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1. Uvod

Enzimski procesi postaju sveprisutnija alternativa u mnogim industrijskim sektorima,
zamjenjujuéi kemijske procese koji imaju znacajan negativan utjecaj na okolis. Primjena
enzima donosi jednostavne, ekonomicne i ekoloski prihvatljive metode proizvodnje,

vvvvv

2013).

Industrijski bioprocesi koji ukljucuju filamentozne mikroorganizme obuhvaéaju proizvodnju
velikog broja biotehnoloskih produkata, kako u pogledu koli¢ine tako i raznolikosti metabolita.
Gljive bijelog truljenja, poput Trametes versicolor, sintetiziraju smjesu izvanstani¢nih
lignolitickih enzima koji se mogu primjenjivati u prehrambenoj industriji, industriji pulpe i
papira, te u mnogim drugim industrijskim sektorima. Ovi enzimi ucinkovito razgraduju lignin i
druge aromatske spojeve, doprinoseci transformaciji kompleksnih prirodnih polimera, poput

lignina, u spojeve manje molekularne mase (Selo, 2014).

Lakaze su medu najstarijim poznatim biokatalizatorima, a dosad su izolirane iz razli¢itih izvora,
ukljuc€ujudi vise biljke, gljive, prokariote i insekte. Lakaze kataliziraju oksidaciju razli¢itih
organskih spojeva, poput o- i p-difenola, aminofenola, poliamina, anilina, polifenola i
metoksifenola uz prisutnost kisika, Sto ih ¢ini ekoloski prihvatljivim. Primjena lakaza proteze
se na razne industrije, ukljucujudi tekstilnu, industriju pulpe i papira, proizvodnju etanola iz
obnovljivih izvora, razgradnju herbicida, oksidaciju alkena, te prehrambenu, kozmeticku i

farmaceutsku industriju (Bregovié, 2011).

Fenolni spojevi, koji se nalaze u otpadnim procesnim strujama brojnih industrija, predstavljaju
znacajan ekoloski izazov, ali ohrabrujuca ¢injenica jest da mnoge bakterije i gljive posjeduju

sposobnost razgradnje fenolnih spojeva, koristeci ih kao izvor ugljika.

Katehol, kao jednostavan fenolni spoj s jednim aromatskim prstenom i dvije hidroksilne
skupine, uvelike se koristi u tekstilnoj i farmaceutskoj industriji, te ima primjenu u razvoju
fotografija i bojanju krzna. Cesto dospijeva u okoli$ u povisenim koncentracijama, $to moze

predstavljati opasnost za ljudsko zdravlje (DBuki¢, 2012).

Industrijski vazni produkti koji se proizvode enzimski kataliziranim procesima tradicionalno su
sarzni, no suvremeni pristupi sve viSe poticu upotrebu kontinuiranih procesa u
mikroreaktorima. Klju¢na prednost mikroreaktora lezi u mogucénosti postizanja vecih brzina

reakcija te u primjeni iznimno malih koli¢ina kemikalija tijekom procesa. Ovo ne samo da
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doprinosi smanjenju ukupnih troSkova, veé takoder rezultira smanjenjem otpadnih struja

procesa.

Cilj ovog istraZzivanja bio je provesti oksidaciju katehola kataliziranu lakazom iz Trametes
versicolor, u Sarznim uvjetima i repetitivnim SarZnim uvjetima te u mikroreaktoru, u

kontinuiranom procesu.
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2. Teorijski dio

2.1. GUIVE BUJELOG TRULJENJA

Gljive bijelog truljenja igraju kljuénu ulogu u razgradnji organske tvari i recikliranju hranjivih
sastojaka u ekosustavu, a osobito je znacajna njihova sposobnost razgradnje i/ili modifikacije
lignoceluloznih materijala. Ove gljive pripadaju razredu Basidiomycota i ¢esto se povezuju s
procesom bijelog truljenja na deblima drveca. Mreza hifa gljiva bijelog truljenja protezZe se kroz
supstrat na kojem gljive rastu sto omoguéava apsorpciju hranjihvih tvari. Tijekom rasta, ove
gljive izlu¢uju kompleksan sustav izvanstani¢nih lignoceluloznih enzima koji kataliziraju razne
reakcije u procesima razgradnje i modifikacije lignoceluloznih materijala (Alvarado i sur.,

2003).

Glavne komponente lignoceluloznog materijala su lignin, celuloza i hemiceluloza. Tijekom
rasta na lignoceluloznim materijalima, gljive bijelog truljenja sintetiziraju izvanstani¢ne
lignoliticke enzime pri ¢emu dolazi do razgradnje navedenih lignoceluloznih komponenata.
Najpoznatiji lignoliticki enzimi su lignin-peroksidaze (LiP), mangan-peroksidaze (MnP) i lakaze

(Wong, 2009).

Gljive bijelog truljenja posjeduju svojstva koja ih Cine prilagodljivima razli¢itim uvjetima
okoline, uklju€ujuéi Sirok temperaturni interval i raspon pH vrijednosti te otpornost na
prisutnost razli¢itih toksi¢nih spojeva. Iz navedenog razloga, brojna znanstvena istrazivanja
usmjerena su na razumijevanje mehanizama djelovanja ovih gljiva ukljucuju¢i morfologiju,
rast, proizvodnju enzima, te mogucnosti njihove primjene u okoliSnoj i industrijskoj

biotehnologiji (Singh & Chen, 2008).

2.1.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor (Slika 1) predstavlja industrijski znacajan mikroorganizam. Pripada
razredu Basidiomycota i ima iznimnu sposobnost razgradnje razli¢itih supstanci, uklju¢ujuci
lignocelulozne komponente, aromatske ugljikovodike, poliklorirane bifenile i sintetske boje
zahvaljujuéi sintezi kompleksnog enzimatskog koktela lignoliti¢kih i hidrolitickih enzima
(Webster & Weber, 2007). Osim toga, T. versicolor igra klju¢nu ulogu u medicinskim
istrazivanjima, primjerice u proizvodnji polisaharopeptida krestina (PSK) i polisaharopeptida

(PSP) (Blagodatski i sur., 2018).
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U prirodi, ova gljiva naseljava razlic¢ite vrste drveca, uklju€ujuéi hrast i cetinjace, pri ¢emu
uzrokuje ,bijelu trulez“ zbog razgradnje lignina, ostavljajuéi celulozu netaknutu. Njezina
prisutnost vidljiva je tijekom cijele godine (JanjuSevic i sur., 2017). Ova sposobnost razgradnje
lignoceluloznog materijala cini je znacajnom za industriju papira gdje se koristi za
delignifikaciju i izbjeljivanje pulpe, eliminirajuéi potrebu za kemikalijama Stetnim za okoli$

poput natrijevog hipoklorita, kalcijevog hipoklorita i kloramina -T (Young i Masod, 1998).

T. versicolor se moze uzgajati i u laboratorijskim uvjetima primjenom razli¢itih tehnika poput
submerznog uzgoja (SmF) ili uzgoja na cvrstim nosacima (SSF). Submerzni uzgoj je uzgoj
mikroorganizama u teku¢em mediju bogatom hranjivim tvarima i cesto se koristi za
proizvodnju enzima. Uzgoj na ¢vrstim supstratima ¢esto ukljucuje lignocelulozne materijale i
rezultira modificiranim lignoceluloznim materijalom koji se mozZe iskoristiti u proizvodniji
enzima, biogoriva ili kao sto¢na hrana (Cui i Chisti, 2003). Unato¢ prednostima postoji niz
izazova u uzgoju T. versicolor ukljucujudi regulaciju parametara kao $to su temperatura, pH,
koncentracija inokuluma i dostupnost kisika u bioreaktorima. Uzgoj na ¢vrstim supstratima
moze biti posebno izazovan zbog heterogenosti sustava i potrebe za optimalnim omjerom

ugljika i dusika (Lizardi-Jimenez MA i Hernandez, 2017).

Unatoc tim izazovima, T. versicolor ostaje iznimno vazna gljiva u istraZivanjima i primjenama u
biotehnoloskoj industriji. Njezina sposobnost razgradnje Stetnih tvari i proizvodnja korisnih

enzima i spojeva pridonosi razvoju ekoloski prihvatljivih tehnologija i o€uvanju okolisa.

Slika 1 Gljiva bijelog truljenja Trametes versicolor

(https://www.tonicherbsamsterdam.com/product/trametes-versicolor-coriolus-versicolor/)




2. Teorijski dio

2.2. LAKAZA

Lakaze (EC 1.10.3.2., benzendiol:kisik oksidoreduktaze) su enzimi koji postaju predmet
istrazivanja krajem 19. stolje¢a. Prvotno su identificirane u mlije€cnom soku japanskog lak
drveta Rhus verniciflua, a kasnije su otkrivene i u gljivama. lako su dugo bile poznate, znacaj
im je porastao tek nakon istrazivanja enzimske razgradnje drveta pomodéu gljiva bijelog

truljenja (Baldrian, 2006).

Lakaze (Slika 2) pripadaju skupini oksidoreduktaza, a isti¢u se kao metaloenzimi s aktivnim

mjestom koje ukljucuje Cetiri atoma bakra koje dijelimo u tri skupine:
e Tip | — paramagnetski ,plavi“ bakar koji adsorbira pri valnoj duljini od 610 nm
e Tip Il — paramagnetski ,ne plavi” bakar koji ne apsorbira u vidljivom dijelu spektra i

e Tip lll — dijamagnetski par bakar- bakar koji apsorbira pri valnoj duljini od 330 nm

Slika 2 Pojednostavljeni strukturni prikaz lakaze izolirane iz Trametes versicolor (Anonymous

3,2007)

Ove tipove karakterizira razli¢ito apsorpcijsko ponasanje, pridonoseci specificnosti djelovanja
lakaza (Claus, 2004). Lakaze su takoder klasificirane kao glikoproteini, pri ¢emu ugljikohidratna
komponenta glikoproteina ¢ini izmedu 10% i 45% mase enzima, Sto doprinosi stabilnosti
samog proteina. Ova komponenta ukljucuje razli¢ite vrste ugljikohidrata poput glukoze,

fruktoze, galaktoze, arabinoze, manoze i heksozamina (Yaropolov i sur., 1994.).

