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1. UVOD



Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) je niskomolekularni polifenol koji pripada
skupini fenolnih kiselina. Jaki je antioksidans te ima Siroku primjenu u zastiti od oksidativnih
ostecenja. Planarna je molekula koju ¢ine aromatski prsten, tri hidroksilne skupine i
karboksilna skupina gdje su hidroksilne skupine, jedna u odnosu na drugu, na aromatskom

prstenu vezane u orto poloZaju.

Lakaze su enzimi koji pripadaju u skupinu oksidoreduktaza. U svom katalitickom centru
sadrze atome bakra te prema tome pripadaju metaloenzimima. Jedni su od najpoznatijih
industrijskih biokatalizatora, a najpoznatiji izvor lakaza su gljive bijelog truljenja, primjerice
Trametes versicolor. Za kataliticko djelovanje im je potreban samo kisik iz zraka pri ¢emu kao
jedini nusprodukt nastaje voda. Uzimajuéi u obzir kemijsku strukturu galne kiseline i
¢injenicu da lakaze mogu oksidirati fenolne spojeve, galna kiselina je dobar supstrat za enzim

lakazu. Prema literaturi, produkt oksidacije galne kiseline kataliziran lakazom je poligalat.

Enzimski katalizirani procesi s ciljem proizvodnje industrijski vaznih produkata u industriji se
najceS¢e provode u Sarznim uvjetima, no u novije vrijeme, sve se viSe teZi upotrebi
mikroreaktora. Mikroreaktori su sustavi malih dimenzija napravljeni tehnikama
mikroinzenjerstva i mikrotehnologije. Cini ih mreza mikrokanala, reda veli¢ine od 10 pm do
500 um, urezanih u ¢vrstu ploc¢icu napravljenu od razli¢itih materijala. Najveca prednost
mikroreaktora je, osim postizanja vecih brzina reakcija, Sto se tijekom provedbe procesa
koriste iznimno male koli¢ine kemikalija, sto utjee na smanjenje ukupnih troSkova, ali i

redukciju otpadnih struja procesa.

Zadatak ovog rada bio je provesti oksidaciju galne kiseline kataliziranu lakazom u kotlastom
reaktoru s mjesalom volumena 50 cm3 u 3arZnim i ponovljivim 3arZnim uvjetima, te u

mikroreaktoru volumena 9,5 pL i u mikroreaktoru s ugradenim mikromikserom volumena 2

uL.



2. TEORUSKI DIO



2.1. Enzimski katalizirani procesi u kotlastom reaktoru

2.1.2. Opcenito o kotlastom reaktoru

Idealni kotlasti reaktor (Slika 1) pripada zatvorenim sustavima reaktora u kojima tijekom
reakcije nema izmjene tvari s okolinom. Najce$ée je izveden u obliku zatvorenog kotla
opremljen mijeSalicom ¢ime se postize idealno mijeSanje odnosno homogenost sustava.
Ovisnost veli¢ina stanja (sastav reakcijske smjese, brzina kemijske reakcije, koli¢ina
oslobodene ili utrosene energije) o vremenu je jedna od karakteristika idealnog kotlastog
reaktora. Unutar reaktora, temperatura i volumen reakcijske smjese (3/4 ukupnog volumena
reaktora) su stalni i nezavisni o vremenu. Ovaj tip reaktora se primjenjuje u istrazivanjima

kinetike reakcije u homogenim sustavima, najcesée u kapljevitoj fazi.

D
T

V, = konst.
T = konst.

Slika 1 Shema kotlastog reaktora za provedbu enzimski kataliziranih reakcija (cg —

koncentracija supstrata, 15 — reakcijska brzina, V,. — reakcijski volumen) (TiSma, 2016.)

Pretpostavke za postavljanje matematickog modela procesa su da je u reaktoru ostvareno
idealno mijesanje, da su sve veliCine stanja zavise o vremenu i da nema promjene volumena
reakcijske smjese. Matematicki model reaktora opcenito se sastoji od bilance tvari i izraza za

brzinu reakcije. Bilanca supstrata u kotlastom reaktoru definirana je slijede¢om jednadzbom:

Ang
At

(r5) -V =—



U kotlastom reaktoru u kojem sudjeluje jedan supstrat i nastaje jedan produkt, uz
pretpostavku da reaktanti nestaju brzinom reakcije 75 kojom produkt ujedno nastaje, bilanca

tvari se opisuje slijede¢im jednadzbama:

Acg
T
Ac
—_P_ T
At

2.1.3. Prednosti i nedostatci kotlastog reaktora

Izbor pogodnog reaktora za provodenje reakcije ovisi o mnogo Cimbenika kao Sto su
kapacitet proizvodnje, cijena sirovine, ekoloski zahtjevi, investicijski troskovi, a najviSe o vrsti
kemijske reakcije koja se provodi. Kako bi se pravilno odabrao reaktor potrebno je sto

detaljnije poznavati fizicke i kemijske osobine reakcija, od kojih su najvaznije:

a) kemizam reakcije: osnovne informacije o samoj reakciji, reaktantima i produktima,

mehanizmu reakcije i procesnim uvjetima;

b) termodinamika reakcije: reakcijska entalpija, konstante ravnoteZze za povratne reakcije i

ravnotezne i adijabatske konverzije te njihove ovisnosti o temperaturi i tlaku;

c¢) podaci o kinetici reakcije: izrazito je vazno poznavati kineti¢ki model i vrijednosti kinetickih

konstanti;

d) podaci o fizickim svojstvima sudionika u reakciji: osnovne fizicke znacdajke (gustoca,
viskoznost, toplinski kapacitet itd.), svojstva fluida i sustava kao cjeline (bezdimenzijske
znacajke, Re, Nu, Pr, Fr itd.), definiranje prijenosa tvari i topline (koeficijenti prijenosa tvari i

difuzije, koeficijenti toplinske vodljivosti i prijenosa topline, itd.);

e) podaci o katalizatorima: gustoéa katalizatora, poroznost, raspodjela veli¢ina pora, aktivna

povrsina, selektivnost, sastav, mehanicke karakteristike, itd.

Jedna od prednosti kotlastog reaktora je prilagodljivost promjeni reakcijskih uvjeta $to znaci
da se dodavanje reaktanata moZe jednostavno koli¢inski i vremenski programirati,
temperatura se moze lako programirati tako da bude optimalna tijekom reakcije s obzirom

na selektivnost jednog produkta, a vrijeme trajanja reakcije moguce je po potrebi skratiti.



Takoder, josS jedna prednost kotlastog reaktora je mogucnost dobre i jednolicne suspenzije
vrlo sitnih Cestica katalizatora u kapljevitoj fazi ¢ime se postiZze dobar kontakt s reaktantima i

postiZe se velika aktivna povrsina.

NajvaZznija osobina kotlastog reaktora je postizanje homogenosti reakcijske smjese
odgovaraju¢im mjeSalom. S obzirom na reaktorski prostor, dobrim mijeSanjem uz
homogenost sastava se postiZze i izotermnost sustava. Da bi se postiglo dobro mijesanje
potrebno je odabrati odgovaraju¢e mijesalo s odgovaraju¢im dimenzijama te ga pravilno
smjestiti unutar reaktora. Postoji mnogo vrsta mijeSala, njihov izbor se Eesto zasniva na
kvalitativnim i iskustvenim pravilima. Najznacajnija mijeSala koja se koriste kod kemijski
kataliziranih reakcija su turbinska i propelerska mijeSala. Najzastupljenija vrsta mijesala za
mijeSanje svih kapljevina i rijetkih suspenzija izuzev vrlo viskoznih sustava su turbinska, a
najcesc¢a su sa zakrivljenim ili ravnim lopaticama ili unutar kucista. Upotrebom ove vrste
mijeSala postiZze se radijalno mijesanje fluida (Slika 2b), za razliku od propelerskih mijesala
kojim se postize aksijalno mijesanje (Slika 2a) narocito ako su u reaktor ugradene
nepokretne lopatice. Propelerska mijesala su pogodna za mijeSanje kapljevina s manjom

viskoznoscu.
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Slika 2 Prikaz a) aksijalnog i b) radijalnog toka kapljevine u reaktoru (Bartolovi¢, 2014.)



Uz ove dvije vrste mijeSala joS se koriste i sidrasta mijesala, lopatasta, puzna i zavojna
mijesala.
Kako bi se sprijecilo nastajanje vrtloga ili rotacije cijele reakcijske smjese u reaktor se

ugraduju tzv. nepokretne lopatice. U manje posude se ugraduje cetiri, a u veée Sest

odbojnika.

Osim odabira samog mijesala, na strujanje fluida unutar reaktora utjece i mjesto na kojemu
se odabrano mijesalo nalazi i mjesto ulaza reakcijske smjese. Kako bi se postiglo bolje

mijeSanje ulaz materijala treba biti Sto blize centru mijesala (Gomzi, 2009.).

Sve karakteristike do sada napisane uglavnom se odnose na reaktore u kojima se provode
kemijski katalizirani proces. Kada se u kotlastom reaktoru provode enzimski katalizirane

reakcije, Cesto se koristi terminologija ,,enzimski reaktor ili enzimski bioreaktor”,

Enzimi su biokatalizatori koji ubrzavaju biokemijske reakcije snizavanjem Gibbsove slobodne
energije aktivacije. Prvi korak u enzimskoj katalizi je stvaranje enzim-supstrat kompleksa (ES)
¢ime se stvara novi reakcijski put sa nizom energijom prijelaznog stanja od one kada se
reakcija odvija bez enzima. Biokatalizatori ubrzavaju povratne (reverzibilne) reakcije, ali ne

mijenjaju poloZaj ravnoteze reakcije.

