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Uvod

1.1. Mikroreaktori

Prelazak na mikrorazinu i primjena mikrotehnologije predstavljaju inovativan i znacajan
pristup u kemijskom inzenjerstvu i biotehnologiji, omogucuju¢i znacajna poboljSanja u
ucinkovitosti, sigurnosti i odrzivosti kemijskih i/ili biotehnoloskih procesa. U posljednih
nekoliko godina, raste interes za primjenom mikroreaktorskih sustava. Mikroreaktori se mogu
definirati kao umanjeni reaktorski sustavi ¢ije su dimenzije kanala (mikrokanala) u rasponu od
10 pm do 500 pm (Gojun i sur., 2019). Cesto se u kontekstu opisa mikroreaktora koristi sinonim
,laboratorij na Cipu* (engl. lab-on-a-chip) zbog moguénosti integracije brojnih reakcijskih i
separacijskih koraka na jednoj ili vise mikroreaktorskih jedinica. Mikroreaktore karakterizira
veliki omjer medufazne povrSine i volumena $to u konacnici rezultira ve¢im prijenosom tvari i
topline (Shrimal 1 sur., 2020). Visoka specifi¢na povr$ina omogucava Ceste sudare molekula
uslijed ¢ega se povecava i produktivnost procesa provedenih u takvim sustavima. Specificna

povrsina mikroreaktora obi¢no je u rasponu od 10.000 do 50.000 m? m>, dok je kod

3 3

konvencionalnih makroreaktorskih sustava 100 m? m=, odnosno 1000 m?> m™ u zasebnim
slu¢ajevima (Greti¢ i sur., 2017; Ehrfeld i sur., 2000). Za postizanje intenzivnijeg prijenosa
topline, nerijetko se u mikroreaktore ugraduju i mikroizmjenjivaci topline koji sluze kao
dodatni regulatori topline (Sali¢ i sur., 2010). U usporedbi s konvencionalnim makroreaktorima,
u mikroreaktorima je olakSano pracenje 1 kontrola procesnih uvjeta. Verdnik 1 sur. (2022) isticu
1 prednosti mikroreaktora u kontekstu ekoloSke i energetske odrzivosti. Naime, mikroreaktorski
sustavi zahtijevaju znacajno manje koli¢ine energije, kemikalija i otapala, a kako bi se postigla
maksimalna odrzivost sve se viSe primjenjuju alternativna (,,zelena*) otapala poput vode,
superkritiénih fluida, ionskih kapljevina te eutektickih kapljevina kao radni medij u
mikroreaktorima. Osim toga, mikroreaktorska tehnologija donosi i ekonomske prednosti zbog
niskog udjela nusproizvoda, visokih prinosa te znatno nizih ulaganja u procesnu opremu. Ovi
sustavi sigurni su za izvodenje reakcija pri poviSenim tlakovima i temperaturama. Primjerice,
reakcija nitracije klasi¢an je postupak uvodenja nitro skupina u organski spoj te s njom treba
pazljivo upravljati kako bi se sprije€ilo nekontrolirano oslobadanje topline i eksplozija (Wang
i sur., 2017; Brocklehurst i sur., 2011). Provodenjem reakcije u mikroreaktoru, omogucena je

preciznija kontrola reakcijskih uvjeta ¢ime se znacajno smanjuje opasnost od eksplozije 1

nastanka nezeljenih nusproizvoda.

Mikroreaktori nisu ograni¢eni samo na laboratorijsku primjenu, ve¢ se primjenjuju i u

industrijskom mjerilu. Uvecanje procesa (engl. scale-up) kod mikroreaktora znacajno je
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jednostavnije u usporedbi s klasicnim reaktorskim sustavima. Jednostavnim 1 preciznim
povezivanjem viSe procesnih jedinica (engl. numbering-up) u jednu cjelinu postize se znacajno
povecanje ukupnog kapaciteta (Pavlovi¢ i sur., 2019). Ovakvim pristupom, u sluc¢aju kvara na
jednoj jedinici, nec¢e do¢i do ometanja i prestanka rada ostalih jedinica. Osim toga, provedba
reakcija istovjetna je na svakoj jedinici $to znacajno utjece na kontrolu procesa. Takoder,
klasi¢ni ,,scale-up* je slozeniji, dugotrajniji, a istodobno iziskuje i veca financijska ulaganja

(Greti¢ i sur., 2017).

Povezivanje procesnih jedinica u cjelinu moze biti provedeno na dva nacina. Razlikuju
se vanjsko povecanje broja jedinica (engl. external numbering-up) i unutarnje povecanje broja
jedinica (engl. internal numbering-up). Vanjsko povecanje odnosi se na povecéanje broja ¢ipova
s jednim elementom u paralelni sustav (Sali¢ i sur., 2010). Unutarnje poveéanje podrazumijeva
mijeSanje reakcijskih faza nakon cega se reakcijska smjesa distribuira preko niza mikrokanala
(Su 1 sur., 2016), odnosno serijsko povezivanje viSe elemenata unutar istog ¢ipa. Unutarnje
povecanje ekonomski je isplativije i prostorno manje zahtjevno, no problem se moze javiti u
neujednacenom protoku, a samim time moze do¢i do pojave razli¢itih reakcijskih uvjeta u
pojedinim jedinicama. Kako bi uvecanje broja procesnih jedinica bilo provedeno na $to bolji i

ucinkovitiji nacin, nuZno je pozorno pratiti i optimirati procesne uvjete.
1.1.1. Struktura, izvedba 1 svojstva mikroreaktora

Osnovnom gradevnom jedinicom mikroreaktorskog sustava smatra se mikrokanal.
Mikrokanali se isti€u po izrazito malim dimenzijama (submilimetarske i submakrometarske

veli¢ine), a naj¢esc¢e su pravokutnog ili kruZznog popre€nog presjeka.