U gljivama, lakaze se mogu pronaci u vrstama koje pripadaju razredima Ascomycota,

Duteromycota i Bazidiomycota poput Trametes versicolor, Trametes hirsute, Trametes gallica,
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Trametes ochracea, Trametes villosa, Cerrena maxima, Coriolopsis polyzona, Phleiba radiata,
Lentinus tigrinus. Gljive, poput Trametes versicolor ili Phlebia radiata, proizvode lakaze u
obliku izoenzima koji formiraju polimerne komplekse (Dwivedi i sur., 2011). Kod biljaka lakaze
su detektirane u drvecu, repi, kupusu, krumpiru, Sparogama, jabukama, kruskama, breskvama,
mangu, ananasu i drugim vo¢nim i povrtnim vrstama (Madhavia i Lele, 2009). Osim ovih izvora,
lakaze su identificirane i u bakterijama i kukcima. Prva otkrivena bakterijska lakaza potjece iz
bakterije Azospirrullum lipoferum (Givaudan i sur., 1993), koja obitava u korijenju biljaka.
Daljnja istrazivanja potvrduju prisutnost lakaze i njezinu aktivnost u raznim bakterijama,
uklju€ujuéi Bacillus subtilis, Streptomyces lavendulae, Streptomyces cyaneus, Marinomonas
mediterranea (Sharma i sur., 2007). Dokazano je da su lakaze dobivene iz bakterija stabilnije i
aktivnije na visSim temperaturama, pri povisenim pH-vrijednostima, te u uvjetima visokih
koncentracija kloridnih iona u odnosu na lakaze porijeklom iz gljiva (Held i sur., 2005; Rosconi

i sur., 2005; McMahnon i sur., 2007).

Mnogi enzimi pokazuju svojstvo specificnosti prema odredenom supstratu, dok lakaze
pokazuju aktivnost prema Sirokom spektru razli¢itih supstrata. Koriste¢i kisik, lakaze
kataliziraju reakciju oksidacije o- i p-difenola, aminofenola, polifenola, poliamina, lignina,
odredenih anorganskih iona, aromatskih amina te razli¢itih nefenolnih supstrata (Rodriguez
Couto i Toca Herrera, 2006). Za kataliticku oksidaciju nefenolnih jedinica, lakaza koristi
medijatore poput 1 - hidroksibenzotriazol (HBT), 3 - hidroksiantranilat (HAA) i 2,2' - azino - bis
- (3 - etilbenzotiazolin - 6 - sulfonska kiselina) (ABTS) i dr. (TiSma, 2008). U prirodi se pojavljuju
medijatori koji omogucuju lakazi samostalnu oksidaciju nefenolnih podjedinica lignina, bez
prisustva mangan peroksidaze (MnP) i lignin peroksidaze (LiP). Lakaze kataliziraju oksidaciju
supstrata koji imaju nizak redoks potencijal bez potrebe dodataka medijatora, dok se
upotrebom odredenog medijatora (prirodnog ili sintetskog) stvara kompleks lakaza-medijator
koji omogucduje oksidaciju komponenata s visim redoks potencijalom od onog kojeg lakaza
posjeduje (Slika 3) (Kunamneni i sur., 2008). Prvi sintetski spoj koji je identificiran kao ucinkovit
medijator u oksidacijskim procesima lakaza bio je 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonska kiselina) (ABTS) (Dwivedi i sur., 2011).
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A 0, lilesiza oksidirani
supstrat
H.O oksidirana
2 lakaza supstrat
B 0, lakaza oksidirani oksidirani
X medijator><supslral
oksidirana
H,0 laliaia medijator supstrat

Slika 3 Shematski prikaz redoks ciklusa oksidacije lakazom (A) bez i (B) uz medijator (Jurinjak

Tusek, 2013)

Biotehnoloski potencijal lakaza prvi put je iskoristen u drevnoj Kini, gdje je smola Rhus
verniciflua, bogata lakazom, koriStena za proizvodnju lakova, predstavljajuéi prvi primjer
koristenja enzima kao biokatalizatora za proizvodnju plasti¢nih polimera. U proizvodnji papira,
lakaze se koriste u nekoliko razli¢itih faza procesa: degradacija lignina, regulacija viskoznosti
smjese, uklanjanje tinte prilikom recikliranja starog papira, detoksikacija mlinova za pulpu i
papir, poboljSanje svojstava vlakana papira te izbjeljivanje (Jurinjak Tusek, 2013). Znacajno je
napomenuti da se primjena lakaza u izbjeljivanju pulpe smatra ekoloski prihvatljivijom u
usporedbi s tradicionalnim postupcima izbjeljivanja pomoc¢u kemikalija na bazi klora pri
visokim temperaturama. Lakaze se primjenjuju i u tekstilnoj industriji u kojoj bojila, otporna
na izbjeljivanje, zbog svoje kemijske strukture predstavljaju ozbiljan problem u obradi
otpadnih voda. Primjena enzima ima prednost u odnosu na kemijske metode razgradnje bojila
zbog smanjenja negativnih utjecaja na okolis (Asgher i sur., 2012, Hsu i sur., 2012). Takoder se
primjenjuju u postupcima izbjeljivanja tekstila te sudjeluju u sintezi novih, ekoloski
ekoloski utjecaj boja te podrzati ekoloski odgovorne prakse u tekstilnoj industriji (Jurinjak
Tusek, 2013). U kozmetickoj industriji, lakaze se koriste u svrhu poboljSanja izbjeljivanja zubi
kao sastavni dio paste za zube. Takoder, mogu biti sastavni dio boje za kosu kako bi se sprijecila
ili smanjila iritacija tjemena. Ovakve boje ¢esto su prihvatljivije u odnosu na klasi¢ne boje koje
sadrZe vodikov peroksid kao oksidirajuée sredstvo. Ova primjena lakaza doprinosi razvoju

kozmetickih proizvoda koji su ucinkoviti i istovremeno manje agresivni prema korisnicima i
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okoliSu (Desai i Nityanand, 2011). U prehrambenoj industriji, lakaze se koriste s ciljem
produljenja roka trajanja hrane i poboljSanja kvalitete, sprjeCavajuci nepozeljne promjene
poput gubitka boje, mutnoce, promjene okusa i mirisa hrane i pi¢a (TiSma,2008). Vazno je
napomenuti da se lakaze koriste i u organskim sintezama jer mogu izvoditi vrlo precizne
transformacije, ukljucujuéi oksidaciju funkcionalnih grupa, te viSemolekulskim sintezama za
dobivanje novih derivata antibiotika (Kunamneni i sur., 2008). U Tablici 1 dani su primjeri
razli¢itih upotreba lakaze porijeklom iz razli¢itih mikroorganizama i vidljivo je da je najvedi broj
istrazivanja napravljen s lakazom iz Trametes versicolor. U posljednje vrijeme, poveéan je
interes istrazivaca za primjenu nanotehnologije u biotehnologiji. Kroz imobilizaciju lakaza na
povrSinu nanocestica, stvaraju se inovativni biosenzorski sustavi s integriranim bioloskim
dijelom, sposobni za pretvaranje biokemijskih signala u odgovarajucée elektricne odgovore

(Rawal i sur., 2011).

Tablica 1 Industrijska primjena lakaze dobivene iz razlicitih izvora

PRIMIJENA IZVOR LAKAZE LITERATURA
Maruyama i sur.

Dehalogenizacija p- klorofenola Trametes versicolor 5003 y ’
Uklanjanje fenol j

a.n.JanJ.e.r eho a s hamjerom Trametes versicolor Minussi i sur., 2007
stabilizacije vina
Oksidacija at lak
. °! .a‘c!Ja atracena fa avzom Trametes versicolor Hu i sur., 2009
imobiliziranom na nanocestice
F3|osenzor' za mjerenje polifenolnog Trametes versicolor Di Fusco i sur., 2010
indeksa vina
Bioremedijacija atrazina Trametes versicolor Bastos i Magan, 2009
Razgradnja benzena, toluena, . .

T t I Arand ., 2010
etilbenzena i ksilena (BTEX) rametes versicolor randa i sur.,
Biosenzor za otkrivanje Trametes versicolor Munteanu i Cavaco-
komercijalnih reaktivnih boja Paulo, 2010

T T . Streptomyces cyaneus
B

iolosko izbjeljivanje eukaliptusne CECT 3335, Pseudomonas | Sharma i sur., 2007
craft pulpe )

stutzeri
Kataliza razgradnje boje Bacillus suptilis Wangisur., 2011
Kataliza razgradnje sintetickih boja Coriolopsis gallica Daassi i sur., 2014
Uklanjanje farmaceutika iz aktivnog . Rodriguez- Rodriguez i
. Trametes versicolor

mulja nakon obrade vode sur., 2012
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2.3. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi, ¢esto nazivani fenoli, predstavljaju grupu aromatskih organskih spojeva koji
su sastavljeni od aromatskog ugljikovodi¢nog prstena na koji je vezana jedna ili vise
hidroksilnih skupina. Ovi spojevi se mogu podijeliti na netopljive komponente poput
kondenziranih lignina, tanina i hidroksicinamic¢ne kiseline vezane za staniécne membrane, te
topljive kao Sto su fenolne kiseline, kateholi, fenilpropanoidi, flavonoidi i kinoni (Rispail i sur.,
2005). Sekundarni su biljni metaboliti prisutni u svim biljnim tkivima, a nastaju tijekom rasta i
razvoja biljke ili kao odgovor na stres biljke poput infekcije, oSteéenja ili UV zracenja. Fenolne
tvari u biljkama imaju viSestruko pozitivno djelovanje. U samim biljkama djeluju kao

antioksidansi, antimikrobne tvari, te pruzaju zastitu od UV zracenja.

Medutim, fenolni spojevi su takoder prisutni u prirodi u raznim okoliSnim sustavima,
ukljucujudi tlo, vode i industrijske otpadne tokove te igraju vaznu ulogu u raznim kemijskim
procesima i ekoloskim interakcijama. Njihova prisutnost pri niskim koncentracijama u okolisu
moze predstavljati znaCajan ekoloski i zdravstveni rizik, a pogotovo ako se akumuliraju u
visokim koncentracijama (Gianfreda i sur.,2003). Fenoli se Cesto oslobadaju u okolis kao
nusprodukti industrijskih procesa, kao S$to su proizvodnja plastike, boja, pesticida i
farmaceutskih proizvoda gdje su sastavne gradevne komponente lijekova (TiSma i sur., 2010a).
Industrijski procesi takvog tipa dovode do velike proizvodnje fenolnih spojeva, Sto dodatno
naglasava vainost pracdenja njihove prisutnosti u okoliSu zbog potencijalne toksi¢nosti.
Toksi¢nost fenola povezana je s dva mehanizma: a) toksi¢nost povezana s hidrofobnoséu, koja
utjeCe na topljivost fenola u stani¢nim otopinama te na interakciju spoja sa stanicama i
tkivima; b) toksi¢nost povezana s nastankom slobodnih radikala (Michalowicz i Duda, 2007a).
Takoder, prirodni procesi razgradnje organskog materijala mogu rezultirati oslobadanjem
fenola u okolis. Unato¢ ozbiljnom ekoloSkom problemu koji predstavljaju fenolni spojevi,
ohrabrujuéa c¢injenica je ta Sto mnoge bakterije i gljive posjeduju prirodnu sposobnost
razgradnje ovih spojeva i koriste ih kao izvor ugljika i energije (Bregovi¢, 2011). Prirodna
sposobnost mikroorganizama za obradu fenolnih oneciséenja pruza nadu za razvoj ekoloski

prihvatljivih metoda uklanjanja fenolnih spojeva iz okolisa.
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2.3.1. Katehol

Katehol, poznat i kao pirokatehol ili 1,2,-dihidroksibenzen, je organski spoj koji se prirodno
pojavljuje u okolisu u tragovima. Katehol je jednostavan fenolni spoj sastavljen od jednog

aromatskog prstena s dvije vezane hidroksilne skupine u orto poloZaju (Slika 4).