Kriteriji za odabir adekvatnog bioreaktora za enzimski katalizirane procese su: tip reakcijskog
medija, tip kinetike (s ili bez inhibicije, tip inhibicije i slicno) i oblik biokatalizatora (slobodan
ili imobiliziran). Osim kotlastog reaktora, za provedbu enzimski kataliziranih reakcija koriste se
i protocno-kotlasti, kolonski s nepokretnim slojem, reaktor s membranskim modulom,
reaktor s fluidiziranim slojem, kolonski reaktor s povratnim tokom, reaktor s membranskim
modulom i povratnim tokom, proto¢no kotlasti reaktor s integriranom ultrafiltracijskom

jedinicom, reaktor s ravnom ultrafiltracijskom membranom i reaktorska kaskada.

2.2. Enzimski katalizirani procesi u mikroreaktorima

2.2.1. Opcenito o mikroreaktorima

Suvremena istrazivanja u podrucju mikrotehnologije i mikroinZenjerstva usmjerena su ka

razvoju novih i usavrsavanju postoje¢ih mikroreaktorskih sustava. Mikroreaktore ¢ini mreza



mikrokanala, reda veli¢ine od 10 um do 500 um, urezanih u ¢vrstu plocicu koja moze biti
napravljena od razli¢itih materijala. Mali promjer kanala omogucava laminarno strujanje
kapljevine u mikrosustavu, Sto je jedna od prednosti mikroreaktora u odnosu na
makrosustave. Dobar omjer volumena i medufazne povrsine reaktora omoguduje ucinkovit
prijenos tvari i topline. Zahvaljujuéi malim dimenzijama, koriste se male koli¢ine rekatanata i
katalizatora. Zbog navedenih prednosti, otpadne procesne struje znatno su smanjene u
odnosu na ostale reaktore. Smanjenjem veli¢ine mikrosustava takoder se smanjuje potreba
za velikim procesnim prostorima ¢ime se povecava ucinkovitost, produktivnost i sigurnost
procesa. Povezivanjem procesnih jedinica (eng. numbering-up) pojednostavljen je prijenos u
vece mjerilo (eng. scale-up), a time su i smanjeni troSkovi projektiranja te vrijeme prijenosa u

industrijsko mjerilo.

U danasnje vrijeme postoje mikroreaktori u kojima je moguée u jednom mikrokanalu
istovremeno provesti niz reakcija, separacija i analiza komponenata zbog ¢ega postoje razlike
u kemijskim i biokemijskim procesima izmedu mikrosustava i velikih reakcijskih sustava. Zbog
malog promjera kanala, uz veliki broj prednosti, mikrosustavi imaju niz nedostataka. Jedan
od glavnih nedostataka je nemogucénost rada s viskoznim i ¢vrstim komponentama koje
dovode do zacepljenja mikrokanala. Danas, jo$ uvijek, se ne mogu upotrijebiti kao zamjena

za sve reaktorske sustave (Sali¢ i sur., 2010.).
2.2.2. Prednosti mikroreaktora
Osnovne razlike izmedu mikroreaktora i ostalih klasi¢nih reaktora su:

1. Laminarno strujanje kapljevine u mikroreaktoru u odnosu na tok strujanja u

makroskopskim reaktorima

2. U reakcijma gdje je prijenos tvari i topline vazan ¢imbenik, mikroreaktori imaju prednost

zbog kratkog puta prijenosa tvari i topline

3. Mikroreaktori imaju izrazito velik omjer povrSine i ukupnog volumena. Smanjenjem
promjera reaktora omjer povrSine i volumena raste. Omjer povrsine i volumena za
mikroreaktore je u rasponu veli¢ina od 10° m? m= do 10°> m? m=3, dok je ta vrijednost za

makroskopske reaktore oko 10> m? m=3,

4. Vedi utjecaj stijenke kanala na strujanje fluida nego kod makroskopskih reaktora



Prijenos tvari unutar mikroreaktora izrazito je bitan faktor zbog toga $to brzina reakcije ne
ovisi samo o koncentraciji reaktanata nego i o brzini prijenosa izmedu faza, povratno
mijeSanje se moze umanijiti, a vrijeme zadrzavanja precizno postaviti. Problem postavljanja
procesnog modela mikrosustava znatno je olakSan laminarnim strujanjem kapljevine unutar
mikrokanala. Smanjenjem promjera mikrokanala postaju vazni drugi ¢cimbenici: difuzija tvari,
karakteristike povrSine stijenke mikrokanala i prijenos topline. Nacin strujanja ovisi o
Reynoldsovoj konstanti koja ovisi o dimenzijama mikrokanala. Smanjenjem specificne
dimenzije mikrokanala smanjuje se Reynoldsova znacajka (Re), a strujanje u reaktoru prelazi

u laminarno (Sali¢ i sur., 2010.).
2.2.3. Podjela mikroreaktora

Ovisno o vrsti reakcije mikroreaktore dijelimo u dvije skupine, one u kojima se odvijaju
kemijske reakcije i one u kojima se provode biokemijske reakcije. Veéina mikroreaktora je
razvijena tako da udovoljava zahtjevima objema vrstama reakcija. Za provodenje
biokemijskih reakcija naj¢esée se primjenjuju enzimski mikroreaktori u kojima je enzim
najceSc¢e imobiliziran na nosace ili na stjenke mikrokanala. Osim imobiliziranih enzima
moguéa je i primjena slobodnih, neimobiliziranih enzima. Ova vrsta enzimatskih
mikroreaktora se moze podijeliti u tri skupine, ovisno o funkciji koju obavljaju. Prvoj skupini
pripadaju mikroreaktori koji se upotrebljavaju za kvantitativno i kvalitativno odredivanje
komponenata kompleksnih struktura S$to oteZava njihovo analiziranje. Drugoj skupini
pripadaju mikroreaktori namijenjeni procjeni kinetickih parametara enzimskih procesa, a u

treéu mikroreaktori u kojima se provode enzimski katalizirani procesi (Sali¢ i sur., 2010.).
2.2.4. Struktura, izvedba i svojstva mikroreaktora

Mikroreaktori su gradeni od mikrokanala koji predstavljaju njegovu osnovnu strukturnu
jedinicu. Dva su oblika mikrokanala: kruzni ili pravokutni. PovrSina poprecnog presjeka
mikrokanala je vrlo mala, a iznosi od nekoliko um? do nekoliko mm2. Ovisno o kasnijoj
primjeni, postoje razliCite tehnike izrade mikrokanala (mokro jetkanje, fotolitografija,
lijevanje u kalupe). Hrapavost povrSine mikrokanala uvelike ovisi o primjenjenim tehnikama
izrade i samom materijalu u koji se mikrokanal urezuje. Ovisno o hrapavosti povrsine, za istu

brzinu strujanja, mogu nastati razli¢iti oblici strujanja fluida S$to direktno utjece na



karakteristike provedenog procesa (Sali¢ i sur., 2010.). Na Slici 3 je dan prikaz jednog

mikroreaktorskog sustava.

Mikrokanal

Slika 3 Osnovne strukturne jedinice mikroreaktorskog sustava: mikrokanal, ¢ip i pumpe

Pravokutne plocice, u koje se urezuju mikrokanali, nazivaju se elementi mikroreaktora koji
mogu biti izvedeni s nekoliko ulaznih/izlaznih procesnih tokova. Njihovo spajanje/razdvajanje
u zajednicke/odvojene tokove se provodi pomocu “Y” ili “T”-spojnica. Element mikrokanala
ugraduje se u kuciSte opremljeno otvorima za spajanje vanjskih cijevi s mikrokanalom. Ovako
spojeni elementi tvore mikroreaktorski ¢ip. Ovim spajanjem povecava se stabilnost sustava,
omogucava se jednostavno i sigurno spajanje elemenata s pumpama za dovod fluida te
spajanje dvaju ili viSe elemenata serijski ili paralelno. Vise se ¢ipova medusobno moze
povezati u celiju s cillem povecanja ukupnog protoka i ucinkovitosti mikroreaktorskog
sustava. Pri tome se Cesto, primjerice u jednom cCipu provodi mijeSanje procesnih struja, u
drugom reakcija, u treem separacija, u Cetvrtom koncentriranje, a peti Cip sluzi kao
detektor. Elemente je moguée povezati ili serijski ili paralelno stoga postoje mikroreaktori s
vise tisu¢a medusobno povezanih elemenata. Elementi i ¢elije ne mogu samostalno djelovati
stoga se povezuju s preciznim visokotlaénim pumpama (naj¢esée klipnim) i razli¢itim

detektorima (Sali¢ i sur., 2010.).
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Mikroreaktori uz brojne prednosti imaju i niz nedostataka. Visoka cijena izrade, mali protok i
izostanak smanjenja troSkova pri uvecanju procesa neki su od nedostataka ovih sustava.
Najveci nedostatak je Cinjenica da ne mogu zamijeniti sve postojec¢e industrijske sustave.
Zbog malog promjera mikrokanala, pri radu s viskoznim i ¢vrstim sustavima moze dodi do
njihovog zacepljenja. Osim toga, kako bi se osigurao stabilan protok, potrebno je upotrijebiti

pumpe bez pulsa ili s malim pulsom ¢ija je cijena znatno visoka (Hajdari Gretic¢ i sur., 2017.).
2.2.5. Uvedanje procesa kod mikroreaktora

Postoje dva osnovna pristupa uveéanju procesa kod mikroreaktora:

1. Vanjsko povedanje broja strukturnih jedinica (eng. external numbering-up)

2. Unutarnje povedanje broja strukturnih jedinica (eng. internal numbering-up)

Paralelnim povezivanje vise Cipova s jednim elementom odnosi se na vanjsko poveéanje, a
unutarnje povecanje podrazumijeva serijsko povezivanje vise elemenata unutar jednog Cipa i
uklju€uje jedan zajednicki spremnik za produkt. Ogranic¢en broj jedinica koje se mogu ugraditi
na jedan Cip glavni je nedostatak unutarnjeg povecéanja. Takvo povezivanje elemenata
uzrokuje izrazito veliki pad tlaka u sustavu. lako vanjsko uvecanje zauzima viSe prostora i
ekonomski je, zbog proizvodnje i utroSka materijala za izradu Cipova, manje isplativa, ¢esce

se primjenjuje nego unutarnje uvecanje (Sali¢ i sur., 2010.).