Postoje brojne tehnike koje se koriste za proizvodnju mikroreaktora, a od najvaznijih
treba 1zdvojiti litografiju, mikromehani¢ku obradu 1 jetkanje. Litografija koristi elektronicko
rendgensko zracenje za oblikovanje specifi¢nih oblika. Mikromehani¢ka obrada, odnosno
mikro-elektro-mehanicki sustavi (engl. Micro-Electro-Mechanical Systems, MEMS) ukljucuju
glodanje, buSenje, urezivanje, a pogodni su za obradu plemenitih metala i raznih legura
(Brandner, 2013). Jetkanje predstavlja jedan od naj¢eS¢ih postupaka u proizvodnji
mikroreaktora. Najces¢i pristupi uklju¢uju mokro (kemijsko) i suho jetkanje. Kako navode
Bojang i Wu (2020) mokro jetkanje primjenjuje se za staklene proizvode, a ukljucuje upotrebu
kemijskih sredstva za selektivno uklanjanje materijala. Za razliku od toga, suho jetkanje koristi

visokoucinkovite operacije poput plazme (plazma jetkanje) ili ionskog zraCenja (duboko
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reaktivno ionsko jetkanje). Suho jetkanje ima Siroku primjenu zbog postizanja visokih

performansi §to ga ¢ini pogodnim za masovnu proizvodnju.

Za ispravno funkcioniranje, uz mikrokanal nuzni su i dodatni dijelovi opreme (Gojun i
sur., 2019). U element koji je naj¢eSce pravokutnog oblika postavlja se osnovni dio
mikroreaktorskog sustava, mikrokanal. Mikrokanali se prethodno spomenutim specijalnim
tehnikama urezuju u elemente koji mogu biti od razli€itih materijala. Elementi mogu biti
izvedeni s nekoliko ulazno/izlaznih procesnih tokova koji se spajaju/razdvajaju u
zajednicke/odvojene tokove pomocu ,,Y*, ,,T“ i ,y*-spojnica (Sali¢ i sur., 2010). Element i
mikrokanal zajedno formiraju mikroreaktorski ¢ip. Cip ima posebne otvore za spajanje vanjskih
kapilarnih cjevcica koji sluze za dovod i odvod fluida (slika 1a). Mikroreaktorski ¢ip moguce
je postaviti u posebno dizajnirana kucista od nehrdajuceg celika kako bi se postigla dodatna
stabilnost i &vrsto¢a. Cip zajedno s odvodnim i dovodnim cjevéicama &ini mikroreaktorsku
jedinicu. U radu se koriste i precizne visokotlaéne klipne pumpe koje su odgovorne za
kontinuirani dovod 1 odvod reaktanata, a osim toga reguliraju stabilni protok. Jedinica zajedno
sa svom dodatnom procesnom opremom (pumpe, detektori) ¢ini povezani mikroreaktorski

sustav (slika 1b).

()

(b)

Slika 1. (a) Mikroreaktorski Cip s dva ulaza i jednim izlazom (vlastita fotografija); (b) Prikaz

mikroreaktorskog sustava (prema Sali¢ i Zeli¢, 2018)
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1.1.2. Materijali za izradu mikroreaktora

Mikroreaktori mogu biti proizvedeni iz razliitih materijala, poput stakla, kvarca,
silicija, metala i polimera (Sali¢ i Zeli¢, 2018). Odabir materijala ovisi o raznim ¢imbenicima
ukljucujuéi radne uvjete (tlak 1 temperatura), fizikalna svojstva reakcijske smjese (pH,
viskoznost, reaktivnost), cijenu, jednostavnost izrade, ali 1 moguénost masovne proizvodnje

(Suryawanshi i sur., 2018).

e Staklo je materijal koji se najvise koristi u proizvodnji mikroreatorskih sustava,
a ono Sto ga izdvaja pred ostalim materijalima je kemijska inertnost i
transparentnost ¢ime je omoguceno vizualno pracenje reakcije.

e Kvarc je materijal koji je otporan na udarce, visoke temperature i kemikalije, no
glavni problem predstavlja previsoka cijena (Dominguez i sur., 2021).

e Silicij je pogodan za koriStenje na visokim temperaturama i tlakovima, no
moguca je laka lomljivost u slu¢aju mehanickih udaraca.
upotrebljavaju se zbog izvanrednih mehanickih, fizikalnih i toplinskih svojstava
(Greti¢ i sur., 2017). Takoder, otporni su na korozivne promjene te imaju odlicnu
toplinsku 1 elektricnu vodljivost. Problem mozZe nastati zbog moguce reakcije s
odredenim kemikalijama.

e Polimerni materijali cjenovno su pristupacni, fleksibilni 1 opticki transparentni.

Moguca je ogranic¢enost upotrebe zbog koriStenja visokih temperatura i tlakova.
1.1.3. Strujanje u mikroreaktorima

U mikroreaktorima, moguée je provoditi jednofazne i viSefazne procese. Kod
mikroreaktora s kontinuiranim protokom jedne faze, strujanje se dominantno moze opisati
laminarnim profilom (Chen 1 Lv, 2022). ViSefazno strujanje u mikroreaktorskim sustavima
odnosi se na mikrostrujanje u kojem su prepoznatljive dvije ili viSe razli¢itih faza, odnosno
kontinuirana faza i jedna ili viSe dispergiranih faza. Ako se radi o dvofaznom toku koji oznacava
kombinaciju dviju razli¢itih faza, dva naj¢esca tipa su plin-kapljevina (engl. gas-liquid, GL) 1
kapljevina-kapljevina (engl. liquid-liquid, LL) (Etminan i sur., 2021). Prednost viSefaznog
sustava je u tome Sto reakcijska zona nije u kontaktu s vanjskim stjenkama kanala (Chen i Lv,
2022). Isto tako, kada je rijec o viSefaznim sustavima, vazno je osigurati dobro mijesanje i dobar

prijenos tvari. Kako bi se osigurali optimalni uvjeti procesa u sustavima s vise faza, potrebno
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je analizirati hidrodinamicke uvjete i1 uvjete prijenosa topline i tvari (Jurinjak Tusek 1 sur.,

2019).

Temeljna jednadzba kojom se moze opisati strujanje teku¢ina unutar mikroreaktora je
Navier-Stokesova jednadzba (Hessel i sur.,, 2003). Ova jednadzba proizlazi iz drugog
Newtonovog zakona koji se odnosi na protok tekuc¢ina. Jednadzba 1 prikazuje proSireni izraz

Navier-Stokesove jednadzbe za stlacive fluide koja je primjenjiva za sustave s plinskom fazom:

9, a,,.> 3, 9 [ (0,,. By, 2 avj)l
. _l+v,._l = ——4+9p- '+_H' _l+___. e [1]
p (at s 0, P T, Moy, " o, 3 %D,

gdje je v; komponenta brzine strujanja u smjeru i, p gustoca fluida, u dinamicka viskoznost, p
tlak, gi ubrzanje sile teze, §;; Knockerov simbol, v i g vektorske veliCine te i, j 1 kK komponente

vektora.