OH

OH

Slika 4 Kemijska struktura katehola

Prvi put ga je izolirao H. Reinsch 1839. godine tijekom destilacije katehina iz soka biljke
Mimosa catechu (Jurinjak TuSek, 2013). Katehol se prirodno nalazi u biljkama gdje ima vaznu
ulogu u zastiti biljaka od infekcija. Prilikom ostecenja biljnog tkiva, katehol se oslobodi i brzo
oksidira uz pomo¢ enzima katehol-oksidaza stvarajuci benzokinon (Slika 5). Taj brzi oksidacijski
proces od kljuéne je vaznosti za biljke u borbi protiv patogena, ali takoder moze uzrokovati

ubrzano posmedivanje oSte¢enog voca (Schweigert i sur., 2001).

OH o' 0
—_— +tH s8¢ =—= +2H +2¢
OH OH 0
katehol semikinon o-benzokinon
radikal

Slika 5 Produkti oksidacije katehola (Schweigert i sur,. 2001)
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Osim u biljkama, katehol se nalazi i u okoliSu kao meduprodukt razgradnje aromatskih spojeva
i lignina uslijed djelovanja mikroorganizama. Kod sisavaca se mozZe pojaviti kao metabolit
razgradnje benzena, estrogena ili kao dio endogenih spojeva poput neurotransmitera i
njihovih prekursora (adrenalin, noradrenalin, dopamin i L-DOPA). Takoder, pomaZe u
bioloskim procesima neurotransporta i regulacije hormona (Schweigert i sur., 2001). Vazno je
istaknuti da katehol, iako ima korisne prirodne uloge, takoder moZe biti opasan za okolis i
ljudsko zdravlje posebno kada se nalazi u povisenim koncentracijama. Katehol ima Siroku
primjenu u razli¢itim industrijama, a ukoliko se pravilno ne zbrine zaostane u industrijskim
otpadnim vodama. Koristi se u proizvodnji insekticida, parfema, lijekova, za bojanje krzna, u
proizvodnji gume i plastike, u razvijanju filmova, elektroplantiranju te u proizvodniji
antioksidansa i organskoj sintezi (TiSma, 2008). Njegova toksi¢nost, prisutnost u industrijskim
otpadnim vodama te sposobnost reakcije s teSkim metalima i stvaranja netopljivih produkata
znacajna zagadenja u vodenom okolisu prema EPA (US Environmental Protection Agency) i EU
(Europska unija), Sto ukazuje na potrebu za pracenjem i kontrolom njegove prisutnosti i
koncentracija u vodi kako bi se smanjili potencijalno Stetni utjecaji na ekosustave (Chen i sur.,

2012).

2.3.2. Oksidacija fenolnih spojeva lakazom

Oksidacija fenola lakazom predstavlja vazan segment biokemijskih i biotehnoloskih
istraZivanja. U samim pocetcima, istrazivanja kinetike oksidativne polimerizacije fenolnih
spojeva katalizirane lakazom nisu ukljucivala djelovanje kisika. Aktas i Tanyolac (2003) proveli
su Sarzni eksperiment kako bi odredili utjecaj koncentracije supstrata (otopljeni kisik i katehol)
i temperature na brzinu polimerizacije katehola. Nakon pronalaska odgovarajuéeg modela
(Michaelis-Mentenicin kineticki model s nekompetitivnom inhibicijom za kisik) izracunali su
energiju aktivacije i procijenili kineticke parametre oksidativne polimerizacije katehola. Na
temelju strukturnih svojstava katehola i poli(katehola), odredenih spektrofotometrijski

pomocu FT-IR spektara, predloZena je kemijska struktura poli(katehola) (Slika 6).

13



2. Teorijski dio

Laccase
{‘-'H'—""—""} - 0 0—1

OH
OH OH

Slika 6 PredloZena kemijska struktura poli(katehola) u reakciji polimerizacije katehola

katalizirane lakazom (Aktas i Tanyolac, 2003)

2.4. KINETIKA ENZIMSKE REAKCIJE

Opcenito, pojam biokonverzije obuhvada razli¢ite procese, uklju€ujuci jednostavne enzimske
reakcije, kompleksne biokemijske reakcije koje se odvijaju u mikroorganizmima te njihovo
razmnozavanje. S obzirom na to da enzimi proizlaze i nalaze se u svim Zivim stanicama,
kompleksne biokemijske reakcije zapravo predstavljaju skup vise enzimskih reakcija. Ovi
procesi biokonverzije suocavaju se s dva klju¢na izazova. Prvi se odnosi na kinetiku procesa,
gdje se utvrduje stehiometrija bioprocesa i utjecaj razli¢itih parametara poput pH-vrijednosti,
temperature, produkata reakcije, supstrata, imobilizacije, itd. Drugi izazov je povezan s
odabirom i projektiranjem bioreaktora. U ovom kontekstu, biraju se vrsta bioreaktora i nacin
njegova rada, uzimajudi u obzir specificne radne uvjete koje je potrebno postici. Ovaj proces
obuhvaca izbor tipa bioreaktora i njegovo prilagodavanje, uzimajuci u obzir razne parametre

(Milivojevic¢ i sur. 2013).

Mnogi fizikalni i kemijski faktori, uklju¢ujuéi pH-vrijednost, temperaturu, ionsku jakost,
hidrodinamicke sile, hidrostaticki tlak, zraéenje, povrsinski napon i prisutnost odgovarajucih
kemijskih reagensa, znacajno utjeCu na stabilnost enzima, dovodeéi do smanjenja njihove
aktivnosti zbog promjena u kemijskoj i geometrijskoj strukturi proteina. Enzimska aktivnost
obi¢no raste s povecanjem temperature, no Cesto dolazi do degradacije enzima pri viSim
temperaturama, s pocetkom razgradnje ve¢ na temperaturama od 50 °C. Optimalne
temperature za rad s enzimima nalaze se u rasponu temperatura organizma i okoline.
Promjena pH-vrijednosti takoder ima slican utjecaj kao promjena temperature, pa postoji

optimalni raspon pH-vrijednosti u kojem je enzimska aktivnost najveca. Povecanje

14



2. Teorijski dio

koncentracije supstrata takoder utjece na aktivnost enzima, ovisno o vrsti enzima (Milivojevic¢
i sur., 2013). Ocuvanje stabilnosti enzima klju¢no je svojstvo tijekom njihove primjene i kroz
cijeli Zivotni ciklus, obuhvacajudi i faze skladiStenja i proizvodnje enzima. Jedna od cesto
koristenih metoda za unaprjedenje stabilnosti enzima i poboljSanje kontrole njihove aktivnosti

jest imobilizacija na krute nosace (Arambasi¢, 2022).

Reakciju biokonverzije u bioreaktoru mozemo izvoditi na tri osnovna nacina: Sarzni ("batch"),
polusarini ("fed-batch") i kontinuirani. Pravilan odabir reaktora za provedbu kemijske i/ili
biokemijske reakcije ovisi o kapacitetu proizvodnje, troskovima sirovina, ekoloSkim
zahtjevima i investicijskim troSkovima, pri ¢emu vrsta reakcije ima klju¢nu ulogu. Takoder,
detaljno poznavanje fizickih i kemijskih svojstava reakcije, ukljucujué¢i kemizam,
termodinamiku i kinetiku, te razumijevanje karakteristika reaktora (fizikalna svojstva,
parametre prijenosa tvari i topline) i podataka o katalizatorima i biokatalizatorima, klju¢no je

za pravilan odabir tipa reaktora (Milivojevié i sur. 2013).

Da bi se odvijala reakcija, supstrat mora posjedovati dovoljnu energiju za prijelaz preko
energetske barijere potrebne za formiranje produkta. Drugim rije¢ima, supstrat se mora
aktivirati do odredene razine energetskog potencijala. Enzimski kataliziranu reakciju
karakterizira snizena energija aktivacije, odnosno smanjenje energetske barijere. To se postize
stvaranjem enzim-supstrat kompleksa na viSoj energetskoj razini od slobodnog supstrata

(Slika 7) (Peresin, 2017).

15



2. Teorijski dio

Potencijalna energya
M

Alktivaciska
energija bez
enzima

I Aldivaciiska
energija s
4 EnZImom
Reaktanti Proizvedena
energila AE

Produkti

W

Reakcijsld put
— Dz enzima

— 5 ETZIMOM

Slika 7 Graficki prikaz puta reakcije s i bez enzima (Peresin, 2017).

Kinetika enzimskih reakcija predstavlja podrucje istrazivanja koje se bavi prou¢avanjem brzine
i regulacije biokemijskih procesa. Omogucuje razvoj matemati¢kih modela za analizu
aktivnosti enzima i kinetickih modela radi planiranja i provedbe dizajna bioreaktora (Vojtkuf,
2023). Kineticki model enzimske reakcije predstavlja matematicki izraz koji opisuje povezanost
izmedu brzine enzimske reakcije, reakcijskih veli¢ina stanja te parametara. Razvoj enzimskog
kinetickog modela ukljuCuje sljedece korake: eksperimentalno mjerenje pocdetne brzine
enzimske reakcije pri razliitim koncentracijama supstrata, matemati¢ko analiziranje
dobivenih rezultata ili formuliranje izraza koji opisuje brzinu reakcije, procjenu parametara,
matemati¢ko izraCunavanje ukupne brzine reakcije, eksperimentalnu potvrdu razvijenog
modela, integraciju s konfiguracijom reaktora zbog pronalaska veze izmedu brzine reakcije i
koncentracije reaktanata te izraCunavanje i potvrdivanje parametara na temelju razvijenog
modela procesa (Dropulja, 2010).

Osnovni model koji se Cesto koristi za matematicko opisivanje enzimskih reakcija jest
Michaelis-Mentenicin model za jednosupstratnu reakciju, do Cije se jednadzbe moze dodi

temeljem mehanizma prikazanog na Slici 8.
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Ky ks
E+S &——ES ——E+P
K. K.

