
+ H N OH n OH
benzaldehid acetaldehid (S)-2-hidroksipropiofenon (15,25)-1-fenilpropan-1,2-diol

NADH + H*  NAD*

CO, + NH, NH,COOH

CbFDH

Slika 4.24 Shema procesa proizvodnje (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u

viseenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima

Simulacija  proizvodnje  opti¢ki aktivnog  (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola

u

viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH na sekvencijalni nac¢in (Slika 4.25)

provedena je u dva koraka koristenjem modela u prilogu 11. U prvom koraku, je koristenjem

simulacije pomoc¢u modela pradena promjena koncentracije benzaldehida (Cbenzaidenia = 50

mmol dm2) i acetaldehida (Cacetaldenia =70 mmol dm3), uz enzim benzoilformat dekarboksilazu

BFD (csrp =5 mg cm). Nakon §to je potrosen benzaldehid ili je njegova potrosnja prestala

zbog deaktivacije BFD-a, simulacija se provela na nacin da su u reakcijsku otopinu dodani

enzimi LbADH (CbaoH = 5 mg cm™®) i CoFDH (ccoron= 1 mg cm®), kao i koenzim NADH

(cnapn = 1 mmol dm3), te amonij formijat (Camonij formijat =150 mmol dm3).
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Slika 4.25 Proizvodnja opti¢ki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola provedena u
viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH u kotlastom reaktoru Chenzaldehid =
50 mmol dm™; Cacetatdehia = 70 mmol dm; cgrp = 5 mg cm™; CLpapn = 5 mg cm®; cnapr = 1

mmol dm3; cron = 1 mg cm>; Camonij formijat = 150 mmol dm

Kao §to je vidljivo i prema slici 4.25 u prvom koraku proizveden je (S)-2-
hidroksipropiofenon iz benzaldehida (50 mmol dm?) i acetaldehida (70 mmol dm ).
Reakcija je katalizirana enzimom BFD. Nakon 1.253 minuta reakcije postignuta je konverzija
benzaldehida od Xbenzaidenia = 99%. U drugom koraku eksperimenta provedena je redukcija (S)-
2-HPP u (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol katalizirana enzimom LbADH uz prisustvo koenzima
NADH i njegovu istovremenu regeneraciju. Regeneracija je provedena uz dodatak amonijeva
formijata i enzima CbFDH. Koncentracija (S)-2-HPP na pocetku drugog ciklusa eksperimenta
iznosila je cs)2-rpe = 49,99 mmol dm™ te je bilo potrebno oko 1031 minuta da se postigne
njegova potpuna konverzija u (1S,2S)-1-FPD. Simulacije su provedene za razliCite
koncentracije acetaldehida (Cacetaidenia = 50-200 mmol dm™), te je iz rezultata uoceno da
porastom koncentracije acetaldehida potrebno duze provoditi reakciju kako bi se postigla
potpuna konverzija benzaldehida. Tome je uzrok deaktivacija enzima LbADH koja raste s

porastom koncentracije acetaldehida.

Pri simultanoj proizvodnji opticki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u
viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH (Slika 4.26) sve komponente su
dodane istodobno, benzaldehid (Coenzaidenia = 50 mmol dm3), acetaldehid (Cacetaidenia = 70 mmol
dm?3), enzim BFD (csrp =5 mg cm®), enzim LbADH ( cubapn = 5 mg cm3), enzim CbFDH
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(Ccoron = 1 mg cm®), kao i koenzim NADH (cnapr =1 mmol dm3), te amonij formijat (Camonij

formijat =150 mmol dm). Simulacija je provedena koristenjem modela u prilogu 12.
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Slika 4.26 Proizvodnja opticki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola provedena u
viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH u kotlastom reaktoru; simultani
nacin Chenzaidenid = 50 mmol dm3; Cacetatdenia = 70 mmol dm; carp = 5 mg cm™; cLoapH =5 mg
cm®; enaon = 1 mmol dm™; cron = 1 mg ecm™; Camonij formijat = 150 mmol dm?3