Usporedba procesa uveéanja mjerila za makro i mikro sustave, prikazana je na Slici 4.
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SloZeno i skupo uvecanje
u industrijsko mjerilo

Laboratorij Pilot-postrojenje

Jednostavno, ekonomski povoljno
umnaianje mikroreaktora

Mikroreaktor

n broj
mikroreaktora

Slika 4 Usporedba metodologije uvecanja procesa kod makrosustava i mikroreaktora (TiSma,

2008.)

2.3. Galna kiselina

Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) pripada skupini fenolnih kiselina, Siroko je
rasprostranjena u prirodi, jaki je antioksidans te ima primjenu u zastiti od oksidativnih
ostecenja. Moze se koristiti kao sredstvo protiv raka te posjeduje antigljivicne,
antibakterijske, antivirusne, antialergijske, antimelanogene, antituberkularne, antimutagene,
anticelularne, imunomodulatorne aktivnosti. Prisutna je u mnogim biljkama te se u
slobodnom obliku ili kao derivat mozZe nalaziti u raznim izvorima hrane kao $to su orasasti
plodovi, ¢aj, groide, hrastova kora, med, razli¢ite bobice. U biljnom tkivu nalazi se u
esterskom obliku te kao ester s glikozidima Seéera, poliolima i fenolima. Na galnu kiselinu
unutar biljnog tkiva mogu utjecati vanjski podrazaji kao sto su UV zracenje, kemijski stresori i
mikrobne infekcije. Zbog vaZnosti galne kiseline kao antioksidansa u hrani, kontrolom njene
proizvodnje i akumulacije u biljkama mozZe se povecati nutritivna vrijednost usjeva odredenih

vrsta (Badhani i sur., 2015.).

12



HO OH
OH

Slika 5 Molekulska struktura galne kiseline

Galna kiselina je planarna molekula koju ¢ine aromatski prsten, tri hidroksilne skupine i
karboksilna skupina (Slika 5). Jedna u odnosu na drugu, hidroksilne skupine su na aromatski
prsten vezane u orto poloZaju. Ovisno o orijentaciji spojene karboksilne i hidroksilnih grupa,
galna kiselina mozZe imati brojne konformacije. Promatranjem kristalne strukture, ovisno o
orijentaciji hidroksilne skupine oko prstena galne kiseline, ustanovljeno je da postoje Cetiri
stabilne konformacije (Slika 6) od kojih je najstabilnija ona koja ima sva tri vodikova atoma
hidroksilnih skupina orijentiranih u istom smjeru (Slika 6 (1)). Galna kiselina moze tvoriti i
intra (izmedu hidroksilnih skupina) kao i intermolekularne vodikove veze. Molekularna
struktura znacajno utjeCe na antioksidatvinu aktivnost fenolnih kiselina. Prema tome,
nekoliko faktora kao Sto su broj i polozaj hidroksilne skupine, prisutnost drugih funkcionalnih
skupina i njihov poloZaj u odnosu na hidroksilne skupine utje€u na antioksidativnu i

antiradikalnu aktivnost (Badhani i sur., 2015.).
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Slika 6 Konformacije galne kiseline (Badhani i sur., 2015.)
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2.4. Lakaze

Lakaze (benzendiol: kisik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2.) su izvanstani¢ni enzimi koji u svom
katalitickom centru sadrze viSe atoma bakra te prema tome pripadaju metaloenzimima
(Nyanhongo i sur., 2007.). Pripadaju enzimskoj skupini oksidoreduktaza, a s obzirom na
porijeklo mogu se podijeliti u dvije glavne skupine: lakaze porijeklom iz viSih biljaka i lakaze
porijeklom iz gljiva. Rasirenija i zastupljenija skupina enzima lakaze su porijeklom iz gljiva,
najceS¢e iz gljiva bijelog truljenja, ucinkovitih razgradivaca lignina (Riva, 2006.; Desai i
Nityanand, 2011.). Osim iz ova dva izvora, izolirane su i okarakterizirane lakaze iz bakterija i

kukaca (Singh i sur., 2009.; Desai i Nityanand, 2011.).

Lakaze pripadaju i skupini glikoproteina. Ugljikohidratna komponenta glikoproteina ¢ini 10-
45 % mase enzima $to najvjerovatnije pridonosi stabilnosti samog proteina. Ukljucuje
ugljikohidrate poput glukoze, fruktoze, galaktoze, manoze, arabinoze i heksozamina

(Yaropolovisur., 1994.).

Poznato je da lakaze sudjeluju u procesima nastajanja spora kod gljiva, tvorbi melanina,
oksidaciji voca i povréa, u procesu sklerotizacije kod kukaca, zastiti biljaka protiv kukaca i
mikroorganizama. Sudjeluju u biosintezi i razgradnji lignina, pri ¢emu uglavnom oksidiraju

fenolne podjedinice lignina.

Fenolne podjedinice lignina koje ¢ine 10-15 % lignina moguce je razgraditi lakazom, dok im je
za razgradnju nefenolnih spojeva i velikih molekula poput lignina potrebna pomo¢ nekih
niskomolekularnih spojeva (medijatora) (Slika 7): 3-hidroksiantranilat (HAA), 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) i 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS)

(Kunamneni i sur., 2008.; Janes, 2009.; Majeau i sur., 2010.; Desai i Nityanand, 2011.).
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Lakaza, red. Medijator, oksid. Supstrat, red.

C!H2 Lakaza,oksid. Medijator, red. Supstrat, oksid.

Slika 7 Kataliti¢ki ciklus lakaza — medijator oksidacijskog sustava (Kunamneni i sur., 2008.;

Desai i Nityanand, 2011.; TiSma, 2008.)

Lakaze zbog svoje sposobnosti kataliziranja mnogo reakcija i ekoloske prihvatljivosti imaju
Siroku primjenu u industriji: u zastiti okoliSa (bioremedijacija), analitici, posebice u
dijagnostici, industriji pulpe i papira, farmaciji, kozmeti¢koj industriji, prehrambenoj te
drugim industrijama. Uspjesna primjena u spomenutim industrijama zahtijeva proizvodnju
velikih koli¢ina lakaze. Optimizacijom uvjeta fermentacije nastoje se smanijiti troSkovi
proizvodnje lakaze Sto u industrijskoj primjeni predstavlja jedno od temeljnih istrazivanja

(Couto i Toca-Herrera, 2007.).

Procesi izbjeljivanja pulpe, upotrebom lakaze, u industriji pulpe i papira ekoloski je
prihvatljivije u odnosu na standardne procese izbjeljivanja pomocu kemikalija na bazi klora

(Gadd, 2001.).

Zbog upotrebe kisika i svoje visoke kataliticke konstante primjenjuju se u enzimskim imuno
testovima (EIA). U raznim industrijama poput industrije plastike, boja i lijekova te papira i
pulpe, lakaze se koriste kao biosenzori za detekciju raznih fenolnih spojeva Ssto je izrazito

vazno za zastitu okolisa (Kunamneni i sur., 2008.; Desai i Nityanand, 2011.).

U kozmetickoj industriji, u svrhu poboljsanja izbjeljivanja zubi mogu se primijeniti kao
sastavni dio paste za zube. Za sprjecavanje ili smanjenje iritacije kose mogu biti sastavni dio
boje za kosu te su takve boje prihvatljivije u odnosu na klasi¢ne boje koje sadrze vodikov

peroksid kao oksidirajuée sredstvo (Desai i Nityanand, 2011.).

U svrhu produljenja roka trajanja hrane i poboljSanja kvalitete, u prehrambenoj industriji,
lakaze se koriste kako bi sprijecile nepoZeljne promjene poput gubitka boje, mutnode,

promjene okusa i mirisa hrane i pi¢a (Minussi i sur., 2002.).
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2.5. Oksidacija fenolnih spojeva katalizirana lakazom

Svojstvo specifi¢nosti prema to¢no odredenom supstratu, koje posjeduje vecina enzima, nije

karakteristika enzima lakaza. Lakaze mogu katalizirati oksidacije velikog broja razliCitih

supstrata, kao Sto su o-, p-difenoli, polifenoli, aminofenoli, poliamini, arildiamini, aromatski

amini, lignin, pojedini anorganski ioni, razli¢iti nefenolni supstrati, askorbinska kiselina, itd.