Slika 8 Mehanizam jednosupstratne enzimske reakcije

Model se pretpostavlja na temelju rezultata mjerenja pocetne brzine enzimske reakcije u
uvjetima kada se povratna reakcija moZe zanemariti. Pri takvim uvjetima pocetna brzina
nastajanja produkta proporcionalna je koncentraciji kompleksa enzim-supstrat kako je

prikazano na sljedec¢oj jednadzbi (1):
vo = ky[ES] (1)

U stacionarnom stanju koncentracija [ES] je stalna Sto znaci da kompleks enzim-supstrat

nastaje istom brzinom kojom se i razgraduje Sto se moZe prikazati sljede¢om jednadzbom (2):
ko - [E]-[S]=k_y-[ES]+ k; - [ES] (2)

Preuredivanjem gornje jednadzbe, tri konstante brzine reakcije, k1, k-1 i k2 mogu se izraziti

konstantom koja se naziva Michaelisova konstanta (Km) (3):

[E] = =22 [ES]

k_1+k;

K. =
m Ky

(3)
Kada se prethodna jednadzba uvrsti u izraz za ukupnu koli¢éinu enzima dobije se sljedeéa

jednadzba (4):

1

[EO] = Km [S]

[ES] + [ES] (4)

Izrazavanjem koncentracije enzim-supstrat kompleksa i uvrStavanjem prethodne jednadzbe u

izraz za pocetnu brzinu enzimske reakcije dobije se sljedeca jednadzba (5):
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p = KzlEolS] (5)

Umnozak konstante brzine reakcije k> i ukupne koncentracije enzima [Eo] predstavlja
maksimalnu brzinu enzimske reakcije V. UvrStavanjem tog izraza u jednadzbu brzine reakcije

dobiva se Michaelis-Mentenicina jednadzba (6):

_ Vm'[s]
V= Kmtls] (6)

Krivulja koja ilustrira Michaelis-Menteni¢inu jednadzbu ima oblik hiperbole, i u mnogim
enzimski kataliziranim reakcijama ovisnost brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata
prati oblik hiperbole. Zbog nemogucnosti preciznog ocitanja kinetickih parametara iz
hiperbole, provodi se linearizacija jednadzbe 6 Lineweaver-Burk metodom (Slika 9) te se
dobije linearna ovisnost recipro¢ne vrijednosti brzine enzimske reakcije o reciprocnoj
vrijednosti koncentracije supstrata (7):

1 Kn 1 1

vV 151 )

Iz odsjecka na ordinati (y-os) oCitava se reciproc¢na vrijednost maksimalne brzine (1/Vm), dok
se iz nagiba pravca moze iscitati omjer Michaelisove konstante i maksimalne brzine enzimske

reakcije (Km/Vm).

v

nagib = KV,

odsjecak na ordinati = 1/,
odsjeéak na
apscisi = -1/K

0 18]

Slika 9 Lineweaver-Burk dijagram (Strelec, 2013)

18



2. Teorijski dio

Koristenjem matematickog modela procesa koji ukljuéuje model i bilancu tvari, moguce je
predvidjeti tijek reakcije, potrebnu koncentraciju biokatalizatora, optimalan tip reaktora i sl.

(TiSma, 2008).

2.5. TIPOVI REAKTORA

2.5.1. Kotlasti reaktor

Kotlasti reaktor, vazan alat u podrucju biotehnologije, kemijskog inZenjeringa i industrijskih
procesa, predstavlja uredaj za provodenje razlicitih kemijskih i biokemijskih reakcija (Slika 10).
Obi¢no je konstruiran kao zatvoreni sustav, ¢esto u obliku kotla, koji sadrzi mijesalicu, otvore
za unos i izlaz reakcijske smjese, te plast za razmjenu topline, hladenje ili zagrijavanje
(Dropulja, 2010). Karakteristike kotlastog reaktora uklju¢uju odsustvo izmjene tvari s okolinom
tijekom reakcije, Sto znaci da sve Sto se stvori tokom reakcije ostaje unutar reaktora. Sastav
reakcijske smjese ostaje konstantan u svakom trenutku, a reaktorski prostor karakterizira
homogenost ostvarena priblizno idealnim mijeSanjem. Ova karakteristika vrijedi i za
heterogene sustave ako se pojedini volumeni smatraju dovoljno malima. Stoga je moguée
postaviti bilance za cijeli reaktor, umjesto ograni¢avanja na diferencijalne volumene. U
kotlastom reaktoru, sve veli¢ine stanja su funkcije vremena. To znadi da sastav reakcijske
smjese, brzina kemijske reakcije i koli¢ina utrosene/oslobodene topline uslijed reakcije
variraju s vremenom. Model "idealnog" kotlastog reaktora osim pretpostavke homogenosti
ukljuCuje pretpostavku izotermnog rada (temperatura se ne mijenja s vremenom) i
pretpostavku da je volumen reakcijske smjese konstantan i neovisan o vremenu, odnosno,
nema promjene gustoée (Gomzi, 1998). Na temelju pretpostavki idealnog mijesanja u
reaktoru, nezavisnosti veli¢ina stanja o vremenu i nepromjenjivosti volumena reakcijske
smjese postavlja se matematicki model procesa koji se sastoji od bilance tvariiizraza za brzinu

reakcije. Bilanca supstrata definirana je sljede¢om jednadzbom (8):

dng

(=1)V=—-—

(8)

Integriranjem se dobiva izraz (9) za reakcijsko vrijeme, a koncentracije reaktanata se mijenjaju

od pocetnih do konacénih vrijednosti:

t=—1- [ 2 9)
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gdje t predstavlja reakcijsko vrijeme, V reakcijski volumen, ny  broj molova supstrata na
pocetku reakcije, ny broj molova supstrata na kraju reakcije, a 75 reakcijsku brzinu. Pri

konstantnoj gustodi u reaktoru vrijedi da je ¢, = % pa iz tog proizlazi da je (10):

cs dng

Cso (—T5)

(10)

Gdje je ¢y, koncentracija supstrata na pocetku, ¢s na kraju reakcije.

U kotlastom reaktoru gdje sudjeluje samo jedan supstrat i nastajanje samo jedan produkt, uz
pretpostavku da reaktanti nestaju brzinom 7y kojom produkt istovremeno nastaje, bilanca

tvari opisuje se sljede¢im jednadzbama (11 12):

dc
d: =T (11)
dc
_atp =1, (12)

V = const.
T = const.

Tre=£1t) |

<D

e

Slika 10 Shema kotlastog reaktora
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Ovaj tip reaktora je prikladan za istrazivanje kinetike u kapljevitoj fazi, ali nije optimalan za
proucavanje kinetike u plinovitoj fazi, kao ni za reakcije koje se odvijaju pri visokim
temperaturama i tlakovima (Gomzi, 1998). Moze se koristiti i za provedbu reakcija u
heterogenom sustavu kapljevina-kruti katalizator. U ovom slucaju, kruti katalizator
suspendiran je u reakcijskoj smjesi u obliku €estica malog promjera. Sarzni procesi u kotlastim
reaktorima pokazuju veéu prilagodljivost promjenama reakcijskih uvjeta u usporedbi s
kontinuiranim nacinom vodenja reakcije. Ova fleksibilnost omogucuje jednostavnu promjenu
kvalitete proizvoda i ravnomjernu raspodjelu produkata kod sloZenih reakcija. Jedna od
znacajnih primjena kotlastih reaktora je njihova Cesta upotreba na pocetku istraZivanja
proizvodnje odredenog proizvoda. Radi ekonomske isplativosti, kotlasti se reaktori Cesto
koriste za proizvodnju manjih koli¢ina proizvoda, poput lijekova, organskih bojila i drugih
kemikalija. Svojom jednostavnhom izvedbom i sposobno$éu prilagodbe promijenjenim
uvjetima i zahtjevima, kotlasti reaktori postaju neizostavne procesne jedinice u razli¢itim

sektorima kemijske industrije (Matesa, 2021).

2.5.2. Kotlasti reaktor s prihranjivanjem

Kotlasti reaktor s prihranjivanjem ili dotokom supstrata (Slika 11) je sustav u koji se
neprestano ili povremeno unosi reakcijska smjesa ili dio reakcijske smjese. S obzirom na to da
nista ne izlazi iz sustava, volumen smjese raste s vremenom, ¢ime se ovaj reaktor stalno nalazi
u nestacionarnom stanju, odnosno veli¢ine stanja unutar reaktora ovise o vremenu. Kotlasti
reaktor s prihranjivanjem se najcesée primjenjuje kada je supstrat inhibitor ili toksi¢an, sto

zahtijeva postupno dodavanje supstrata u reaktor (Vasi¢ — Racki, 1990).

Bilanca tvari za komponentu S u takvom tipu reaktora izrazena je sljede¢om jednadzbom (13):

d(V-csg) _

pm Cso"q+ 15V (13)

Gdje je g volumni protok, cso koncentracija komponente S u dotoku. Uzimajuéi u obzir da je
promjena volumena u vremenu jednaka brzini volumnog dotoka, dobije se slijededi

matematicki izraz (14):
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dv
i’ (14)

Uvrstimo li taj izraz u prethodnu jednadzbu, jednadzba (15) poprima slijedeci oblik:

dcs _ (Cs0—¢s)q

R > + 13 (15)

Cs0 Vo

[

-

o . ¥

V = const.
T = const.

g = const,

Slika 11 Shema kotlastog reaktora s prihranjivanjem

2.5.3. Mikroreaktori

Mikroreaktori su reaktorski sustavi projektirani u mikroskopskom mijerilu, a njihova
proizvodnja u potpunosti ili djelomiéno koristi metode mikrotehnologije i mikroinZenjeringa.
Optimizacija dimenzija i posebna konstrukcija mikroreaktora donose brojne prednosti,
prosSirujuci njihovu primjenu u odnosu na konvencionalne makroskopske reaktorske sustave.
Smanjenjem dimenzija mikroreaktora povecava se funkcionalnost sustava, omogucujudi
istovremeno odvijanje razli¢itih fizikalno-kemijskih procesa, reakcija, separacija i analiza
unutar jednog mikroreaktorskog sistema. Kao rezultat, kemijski i biokemijski procesi u
mikroreaktorima znatno se razlikuju od onih u velikim reaktorskim sustavima. Minimizacija
prostornih zahtjeva povecava ucinkovitost, produktivnost i sigurnost procesa. Precizna
regulacija procesnih uvjeta, upotreba malih koli¢ina reaktanata i katalizatora te optimalan

omjer medufazne povrsine i volumena reaktora potice intenzivan prijenos tvari i energije,
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istovremeno smanjujudéi koli¢inu otpadnih procesnih struja u usporedbi s konvencionalnim
reaktorima. Mikroreaktori pruZaju nove moguénosti, posebno u podruc¢jima medicine i
farmaceutike. Ipak, valja istaknuti da mikroreaktori ne mogu potpuno zamijeniti postojeée
sustave, s obzirom na izazove poput moguceg zacepljenja mikrokanala pri radu s viskoznim i
¢vrstim tvarima (Sali¢ i sur.,2010). Mikroreaktori se razlikuju od makroskopskih
(klasi¢nih/konvencionalnih) reaktora u nekoliko klju¢nih aspekata. U mikroreaktorima, fluidni
tok obi¢no ima laminarni karakter, Sto predstavlja suprotnost turbulentnom strujanju koje se
Cesto javlja u makroskopskim reaktorima. Prijenos tvari i topline u mikroreaktorima odvija se
na izuzetno kratkim udaljenostima, sto Cini mikroreaktore iznimno prikladnima za reakcije u
kojima su upravo prijenos topline i tvari ogranicavajudi faktori. Odlikuju se iznimno visokim
omjerom povrsine i volumena, koji raste smanjenjem promjera reaktora. Za mikroreaktore,
ovaj omjer varira u rasponu od 103 m? m= do 10> m? m=3, dok je za makroskopske reaktore
oko 102 m? m=3. Na primjer, premjeStanjem procesa iz reaktora volumena 1 dm?3 u reaktor
volumena 30 m3 (koji nisu geometrijski sliéni sustavi), omjer povr$ine i volumena smanjuje se
30 puta. Nasuprot tome, u slucaju prenosenja procesa u mikroreaktor volumena 30 cm3, taj
omjer raste 3000 puta. Takoder, u odnosu na makroskopske reaktore, stijenka kanala ima

izrazito znacajan utjecaj na strujanje fluida (Sali¢ i sur.,2010).