Navier-Stokesova jednadzba definira skup od tri jednadzbe s Cetiri nepoznanice

(vi, vj, vy 1 p). Kako bi stvorili cjelovit izraz potrebna je joS jedna jednadzba, a to je jednadZzba
ocuvanja mase (jednadzba 2):

dp 0

— 4

ac Vo, (p-v;) = 0. 2]

Za razliku od plinova, tekuc¢ine su nestlacive. Za nestlacivi tok, odnosno konstantnu
gusto¢u p, koristi se pojednostavljeni oblik Navier-Stokesove jednadzbe (jednadZzba 3) i

pripadajuca jednadZba oCuvanja mase (jednadzba 4) (Hessel i sur., 2003):

d, &, 1 0, 1 9 < ) )
4y —t=——. L4 u-—-v; |, [3]
o Uy o, Sea, e
d,.
—L =0. 4
=0 [4]

Pad tlaka je vazna varijabla u projektiranju (mikro)reaktora jer se pomocu pada tlaka
mogu previdjeti neke od klju¢nih informacija poput potroSnje energije, potrebnog kapaciteta
pumpi kao 1 materijala potrebnog za konstrukciju uredaja (Jovanovi¢ i sur., 2012). Hagen-
Poiseuilleova jednadZba (jednadZzba 5) opisuje odnos izmedu pada tlaka, brzine protoka i otpora
mikrokanala sa specificnom geometrijom, duljinom (L) i promjerom (d) mikrokanala.

Pretpostavke koje se moraju uzeti u obzir su da se radi o nestlacivoj i viskoznoj tekucini, da je

5
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prisutno laminarno strujanje kroz kanal konstantnog presjeka i da nema ubrzanja tekucine.
Pocetne hipoteze u potpunosti su zadovoljene u promatranim mikrofluidnim sustavima (Zanella
iBiral, 2013). Ovim matemati¢kim izrazom moze se do¢i do procjene brzine protoka s poznatim
primijenjenim tlakom 1 poznatom geometrijom mikrokanala (Hrynevich i sur., 2022).

AP = W [5]

Kako bi se olaksalo rjesavanje Navier-Stokesove jednadzbe koriste se bezdimenzijske
znacajke. Bezdimenzijske znacajke mogu predstavljati omjer razlicitih fizikalnih veli¢ina, a
imaju znacajnu ulogu u analizi profila strujanja i medudjelovanja izmedu faza (Etminan i sur.,
2021). Tablica 1 prikazuje neke od najvaznijih bezdimenzijskih znacajki koje se koriste u
opisivanju viSefaznih sustava u mikrokanalima.

Tablica 1. Najvaznije bezdimenzijske znacajke koje opisuju strujanje viSefaznih sustava
(prema Etminan i sur., 2021)

Naziv Oznaka Matematicki izraz Opis
— co . d2 ravitacijska sila
Bondov broj Bo (pr—p2)-8-d S " :
o povrsinska napetost
. & kapilarna duljina
Cahnov broj Cn - ———
d promjer cijevi
. U-v visokzna sila
Kapilarni broj Ca — —
o povrsinska napetost
- p? inercijska sila
Freudov broj Fr P2 . ) = ;
(p1—p2)-g-d gravitacijska sila
v . d . . r k .l
Reynoldsov broj Re P m
n viskozna sila
2.4- inercijska sila
Weberov broj We w — )
o povrsinska napetost

Kod makrosustava prisutan je veliki utjecaj inercijskih sila, dok je kod mikrosustava

dominantniji utjecaj visokoznih sila te je stoga vrijednost Reynoldsovog (Re) broja mala,
odnosno prisutno je laminarno strujanje. Vrijednosti Reynoldsove znacajke u pravilu ne prelaze

100 u mikrokanalima (Plazl i Lakner, 2010).
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1.1.3.1. Dvofazni sustav kapljevina-kapljevina u mikroreaktoru

Sustavi kapljevina-kapljevina imaju Siroku primjenu u razliitim procesima poput
enzimskih reakcija, ekstrakcije, kristalizacije, separacije stanica i polimerizacije (Kashid i sur.,
2011). U dvofaznim sustavima kapljevina-kapljevina moguce je formiranje nekoliko oblika
strujanja: segmentirano (Taylorovo), mjehuricasto, paralelno i anularno (Jovanovic i sur., 2012)
pri ¢emu su najcesca segmentirano i paralelno strujanje (slika 2) (Chen i sur., 2022). Uobicajeno
se u mikrokanalima s glatkim stjenkama uspostavlja paralelno strujanje, dok je segmentirano

strujanje tipicno za mikrokanale s hrapavim stjenkama (Gojun i sur., 2019).

Kod segmentiranog strujanja, fluid je podijeljen u manje, odvojene segmente ili kapljice
koji se kre¢u mikrokanalom. Prijenos tvari ostvaruje se putem kaoti¢ne advencije (slika 2a)
(Gonidec i1 Puigmarti-Luis, 2019). U sustavima kapljevina-kapljevina segmentacija se stvara
zbog velike razlike u povrSinskoj napetosti dviju tekucina koje se ne mijeSaju (Suryawanshi 1
sur., 2018). Gore spomenuti bezdimenzijski brojevi (tablica 1) pokazali su se izvrsnima u
opisivanju i klasificiranju dominantnih sila razli¢itog ponasanja segmentiranog strujanja (He i

sur., 2020).

Mikroreaktori s paralelnim tokom smatraju se najjednostavnijim mikrofluidnim
sustavima (Li 1 sur., 2020). Kod paralelnog strujanja dvije faze struje u slojevima, mijeSanje je
sporo 1 postize se samo molekularnom difuzijom (slika 2b). Za razliku od segmetiranog

strujanja, ovdje nema unutarnje cirkulacije (Chen i sur., 2022).