Tablica 1 prikazuje pregled fenolnih spojeva koji su u znanstvenim istrazivanjima koristeni

kao supstrati za lakazu u razli¢itim reaktorskim sustavima.

Tablica 1 Tabli¢ni pregled objavljenih podataka oksidacije fenolnih spojeva katalizirane

lakazom

Supstrat Tip reaktora Produkt Referenca
L- DOPA kotlasti nije detektiran TiSma M. i sur., 2008.
L- DOPA mikroreaktor nije detektiran TiSma M. i sur., 2009.
DOPA kotlasti dimer Gavrilas S. i sur., 2012.
Katehol kotlasti poli-kondenzacijski tetramer Gavrilas S. i sur., 2012.
Katehin kotlasti poli-kondenzacijski proizvodi | Gavrilas S. i sur., 2012.

visokih molekulskih masa

a-naftol kotlasti SCI-RED Giacobelli V.G. i sur., 2018.
Galna kiselina kotlasti polimer Lépez J. isur., 2013.
Koniferilni alkohol | kotlasti nije detektiran TiSma i sur., 2009.
Rezorcinol kotlasti nije detektiran Xuejiao Sun i sur., 2013.
Hidrokinon kotlasti p-benzokinon Xuejiao Sun i sur., 2013.

Prema literaturi, produkt oksidacije galne kiseline kataliziran lakazom je polimer topiv u vodi

koji se moZe primjenjivati kao poluvodi¢ ili kao bojilo (Lopez i sur., 2013.) U sljedecem

poglavlju navedene su osnovne karakteristike polimera topivih u vodi.

2.6. Osnovne karakteristike polimera topivih u vodi

2.6.1. Polimerni materijali

Tehnicki upotrebljive tvari kojima osnovu Cini polimer nazivaju se polimerni materijali.

Ubrajaju se medu najvaznije tehnicke materijale danasnjice. Kako bi se poboljsala njihova

svojstva, uz polimere dodaju im se brojni dodatci. Razli¢itim metodama, cesto i u kombinaciji
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s drugim polimerima ili s drugim vrstama materijala, preraduju se u gotove proizvode. Razvoj
polimernih materijala proteklog stolje¢a ubrzao je i napredak raznih podrucja ljudske
djelatnosti. SluZze kao zamjena za uobicajene materijale, keramiku, drvo, metale i staklo.
Njihova primjena u raznim industrijama (kemijska industrija, elektroindustrija, elektronicka
industrija, ambalaza, transport, brodogradnja, avionska industrija, gradevinarstvo,

poljoprivredna i razne druge industrije) je prijeko potrebna i nezamjenjiva.
Polimerni se materijali mogu svrstati u 3 grupe:

1. Prirodni polimerni materijali
2. Modificirani prirodni polimerni materijali

3. Sintetski polimerni materijali

Celuloza je najvazniji prirodni polimerni materijal, a vrlo su vazni i vuna, svila, prirodni
kaucuk, prirodne smole, kazein, masna ulja te razliciti anorganski polimeri (najé¢esée silikati).
Celulozni derivati, kazeinski derivati, derivirani prirodni kaucuk (klorirani poliizopren)

pripadaju grupi modificiranih prirodnih polimernih materijala.

Kemijskim reakcijama, od monomera dobivenih uglavnom iz nafte, zemnog plina ili ugljena,
proizvode se sintetski polimerni materijali koji se s obzirom na svoju primjenu dijele na

poliplaste, elastomere, sintetska vlakna i pomocne polimerne materijale.

Poliplasti su polimerni materijali koji se primjenjuju u ¢vrstom stanju kao amorfni i kristalni
polimeri, ali se tijekom preradbe nalaze u kapljevitom i gumastom stanju. Najcesée su to
konstrukcijski polimerni materijali i folije. Pomo¢ni polimerni materijali, u obliku otopina ili
disperzija, se obi¢no upotrebljavaju u proizvodniji ljepila, lakova i premaza te sredstava za
obradbu kozZe, papira i tekstila. Vlakna i pomoéni polimerni materijali uglavnhom su takoder
poliplasti, koji se razlikuju od ostalih poliplasta zbog posebnog nacina preradbe ¢ime se

postizu karakteristicna primjenska svojstva.

Allcock H R, Lampe F W: Contemporary Polymer Chemistry:

http://tehnika.lzmk.hr/tehnickaenciklopedija/polimerni_materijali_sve.pdf [7.8.2019.]
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2.6.2. Polimeri topivi u vodi

Jedan od primjera polimera topivih u vodi su vodotopive polimerne smole. Ovakvi polimeri
mogu se otopiti ili nabubriti u vodi u obliku vodene otopine ili disperzije. Njihova molekulska

struktura sadrzi veliki broj hidrofilnih skupina koje se mogu podijeliti u 3 kategorije:

1. Kationska skupina (amino skupine)
2. Anionska skupina (karboksilne kiseline, skupine sulfonske, sumporne i fosforne
kiseline)

3. Polarna ne ionska skupina (hidroksilne skupine, skupine amina etera, amida)
Polarne su molekule te uz hidrofilne skupine sadrze i hidrofobne.
Polimeri topivi u vodi mogu se podijeliti u tri karakteristi¢ne skupine:

1. Prirodni polimeri topivi u vodi (Skrob, celuloza, Zelatina)

2. Kemijski modificirani prirodni polimeri topivi u vodi (modificirani Skrob i celuloza,
karboksimetil skrob, hidroksimetil celuloza, karboksimetil celuloza)

3. Sintetski polimeri topivi u vodi (poliakrilamid, hidrolizirani poliakrilamid, polivinil

pirolidon)

http://hr.swewe.net/word show.htm/?67693 1&Vodotopivi polimer [7.8.2019.]

Vodotopivi polimeri imaju Sirok spektar sposobnosti, a samim time i veliki raspon primjene u

hrani, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji te preradi vode i ulja.

Na stabilnost polimera topivih u vodi, veliki utjecaj ima temperatura, uzrokujuéi fizikalne i
kemijske promjene tijekom grijanja, Sto rezultira promjenama svojstava polimera. Prva faza
degradacije ukljuCuje pucanje kovalentne kemijske veze u glavnom ili bo¢nom lancu. Ovisno
o kemijskoj strukturi i obliku upotrebe (kruto ili tekuée stanje), svaka vrsta polimera moze

prodi razliCite reakcije degradacije.

Karboksimetil celuloza jedan je od najéesce koristenih derivata celuloze dobiven reakcijom
alkalne celuloze i natrijeva kloracetata. Anionski je polimer koji se obi¢no koristi kao

natrijeva sol (De Morais i sur., 2018).
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Sintetski polimeri topivi u vodi su tvari koje se u vodi otapaju, rasprsuju ili nabubre i na taj
nacin, u obliku gela ili emuzija, mijenjaju fizikalna svojstva vodenih sustava. Polimerni lanci,
koji sadrze hidrofilne skupine, su ponavljaju¢e jedinice ovih polimera. Hidrofilne skupine,
koje su supstituenti ili su ugradene u kostur lanca, mogu biti neionske, anionske, kationske i

amfoterne (Kadajji i Betageri, 2011.)

Opcenito, glavni lanci ove vrste polimera imaju veliku energiju disocijacije te ih nije lako

depolimerizirati, osim dugotrajnim toplinskim procesima.

U skupinu sintetskih polimera topivih u vodi spadaju poliakrilamidi s fleksibilnim polimernim
lancima ¢iji su glavni dijelovi monomeri akrilamida. Okosnica se sastoji od ugljiko-uglji¢nih
veza koje pruZaju vecu stabilnost strukture u odnosu na polisaharide s acetalnim vezama na
glavnom lancu. Mogu se proizvesti polimerizacijom slobodnih radikala ili kopolimerizacijom

izmedu monomera akrilamida i s dva ili vise monomera (De Morais i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog rada bio je provesti oksidaciju galne kiseline kataliziranu lakazom u $arznim i
ponovljivim 3arznim uvjetima (kotlasti reaktor s mjeSalom) te u kontinuiranim uvjetima

(mikroreaktor y-oblika i mikroreaktor y-oblika s ugradenim mikromikserom).

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Popis kemikalija

Galna kiselina (Sigma Aldrich, Njemacka), lakaza iz Trametes versicolor (Sigma Aldrich,
Njemacka), 99,5 % ledena octena kiselina (Macron, Njemacka), kalijev acetat (Sigma Aldrich,
Njemacka), natrijev hidroksid (¢ = 1 mol dm3) (KEFO, Slovenija), klorovodi¢na kiselina, 37 %
(Carlo erba, Francuska), amonijev sulfat (Gram mol, Hrvatska), acetonitril (J. T. Baker,
Nizozemska), metanol (J. T. Baker, Poljska), glicin (Fisher Chemical, Velika Britanija), ABTS
(Sigma Aldrich, Kina).