Mikrokanal predstavlja osnovnu strukturnu jedinicu mikroreaktora, te moze zauzimati oblik
pravokutnog ili kruznog kanala. Mikrokanali su obi¢no rasporedeni paralelno i u nizu,
opremljeni spojnicama za unos i izlaz fluida. Urezuju se u pravokutne plocice prosjecne
dimenzije duljina : Sirina : debljina =45 mm : 15 mm : 2 mm. Ove plocice nazivaju se elementi
mikroreaktora. Element mikroreaktora predstavlja ili pojedinacni protocni kanal ili skup
povezanih kanala s odredenom geometrijom. Kombinacijom mikroelemenata, povezanih linija
toka fluida i odgovarajuéeg nosata mikroelemenata, formira se mikroreaktorski Cip.
Mikroreaktorski Cipovi samostalno ne mogu funkcionirati, stoga ih treba integrirati u kudiste i
povezati s razlicitim perifernim uredajima poput osjetila i pumpi putem odgovarajucih

spojnica (Slika 12).
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mikrokanal

M

B _ element

414\

milkroreaktorski
susta

Slika 12 Strukturne jedinica mikroreaktorskog sustava: (A) mikrokanal, (B) element
mikroreaktora, (C) mikroreaktorski ¢ip, (D) Cip integriran u kuciSte povezano s pumpom i

osjetilima (Jurinjak Tusek, 2013)

U svrhu poboljsanja produktivnosti, mikroreaktorski Cipovi se medusobno mogu povezivati.
Paralelno ili serijsko povezivanje mikrouredaja, odnosno razli¢itih mikroprocesnih jedinica za
pripremu reaktanata, katalizatora, izvodenje reakcije i separaciju produkta, ¢ini tzv.
mikropostrojenje (Slika 13). Spojem mikrouredaja postiZe se neprekidan protok procesa, ¢ime
se osigurava kontinuitet ¢ak i u sluc¢aju prestanka rada pojedinog Cipa mikroreaktorskog

sustava (Ehrfeld i sur., 2000).
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Uveéanje procesa iiss

L’T
vecanje procesa
a (Scale-up) !

(Scale-up)

Povecanje broja struktumih

jedinica procesa

[Numbering-up)

Slika 13 Prikaz razlika u metodologiji uveéanja procesa izmedu makroreaktora i

mikroreaktora (Sali¢ i sur., 2010)

Mikroreaktori se klasificiraju u dvije skupine ovisno o vrsti reakcija koje se u njima odvijaju:
kemijske i biokemijske. Veéina mikroreaktora je konstruirana tako da zadovoljava specificne
zahtjeve obiju vrsta reakcija. Za provedbu biokemijskih reakcija najc¢esée se koriste enzimski
mikroreaktori, gdje je enzim imobiliziran na nosace ili stijenke mikrokanala. Takoder se koriste
i za provodenje katalize reakcije slobodnim, neimobiliziranim enzimima (Sali¢,2010).

Znacaj primjene mikroreaktora, posebice u podrucju kemije i biokemije, neprestano raste
zbog naglasene selektivnosti, poveéanih prinosa, poboljSane kontrole procesa, pojacane
sigurnosti, te brzeg i jednostavnijeg prelaska u veée mjerilo uz istovremenu fleksibilnost u
proizvodnji. U enzimskim mikroreaktorima, bilo da koriste slobodne ili imobilizirane enzime,

krije se znacajan potencijal za primjenu u industriji (TiSma i sur., 2009).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK
Cilj ovog rada bio je:

a) Provesti oksidaciju katehola kataliziranu komercijalnom lakazom iz Trametes versicolor
i sirovim ekstraktom lakaze koji je proizveden uzgojem Trametes versicolor na pivskom

tropu metodom fermentacije na ¢vrstim nosacima

b) Istraziti kinetiku oksidacije katehola katalizirane lakazom u kiveti spektrofotometra te
procjeniti kineticke parametre reakcije (Michaelisova konstanta i maksimalna

reakcijska brzina)

c) Provesti oksidaciju katehola u kotlastom reaktoru (u Sarznim i repetitivnim Sarznim
procesima) te u mikroreaktoru (u kontinuiranom procesu) pri razlicitim pocetnim

koncentracijama katehola i lakaze

3.2. KEMIKALUE

Katehol (Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, Massachusetts, SAD), lakaza iz Trametes
versicolor (Sigma Aldrich, Njemacka), 99,5 % ledena octena kiselina (Macron, Njemacka),
natrijev hidroksid (c = 1 mol dm) (KEFO, Slovenija), klorovodi¢na kiselina, 37 % (Carlo Erba,
Francuska), amonijev sulfat (Gram mol, Hrvatska), natrijev acetat (Gram mol, Hrvatska), ABTS

(Sigma Aldrich, Kina) .

3.2.1. Priprema otopina

0,1 M acetatni pufer

Za pripremu 100 cm3 0,1 M acetatnog pufera, u 80 cm? destilirane vode otopljeno je 186,093
mg natrijeva acetata i 0,4422 cm?® ledene octene kiseline, te je nadopunjeno destiliranom
vodom do 100 cm3. Dobivenoj otopini je pH korigiran na 4,5 dodatkom 1M natrijeva

hidroksida.
0,1 M fosfatni pufer

Za pripremu 100 cm? 0,1 M fosfatnog pufera, u 80 cm? destilirane vode otopljeno je 0,367 g
natrijevog dihiroksifosfat monohidrata i 1,191 g natrijevog hidroksifosfata, te je nadopunjeno

destiliranom vodom do 100 cm?3. pH je korigiran na pH 6 dodatkom 1 M natrijeva hidroksida.
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3,2 M amonijev sulfat

Priprema 10 cm® 3,2 M amonijevog sulfata ukljuuje otapanje 4,2284 g amonijeva sulfata u

10 cm?3 destilirane vode.
0,1 M citratni pufer

Za pripremu 0,1 M citratnog pufera, u 80 cm? destilirane vode otopljeno je 27,587 mg natrijeva
citrat dihidrata i 0,189 g monohidrata limunske kiseline. Dobivenoj otopini je korigiran pH na

4,5 dodatkom 1 M natrijeva hidroksida.

3.3. METODE

3.3.1. Proizvodnja lakaze

Prema modificiranoj metodi Zeko-Pivac¢ i sur. (2022), sirovi ekstrakt lakaze proizveden je
bioloskim tretiranjem 30 g pivskog tropa i 5 g industrijske konoplje, procesom fermentacije na
¢vrstim nosacima s gljivom bijelog truljenja T. versicolor u trajanju od 15 dana. Nakon 15 dana
2 g bioloski obradenog materijala ekstrahirano je u 10 cm® 0,1 M citratnog pufera te je
proizveden sirovi ekstrakt lakaze za potrebe provedbe enzimski katalizirane reakcije oksidacije

katehola, s ciliem usporedbe iste reakcije katalizirane s komercijalnim enzimom.

3.3.2. Istrazivanje kinetike oksidacije katehola katalizirane lakazom iz
Trametes versicolor metodom pocetnih brzina

Odredivanje molarnog ekstinkcijskog koeficijenta

U svrhu izraCuna molarnog ekstinkcijskog koeficijenta (&) provedena je oksidacija katehola na
sljededi nacin: otopine supstrata pripremljene su otapanjem razlicitih koncentracija katehola
(0,5 -5 mmol dm3) u 0,1 M citratnom puferu. Enzim lakaza je suspendirana u citratnom
puferu ( yiakeza =1 mg cm3). Mjerenje je provedeno spektrofotometrijski na nadin da je u kivetu
dodano 1000 pL otopine katehola i 100 uL suspenzije enzima. Apsorbancija je mjerena u 100.
sekundi pri 395 nm. Dobivene vrijednosti apsorbancije i poznate koncentracije katehola

uvrstene su jednadzbu (16) te je izraCunata srednja vrijednost ekstinkcijskog koeficijenta.
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g =230 (16)

csd

Gdje je:
e & -molarni ekstinkcijski koeficijent [0,3356 dm3 mmol* cm™]
e Asgs- apsorbancija izmjerena pri 395 nm [-]
e c;— koncentracija supstrata [mmol dm3]

e d—promjer kivete [1 cm]

Odredivanje brzine reakcije izraZzene kao volumna aktivnost metodom pocetnih brzina

Pocetna reakcijska brzina mjerena je spektrofotometrijski u kvarcnoj kiveti pri valnoj duljini od
395 nm. U kivetu je dodano 1000 uL katehola otopljenog u puferu odredene koncentracije (1
mmol dm3; 3 mmol dm=3; 10 mmol dm3)i 100 uL enzima lakaze. Koncentracija lakaze u kiveti
je bila 0,090909 mg cm3 . Metoda traje 100 s. Iz vrijednosti dA/dt izraunata je volumna

aktivnost prema jednadzbi (17):

V.A=—2— % [gem? (17)

Gdje je:
e V.A. -volumna aktivnost [Ucm™3]
e 1. —ukupni volumen uzorka u kiveti [cm?3]
e & —molarni ekstinkcijski koeficijent [0,3356 cm? umol?]
e d - promjer kivete [1cm]
e Vg —volumen enzimskog pripravka [cm?]

dA . .o . 1
e —~—promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) [min™]
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Jedinica aktivnosti enzima U je internacionalna jedinica koja je definirana kao koli¢ina enzima

potrebna za oksidaciju 1 umol supstrata u 1 minuti pri definiranim reakcijskim uvjetima.

Procjena kinetickih parametara

Iz dobivenih vrijednosti ovisnosti poCetne reakcijske brzine izrazene kao volumna aktivnost
enzima, o pocetnoj koncentraciji supstrata procijenjeni su kinetic¢ki parametri, maksimalna
reakcijska brzina (Vm) i Michaelisova konstanta (Km). Krivulja koja ilustrira Michaelis-
Mentenicinu jednadzbu ima oblik hiperbole, te radi preciznije procjene kineti¢kih parametara
provedena je linearizacija hiperbole Lineweaver-Burk metodom te je dobivena linearna
ovisnost reciprocne vrijednosti brzine enzimske reakcije o reciprocnoj vrijednosti
koncentracije supstrata (Jednadzba 7). Iz odsjecka na ordinati (y-os) ocitana je reciprocna
vrijednost maksimalne brzine reakcije (1/Vm), dok je iz nagiba pravca ocitan omijer

Michaelisove konstante i maksimalne brzine enzimske reakcije (Km/Vm).