(a) Segmentirano N . ] Reaktant 1
Strujanje 4 @ ] Reaktant 2
Kaoti¢no mijesanje [ ] Otapalo
(b)
:)ti:?:le]:;l: e [ 1 Zonareakcije

Molekularna difuzija

Slika 2. Najces¢i profili strujanja u dvofaznom sustavu kapljevina-kapljevina (prema Gonidec
1 Puigmarti-Luis, 2018)

Difuzija se definira kao proces Sirenja molekula iz podrucja viSe koncentracije prema
podrucju niZze koncentracije putem Brownovog gibanja, Sto rezultira postupnim mijeSanjem

materijala (Capretto i sur., 2011). Difuzijski procesi prate Fickov zakon (jednadzba 6):
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d
J=-p-=2 [6]

gdje J oznacava difuzijski tok, D difuzijski koeficijent, a dg/dx koncentracijski gradijent,
odnosno promjenu koncentracije ¢ s obzirom na promjenu polozaja x. Ovaj izraz znacajno
pomaze u razumijevanju i predvidanju difuzije pojedinih reaktanata u mikrokanalu. Vazno je
tijekom reakcija posti¢i homogenost otopine, odnosno odrediti optimalno vrijeme mijeSanja.
Jednadzbom 7 mogucée je procijeniti karakteristicno trajanje molekularne difuzije u

mikrokanalu:

LZ
tp = D [7]

gdje L predstavlja karakteristicnu duljinu mikrokanala, a D koeficijent difuzivnosti. Male
dimenzije mikroreaktora rezultiraju kra¢im difuzijskim vremenima i brzim mijeSanjem, $to
omogucuje ravnomjerniju raspodjelu reagensa i katalizatora u otapalu unutar mikrokanala

(Chen i sur., 2022).

1.1.4. Biotransformacije u mikroreaktorima

Kemijski kataliticki procesi u novije se vrijeme zamjenjuju biokataliti¢kim procesima u
kojima se toksi¢na organska otapala zamjenjuju ,,zelenim* organskim otapalima, a umjesto
kemijskih katalizatora koriste se biokatalizatori kao §to su enzimi (Soka¢ Cvetni¢ 1 sur., 2023).
Kontinuirani protocni mikroreaktorski sustavi imaju potencijal unaprijediti primjenu enzima u
smislu integriranog procesiranja i analiticke kontrole procesa (Gkantzou i sur., 2018). Prema
tumacenju Roberge 1 sur. (2005), 50 % reakcija koje se primjenjuju u proizvodnji finih
kemikalija 1 farmaceutskoj industriji moglo bi imati koristi od kontinuirane proizvodnje, a za

cak 44 % njih mikroreaktorski sustavi bi bili najbolji izbor za proizvodne postupke.

Enzimi su bioloski katalizatori koji ubrzavaju odvijanje kemijskih reakcija pritom ne
mijenjajuci ravnotezu reakcije. Proteinske su grade, a posjeduju izvrsna svojstva, poput visoke
aktivnosti, visoke selektivnosti i specifi¢nosti prema supstratima koja omogucuju izvodenje
najsloZenijih reakcija pri blagim eksperimentalnim uvjetima (Vasi¢ 1 sur., 2020). Prednosti

primjene enzima prikazane su na slici 3.
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2 > S : Odrzivost prema postavkama 2 A
Specifi¢nost i selektivnost Blagi uvjeti reakcije Belouie hemije Utinkovitost i prinos procesa

! Visoka specifi¢nost: Enzimi su

: vrlo specifi¢ni za supstrate,

: smanjujuéi proizvodnju neZeljenih
1 nusprodukta i poboljsavajuci

: &istoéu Zeljenog produkta.

1 Regio- i stereoselektivnost:

: Enzimi mogu katalizirati reakcije
1 na visoko regioselektivan

| (specifican za odredeni polozaj) i

1 1 s )

: 1 Temperatura i pH: Enzimi se :
1 ! obi¢no koriste pri gotovo 1
: 1 neutralnom pH i umjerenim :
1 | temperaturama $to smanjuje 1
: 1 potrebu za uvjetima koji mogu biti :
1 : energetski intenzivni ili 1
| . . 1
i 1 potencijalno opasni. H
1 1
1 1
1 1
1 '
1 1
1 1
1 1
1 '
1 l
1 1
1 1

, Kataliticka ué¢inkovitost: Enzimi
1 mogu ubrzati reakcije za nekoliko
: redova veli¢ine, $to rezultira

: brzim vremenom reakcije.

1 Visoki prinesi: Specifi¢nost

: enzima Cesto rezultira ve¢im

1 prinosima Zeljenog produkta,

| smanjujuéi potrebu za opseznim

: Biorazgradivost: Enzimi su

1 bioragradivi ¢ime se smanjuje

: negativan utjecaj na okolis.

1 Obnovljivest: Enzimi se obi¢no

: dobivaju iz obnovljivih izvora, Sto
1 biotransformacije &ini odrZivijima
: od procesa koji se oslanjaju na

! neobnovljive kemijske

LN v . ' .

| Ekoloska prihvatljivost: Blagi

1 uvjeti takoder znace da su procesi
1 katalizirani enzimima &esto

L. o . e o
£y | Netoksi¢nost: Enzimi su opéenito
mogu Katalizirati Sirok raspon

1 kemijskih reakcija, ukljucujuéi

: one koje je tesko postici

: tradicionalnim kemijskim

| metodama.

: Modularni inZenjering: Enzimi
1 se mogu dizajnirati ili optimizirati
: za specifi¢éne zadatke,

1 poboljsavajuci njihovu izvedbu u
: industrijskim procesima.

I stereoselektivan (specifi¢an za 5 s 3 X  katalizatore. 1 procesima pro¢is¢avanja.
1 a B i 1 manje energije i stvaraju manje I 1
; odredeni stereoizomer) naéin. 1 . '
: , nusprodukta u usporedbi s : i
1 1 kemijskom katalizom. 1 1
e e e e e e s M P T o i e N D i e o o o e e o i o
. Jednostavan prijenos u vece
Raznolikost supstrata L Sigurnost procesa
mjerilo

i i i

1y 1 1

1 Sirok raspon reakcija: Enzimi 1 Prilagodljivost velikim

1

1

| mjerilima: Enzimski procesi

1 Cesto se mogu ucinkovito

: povecati, Sto ih ¢ini prikladnima
: za industrijsku produktnju.

i Isplativost: Tako pocetni razvoj
: moze biti skup, procesi

1 katalizirani enzimima mogu s

: vremenom postati isplativi zbog
1 veih prinosa, nizih energetskih
: zahtjeva i manje nusprodukta.