Prema slici 4.26 proizveden je (1S,2S)-1-FPD na simultani nac¢in. Nakon 1.050
minuta reakcije postignuta je konverzija (S)-HPP-a od Xs)-2-hpp = 99%. Takoder kao i kod
sekvencijalne proizvodnje je uoceno da porastom koncentracije acetaldehida potrebno duze

provoditi reakciju kako bi se postigla potpuna konverzija benzaldehida.
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Slika 4.27 Produktivnost rekacije proizvodnje opticki aktivnog (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-
diola simultani i sekvencijalni na¢in Coenzaidenia = 50 mmol dm3: Cacetaldenid = 50-200 mmol dm"
%, cerp = 5 mg cm®; capn =5 mg cm3; cnaon = 1 mmol dm3; cron =1 mg cm3; Camonij formijat

= 150 mmol dm™

Zakljuéno je usporedena produktivnost reakcije s obzirom na sekvencijalni i simultani
naéin proizvodnje (Slika 4.27). Najveéa produktivnost je ostvarena pri koncentraciji

acetaldehida od 60 mmol dm pri simultanoj proizvodnji.
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5.ZAKLIJUCAK

Ispitivanjem utjecaja acetaldehida na deaktivaciju enzima BFD pokazano je da
acetaldehid znacajno deaktivira BFD, ali ne ovisi znac¢ajno 0 koncentracijama acetaldehida.
Kinetika enzima BFD opisana je dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom kinetikom s
inhibicijom supstratom, acetaldehidom. Prema rezultatima provedenih ispitivanja moze se

vidjeti da je da je benzaldehid znacajno specifi¢niji supstrat za BFD u odnosu na acetaldehid.

Dvosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom kinetikom s kompetitivnom inhibicijom
produktom, NAD* opisana je kinetika enzima LbADH uz prisustvo koenzima NADH, dok je
kinetika povratne reakcije opisana kinetikom drugog reda. Utvrdeno je da je NADH znacajno
specifi¢niji supstrat za LbDADH u odnosu na (S)-2-HPP. Ispitivanjem utjecaja acetaldehida na
stabilnost enzima LbADH pokazano je da acetaldehid deaktivira enzim, te da brzina

deaktivacije ovisi o koncentraciji acetaldehida

Kinetika enzima CbFDH takoder je opisana dvosupstratnom Michaelis -
Menteni¢inom kinetikom s kompetitivnom inhibicijom produktom, NADH, s uklju¢enom
inhibicijom supstratima iz drugih reakcija, (S)-2-HPP i acetaldehidom. Prema rezultatima
provedenih ispitivanja zakljuéeno je da je NAD* znatno specifi¢niji supstrat za CbFDH u

odnosu na amonij formijat.

Postavljen je matematicki model procesa biokataliticke sinteze (1S,2S)-1-fenilpropan-
1,2-diola u viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH te su provedene

simulacije uz pretpostavku dva pristupa visSeenzimske sinteze: sekvencijalni 1 simulatani.

Nakon provedene simulacije biokataliticke sinteze (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diola u
viSeenzimskom sustavu uz regeneraciju koenzima NADH u kotlastom reaktoru kao optimalni
nac¢in za provedbu reakcije pokazao se simultani nacin proizvodnje pri koncentraciji

acetaldehida od 60 mmol dm™ s obzirom na veéu produktivnost reakcije.

44



6.LITERATURA

1. Goldberg, K., Schroer, K., Liitz, S., Biocatalytic ketone reduction- - a powerful tool for
the production of chiral alcohols-part I: processes with isolated enzymes, Applied
Microbiology and Biotechology 76 (2007), 237-248

2. Vasi¢-Racki, D., Findrik, Z., Vrsalovi¢ Presecki, A., Modelling as a tool of enzyme
reaction engineering for enzyme reactor development, Applied Microbiology and
Biotechnology 91 (2011), 845-856

3. lllanes, A., Enzyme Biocatalysis: principles and applications, Springer (2008), 1-31

4. Kulig, K. J., Stereoselective synthesis of vicinal diols with enzymatic cascade reactions,
disertacija, Mathematisch-Naturwissenschaftlichen  Fakultit der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf (2013)

5. Culig J., Modeliranje sinteze intermedijera statina katalizirane 2-deoksiriboza-5-fosfat
aldolazom, Diplomski rad, Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Sveudiliste u
Zagrebu, Zagreb (2016)