3.3.3. Istrazivanje ovisnosti aktivnosti enzima o pH i temperaturi

Istrazivanje ovisnosti utjecaja pH i temperature na oksidaciju katehola provedeno je
spektrofotometrijski u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm? u 0,1 M citratnom puferu, pH u rasponu
od 2,75 do 5,23. Istrazivanje utjecaja temperature na enzimsku oksidaciju katehola provedeno
je pri razliéitim temperaturnim intervalima od 25 °C do 80 °C. Spektrofotometrijskim
mjerenjem dobivena je promjena apsorbancije u vremenu, te je iz te vrijednosti izracunata

volumna aktivnost enzima prema jednadzbi (17).
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3.3.4. Odredivanje koncentracije katehola

Koncentracija katehola mjerena je spektrofotometrijski pri valjnoj duljini od 280 nm. Za
spektrofometrijsko odredivanje koncentracije katehola koriSten je prethodno napravljen

baZzdarni pravac (Slika 14).

0,6 ~

05 4 y = 0,4493x - 0,0032
’ R?=0,9996

o
D
1

c katehol[mM]
o o
) w

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Slika 14 Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije katehola spektrofotometrijski

Dodatno, koncentracija katehola je mjerena i tekuéinskom kromatografijom ultravisoke
ucinkovitosti (UHPLC, Nexera XR, Shimadzu, Kyoto, Japan). Analiti su razdvojeni koristenjem
Kinetex® C18 jezgreno-omotacne kromatografske kolone (100 x 4,6 mm, 2,6 um,
Phenomenex, Torrance, CA, SAD), a njihova detekcija izvrSena je pomocu PDA detektora pri
valnoj duljini od 280 nm. Uzorci su filtrirani kroz membrane (Chromafil Xtra PTFE, Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Njemacka) od 0,45 um prije UHPLC analize. Kvalitativna analiza
analita izvedena je usporedbom retencijskog vremena s poznatim standardom i
ubrizgavanjem standarda poznatog sastava u uzorak koji se analizira. Kvalitativna analiza

izvrSena je koristeci prethodno izradene kalibracijske krivulje. Dobiveni podaci su obradeni
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pomocu softvera LabSolutions 5.87. Razdvajanje je izvedeno s linearnim gradijentom dvaju

otapala: Otapalo A (1,0 % octena kiselina u vodi) i otapalo B (50 % metanol, 50 % acetonitril).
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Slika 15 Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije katehola UHPLC-om

3.3.5. Oksidacija katehola katalizirana lakazom iz Trametes versicolor u
kotlastom reaktoru

Sarzni pokus oksidacije katehola proveden je u staklenoj &asi, volumena 100 cm?, koja je
predstavljala kotlasti reaktor. Homogenost reakcijske smjese postignuta je mijeSanjem
pomodéu magnetne mijesalice brzinom okretaja 350 o mint. Svi pokusi provedeni su pri sobnoj
temperaturi te reakcijska smjesa nije bila dodatno aerirana zrakom, sto znadi da je kisik u
reakcijsku smjesu dolazio kroz grani¢ni sloj atmosfera/reakcijska smjesa. Usporedno su
provedena dva Sarzna pokusa, jedan kataliziran komercijalnom lakazom, a drugi sirovim

ekstraktom lakaze.

U prvom pokusu je pripremljeno 40 cm? otopine katehola koncentracije 3 mol dm™ te je
dodano 4 cm? suspenzije komercijalnog enzima lakaze masene koncentracije 1 mgcm=3u 0,1
M citratnom puferu pH 4,5. Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi je bila 0,091 mg cm3, a
volumna aktivnost 1750,83 U dm™. U drugom $arZnom procesu je na isti nacin pripremljen

supstrat, te je za katalizu oksidacije dodano 4 cm3 sirovog ekstrakta lakaze masene
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koncentracije 200 mg cm3 i volumne aktivnosti 1711,02 U dm™. Koncentracija enzima u
reakcijskoj smjesi je bila 18,182 mg cm3. Oba pokusa su trajala 5 h. Uzorci za analizu
koncentracije katehola uzimani su tijekom vremena, na nacin da su otopljeni u 0,1 M otopini
HCl-a u svrhu zaustavljanja enzimski katalizirane reakcije. Mjerenje koncentracije je

provedeno spektrofotometrijski.

3.3.6. Oksidacija katehola katalizirana lakazom iz Trametes versicolor u
kotlastom reaktoru s prihranjivanjem

Usporedno su provedena dva paralelna eksperimenta oksidacije katehola katalizirane,
komercijalnom lakazom i proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze, u reaktoru s
prihranjivanjem (staklena ¢asa volumena 100 cm?3). Svi pokusi su provedeni pri sobnoj
temperaturi i mijeSanje reakcijske smjese provelo se pomocu magnetske mijesalice pri
konstantnom broju okretaja od 350 o min . Procesni uvjeti pokusa: V (reakcijske smjese)= 44
cm?3; ¢ (katehol)=3 mmol dm3; y (lakaza) =5 mg cm3. Prema rezultatima dobivenim u $arznom
pokusu odredeno je trajanje jednog ciklusa od 3 sata. Svaka 3 sata u reakcijsku smjesu dodano
je 700 pL svjeze otopine katehola koncentracije 188,57 mmol dm3 tako da koncentracija
katehola bude priblizno jednaka pocetnoj koncentraciji na pocetku pokusa. Ukupno je
provedeno tri ciklusa, a ukupno reakcijsko vrijeme bilo je 9 sati. Tijekom vremena su uzimani
uzorci za analizu koncentracije katehola, otapani u 0,1 M otopini HCl-a s ciljiem zaustavljanja

enzimski katalizirane reakcije. Uzorci su mjereni spektrofotometrijski i UHPLC- analizom.

3.3.7. Oksidacija katehola katalizirana lakazom iz Trametes versicolor u
mikroreaktoru

Oksidacija katehola u mikroreaktoru provedena s komercijalnom lakazom iz Trametes
versicolor. Pripremljene su slijedeée otopine: 10 cm3® 6 mM otopine katehola i suspenzija
enzima masene koncentracije 10 mg cm3. Poletna koncentracija katehola na ulazu u
mikrokanal je bila 3 mM , dok je poletna masena koncentracija lakaze iznosila 5 mg cm™ .
vrijeme zadrzavanja je bilo 71,4 minute. Na izlazu iz mikroreaktorskog sustava, u svrhu
zaustavljanja reakcije, uzorci za analizu su hvatani u 0,1 M HCl-u. Mjerenje koncentracije

katehola je provedeno spektrofotometrijski.
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3.3.8. lzolacija produkta

Nakon zavrSene reakcije oksidacije katehola katalizirane komercijalnom lakazom i
proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze, provedeno je izdvajanje produkta poli(katehola) na
nacin da je prvo provedeno taloZenje u hladnjaku na temperaturi 4 °C tijekom 48 sati. Zatim

je provedena vakuum filtracija, preko glatkog filter papira postavljenog u Blichnerov lijevak.

3.3.9. Aparatura
Kotlasti reaktor
Oksidacija katehola provedena je u staklenoj ¢a$i volumena 100 cm?3, koja je predstavljala

kotlasti reaktor, koristeci Sarzne i repetitivne Sarzne uvjete (Slika 16). Kako bi se osigurala

homogenost sustava koriStena je magnetna mijesalica (IKA RCT basic, Kina).

Slika 16 Prikaz SarZznog procesa oksidacije katehola kataliziran: a) komercijalnom lakazom; b)

sirovim ekstraktom lakaze

Mikroreaktorski sustavi

Za provedbu biotransformacije katehola koristen je mikroreaktor ,Y“ oblika ulaznih kanala i s
jednim izlazom (Slika 17). Prema informacijama proizvodaca, volumen mikrokanala iznosio je

9,5 L, a imao je sljedece dimenzije: duljina 250 mm; Sirina 300 um i visina 150 pum. Cjevcica
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na izlazu bila je duljine 10 cm i volumena 78,5 pL. Prema tome ukupni volumen
mikroreaktorskog sustava bio je 88 uL. Za uvodenje otopine katehola i suspenzije enzima
lakaze u mikroreaktorski sustav koristena je pumpa (Slika 18) (SHENCHEN ISPLab02, Baoding
Shenchen Precision Pump Co., Ltd., Hebei, Kina) koja mozZe raditi pri razli¢itim volumnim
protocima. U svrhu zaustavljanja reakcije uzorak na izlazu iz mikrokanala prikupljan je u 0,1 M

HCl-u.

Slika 17 Mikroreaktor ,Y“ oblika

Slika 18 Pumpa za mikroreaktorski sustav (SHENCHEN ISPLab02, Baoding Shenchen Precision
Pump Co., Ltd., Hebei, Kina)

Visokotla¢ni tekucinski kromatograf

Za mjerenje koncentracije katehola koriSten je visokotlac¢ni tekucinski kromatograf (Nexera
XR, Shimadzu, Japan) (Slika 19). Uredaj se sastoji od niza komponenata, uklju¢ujuci vakuum

otplinja¢ (DGU-20A5R), dvije binarne pumpe (A & B) (LC-20ADXR), automatski uzorkivac (SIL-
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20ACXR), kolonsku pecnicu (CTO-20AC), PDA detektor (SPD-M20A), detektor indeksa loma
(RID-20A), kontroler (CBM-20A) i racunalo s odgovaraju¢im softverom (LabSolution) za
upravljanje i obradu podataka. Analiza uzoraka provedena je pri valnoj duljini od 280 nm na

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

Slika 19 UHPLC - visokotlac¢ni tekucinski kromatograf (Nexera XR, Shimadzu,

Japan)

Spektrofotometar

Pocetna reakcijska brzina i aktivnost enzima lakaze odredivane su spektrofotometrijski na UV-

VIS spektrofotometru (UV-1280, Shimadzu, Japan) (Slika 20).

Slika 20 Spektrofotometar (UV-1280, Shimadzu, Japan)
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4. Rezultati i rasprava

U prvom dijelu eksperimentalnog rada, mjerena je pocetna reakcijska brzina oksidacije
katehola katalizirane komercijalnom lakazom u kiveti spektrofotometra. Metodom linearne
regresije, procijenjeni su kineticki parametri procesa. Nakon toga, istrazivan je utjecaj pH i
temperature na aktivnost enzima. Na temelju dobivenih rezultata, provedeni su pokusi
oksidacije katehola komercijalnom lakazom i sirovim ekstraktom lakaze u kotlastom reaktoru,

kotlastom reaktoru s prihranjivanjem i mikroreaktoru.