!
1

1
1

|

1

1 : netoksiéni i sigurni za rukovanje,
: 1 smanjujuci rizike povezane s

: : opasnim kemikalijama.

' 1 Smanjena potreba za opasnim

! : kemikalijama: Enzimski procesi
: ! Cesto zamjenjuju jake kemikalije,
: : sto dovodi do sigurnijeg radnog

1

1

1

1

1

1

! okruzenja.

Slika 3. Prednosti primjene enzima kao katalizatora (prema Robinson, 2015)

U enzimskim mikroreaktorima, enzimi mogu biti suspendirani ili imobilizirani (Sali¢ i
sur., 2011). Kod suspendiranih enzima, reakcija zapocinje uvodenjem otopina supstrata i
enzima kroz odvojene ulaze, te se nastavlja kontinuiranim protokom reaktanata tijekom
vremena (Laurenti i dos Santos Vianna Jr., 2016). U tablici 2 dan je prikaz biotransformacija

koriStenjem suspendiranih enzima u mikroprotocnim sustavima.
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Tablica 2. Enzimske biotransformacije u mikroreaktorskim sustavima sa suspendiranim enzimima

Biotransformacija

Enzim/i

Vrsta sustava

Produktivnost procesa

Referenca

Sinteza izoamil acetata

lipaza iz Candida

ionska tekuc¢ina / n-heptan

trostruko povecanje brzine reakcije u

Pohar i sur., 2009

antarctica usporedbi s Sarznim postupkom
alkohol
s . . o . ) )
Regeneracija NAD" dehidrogenaza iz vodeni dvofazni kqgverzua Ofi 65’3 % postlgnuta.Je 22 | Sali¢ i sur., 2013
Saccharomyces vrijeme zadrzavanja od 36 sekundi
cerevisiae
konverzija katehola od 41,3 %
postignuta za 72 sekunde za ulaznu
Oksidacija katehola i L- | lakaza iz Trametes deni dvofazni koncentraciju kisika od 0,271 mmol dm” | Jurinjak Tusek i sur.,
DOPA versicolor vodent dvolazni 3 konverzija L-DOPA od 45 % | 2013
postignuta za wulaznu koncentraciju
kisika od 0,544 mmol dm™
Sinteza (S)-2- .
hidroksipropiofenona iz benzoilformat svi mikroreaktori pokazali su 72 puta
Propie dekarboksilaza iz voda — organsko otapalo . PO p Valinger 1 sur., 2014
benzaldehida i . vecu volumnu produktivnost
. Pseudomonas putida
acetaldehida
Oksidacija heksanola s alkqhol ' upot'rebom . suspenzhranog enzima
. . dehidrogenaza iz vodena faza — organsko otapalo | postignuta je 100 %-tna konverzija | & .., . ..
potpuno integriranom . . . .| Sali¢ i Zeli¢, 2014
. Saccharomyces (heksan) koenzima uz kratko vrijeme zadrZavanja
regeneracijom NADH .. _
cerevisiae (t=0,85)
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Tablica 2. Enzimske biotransformacije u mikroreaktorskim sustavima sa suspendiranim enzimima — nastavak

Biotransformacija

Enzim/i

Vrsta sustava

Produktivnost procesa

Referenca

Hidratacija akrilonitrila
u akrilamid

nitril hidrataza i
mirujuce stanice iz
Rhodococcus ruber

vodena faza — uljna faza

postignuta stopa konverzije od 90 %

Liisur., 2017

prinos vec¢i od 30 % postignut za vrijeme

lipaza iz zadrzavanja od 32 minute; predloZen
Sinteza biodizela Thermomyces vodena faza — uljna emulzija a P . Gojun i sur., 2019
) PTFE cijevni reaktor zbog smanjene
lanuginosus . S
mogucnosti zacepljenja
Hldrohza‘ estera llpaza 1z Aspergillus vodena faza — uljna faza stopa hld‘rohz‘e dosegla je. 75,4 % za Mei i sur., 2020
astaksantina niger vremenski period od 200 minuta
Hidroliza 4-nitrofenil lipaza iz . B ne dpla21 do.pjenjenjg tljekovrpv ,reakcge§ .
Pseudomonas voda — ionska tekuc¢ina postignuta visoka razina proc¢is¢avanja i | Deng i sur., 2020
acetata e .
fluorescens trostruko recikliranje enzima
. I lipaza iz o I o
Sinteza purinskih . o sintetizirano 12 purinskih nukleozidnih .
nukleozidnih estera LZZZ?SZ); ces organski (tert-amilni alkohol) estera s prinosima od 78 do 93 % Zhang 1 sur., 2024
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Upotreba enzima u reaktorima dozivljava svakodnevni rast, a posebice u primjeni
imobiliziranih enzimskih reaktora (engl. Immobilized-Enzyme Reactors, IMER), gdje su enzimi
vezani ili zarobljeni na Cvrstu podlogu. Imobilizacija enzima pruza mogucénost ponovne
upotrebe, jednostavnost rukovanja, olakSanu separaciju produkta od enzima i povecanu
stabilnost enzima na promjene radnih uvjeta (Nagy i sur., 2022). U tablici 3 dan je pregled
biotransformacija koriStenjem enzima imobiliziranih u mikroreaktorskim sustavima tzv. u-
IMER sustavima. Kako navode Zhu i sur. (2020) postoje osnovna tri pristupa klasifikacije u-
IMER unutarnjih struktura: (i) tip s premazom na stjenkama, (ii) monolitni tip i (iii) tip s
punjenjem (slika 4). Kod mikroreaktora s premazom na stjenkama, enzim je izravno
imobiliziran na unutarnju stjenku mikrokanala. Dostupne povrSine stjenki mikroproto¢nih
sustava su ogranicene, S$to rezultira niskim kapacitetom punjenja enzima. Enzimski
mikroreaktori s punjenjem nude najveci omjer povrsine i volumena §to ih ¢ini boljima u odnosu
na tipove sa zidnim premazom. Kod ovakvih tipova u-IMER-a koriste se imobilizacijske
tehnike adsorpcije, kovalentne imobilizacije, ionskog vezanja i unakrsnog povezivanja
(Gkantzou 1 sur., 2018). Monolitni mikroreatori ispunjeni su monolitnim materijalima s
medusobno povezanim mezo- ili mikroporoznim strukturama (Soka¢ Cvetni¢ 1 sur., 2023).