3.2.2. Aparatura

3.2.2.1. Kotlasti reaktor

Oksidacija galne kiseline provedena je u Sarznim i ponovljivim Sarznim uvjetima u staklenoj
¢asi koja je predstavljala kotlasti reaktor, volumena 100 cm3. Za osiguravanje homogenosti
sustava koriStena je magnetna mijeSalica. Za mjerenje koncentracije otopljenog kisika

koriStena je kisikova elektroda (Al200xi, Aqualytic, Njemacka). Shematski prikaz procesa dan

je na Slici 8.

aeracija

magnetna mije3alica | | magnetna mijesalica

Slika 8 Shematski prikaz procesa oksidacije galne kiseline katalizirane lakazom u kotlastom

reaktoru s aeracijom i bez aeracije
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3.2.2.2. Mikroreaktorski sustavi

Slika 9 prikazuje dva mikroreaktorska sustava (mikrokanal i mikrokanal s ugradenim
mikromikserom) u kojima je provedena oksidacija galne kiseline. Ovi reaktorski sustavi
napravljeni su od borosilikatnog stakla i polipropilena. Prema podatcima proizvodaca,
volumen mikrokanala bio je 9,5 L, te je imao sljedecée dimenzije: duljina 250 mm, Sirina 300
pum i visina 150 pum. Prema podatcima proizvodaca, volumen mikrokanala s mikromikserom
bio je 2 uL, te je imao sljedece dimenzije: Sirina 200 um i visina 150 um. Uz pretpostavku da

se radi o kvadru, iz formule za volumen kvadra, izracunata je duljina (66 mm).

Oba reaktora su imala y — oblik ulaznih kanala (2 ulaza, jedan ulaz za dovod supstrata, a drugi
za dovod enzima u mikrokanale) i jedan izlaz. CjevCica na izlazu je bila duljine 4 cm i
volumena 31,4 uL. Stoga je ukupni volumen prvog sustava bio 40,9 pL, a drugog 33,4 plL. Za
dovodenje galne kiseline i enzima lakaza u mikroreaktorske sustave koristene su 2 pumpe
(NE-300 Just Infusion ™ Syringe Pump) koje mogu raditi pri razli¢itim volumnim protocima
(0,73 uL h* = 1257 cm® hl). Za potrebe zaustavljanja reakcije, uzorak je na izlazu iz

mikrokanala hvatan u HCl (¢ = 0,1 mol dm3).

a)

Slika 9 a) mikrokanal i b) mikromikser

22



3.2.2.3. Kapljevinski kromatograf visokog ucinka (HPLC)

Za odredivanje koncentracije galne kiseline koriSten je kapljevinski kromatograf visokog
ucinka (Nexera XR, Shimadzu, Japan). Uredaj se sastoji od vakuum otplinjaca (DGU—-20A5R),
dvije binarne pumpe (A & B) (LC-20ADXR), automatskog uzorkivaca (SIL—20ACXR), kolonske
pecénice (CTO-20AC), PDA detektora (SPD—MZ20A), detektora indeksa loma (RID-20A),
kontrolera (CBM—20A) te racunala i odgovarajuéeg softvera za upravljanje i obradu podataka
(LabSolution). Obradivanje uzoraka je provodeno pri valnoj duljini 271 nm na koloni Kinetex®

C18 Phenomenex (100 x 4,6 mm, 2,6 um).

Slika 10 Kapljevinski kromatograf visokog ucinka (HPLC)

3.2.2.4. Spektrofotometar

Mjerenje pocetne reakcijske brzine i odredivanje aktivnosti enzima lakaza provedeno je

spektrofotometrijski na UV-VIS spektrofotometru (UV-1280, Shimadzu).

Slika 11 Spektrofotometar
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3.2.2.5. Ultrazvucna kupelj

Za degasiranje mobilnih faza potrebnih za HPLC koristena je ultrazvuc¢na kupelj (Elmasonic P,

Elma).

Slika 12 Ultrazvucna kupelj

3.2.3. Metode

3.2.3.1. Mjerenje pocetne reakcijske brzine oksidacije galne kiseline katalizirane lakazom u

kiveti spektrofotometra

Pocetna reakcijska brzina mjerena je spektrofotometrijski. Mjerenja su provedena u kvarcnoj
kiveti pri valnoj duljini 383 nm. U kivetu je dodano 1000 plL pripremljene galne kiseline
odredene koncentracije (1 mmol dm3; 3 mmol dm3; 5 mmol dm3; 10 mmol dm3) i 50 pL
enzima lakaze. Koncentracija lakaze u kiveti je bila 0,5 mg cm3. Metoda traje 100 s. Iz

vrijednosti dA/dt izracunata je volumna aktivnost prema slijedecoj jednadzbi:

vV, da

V.A = -—
€dVg dt

[Ucmd]

gdje su V, ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3), € ekstinkcijski koeficijent €420 = 0,036 cm?
umol™? , d promjer kivete (d = 1 cm), Ve volumen dodanog enzima (cm?3), % promjena

apsorbancije u vremenu (nagib pravca) (min?), V.A. volumna aktivhost (U mL?). 1U je
internacionalna jedinica za mjerenje aktivnosti enzima i predstavlja onu jedinicu enzimske

aktivnosti potrebnu za oksidaciju 1 umol supstrata u 1 minuti.
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Na temelju eksperimentalnih podataka koji su dobiveni u obliku ovisnosti enzimske
aktivnosti odnosno reakcijske brzine o koncentraciji supstrata (istraZivanje enzimske kinetike
metodom pocetnih brzina) procijenjeni su kineticki parametri. Parametri su procijenjeni
nelinearnom regresijom koriste¢i simpleks metodu i metodu najmanjih kvadrata koje su
sadrzane u programskom paketu SCIENTIST. Rezultati dobiveni pomoéu matematickog
modela su usporedeni sa eksperimentalnim podatcima te su po potrebi ponovno proracunati
u programu sve dok nije postignuta minimalna pogreska izmedu eksperimentalnih i
procijenjenih vrijednosti. Razlika izmedu vrijednosti eksperimentalnih podataka i onih

proracunatih pomoéu modela je dana kao suma kvadrata odstupanja.

3.2.3.2. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u kotlastom reaktoru u Sarinim

uvjetima s aeracijom i bez dodatne aeracije

Procesi oksidacije galne kiseline katalizirani lakazom provedeni su kotlastom reaktoru pri
sljededi uvjetima: V (reakcijske smjese) = 55 cm3, Co galna kiselina = 0,106 mmol dm3, co isik = 0,16
mmol dm3, yiakaza= 0,099 mg cm3, T = 27 °C, pH = 5,0. Reakcijska smjesa mije3ana je na

magnetnoj mijesalici pri konstantnom broju okretaja, n = 320 okr™.

Provedena su dva pokusa, u prvom pokusu reakcijska smjesa je kontinuirano aerirana
kisikom iz zraka, a u drugom pokusu reakcijska smjesa nije bila dodatno aerirana. U
pokusima bez dodatne aeracije zrakom, kisik je u reakcijsku smjesu dolazio iz zraka samo
kroz grani¢ni sloj atmosfera / reakcijska smjesa, dok je u pokusima uz dodatnu aeraciju
zrakom reakcijska smjesa konstantno aerirana zrakom. Pocdetna koncentracija otopljenog
kisika u pokusu bez dodatne aeracije i u pokusu uz dodatnu aeraciju bila je priblizno ista i
iznosila je 0,16 mmol dm3. Uzorci su uzorkovani u pravilnim vremenskim intervalima tijekom
trajanja pokusa (t = 180 min) i analizirani na HPLC-u. U oba pokusa kontinuirano je mjerena

koncentracija otopljenog kisika i pH reakcijske smjese.

3.2.3.3. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u kotlastom reaktoru u ponovljivim

sarznim uvjetima s aeracijom i bez dodatne aeracije

Ponovljivi Sarzni pokus (6 ciklusa) proveden je pri istim procesnim uvjetima kao i Sarzni
pokus: V (reakcijske smjese) = 55 cm3, o gaina kiselina = 0,106 mmol dm3, coisik = 0,16 mmol dm-

3, Yiakaza= 0,099 mg cm™3, T = 27 °C, pH = 5,0. Reakcijska smjesa mije$ana je ha magnetnoj
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mijesalici pri konstantnom broju okretaja, n = 320 okr. Ovaj pokus je proveden bez dodatne

aeracije.

Nakon 30 minuta, kad je u reaktoru postignuta priblizno 100 %-tna konverzija galne kiselina,
u reaktor je dodana svjeZa otopina galne kiseline tako da je njezina koncentracija bila
jednaka pocetnoj koncentraciji na pocetku pokusa. Ukupno je provedeno 6 ciklusa, a ukupno

reakcijsko vrijeme bilo je 360 minuta.

3.2.3.4. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u mikroreaktoru

Prije pokusa oksidacije galne kiseline s lakazom u mikroreaktoru i mikroreaktoru s ugradenim

mikromikserom, napravljena su Cetiri preliminarna istrazivanja:

1. U prvom preliminarnom istraZivanju, ispitan je utjecaj zaustavljanja enzimske reakcije
hvatanjem uzorka na izlazu iz reaktora u led i hvatanjem uzorka u 0.1 M HCL.
Dokazano je da hvatanjem uzoraka u ledu reakcija nije u potpunosti zaustavljena, te
da se u svim ispitanim uvjetima postize 100-% konverzija, odnosno da enzim nije u
potpunosti izgubio svoju aktivnost prilikom promjene temperature. Nadalje,
dokazano je da se hvatanjem uzoraka u HCl-u reakcija u potpunosti zaustavlja te su
svi daljnji eksperimenti provodeni na takav nacin hvatanja uzorka na izlazu iz
mikroreaktora.