4.1. PRELIMINARNA ISTRAZIVANJA

Provedeno je Sest pokusa istraZivanja ovisnosti aktivnosti lakaze o koncentraciji katehola u
kiveti spektrofotometra. U svim pokusima koncentracija lakaze je bila jednaka (yiakaze = 0,091
mg cm3). U prva tri pokusa, istraZivan je utjecaj pufera na aktivnost lakaze na nadin da je
katehol otopljen u: a) 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5 (Slika 21); b) 0,1 M fosfatnom puferu
pH 6,0 (Slika 25) i c) 0,1 M citratnom puferu pH 4,5 (Slika 23), a lakaza suspendiranau 3,2 M
amonijevom sulfatu. U slijedeca tri pokusa, i katehol i lakaza su otopljeni u istim puferima: a)
0,1 M acetatnom puferu pH 4,5 (Slika 22); b) 0,1 M fosfatnom puferu pH 6,0 (Slika 26) i c) 0,1
M citratnom puferu pH 4,5 (Slika 24) .
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Slika 21 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u amonijevom sulfatu o
koncentraciji katehola (Procesni uvjeti: 0,1 M acetatni pufer, pH 4,5, T = 25 °C, Yigkaza = 0,091

mgcm3, V,=1,1 cm3)

38



4. Rezultati i rasprava

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

V.A. [Ucm3]

0 1 2 3 4
Ckatehol [mM]

5

6

10

Slika 22 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u 0,1 M acetatnom puferu o

koncentraciji katehola (Procesni uvjeti: 0,1 M acetatni pufer, pH 4,5, T = 25 °C, Yigkaza = 0,091

mgcm3, V,=1,1 cm3)
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Slika 23 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u 3,2 M amonijevom sulfatu o

koncentraciji katehola (Procesni uvjeti: 0,1 M citratni pufer, pH 4,5, T = 25 °C, Yiakeza = 0,091

mgcm3, V,=1,1 cm3)
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Slika 24 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u 0,1 M citratnom puferu o

koncentraciji katehola(Procesni uvjeti: 0,1 M citratni pufer, pH 4,5, T = 25 °C, Yiakeza = 0,091
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Slika 25 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u 3,2 M amonijevom sulfatu o

koncentraciji katehola (Procesni uvjeti: 0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0, T = 25 °C, Yigkaza = 0,091

mgcm3, V,=1,1 cm3)
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Slika 26 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze suspendirane u 0,1 M fosfatnom puferu o
koncentraciji katehola (Procesni uvjeti: 0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0, T = 25 °C, Yiakaza = 0,091

mgcm3, V,=1,1 cm3)

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da su u pokusu u kojem je lakaza suspendirana u 3,2
M amonijevom sulfatu, a katehol otapan u citratnom puferu, postignute najveée volumne
aktivnosti lakaze (2,0125 — 2,0256 U cm?3) (Slika 23). Medutim, za daljnju provedbu
eksperimenata, zbog talozenja lakaze u amonijevom sulfatu i potencijalnih problema u
pokusima u mikroreaktoru, za otapanje lakaze koristen je citratni pufer. U ovom pokusu
maksimalne volumne aktivnosti lakaze su bile u rasponu od 0,9276 do 0,9833 U cm™ (Slika

24).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na raznovrsnu primjenu pufera u provodenju
biotransformacije katehola lakazom. Prema istrazivanju Aktas i sur. (2003), optimalni uvjeti za
provodenje biotransformacije katehola lakazom iz Trametes versicolor su postignuti u natrij-
acetatnom puferu pri pH 4,5. U daljnjim istraZzivanjima iste grupe autora, maksimalna

aktivnost lakaze za katalizu oksidacije katehola je postignua u aceton-acetatnom puferu pri pH
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5,0. U istrazivanju Jurinjak-TuSek (2013) optimalni uvjeti za najveéu aktivnost lakaze, koja

katalizira oksidaciju katehola, postignuti su u fosfatnom puferu pH 6,6.

4.2. REZULTATI ISTRAZIVANJA KINETIKE OKSIDACIJE KATEHOLA
KATALIZIRANE LAKAZOM METODOM POCETNIH BRZINA

Rezultati istrazivanja kinetike oksidacije katehola lakazom prikazani su kao ovisnost pocetne

brzine reakcije, izrazene kao volumna aktivnost enzima, o razli¢itim koncentracijama katehola

(Slika 27). Pretpostavljen je Michaelis-Mentenicin kineticki model za jednosupstratnu reakciju.

Iz eksperimentalnih podataka linearnom regresijom su procijenjene vrijednosti kinetickih

parametara, maksimalna brzina reakcije (Vi) i Michaelisova konstanta (Km) (Slika 28).

Postignuto je dobro slaganje eksperimentalnih rezultata s kinetickim modelom.
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Slika 27 Ovisnost volumne aktivnosti komercijalne lakaze o koncentraciji katehola u reakciji

oksidacije katehola, * eksperiment, model (Procesni uvjeti: 0,1 M citratni pufer; pH

4,5, T =25 °C, Yigkaza= 0,091 mg cm3, V, = 1,1 cm3)
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Slika 28 Lineweaver-Burk dijagram

Maksimalna brzina enzimske reakcije (Vi) iznosi 0,654 U mg™, a Michaelisova konstanta (Km)

0,348 mmol dm3.

4.3. REZULTATI ISTRAZIVANJA UTJECAJA PH VRIJEDNOSTI | TEMPERATURE
NA AKTIVNOST ENZIMA

Rezultati istraZivanja ovisnosti aktivnosti enzima lakaze o pH vrijednostii temperaturi u reakciji

oksidacije katehola prikazani su na slikama 29 i 30.
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Slika 29 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze u reakciji oksidacije katehola o pH vrijednosti
(Ckatehol =3 mmol dM™3, yigkaza = 0,091 mg cm3, 0,1 M citratni pufer, pH 2,75 - 5,23, T = 25 °C,
V,=1,1cm?)
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Maksimalna aktivnost komercijalne lakaza pri oksidaciji katehola postignuta je pH 4,3 (Slika
29). Prema istrazivanju TiSma (2008), u analizi utjecaja pH vrijednosti na oksidaciju katehola

lakazom, najveca aktivnost lakaze postignuta je u citrat-fosfatnom puferu pri pH 4,0.
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Slika 30 Ovisnost volumne aktivnosti lakaze u reakciji oksidacije katehola o temperaturi
(Ckatehor =3 mmol dM™3, yigkaza = 0,091 mg cm3, 0,1 M citratni pufer, pH 4,5, T=25-80 °C, V,=

1,1 cm3)

Ispitivanjem utjecaja temperature na aktivnost enzima lakaze dokazano je da enzim aktivan u
velikom temperaturnom rasponu od 25 °C do 90 °C (Slika 30). Stabilnost lakaza je opéenito
najveéa u temperaturnom rasponu od 30 °C do 50 °C, a pri temperaturama visim od 60 °C brzo
gube aktivnost (TiSma, 2008). 1z toga se moze zakljuciti da je komercijalna lakaza koriStena u

ovom istraZivanju termostabilna, Sto predstavlja prednost za moguéu industrijsku primjenu.

4.4. REZULTATI OKSIDACIE KATEHOLA KATALIZIRANE LAKAZOM U
KOTLASTOM REAKTORU

Provedena su dva paralelna eksperimenta, pri ¢emu je u prvom eksperimentu koristena

komercijalna lakaza, a u drugom sirovi ekstrakt lakaze.

Na Slici 31 su prikazani rezultati pokusa oksidacije katehola lakazom u kotlastom reaktoru pri
koncentraciji katehola 2,8 mM, volumne aktivnosti 1750,83 U dm3 te uz masenu koncentraciju

komercijalnog enzima lakaze 0,455 mg cm™.
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Slika 31 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu tijekom pokusa oksidacije katehola
katalizirane komercijalnom lakazom (Ckatenor = 2,8 mmol dm3, Yigkaza = 0,455 mg cm3, 0,1 M

citratni pufer, pH 4,5, T=25°C, V, =44 cm3)

Konverzija katehola se od 180. do 300. minute kretala u rasponu od 93,6 % do 96,9%. Iz
dobivenih rezultata, vidljivo je da se 100 %-tna konverzija katehola nije ostvarila nakon 5 h.

U istrazivanju TiSma (2008), u Sarznom pokusu biotransformacije katehola lakazom, volumena
reakcijske smjese 250 cm? i s pofetnom koncentracijom katehola 3mM i lakaze 0,099 mg
cm3, ostvarena je 100%-tna konverzija katehola nakon 120 minuta. Prema istraZivanju Jurinjak
Tusek, oksidacijom katehola lakazom u kotlastom reaktoru (poéetni uvjeti: V,=50 cm?3, cokatehol
=4 mmol dm=3, yiakeza = 0,1 g dm3, fosfatni pufer pH 6,6) postignuta je konverzija katehola od
priblizno 20% u vremenu od 200 min. Potpuna konverzija katehola postignuta je u ovom
istraZivanju nakon 24 h.

Na Slici 32 su prikazani rezultati oksidacije katehola pripremljene koncentracije 2,56 mM
katalizirane pripremljenim ekstraktom enzima volumne aktivnosti 1711,02 U dm i masene

koncentracije 18,182 mg cm’3.

45



4. Rezultati i rasprava

35 L

25 @ e o

1,5 °

€ katehol [mM]

05 r

0 50 100 150 200 250 300
t [min]

Slika 32 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu tijekom pokusa oksidacije katehola
katalizirane proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze ( Ckatenor = 2,56 mmol dm3, Yiakaza =

18,182 mg cm3, 0,1 M citratni pufer, pH 4,5, T= 25 °C, V, = 44 cm?)

Iz dobivenih rezultata, vidljivo je da primjenom sirovog enzimskog ekstrakta dolazi do
konverzije katehola. Prema dobivenim rezultatima u kotlastom reaktoru u reakciji oksidacije
katehola sirovim ekstraktom lakaze nakon 300. minute je postignuta 62,2 %-tna konverzija.
Medutim, tesko je izraCunati tocnu konverziju katehola jer su u sastavu sirovog ekstrakta

enzima prisutni drugi polifenoli i neodredeni spojevi koji, kao i katehol, daju odziv na 280 nm.

U istraZivanju Dropulja (2010), proveden je Sarini pokus oksidacije katehola sirovim
ekstraktom lakaze dobivene submerznim uzgojem Trametes versicolor G-99 na otpadu iz
industrije papira (poéetni uvjeti: ckateno,0 = 4,2 mmol dm3, yigkaza = 0,94 mg cm3, 0,2 M fosfatni
pufer, pH 6,6 T=25 °C, V, = 200 cm3). Potpuna konverzija katehola je ostvarena nakon vise od

24 h.