Ovakva izvedba znatno je skuplja i zahtjevnija od ostalih.

supstrat 1
a) v produkt

S

=

supstrat 2

7™\

nusproizvod

b) supstrat 1

5 produkt
>SRN <

nusproizvod
supstrat 2 P

o) supstratl

\
_ produkt

S

supstrat 2 nusproizvod

Slika 4. Vrste mikroreaktora s imobiliziranim enzimima: a) tip s premazom na stjenkama, b)
monolitni tip 1 ¢) tip s punjenjem (prema Soka¢ Cvetni¢ i sur., 2023)
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Tablica 3. Enzimske biotransformacije u mikroreaktorskim sustavima s imobiliziranim enzimima

Biotransformacija Enzim/i Metoda imobilizacije enzima Produktivnost procesa Referenca
Proizvodnia ucinkovitost imobilizacije je oko 15,9
. J: . endodekstranaza iz imobilizacija na epoksi-aktiviranom | %, enzim je zadrzao vise od 77 % .
izomaltooligosaharida o . . y ; . . Bertrand i sur., 2014
. Penicillium spp. monolitnom CIM® disku pocetne aktivnosti tijekom razdoblja od
iz dekstrana T40

78 dana

Biokataliticka lakaza iz Trametes kovalentna imobilizacija na stijenki | konverzija od 25 % za vrijeme | Jurinjak Tusek i sur.,
oksidacija katehola versicolor cijevnog staklenog mikroreaktora zadrzavanja od 22 s 2017

Sinteza acetofenona i
L-alanina

o-transaminaza iz
Escherichie coli

mikroreaktor s punjenjem koji koristi
sloj LentiKats® - PVA ¢estica kao
nosaca

viSe od 80 % pocetne produktivnosti
zadrzano je nakon 21 dana neprekidnog
rada na 24 °C

Baji¢ 1 sur., 2017

Transglukozilacija iz
saharoze u glukozil
glicerol

saharoza forsforilaza
1z Leuconostoc
mesenteroides

kovalentna imobilizacija na porozne
nosace (polimetakrilat i CPG)

postignuti su prinosi > 85 %

Bolivar i sur., 2017
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Tablica 3. Enzimske biotransformacije u mikroreaktorskim sustavima s imobiliziranim enzimima — nastavak

Biotransformacija Enzim/i Metoda imobilizacije enzima Produktivnost procesa Referenca
. e hiroksinitril liaze i kovalentna i ilizacij . .. )
Proizvodnja kiralinih JTOKSHUIL Haze 12 ovaientna 1mob1.1zac1j ana konverzija od 97 % =za vrijeme | Van Der Helm i
. .. Hevea brasiliensis 1 silikatnom monolitnom . . .
cijanohirina . . zadrzavanja od 3,2 minute sur., 2019
Manihot asculenta mikroreaktoru
. nakon 10 dana zadrzano je 92 % .
o . . porozna kopolimerna y . L o, | Menegatti 1
Kontinuirana aminska transaminaza . . . pocetne produktivnosti; prinos od 80 % | ~ . S,
. . g . hidrogel-matrica formirana na . ) » . Znidarsic¢-Plazl,
transaminacija iz Escherichie coli . dobiven je zadrzavanjem od 310
mikroreakoru . 2021
minuta
Hidrolizacija 97,2 % veca proizvodnja glukoze u

karboksimetil celuloze
(CMCO)

celulaza iz
Aspergillus niger

kovalentno vezanje DA i PEI na
povrsine mikroreaktora

mikroreaktoru u odnosu na druge
reakcijske sustave

Lin i sur., 2022

Sinteza (S)-1-Boc-3-
aminopiperidina

w-transaminaza

kovalentna imobilizacija na
epoksidnoj smoli

konverzija od 95 % postignuta je unutar
zadrzavanja od 10 minuta

Wang i sur., 2022

Biosinteza (S)-2-
aminobutan-1-ola

amin dehidrogenaza i
glukoza
dehidrogenaza iz
Escherichie coli

kovalentna imobilizacija na amino,
1onsko-izmjenjivackoj 1 epoksidnoj
smoli

konverzija za 48-satni kontinuirani
proces je 91,8 %

Xie 1 sur., 2024

Proizvodnja konjugata
galne kiseline i
dekstrana

lakaze iz Trametes
versicolor

kovalentna imobilizacija na
CIMmultus® CDI monolitnoj koloni

1,43 mg lakaze wuspjeSno je
imobilizirano daju¢i stopu konverzije
mase od 32,17 %

Hou 1 sur., 2024
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1.1.5. Nedostatci mikroreaktora

Unato¢ brojnim prednostima mikroreaktorskih sustava, njihov mali protok jos uvijek
predstavlja velik izazov za industrijsku primjenu (Wang i sur., 2020). Isto tako, cijena
proizvodnje moze znacajno porasti ovisno o koriStenom materijalu, tehnici proizvodnje i
slozenosti mikroreaktorskog sustava. Takoder, nuzno je i koriStenje ostalih dijelova opreme,
poput pumpi i senzora koji dodatno povecavaju troskove (Gojun i sur., 2019). Vazno je voditi
brigu o odabiru adekvatnog materijala za izradu mikroreaktora kako bi se izbjegla eventualna
oSte¢enja. U radu s viskoznim i Cvrstim sustavima, mali promjeri mikrokanala mogu
predstavljati problem zbog moguceg zacepljenja. Kako bi se minimizirala zacepljenja, prije
upotrebe mikroreaktora potrebno je provesti postupak filtracije. Isto tako, izravna upotreba
reaktanata u krutom obliku nije prikladna za upotrebu u ovakvim sustavima (Zong i Yue, 2022).
Ovom problemu pristupa se s ozbiljnos¢u, buduéi da znacajan dio industrijskih procesa
ukljucuje koriStenje krutina. PredloZzeno je nekoliko moguénosti kojima bi se sprijecilo
zacepljenje, a to je koristenje visefaznog protoka, modifikacija vlaznosti povrsine kanala i
najucinkovitija, djelovanje ultrazvukom niskog intenziteta. Osnovni princip rada ultrazvuka
zasniva se na fenomenu kavitacije. Uslijed djelovanja kavitacije, dolazi do snaznog mijeSanja

u mikrokanalima, a osim toga i do ,,razbijanja* nakupina Cestica (Dong 1 sur., 2020).