6. Pohl, M., Lingen B., Miiller M., Thiamin-Diphosphate-Dependent Enzymes: New
Aspects of Asymmetric C-C Bond Formation, Chemistry A Europeam Journal 8 (2002),
5288-5295

7. Iding, H., Siegert, P., Mesch, K., Pohl, M., Application of a-keto acid decarboxylases in
biotransformations, Biochimica et Biophysica Acta 1385 (1998), 307-322

8. Machielsen, R., Looger, L., Raedts, J., Dijkhuizen,J., Hummel, W., Hennemann,H.G.,
Daussmann,T., Oost, J., Cofactor engineering of Lactobacillus brevis alcohol
dehydrogenase by computational design, Engineenering in Life Sciences 9 (2009), 34-44

9. Halloum I., Thompson, B., Pugh, S., Nielsen, D.R., Activity of Lactobacillus brevis
Alcohol Dehydrogenase on Primary and Secondary Alcohol Biofuel Precursors,
Feremetation (2015), 24-37

10. Vrsalovi¢ Presecki, A., Studij fumaraze 1 alkohol dehidrogenaze u

biotransformacijama, disertacija, SveuciliSte u Zagrebu, Zagreb (2006)

45



11. Schirwitz, K., Schmidt, A., Lamzin, V.S., High-resolution structures of formate
dehydrogenase, Protein Science 16 (2007), 1146-1156

12. Hoyos, P., Sinisterra, J., Molinari, F., Alcantara, A. R., De Maria, P.D., Biocatalytic
strategies for asymmetric synthesis of a-hidroxy ketones, Accounts of Chemical Research
43 (2010), 288-299

13. Solomon G., Fryhle, C.B., Snyder, S.A., Organic Chemistry, Wiley, (2014), 191 - 199

14. Ricca,E., Brucher, B., Schrittwieserc J.H., Multi-Enzymatic Cascade Reactions:
Overview and Perspectives, Advanced Syntehesis & Catalysis, 353 (2011), 2239- 2262

15. Dunn, I. J., Heinzle, E., Ingham, J., Pfenosil J. E, Biological Reaction Engineering
Dynamic Modelling Fundamentals with Simulation Examples, Second, Completely
Revised Edition, WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheitm (2003) 67-115

16. Kosar V., Kemijsko reakcijsko inZenjerstvo (nastavni tekstovi), Fakultet kemijskog

inzenjerstva i tehnologije, Sveudiliste u Zagrebu, Zagreb (2017)

17. Pintari¢ H., Proizvodnja opticki aktivnog diola koriStenjem viSeenzimskog sustava,
diplomski rad, Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, SveucilisSte u Zagrebu,
Zagreb (2016), 5-6

46



7.PRILOZI

Prilog 1

/l MMBFD

IndVars: ¢

DepVars: rl, r2

Params:Vm, Kmacal, Kmba, Kis

r1 = Vm*c*356.41/((Kmba+c)*(Kmacal+356.41+356.41*356.41/Kis))
r2 = Vm*c*49.19/((Kmba+49.19)*(Kmacal+c+c*c/Kis))

Vm=4

Kmacal = 775

Kmba =19.4

Kis=1

Prilog 2

/I MMADH

IndVars: ¢

DepVars: rl, r2

Params: Vm, Kmnadh, KmHPP

rl = Vm*c*19.993/((KmHPP+19.993)*(Kmnadh+c))
r2 = Vm*c*0.138/((KmHPP+c)*(Kmnadh+0.138))
Vm = 0.046150173052230972

Kmnadh = 0.091910304886671609

KmHPP = 27.0366026762500269

Prilog 3

/I MMFDH

IndVars: ¢

DepVars: rl, r2

Params:Vm, Kmfor, KmNAD

rl = Vm*c*200/((Kmfor+200)*(KmNAD+c))
r2 = Vm*c*1/((Kmfor+c)*(KmNAd+1))

Vm =0.521126186

Kmfor = 3.97373523

KmNAD = 0.00527077724

* % %
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Prilog 4
/I MMADHIN
IndVars: c

DepVars: r
Params: Vm, Kmnadh, KmHPP, Ki

r = Vm*0.138*19.993/((KmHPP+19.993)*(Kmnadh*(1+c/Ki)+0.138)