4.5. REZULTATI OKSIDACIJE KATEHOLA KATALIZIRANE LAKAZOM
KOTLASTOM REAKTORU S PRIHRANJIVANJEM

Usporedno su provedena dva paralelna eksperimenta oksidacije katehola katalizirane,

komercijalnom lakazom i proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze, u reaktoru s

prihranjivanjem. Takoder, u ovim eksperimentima je koncentracija katehola mjerena

spektrofotometrijski i teku¢inskom kromatografijom ultravisoke ucinkovitosti.
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4. Rezultati i rasprava

Slika 33 prikazuje rezultate oksidacije katehola katalizirane komercijalnom lakazom aktivnosti
1743,92 U dm™ u reaktoru s prihranjivanjem, dok Slika 35 prikazuje rezultate oksidacije
katehola katalizirane proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze aktivnosti 1698,03 U dm= u
reaktoru s prihranjivanjem. Prema rezultatima dobivenim u SarZnom pokusu, od 180. minute
do 300. minute konverzija katehola se kretala u rasponu od 93,6 do 96,9 %. Bududi da ni nakon
300. minute nije postignuta 100 %-tna konverzija, za reakcijsko vrijeme jednog ciklusa uzeto
je vrijeme od 3h. Prema tome, pokus je proveden na nacin da je svaka 3 sata tijekom 9 sati
dodavana nova koli¢ina katehola u reakcijsku smjesu da njezina koncentracija na pocetku
svakog ciklusa bude priblizno jednaka koncentraciji katehola na pocetku eksperimenta.

Ukupno je provedeno 3 ciklusa, te je ukupno reakcijsko vrijeme 9 h.

Na slici 33 su prikazani spektrofotometrijski dobiveni rezultati oksidacije katehola katalizirane
komercijalnom lakazom u reaktoru s prihranjivanjem, a na slici 34 rezultati istog dobiveni
UHPLC analizom. Slika 35 prikazuje spektrofotometrijski dobivene rezultate oksidacije
katehola katalizirane proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze, dok slika 36 prikazuje rezultate
istog pokusa dobivene mjerenjem na UHPLC-u. Usporedbom grafova, moze se zakljuciti kako

su rezultati dobiveni UHPLC analizom precizniji.
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Slika 33 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu katalizirane komercijalnom lakazom u
kotlastom reaktoru s prihranjivanjem (Ckatenor = 2,45 mmol dm3, Yiakaza = 0,455 mg cm3,

citratni pufer, pH 4,5, T=25 °C, V, = 44 cm?)- Spektrofotometrijsko mjerenje
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Slika 34 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu katalizirane komercijalnom lakazom u
kotlastom reaktoru s prihranjivanjem (ckatenor = 0,26 mmol dm3, yiakaza = 0,455 mg cm3,

citratni pufer, pH 4,5, T =25 °C, V, = 44 cm3)-UHPLC
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Slika 35 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu katalizirane sirovim ekstraktom lakaze u
kotlastom reaktoru s prihranjivanjem (Ckatenor = 4,2 mmol dm3, Yigkaze = 18,182 mg cm™3,

citratni pufer, pH 4,5, T =25 °C, V, = 44 cm?3)- Spektrofotometrijsko odredivanje
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Slika 36 Ovisnost koncentracije katehola o vremenu katalizirane sirovim ekstraktom lakaze u
kotlastom reaktoru s prihranjivanjem (ckatenor = 0,229 mmol dm3, yigkaza= 18,182 mg cm3,

citratni pufer, pH 4,5, T= 25 °C, V, = 44 cm3)- UHPLC

4.6. REZULTATI OKSIDACIJE KATEHOLA KATALIZIRANE LAKAZOM U
MIKROREAKTORU

Istrazivanje oksidacije katehola komercijalnom lakazom provedeno je u mikroreaktoru

slijedec¢ih dimenzija: duljina 250 nm, Sirina 300 um i visina 150 um. Za pokus je pripremljeno

10 cm? 6 mM otopine katehola i suspenzija enzima masene koncentracije 10 mg cm3.U sustav

se uvodilo 5 cm? otopine katehola i 5 cm? suspenzije enzima. Koncentracija katehola unutar

mikroreaktorskog sustava, na pocetku reakcije iznosila je 3 mM, a masena koncentracija

lakaze 5 mg cm=3.

Tablica 2 Rezultati oksidacije katehola lakazom u mikroreaktoru (V = 88 pL)

Co,kATEHOL Yiakaza Vi V2 Vuk T X
POKUS
[mol/dm3] | [mg/cm?3] | [uL/min] | [uL/min] | [uL/min] [min] (%]
1 3 5 0,7 0,7 1,4 71,4 44,13
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4. Rezultati i rasprava

Pri istrazivanim uvjetima, nakon vremena zadrzavanja od 71,4 minute, ostvarena je 44,13 %-
tna konverzija. Ovo je znacdajno niza konverzija u odnosu na kotlasti reaktor u kojem je vec
nakon 60 minuta reakcije pri istim pocetnim uvjetima koncentracije katehola i lakaze
ostvarena konverzija od 54,01 %. Buduci da se oksidacija katehola u mikroreaktoru u ovom
istrazivanju nije pokazala dobrom metodom, prema navedenim rezultatima, nije nastavljeno

daljnje istraZivanje kinetike oksidacije katehola primjenom ovakve vrste reaktora.

Prema istrazivanju Jurinjak TuSek i sur. (2017), koristen je mikroreaktor s dimenzijama duljina
: §irina : visina = 267 mm : 150 pm : 150 um, unutarnjeg volumena 6 mm?3. Najvi$a postignuta
konverzija katehola je 41,3 % s vremenom zadrZavanja 72 s pri pocetnoj koncentraciji
katehola 4,262 mmol dm3, podetnoj koncentraciji lakaze 0,1 g dm™ te poéetnoj koncentraciji

kisika na ulazu od 0,271 mmol dm-3.

Prema literaturi, oksidacija katehola katalizirana lakazom provedena je u staklenom
mikroreaktoru unutarnjeg volumena 6 uL s dva ulaza (,Y-oblik“) dimenzija duljina : Sirina :
visina =332 mm : 150 um : 150 um. Najvisa dobivena konverzija katehola slobodnom lakazom
je 19,85 % pri uvjetima coatehor = 4 mmol dm=3, yigkaza = 0,1 g dm3, coisik = 0,487 mmol dm3 i
vremenu zadrZavanja od 36 sekundi. Primijeceno je da se maksimalna konverzija supstrata
slobodnim enzimom postigla pri vremenu zadrZavanja od 36 sekundi te da daljnjim
zadrZzavanjem nije doSlo do poveéanja konverzije katehola. Pretpostavilja se da je do

ogranicenja konverzije katehola doslo zbog potrosnje svog dostupnog kisika (Bregovi¢, 2011).

4.7. PRODUKT OKSIDACIJE KATEHOLA LAKAZOM

Nakon provedene oksidacije katehola katalizirane komercijalnom lakazom i proizvedenim
sirovim ekstraktom lakaze, provedeno je izdvajanje produkta oksidacije, poli(katehola),
filtriranjem. Slika 37 prikazuje reakcijsku smjesu nakon zavrSene oksidacije katehola
komercijalnom lakazom i sirovim ekstraktom lakaze prije izolacije produkta. Slika 38 prikazuje
produkte oksidacije katehola katalizirane komercijalnom lakazom i proizvedenim sirovim

ekstraktom lakaze nakon postupka izolacije.
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4. Rezultati i rasprava

a) b)

Slika 37 Prikaz reakcijske smjese nakon zavrSene oksidacije katehola: a)komercijalnom

lakazom i b) sirovim ekstraktom lakaze

Slika 38 Izdvojeni poli(katehol) dobiven u reakciji kataliziranoj: a) komercijalnom lakazom i

b) sirovim ekstraktom lakaze

Iz priloZzenih fotografija vidljivo je da je u pokusu oksidacije katehola kataliziranom
komercijalnom lakazom proizvedeno vise poli(katehola) u odnosu na pokus kataliziran
proizvedenim sirovim ekstraktom lakaze. S ciljem postizanja povecéanja prinosa produkta, bilo
bi potrebno prodistiti sirovi enzimski preparat. U oba sluéaja nije bilo moguce izra¢unati masu

nastalog produkta, bududéi da je poli(katehol) adsorbiran na filter papir. Dodatno, potrebno je
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4. Rezultati i rasprava

pronaci optimalne metode izolacije i prociséavanja nastalog produkta. U literaturi su
pronadeni nacini uspjeSnog izdvajanja poli(katehola) iz reakcijske smjese ( Aktas i sur., 2003 ;

Dubey i sur.,1998)

U istrazivanju Aktas i sur. (2003) izdvajanje i prociS¢avanje produkta reakcije oksidacije
katehola komercijalnom lakazom provelo se na nacin da je prvo uklonjeno otpalo rotacijskim
evaporatorom. Nakon toga, talog je cuvan u hladnjaku na 4°C tijekom 2 dana kako bi se
omogucila precipitacija poli(katehola). Nakon centrifugiranja taloga, polimer je izdvojen i vise
puta ispran destiliranom hladnom vodom u svrhu uklanjanja neizreagiranog katehola i enzima.
Polimerni proizvod ostavljen je u pecnici tjedan dana na 40°C, a potom cuvan za kasniju
uporabu. Daljnjim istrazivanjem , Aktas i sur. su zakljucili da je proizvedeni polimer termicki

stabilan, te da se pocinje razgradivati na oko 200°C.

Prema istrazivanju Dubey i sur. (1998) izdvajanje poli(katehola), nastalog u reakciji oksidacije
katehola kataliziranoj upotrebom peroksidaze dobivene iz hrena i soje, provedeno je na nacin
da je nakon 24 sata reakcije otapalo ispareno pod smanjenim tlakom. Zaostala polimerna masa
je uzastopno ispirana metanolom, vodom i izooktanom , te zatim su$ena u vakuumu. Dobiveni
produkt je podvrgnut istrazivanju termickih, morfoloskih i elektri¢nih svojstava, te je dokazano
da sintetizirani poli(katehol) ima strukturu slicnu ,spuzvi ili kamenu”, relativho visoku

termalnu stabilnost, nema elektri¢nu vodljivost te da pokazuje paramagnetsko ponasanje.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Metodom pocetnih brzina istraZzivana je ovisnost reakcijske brzine o koncentraciji supstrata i
linearnom regresijom su procijenjene vrijednosti kinetickih parametara, Michaelisova
konstanta (Km) i maksimalna brzina reakcije (Vi) za katehol i one iznose: Kn = 0,348 mmol

dm=3, Vin=0,654 U mg™.

Oksidacija katehola katalizirana komercijalnom lakazom i sirovim ekstraktom lakaze uspjeSno

je provedena u Sarznim i repetitivnim Sarznim uvjetima u kotlastom reaktoru.

U kotlastom reaktoru je nakon 300 minuta ostvarena 96,9 %-tna konverzija katehola
katalizirana komercijalnom lakazom i 62,2 %-tna konverzija katehola katalizirana sirovim

ekstraktom lakaze.

Dokazano je da se lakaza moZe uspjesno, bez gubitka aktivnosti, koristiti tijekom 9 sati
provedbe reakcije oksidacije katalizirane komercijalnom lakazom i sirovim ekstraktom lakaze

u repetitivnim Sarznim uvjetima (3 ciklusa).

U mikroreaktoru, oksidacijom katehola komercijalnom lakazom postignuta je konverzija od

44,13 % nakon 71,4 minute zadrZavanja.

Nastali produkt poli(katehol) izdvojen je postupkom filtracije.
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