2. U drugom istrazivanju, s ciliem provjere uspjesSnosti sustava dotoka supstrata i
enzima, te mijeSanja unutar reaktora, mjerena je koncentracija galne kiseline na
ulazu i izlazu iz reaktora na nacin da su u reaktor jednakim protokom ulazile otopina
galne kiseline s jedne strane, te otopina pufera s druge strane (0,1 mol dm3 acetatni
pufer, pH=5,0). Pokusi su provedeni pri 2 volumna protoka: 50 pL mint i 30 pL min.
Koncentracija uzorka galne kiseline na izlazu iz reaktora analizirana je na HPLC-u
nakon Sto bi proSlo minimalno éetiri prostorna vremena zadrZavanja u reaktoru.
Dokazano je da je na izlazu iz mikroreaktora koncentracija galne kiseline pri oba
ispitana vremena zadrZavanja bila duplo manja ¢ime su steéeni preduvjeti za daljnji
rad.

3. U treéem preliminarnom istraZivanju, ispitan je nacin razrjedivanja uzoraka prije
analize na HPLC-u. Naime, u odgovaraju¢em softveru za upravljanje i obradu

podataka (LabSolution), bazdarne krivulje za odredivanje koncentracije galne kiseline
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su u rasponu od 0 do 30 mg dm™ te je prije analize na HPLC uredaju potrebno
dodatno razrijediti uzorak. Pripremljene su otopine galne kiseline u koncetracijama
od 0,05, 0,1, 1, 3 mmol dm3, te su uzroci hvatani u volumen HCl-a (od 50 pL do 750
uL) s ciljem postizanja razrjedenja od 2, 10 i 30 puta. Rezultati su pokazali da se ovaj
nacin razrjedivanja moze primjenjivati za potrebe daljnjih analiza.

U cetvrtom preliminarnom istraZivanju, ispitan je utjecaj koncentracije kisika na
brzinu reakcije. Provedena su dva eksperimenta, na nacin da u prvom pokusu otopine
galne kiseline i lakaze nisu bile zasi¢ene kisikom iz zraka, a u drugom pokusu, ove
otopine su bile zasiéene kisikom. Kako je pokazano da kisik nema utjecaja na brzinu
reakcije, svi daljnji pokusi provedeni su bez dodatne aeracije otopine supstrata i

enzima.

Na temelju preliminarnih istraZivanja i na temelju provedenih istrazivanja u kotlastom

reaktoru, kreiran je prvi eksperimentalni plan (Tablica 2).

Pokusi oksidacije galne kiseline lakazom u mikroreaktoru su provedeni s razli¢itom

poletnom koncentracijom galne kiseline (0,05 mmol dm=3; 0,1 mmol dm3; 1 mmol dm3; 3

mmol dm3; 5 mmol dm3), i dvije razli¢ite koncentracije lakaze (0,1 mg cm3i 0,5 mg cm3).

Svi pokusi provedeni su pri 27 °C i pH 5.

Tablica 2. Eksperimentalni plan provedbe pokusa u mikroreaktoru

Co, GA Ylakaza Vi V2 Vuk T
POKUS
[mol dm™3] [mg cm3] [UL min] [uL min] [uL min?] [s]
1 0,050 0,1 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48
10 10 20 28,5
5 5 10 57,0
2 0,108 0,1 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48
10 10 20 28,5
5 5 10 57,0
3 1,046 0,1 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48
10 10 20 28,5
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5 5 10 57,0

4 0,050 0,5 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48

10 10 20 28,5

5 5 10 57,0

5 0,108 0,5 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48

10 10 20 28,5

5 5 10 57,0

6 1,046 0,5 50 50 100 5,70
30 30 60 9,48

10 10 20 28,5

5 5 10 57,0

3.2.3.5. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u mikroreaktoru s mikromikserom

Pokusi oksidacije galne kiseline lakazom u mikroreaktoru s ugradenim mikromikserom,

provedeni su s razli¢itom poletnom koncentracijom galne kiseline (0,06 mmol dm3; 0,1

mmol dm3; 0,7 mmol dm3), i dvije razli¢ite koncentracije lakaze (0,1 mg cm3i 0,5 mg cm3).

Svi pokusi provedeni su pri 27 °C i pH 5.

Tablica 3 Eksperimentalni plan provedbe pokusa u mikroreaktoru s mikromikserom

Co, GA Ylakaza Vi V2 Vuk T
POKUS
[mol dm™3] [mg cm3) [uL min] [uL min] [uL min] [s]
1 0,064 0,1 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0
5 5 10 12,0
2 0,153 0,1 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0
5 5 10 12,0
3 0,748 0,1 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0
5 5 10 12,0
4 0,064 0,5 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0
5 5 10 12,0
5 0,153 0,5 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0
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5 5 10 12,0
6 0,748 0,5 50 50 100 1,2
30 30 60 2,0
10 10 20 6,0

5 5 10 12,0

3.2.3.6. Istrazivanje stabilnosti otopine galne kiseline pri razlicitim temperaturama

skladistenja

Otopina galne kiseline koncentracije 1 mmol dm skladidtena je pri 3 razli¢ite temperature
(T=+4°C, +25 °C, -20 °C) tijekom 26 dana. Mjerenje koncentracije galne kiseline mjereno je
u pravilnim vremenskim intervalima, a uzorci za HPLC analizu su pripremljeni na dva razliCita
nacina: a) galna kiselina je razrjedenja u acetatnom puferu (pH = 5,0); b) galna kiselina je

razrjedena u HCl-u (¢ = 0,1 mmol dm™3)

3.2.3.7. IstraZivanje stabilnosti enzima lakaza pri razlicitim temperaturama skladiStenja

Pripremljene su dvije suspenzije enzima, u a) 3,2 mol dm3 amonijevom sulfatu i b)
acetatnom puferu, pH = 5,0. Ovako pripremljene suspenzije skladistene su pri 3 razlicite
temperature (T = +4 °C, +25 °C, -20 °C) tijekom 42 dana. Aktivnost enzima mjerena je u

pravilnim vremenskim razmacima koriste¢i metodu opisanu u poglavlju 3.2.4.1.

3.2.4. Analiticke metode

3.2.4.1. Mjerenje aktivnosti enzima lakaza

Aktivnost enzima lakaza mjerena je spektrofotometrijski. Mjerenja su provedena u kvarcnoj
kiveti volumena 1 cm? i pri valnoj duljini 420 nm. U kivetu je dodano 990 pL otopine ABTS-a i
10 pL enzima lakaza, a mjerena je dinamicka promjena apsorbancije s vremenom tijekom

100 s. Iz vrijednosti dA/dt izracunata je volumna aktivnost prema slijedecoj jednadzbi:

VA = .24

a4 -3
€dVg dt [U cm~]

3.2.4.2. Mjerenje koncentracije galne kiseline

Koncentracija galne kiseline mjerena je tekuéinskom kromatografijom ultravisoke

djelotvornosti (Nexera XR UHPLC, Shimadzu). Kako bi se mobilne faze degasirale koristena je
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ultrazvuéna kupelj (Elmasonic P 120 H, Elma). Mjerenja su provedena gradijentnom

metodom prema slijedec¢im uvjetima:

Detektor: PDA (SPD — M20A)

- Kolona: Kinetex® C18 Phenomenex (100 x 4,6 mm, 2,6 um)
- Eluent A: acetonitril : metanol = 50:50

- Eluent B: 1% CH3COOH (octena kiselina)

- Vrijeme trajanja analize: 3 min

- Tlak: 231 bar

- Valnaduljina: 271 nm

- Volumni protok mobilne faze: 1 cm3min

- Temperatura kolonske peénice: 30 °C

- Volumen injektiranja uzorka: 20 pL

Prije analize, uzorci su pripremljeni na nacin da su profiltrirani u vijalice, na mikrofilteru

promjera 0,45 um.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Rezultati istrazivanja kinetike oksidacije galne kiseline lakazom metodom

pocetnih brzina

Rezultati istraZivanja kinetike oksidacije galne kiseline lakazom, prikazani su kao ovisnost
pocCetne reakcijske brzine izrazene kao volumna aktivnhost enzima o razlicitim
koncentracijama galne kiseline (Slika 13). Iz eksperimentalnih podataka nelinearnom
regresijom su procijenjene vrijednosti kinetickih parametara, Michaelisova konstanta (Kp) i
maksimalna brzina reakcije (V) (Tablica 4.)

1

12

10

VA. ([U em?]

® Eksperimentalno

—Model

0 2 4 6 8 10
Ca [mmol dm=]

Slika 13 Ovisnost volumne aktivnosti enzima o koncentraciji galne kiseline u reakciji
oksidacije galne kiseline katalizirane lakazom (acetatni pufer, pH 5,0, T = 27 °C, Yiakaza = 0,099
mg cm3, V, = 1,01 cm?)