Vm = 0.046150173052230972
Kmnadh = 0.091910304886671609
KmHPP = 27.0366026762500269
Ki=1

*kk

Prilog 5
/I INHAC

IndVars: c

DepVars:r

Params:Vm,Kmfor,KmNAD,Kiac
r=Vm*1*200/((KmNAD+1)*(Kmfor*(1+(c/Kiac))+200))

Vm=0.521126186
Kmfor=3.97373523
KmNAD= 0.00527077724
Kiac=1

*kk

Prilog 6
/ INHB HPP

IndVars: ¢

DepVars: r

Params: Vm, Kmfor, KmNAD, KiHPP

r = Vm*1*200/((KmNAD+1)*(Kmfor*(1+(c/KiHPP))+200))

Vm = 0.521126186

Kmfor = 3.97373523
KmNAD = 0.00527077724
KiHPP = 1

*kk
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Prilog 7
/ INH NADH

IndVars: ¢

DepVars: r

Params: Vm, Kmfor, KmNAD, KiNADH

r = Vm*1*200/((KmNAD*(1+(c/KiNADH))+1)*(Kmfor+200))

Vm = 0.521126186

Kmfor = 3.97373523
KmNAD = 0.00527077724
KiNADH =1

Fedkek

Prilog 8
// deADH

IndVars: t

DepVars: Al, A2, A3, A4

Params: al, kd11, kd12, kd13, kd14, kd2

Al = A10*(al*exp(-kd11*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))
A2 = A20*(al*exp(-kd12*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))
A3 = A30*(al*exp(-kd13*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))
A4 = A40*(al*exp(-kd14*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))
A10=3.30

A20=3.30

A30 =3.30

A40 =3.30

al=05

kd11 =0.01

kd2 =0.01

kd12 =0.01

kd13 =0.01

kd14 =0.01

JERORN
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Prilog 9
/I Proizvodnja HPP

IndVars: t

DepVars: cAC, cBA, cHPP, VmBFD

Params: Kmba, Kmac, Kis, VmBFDO, al, kd1, kd2
//Kineticki model

r1 = VmBFD*cAC*cBA*cBFD/((Kmba+cBA)*(Kmac+cAC+(cAC*cAC/Kis)))
VmBFD = VmBFDO*(al*exp(-kd1*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))
/IReaktorski model

cAC'=-r1

cBA'=-rl

cHPP' =11

Kmba =19.4

Kmac =775

Kis = 430.543076

VmBFDO = 19.95253

Al =0.496874

kd1l =0.002577

kd2 = 0.074301

t=0

cac =60

cba =50

chpp=0

cbfd = 10

* % %k

Prilog 10
/l ADH bez regeneracije

IndVars: t

DepVars:HPP, diol, NADH, NAD

Params: Vm, Kmnadh, KmHPP, Ki, k3, ADH

/IKineti¢ki model

rl = Vm*ADH*HPP*NADH/((KmHPP+HPP)*(Kmnadh*(1+NAD/Ki)+NADH))
r2 = k3*ADH*NAD*diol

/IReaktorski model

HPP' = -r1+r2
diol' =r1-r2
NADH' = -r1+r2
NAD' =rl1-r2

Vm = 0.046150173052230972
Kmnadh = 0.091910304886671609
KmHPP = 27.0366026762500269
Ki=1.805378

k3 =0.01

t=0

ADH =5

HPP = 10.13609635

NADH = 10.113

NAD =0

diol =0

*kk
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Prilog 11
/I ADH s regeneracijom

IndVars: t

DepVars: HPP, diol, NADH, NAD, f, X
Params: Vm2, Kmnadh, KmHPP, Ki, k3,vm4, KmNAD, Kmfor, KiHPP, KiNADH
/IKineti¢ki model

r2 = Vm2*ADH*HPP*NADH/((KmHPP+HPP)*(Kmnadh*(1+NAD/Ki)+NADH))
r3 = k3*ADH*NAD*diol

r4 =
Vm4**NAD*fdh/((KmNAD*(1+NADH/KiINADH)+NAD)*(Kmfor*(1+(HPP/KiHPP))+f))
/IReaktorski model