1.2. Glukoza dehidorogenaza

Glukoza dehidrogenaza (EC 1.1.1.47; B-D-glukoza: NAD(P)" 1-oksidoreduktaza)
pripada skupini oksidoreduktaza. Oksidoreduktaze su skupina enzima koje kataliziraju oksido-
redukcijske reakcije odnosno prijenos elektrona s jedne molekule na drugu. Glukoza
dehidrogenaza (GDH) katalizira oksidaciju p-D-glukoze u D-glukono-1,5-lakton
(glukonolakton) uz istodobnu redukciju NAD(P)" u NAD(P)H. Glukonolakton spontano

hidrolizira u glukonsku kiselinu (slika 5).

OH
H OH H
GDH H o OH %)H o
HO HO Y Y OH
HO . OH @ o i i
H OH 0 0 OH OH
H H NAD(P)" NAD(P)H + H* H
D-glukoza D-glukono-1,5-lakton D-glukonska Kkiselina

Slika 5. Strukturni prikaz reakcije katalizirane enzimom GDH
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Nikotinamid-adenin dinukleotid (NAD") prvi je put opisan 1906. godine kao
komponenta koja moze povecati brzinu fermentacije u kvascu (Xie i sur., 2020). Nesto kasnije,
utvrdeno je kako je ovaj koenzim kljuc¢an u prijenosu elektrona s jedne reakcije na drugu §to je
od iznimnog znacaja za energetski metabolizam stanice. Nikotinamid-adenin dinukleotid fosfat
(NADP") razlikuje se od NAD" po dodatnoj fosfatnoj skupini na prstenu riboze. Vazan je
koenzim u stanici jer se koristi u biosintetskim reakcijama kao ,,reduktivna snaga“. Naime, sluzi
kao reducens predajuci elektrone, odnosno njegovom se oksidacijom oslobada dostatna koli¢ina
energije za nesmetano odvijanje reakcije. Ve¢ina enzima oksidoreduktaza zahtijeva skupe
nikotinamidne koenzime (NADH ili NADPH), stoga je imperativ postaviti uc¢inkovit sustav

regeneracije ovog koenzima.

Glukoza dehidrogenaze moguce je podijeliti u tri skupine ovisno o vrsti koriStenog

kofaktora:

e nikotin adenin dinukelotid (NAD") ili nikotin adenin dinukleotid fosfat (NADP") —
GDH

e pirolokinolin-kinon (PQQ) - GDH

e flavin adenin dinukleotid (FAD) — GDH (Boontim, 2006).

PQQ-ovisna GDH koristi pirolokinolin-kinon kao prostetsku skupinu koja ostaje vezana
tijekom cijelog katalitickog procesa. Potpuna molekularna struktura enzima PQQ-GDH
otkrivena je tek 80-ih godina proSlog stolje¢a (Lisdat, 2020). Osim glukoza dehidrogenaze,
PQQ sadrze i alkohol dehidrogenaza te sorbitol dehidrogenaza. FAD-ovisna GDH koristi flavin
adenin dinukelotid kao primarni akceptor elektrona. Zbog Siroke supstratne specificnosti PQQ-
GDH mozZe izazvati ozbiljne pogreSke u senzoru glukoze, te zbog toga FAD-GDH postaje
najpouzdaniji enzim za senzor glukoze (Yoshida i sur., 2015). Medutim, senzori bazirani na
FAD-GDH imaju nedostatke poput zahtjevnog procesa pripreme 1 visokih operativnih tro§kova

(Kim 1 sur., 2013).

1.2.1. Izvori glukoza dehidrogenaze

Ovaj enzim pojavljuje se u raznim organizmima kao Sto su Bacillus magaterium,
Bacillus subtilis, Gluconobacter suboxydans, Halobacterium mediterranes, Thermoplasma
acidophilium, Sulfobus solfataricus 1 Haloferax mediterranei. Glukoza dehidrogenaza izolirana
iz razli¢itih organizama pokazuje 1 razli¢ita biokemijska svojstva poput aktivnosti i stabilnosti,

ali i sklonosti prema kofaktorima (NAD" i NADP") (Pongtharangkul i sur., 2015). Primjerice,
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GDH iz Bacillus subtilis pozeljna je za biokataliticke procese zahvaljujuéi izvrsnim svojstvima
(Shah i sur., 2020). Ima oblik tetramera s molekulskom masom 126 kDa, pokazuje pH optimum

na 8,0 i Siroki temperaturni raspon od 45 °C do 50 °C (Weckbecker i Hummel, 2005). GDH iz

Bacillus subtilis intenzivno se koristi za regeneraciju NAD(P)H (Pongtharangkul i sur., 2015).

U tablici 4 prikazani su kineticki parametri i svojstva glukoza dehidrogenaza izoliranih
iz razli¢itih vrsta organizama. Kineticki parametri za GDH izoliranu iz Paenibacillus pini
pokazuju razli¢it afinitet prema NAD" odnosno NADP" koenzimu. Enzim je pokazao manju
Michaelis-Menteni¢inu konstantu (Kjs) za NAD" u iznosu od 0,25 mM, u odnosu na 2,16 mM
za NADP". Ovaj podatak ukazuje na veci afinitet enzima za NAD" u odnosu na NADP".
Nasuprot tome, GDH izolirana iz Haloferax mediterranei ne pokazuje aktivnost prema NAD",

ve¢ prema NADP" i 8-D glukozi.