Tablica 4 Rezultati procjene kineti¢kih parametara za reakciju oksidacije galne kiseline
kataliziranu lakazom

Parametar Jedinica Vrijednost
Vi Ucm?3 13,17 £ 2,39
Km mmol dm?3 0,65+0,21

4.2. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u kotlastom reaktoru s

aeracijom i bez dodatne aeracije

Rezultati promjene koncentracije galne kiseline o vremenu u pokusima bez i s dodathom
aeracijom prikazani su na Slici 14, a rezultati promjene koncentracije kisika o vremenu u

pokusima bez i s dodatnom aeracijom prikazani su na Slici 15.
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Slika 14 Ovisnost koncentracije galne kiseline o vremenu tijekom pokusa oksidacije galne
kiseline katalizirane lakazom u kotlastom reaktoru s i bez dodatne aeracije (Pocetni uvjeti:
co2 = 0,163 mmol dm3, cga = 0,118 mmol dm3, yiakaza= 0,099 mg cm=3, T = 27 °C, pH = 5,0)
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Slika 15 Ovisnost koncentracije kisika o vremenu tijekom pokusa oksidacije galne kiseline
katalizirane lakazom u kotlastom reaktoru s i bez dodatne aeracije (co2 = 0,163 mmol dm3cga
=0,118 mmol dm3, yiakaza= 0,099 mg cm3, T=27 °C, pH = 5,0)

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da se 100 %-tna konverzija galne kiseline u kotlastom
reaktoru postize nakon 30 minuta u oba provedena pokusa, s ili bez dodatne aeracije.
Koncentracija kisika u pokusu bez dodatne reakcije tijekom prvih 30 minuta reakcije se
smanjuje, Sto znaci da se kisik trosi u reakciji. Dokaz tome je da, nakon 30 minuta, kada u
reakcijskoj smjesi nema vise galne kiseline, koncentracija otopljenog kisika raste i doseze

svoju pocetnu vrijednost, koja odgovara maksimalnoj koncentraciji otopljenog kisika u
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reakcijskoj smjesi pri danim procesnim uvjetima. U pokusu s dodatnom aeracijom, vidljivo je
da se koncentracija kisika tijekom prvih 30 minuta trajanja pokusa ne mijenja. No, ako se
usporede konverzije galne kiseline u oba pokusa, vidljivo je da je vrijeme potrebno za
potrosnju galne kiseline u oba slucaja jednako, Sto znaci da je koncentracija kisika u oba

pokusa bila dovoljna, odnosno nije utjecala na brzinu reakcije.

4.3. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u reaktoru s

prihranjivanjem

Slika 16 prikazuje rezultate oksidacije galne kiseline katalizirane lakazom u reaktoru s
prihranjivanjem. Pokus je proveden na nacin da je svakih 30 minuta tijekom 180 minuta
dodavana nova koli¢ina galne kiseline u reakcijsku smjesu s ciljem da njezina koncentracija
na pocetku svakog ciklusa bude jednaka koncentraciji galne kiseline na pocetku

eksperimenta.
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Slika 16 Ovisnost koncentracije galne kiseline o vremenu katalizirane lakazom u kotlastom
reaktoru s prihranjivanjem (Pocetni uvjeti: cga = 0,075 mmol dm3, yiakaza= 0,099 mg cm3, T =
27 °C, pH =5,0)

Tijekom reakcijskog vremena mjeren je pH reakcijske smjese te volumna aktivnost enzima.
pH reakcijske smjese bio je konstantan tijekom cijelog vremena trajanja eksperimenta, a
enzim nije izgubio aktivnost, odnosno aktivnost enzima je tijekom trajanja eksperimenta bila

priblizno jednaka. Rezultati mjerenja prikazani su na Slici 17.
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Slika 17 Aktivnost enzima izraZzena kao relativna vrijednost i pH reakcijse smjese tijekom
trajanja repetitivnog pokusa (Pocetni uvjeti: cea = 0,075 mmol dm3, yiakaza 0,099 mg cm3, T =
27 °C, pH =5,0)

4.4, Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u mikroreaktoru

Reakcija je istrazivana u mikroreaktoru sljedecih dimenzija: duljina 250 mm, Sirina 300 um i
visina 150 um. Istrazivan je utjecaj pet razli¢itih pocetnih koncentracija galne kiseline (0,050
mmol dm3, 0,108 mmol dm=3, 1,046 mmol dm3, 1,353 mmol dm= i 2,367 mmol dm3) te
dvije razli¢ite koncentracija lakaze (0,1 mg cm3i0,5 mg cm3) na konverziju galne kiseline pri

razli¢itim vremenima zadrzavanja (5,7 s, 9,48 s, 28,5 s).

Rezultati pokusa provedenih s nizom koncentracijom lakaze (0,1 mg cm3) prikazani su na
Slikama 18 —20, a rezultati pokusa s visom koncentracijom lakaze (0,5 mg cm3) prikazani su
na Slikama 21 -23. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost pet mjerenja + standardna
devijacija. S obzirom da u oba provedena pokusa kada su koriStene najviSe pocetne
koncentracije galne kiseline (1,353 mmol dm= i 2,367 mmol dm3) nije doslo do konverzije,

ovi rezultati nisu graficki prikazani.
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Slika 18 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: cu,6a = 0,05 mmol dm3, yiakaza = 0,1 mg cm3; T =27 °C, pH = 5,0)
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Slika 19 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: cur6a= 0,108 mmol dm3, yiakaza = 0,1 mg cm™3; T=27 °C, pH = 5,0)

36



Cuea = 1,046 mmol dm?  y, ..., = 0,1 mg cm™
100,00
80,00
60,00

40,00

X [%]

20,00

0,00 {

0 5 10 15 20 25 30
-20,00
7 [s]

Slika 20 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: curca= 1,046 mmol dm3, yiakaza = 0,1 mg cm3; T=27 °C, pH = 5,0)

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da se tijekom sva tri ispitana vremena zadrZavanja
(5,7 s, 9,48 s, 28,5 s) postizu konverzije u rasponu od 34,19 do 44,04 %) kada su koristene
dvije niZe koncentracije supstrata (0,05 i 0,1 mmol dm3). Kada je koristena koncentracija 1
mmol dm=3 nakon 5,7 s postignuta je 3,46 % konverzija, dok su pri duljim vremenima
zadrzavanja ostvarene vece konverzije (X =30,01 %, 7=9,48 s; X = 28,52 %, 7= 28,5 s). Dakle,
upotrebom vise koncentracije galne kiseline, postignute se nize konverzije. Kao sto je veé
prethodno u tekstu navedeno, upotrebom jos visih koncentracija galne kiseline, konverzija je

bila nula u ispitanim vremenima zadrZavanja.
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Slika 21 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: cu,ca= 0,05 mmol dm3, yiakaza= 0,5 mg cm3; T =27 °C, pH = 5,0)
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Slika 22 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: cu,ca= 0,108 mmol dm3, yiakaza= 0,5 mg cm3; T =27 °C, pH = 5,0)

Cuea = 1,046 mmol dm=  y,; 4., = 0,5 mg cm™3
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Slika 23 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrZzavanja u mikrokanalu (Pocetni
uvjeti: curca= 1,046 mmol dm3, yiakaza= 0,5 mg cm3; T=27 °C, pH = 5,0)

Kada je koristena pet puta visa koncentracija enzima, prema ocekivanju, postignute su i vece
konverzije, Sto je prikazano na Slikama 21-23. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se
tijekom sva Cetiri ispitana vremena zadrzavanja (5,7 s, 9,48 s, 28,5 s, 57,0 s) ostvaruju
konverzije u rasponu od 50,6 do 63,8 % kada je koristena 1 mmol dm pocetna koncentracija
supstrata dok je pri deset puta niZoj poletnoj koncentraciji supstrata (0,1 mmol dm3)
postignuta 100 %-tna konverzija. Kada je koristena najniza koncentracija (0,05 mmol dm3)
nakon 5,7 s nije dosSlo do konverzije, dok su pri duljim vremenima zadrzavanja ostvarene

slijedece konverzije: X=20,56 %, 7=9,48s; X=37,94 %, t=28,55; X=29,97 %, t=57,0s.
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Radi preglednije usporedbe, u Tablici 5 su prikazani rezultati konverzije galne kiseline u
eksperimentima provedenim pri najduljem vremenu zadrZavanja (7= 28,5 s) s dvije razlicite
koncentracije lakaze.

Tablica 5 Konverzija galne kiseline nakon 28,5 sekundi u mikrokanalu pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama galne kiseline i razli¢itim koncentracijama lakaze

Cu,6a [mmol dm?] Yuiiakaza [Mg cM®] X [%]
0,050 0,1 44,04
0,108 0,1 41,37
1,046 0,1 28,16
1,353 0,1 0
2,367 0,1 0
0,050 0,5 37,94
0,108 0,5 99,79
1,046 0,5 50,56
1,353 0,5 0
2,367 0,5 0

4.5. Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom u mikroreaktoru s

mikromikserom

Ukupni volumen mikroreaktora s mikromikserom bio je 33,4 ulL, a volumen samog
mikrokanala 2 pL. Pokusi su provedeni u mikroreaktoru s mikromikserom dimenzija: 200 pum
Sirina i dubina 150 um, pri razli¢itim vremenima zadrzavanja (1,2 s, 2,0 s, 6,0 s, 12,0 s), pri
razli¢itim koncentracijama galne kiseline (0,064 mmol dm3, 0,153 mmol dm3, 0,748 mmol
dm3, 2,829 mmol dm=3i 4,249 mmol dm3) i pri dvije razli¢ite koncentracije lakaze (0,1 mg

cm3i0,5 mg cm3).