HPP' = -r2+r3

diol' = r2-r3

NADH' = -r2+r3+r4

NAD' = r2-r3-r4

ff=-r4

X = diol/50

Vm2 = 0.046150173052230972
Kmnadh = 0.091910304886671609
KmHPP = 27.0366026762500269

Ki =1.805378

k3 =0.00021532653

Vm4 = 0.521126186

Kmfor = 3.97373523

KmNAD = 0.00527077724

KiHPP = 4.99604904

KiNADH = 0.00301732947

t=0

HPP =50

NADH =5

ADH =10

NAD =0

diol=0

f=150

fdh =10

*kk
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Prilog 12
/I Simultana proizvodnja diola

IndVars: t

DepVars: AC, BA, HPP, VmBFD, diol, NADH, NAD, f, X, ADH

Params: Kmba, Kmac, Kis, VmBFDO, al, kd1, kd2, Vm2, Kmnadh, KmHPP, Ki, k3, Vm4,
KmNAD, Kmfor, KiHPP, KiNADH

/IKineti¢ki model

rl = VmBFD*AC*BA*BFD/((Kmba+BA)*(Kmac+AC+(AC*AC/Kis)))

r2 = Vm2*ADH*HPP*NADH/((KmHPP+HPP)*(Kmnadh*(1+NAD/Ki)+NADH))
r3 = k3*ADH*NADx*diol

r4 =
Vm4**NAD*fdh/((KmNAD*(1+NADH/KINADH)+NAD)*(Kmfor*(1+(HPP/KiHPP)+(AC/Kiac))+f))
VmBFD = VmBFDO*(al*exp(-kd1*t)+(1-al)*exp(-kd2*t))

ADH = ADHO*(ala*exp(-kdal*t))+(1-ala)*exp(-kda2*t)

/IReaktorski model

AC' =-r1

BA' =-rl

HPP' = r1-r2+r3

diol' = r2-r3

NADH' = -r2+r3+r4

NAD' = r2-r3-r4

f'=-r4

X=diol/50

Kmba=19.4

Kmac =775

Kis = 430.543076
VmBFDO = 19.95253

al = 0.496874

kd1 = 0.002577

kd2 = 0.074301

ala = 0.913062203

kdal = 0.00001107*AC
kda2 = 0.0332179035
Vm2 = 0.046150173052230972
Kmnadh = 0.091910304886671609
KmHPP = 27.0366026762500269
Kiac = 16.8261884

Ki =1.805378

k3 =0.00021532653

Vm4 = 0.521126186
Kmfor = 3.97373523
KmNAD = 0.00527077724
KiHPP = 4.99604904
KINADH = 0.00301732947
t=0

AC =200

BA =50

BFD =5

HPP =0

NADH =1

ADHO =5

NAD =0

diol =0

f=150

fdh=1

*k%
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8.SIMBOLI I SKRACENICE

SIMBOLI

a' — udio izoenzima [-]

As — specifi¢na aktivnost enzima [U mg'l]

Av — volumna aktivnost enzima [U cm™]

b' — udio izoenzima [-]

¢ — koncentracija komponente [mmol dm3; mg cm®]

ki1, k2 — konstante bieksponencijalnog modela deaktivacije enzima [min]
ks — konstanta brzine povratne reakcije [dm® mmol™ min]
Ki — konstanta inhibicije [mmol dm]

Km® — Michaelis — Menteni¢ina konstantu [mmol dm™]

r — reakcijska brzina [mmol dm min™]

t — vrijeme [min]

Vm — maksimalna brzina reakcije [mmol dmmin]

SKRACENICE

(1S,2S)-1-FPD — (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol

(S)-2-HPP — (S)-2-hidroksipropiofenon

ADH — enzim alkohol dehidrogenaza

BFD — enzim benzoilformat dekarboksilaza

CbFDH — enzim formijat dehidrogenaza izolirana iz kvasca Candida boidinii

E —enzim
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ES — kompleks enzim — supstrat

FDH — enzim formijat dehidrogenaza

LbADH — enzim alkohol dehidrogenaza izolirana iz bakterije Lactobacillus brevis
NAD* — koenzim nikotinamid adenin dinukleotid, oksidirani obik

NADH — koenzim nikotinamid adenin dinukleotid, reducirani oblik

P — produkt

S — supstrat

ThDP — tiamin difosfat (engl. Thiamine diphosphate)
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