Rezultati oksidacije galne kiseline katalizirane lakazom (0,1 mg cm?) u mikroreaktoru s
mikromikserom prikazani su na Slikama 24 - 25, a rezultati oksidacije galne kiseline
katalizirane lakazom (0,5 mg cm3) u mikroreaktoru s mikromikserom prikazani su na Slikama
26-28. U ovom sustavu, kada su koriStene visoke koncentracije galne kiseline (2,829 mmol

dm=31i4,249 mmol dm) nije doslo do konverzije.
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Slika 24 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrZzavanja u mikrokanalu s
mikromikserom (Pocetni uvjeti: cu,6a= 0,064 mmol dm™3, yiakaza = 0,1 mgcm3; T=27 °C, pH =
5,0)

Cuea = 0,153 mmol dm= v, k00 = 0,1 mg cm3
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Slika 25 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu s
mikromikserom (Pocetni uvjeti: cu,a= 0,153 mmol dm™3, Yiakaza = 0,1 mgcm3; T=27 °C, pH =
5,0)
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Slika 26 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu s

mikromikserom (Pocetni uvjeti: cu,6a = 0,064 mmol dm™3, yiakaza = 0,5 mgcm3; T=27 °C, pH =

5,0)

Cuea = 0,153 mmol dm=> v, 1,0 = 0,5 mg cm3
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Slika 27 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrZavanja u mikrokanalu s

mikromikserom (Poéetni uvjeti: cu,6a= 0,153 mmol dm™3, yiakaza = 0,5 mgcm3; T=27 °C, pH =

5,0)
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Cuea = 0,748 mmol dm= Y, 10400 = 0,5 mg cm3

100,00
80,00

60,00

X[%]

40,00
20,00

0,00

t[s]

Slika 28 Ovisnost konverzije galne kiseline o vremenu zadrzavanja u mikrokanalu s
mikromikserom (Pocetni uvjeti: cu,6a= 0,748 mmol dm™3, Yiakaza = 0,5 mgcm3; T=27 °C, pH =
5,0)

Iz dobivenih rezultata se moze zakljuciti da se pri razlicitim pocetnim koncentracijama
supstrata (0,05, 0,1 i 1 mmol dm™3) za isto vrijeme zadrZavanja (12,0 s) postize priblizno

jednaka konverzija galne kiseline (oko 30 %).

Radi preglednije usporedbe, u Tablici 6 su prikazani rezultati konverzije galne kiseline u
eksperimentima provedenim pri najduljem vremenu zadrzavanja (7= 12,0 s) s dvije razli¢ite
koncentracije lakaze.

Tablica 6 Konverzija galne kiseline nakon 12,0 sekundi u mikrokanalu s mikromikserom pri

razli¢itim pocetnim koncentracijama galne kiseline i enzima lakaze koncentracije 0,1 mg cm3
i0,5mgcm3

Cuica [mmol dm3] Vol iakaza [Mg cM3] X [%]
0,064 0,1 25,90
0,153 0,1 30,91
2,829 0,1 0
4,249 0,1 0
0,064 0,5 25,98
0,153 0,5 38,40
0,748 0,5 27,51
2,829 0,5 0
4,249 0,5 0

42



4.6. Istrazivanje stabilnosti otopine galne kiseline pri razli¢itim

temperaturama skladistenja

Kako bi se istraZila stabilnost otopine galne kiseline tj. kako bi se isklju¢io utjecaj skladistenja
pripremljenih otopina galne kiseline pri razli¢itim temperaturama na mogucénost spontanog
raspadanja, istraZivanje je provedeno na nacin da je pripremljena otopina galne kiseline
skladiStena pri tri razli¢ite temperature (+4 °C, +25 °C, -20 °C) te prije analize na HPLC

uredaju razrijedena na dva razli¢ita nacina, u 0,1 M HCl-u i u acetatnom puferu.

Iz rezultata prikazanih na slikama 29 =31, vidljivo je da je otopine galne kiseline pripremljene
na oba nacdina (u acetatnom puferu i u kloridnoj kiselini) stabilne tijekom 12 dana

skladistenja pri +4 °C, +25 °C, -20 °C.

T=+4°C
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® 400
€
S 300 N
€ 200
= o 2 2ectb, .
& 100
0
0 3 6 9 12 15
t [dan]

® galna kiselina + HCI A galna kiselina + acetatni pufer

Slika 29 Ovisnost koncentracije galne kiseline razrjedene u HCI-u i acetatnom puferu o
vremenu skladistenja pri temperaturi T=+4 °C
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Slika 30 Ovisnost koncentracije galne kiseline razrjedene u HCl-u i acetatnom puferu o
vremenu skladiStenja pri temperaturi T=+25 °C
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Slika 31 Ovisnost koncentracije galne kiseline razrjedene u HCl-u i acetatnom puferu o
vremenu skladistenja pri temperaturi T=-20 °C
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Slika 32 Ovisnost koncentracije galne kiseline razrjedene u HCl-u o vremenu skladistenja pri
tri temperature skladistenja (T = +4 °C, +25 °C, -20 °C)

galna kiselina u acetatnom puferu

t [dan]

@7T=+4°C AT=+25°C ®T=-20°C

Slika 33 Ovisnost koncentracije galne kiseline razrjedene u acetatnom puferu o vremenu
skladistenja pri tri temperature skladistenja (T = +4 °C, +25 °C, -20 °C)

4.7. Istrazivanje stabilnosti enzima lakaza pri razliCitim temperaturama
skladiStenja

Suspenzija enzima pripremljena je na 2 nacina. Prvi nacin: enzim lakaza suspendirana u
amonijevom sulfatu. Drugi nacin: enzima lakaza suspendirana u acetatnom puferu. Obje

suspenzije enzima su pripremljene tako da im je koncentracija jednaka (1 mg/mL). Ovako

pripremljene suspenzije enzima skladiStene su na tri temperature (+4 °C, +25 °C, -20 °C).
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Rezultati istrazivanja stabilnosti suspenzije lakaze u amonijevom sulfatu pri tri razlicite
temperature prikazani su na Slici 34, a rezultati istraZivanja stabilnosti suspenzije lakaze u

acetatnom puferu, prikazani su na Slici 35.
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Slika 34 Ovisnost volumne aktivnosti enzima suspendiranog u amonijevom sulfatu o
vremenu skladistenja pri tri temperature skladistenja (T = +4 °C, +25 °C, -20 °C)
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Slika 35 Ovisnost volumne aktivnosti enzima suspendiranog u acetatnom puferu o vremenu
skladistenja pri tri temperature skladistenja (T = +4 °C, +25 °C, -20 °C)

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da skladiStenje enzima otopljenog u acetatnom
puferu pri sve tri razliite temperature bez gubitka aktivnosti moze trajati 15 dana. Nadalje,
primjeceno je da do znacajnog porasta aktivnosti enzima pripremljenog u amonijevom
sulfatu pri skladiStenju pri sve tri ispitane temperature. U oba slucaja, tijekom 40 dana

skladistenja nije doslo do gubitka aktivnosti.

46



5. ZAKLJUCCI
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Na temelju postignutih rezultata mogu se donijeti sljededi zakljucci:

Istrazivanjem kinetike oksidacije galne kiseline katalizirane enzimom lakaza, metodom
pocetnih brzina i nelinearnom regresijom su procijenjene vrijednosti Michaelisove konstante
Km te maksimalna brzina reakcije Vi za galnu kiselinu i one iznose: Km»= 0,65 + 0,21 mmol dm

Vim=13,17+2,39 U cm™.

Oksidacija galne kiseline katalizirana lakazom uspjesno je provedena u Sarznim i ponovljivim
Sarznim uvjetima u kotlastom reaktoru, te u kontinuiranim uvjetima, u dva tipa

mikroreaktora.

U kotlastom reaktoru bez dodatne aeracije ostvarena je 100 %-tna konverzija galne kiseline

nakon 30 minuta.

Istrazivanjem utjecaja dodatka kisika na brzinu reakcije (pokus oksidacije galne kiseline u
kotlastom reaktoru s dodatnom aeracijom), pokazano je da koncentracija kisika ne utjece na
brzinu reakcije, odnosno i u ovom pokusu je nakon 30 minuta ostvarena 100 %-tna

konverzija galne kiselina.

Dokazano je da se enzim mozZe uspjesno, bez gubitka aktivnosti, koristiti tijekom 180 minuta

provedbe reakcije u ponovljivim Sarznim uvjetima (6 ciklusa).

Za isti postotak konverzije potrebno je puno krace vrijeme u mikrokanalu nego u kotlastom
reaktoru pri istim pocetnim reakcijskim uvjetima. Kod Sarznih pokusa 100 %-tna konverzija

se postize nakon 30 minuta, a mikrokanalima je za to potrebno nekoliko sekundi.

Dokazano je da je galna kiselina stabilna u otopinama HCl-a (0,1 mmol dm=3) i pufera
(acetatni pufer) tijekom 12 dana skladistenja pri tri skladisne temperature (+4 °C, +25 °C, -20

°C).

Dokazano je da je enzim, suspendiran u amonijevom sulfatu (3,2 mol dm3) i acetatnom
puferu (0,1 mol dm3), stabilan tijekom 15 dana skladi$tenja pri tri ispitane temperature

skladistenja (+4 °C, +25 °C, -20 °C).
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