Tablica 4. Kineticke konstante 1 svojstva GDH izoliranih iz razli¢itih vrsta organizama

konstanta Ky
(mM) fopt.
Organizam pHopt. Referenca
p-D (°C)
NAD" | NADP'
glukoza
Haloferax
NA* 0,035 2,8 8,0 37 Pire i sur., 2001
mediterranei
Lysinibacillus
_ 0,09 0,07 5,1 9,5 50 Ding i sur., 2011
spaericus
Bacillus Pongtharangkul 1
0,25 0,05 5,5 8,0 45-50
amyloliquefaciens sur., 2015
Paenibacillus pini 0,25 2,16 26,75 8,0 50 Shah i sur., 2020

NA* — nema aktivnosti

1.2.2. Primjena glukoza dehidrogenaze

Glukoza dehidrogenaza je enzim s nekoliko vaznih primjena u raznim podrucjima,
posebice u biotehnologiji, medicini i industrijskim procesima. Pregled primjena GDH dan je u

tablici 5.
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Tablica 5. Pregled primjene enzima glukoza dehidrogenaze

Primjena GDH

Opis

Referenca

Biosenzori i mjerenje

koncentracije glukoze

Mjerenje koncentracije glukoze u krvi: Jedna od najces¢ih primjena GDH su biosenzori za mjerenje
glukoze u krvi, posebno u kontroli dijabetesa. GDH se koristi u trakama za mjerenje glukoze i
sustavima za kontinuirano mjerenje razine glukoze u krvi. Enzim katalizira oksidaciju glukoze u
glukonolakton, zajedno s redukcijom kofaktora (npr. NAD™ ili FAD) kako bi proizveo mjerljivi signal.
Prehrambena industrija: Biosenzori temeljeni na GDH koriste se u prehrambenoj industriji za analizu

razine glukoze u proizvodima, osiguravajuci kontrolu kvalitete tijekom proizvodnih procesa.

Tang i sur., 2020;
Bollella i sur., 2019

Wijavanti i sur., 2023;
Stredansky, 2018

Biokataliza i

biotransformacija

Proizvodnja finih kemikalija: GDH se koristi u proizvodnji finih kemikalija i farmaceutskih proizvoda,
gdje sluzi kao biokatalizator za stereoselektivnu redukciju ketona u kiralne alkohole. Sposobnost
enzima da regenerira kofaktore poput NADH ili NADPH tijekom ovih reakcija posebno je vrijedna u
ucinkovitom pokretanju sintetskih procesa.

Regeneracija kofaktora: GDH se Cesto koristi u biokatalitickim procesima za regeneraciju NADH ili
NADPH iz NAD" odnosno NADP". Ova regeneracija kofaktora klju¢na je za pokretanje drugih
enzimskih reakcija koje zahtijevaju kontinuiranu opskrbu smanjenim kofaktorima, €ine¢i proces

isplativijim 1 odrzivijim.

Karagoz i sur., 2020

Yan i sur., 2022;
Pongtharangkul i sur.,

2015

Dijagnosticke primjene

Klinicka dijagnostika: GDH se koristi u dijagnosti¢kim setovima za mjerenje razine glukoze u
razli¢itim bioloSkim teku¢inama, ukljucujuéi krv, urin i cerebrospinalnu teku¢inu. Ta su mjerenja

kljuc¢na za dijagnosticiranje i pracenje bolesti poput dijabetesa.

Sonagra 1 sur., 2024;
Zhao 1 sur., 2021;
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Tablica 5. Pregled primjene enzima glukoza dehidrogenaze — nastavak

Detekcija patogena: U nekim dijagnostickim testovima, GDH se koristi zajedno s drugim enzimima

za otkrivanje specificnih patogena ili metabolita, nude¢i pouzdan alat za medicinsku dijagnostiku.

Lee i sur., 2020;
Khodaparast. 2019;
Bilen i sur., 2007

Biogorivne ¢elije

Enzimske celije za biogorivo: GDH se koristi u razvoju ¢elija za biogorivo, gdje djeluje kao anodni
katalizator. Ove Ccelije s biogorivom proizvode elektricnu energiju iz oksidacije glukoze, s

potencijalnom primjenom u napajanju medicinskih uredaja poput sr¢anih stimulatora ili biosenzora.

Jeon i sur., 2019;
Okuda-Shimazaki i
sur., 2008

Prehrambena industrija

Analiza i kontrola slatkoce: GDH se moze koristiti za analizu razine glukoze u pi¢ima i hrani za
kontrolu slatkoce i procesa fermentacije, osiguravajuéi dosljednost i kvalitetu u proizvodima poput
sokova, vina i piva.

Kontrola fermentacije: tijekom fermentacije GDH pomaZe u analizi razine glukoze, $to je bitno za
optimiranje uvjeta fermentacije 1 osiguravanje Zeljene kvalitete proizvoda u pivarskoj 1 pekarskoj

industriji.

Ando 1 sur., 2023;
Zhang i sur., 2023;
Wijayanti i sur., 2023;

Vasilarou i sur., 2000

Istrazivanje 1 razvoj

Metabolicke studije: GDH se koristi u istrazivanjima za prouc¢avanje metabolizma glukoze i kinetike
enzima. Razumijevajuéi kako se glukoza razgraduje u razli¢itim bioloskim sustavima, istrazivaci
mogu ste¢i uvid u metabolicke poremecaje 1 razviti nove terapijske strategije.

Sintetska biologija: U sintetskoj biologiji, GDH se konstruira ili koristi u kombinaciji s drugim
enzimima za stvaranje novih biosintetskih putova ili za optimiziranje metaboli¢kih procesa u

mikroorganizmima.

Sun i sur., 2024;
Rozova i sur., 2021;
Pongtharangkul 1 sur.,
2015; Penkler i sur.,
2015

Zastita okoliSa

Bioremedijacija: GDH se mozZe koristiti u procesima bioremedijacije za otkrivanje i razgradnju

zagadivaca na bazi glukoze u otpadnim vodama, pridonosec¢i naporima za ¢iS¢enje okolisa.

Sainz 1 sur., 2016;

Ahuja i sur., 2004
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Opdi i specificni ciljevi rada

rada.

Na temelju dostupnih literaturnih podataka postavljeni su op¢i i specificni ciljevi ovoga

Op¢i cilj ovoga rada ukljucuje povecanje znanja 0 mogucoj primjeni mikroreaktora za

provedbu biotransformacije glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom. Kako bi se pridonijelo

op¢em cilju u okviru ovoga rada postavljeni su sljedeci specificni ciljevi:

analizirati profile strujanja vodenog dvofaznog sustava u mikroreaktoru pri razliitim
protocima

analizirati difuzivnosti komponenata reakcijske smjese u mikroreaktoru te provesti
simulaciju modela difuzivnosti metodom konac¢nih razlika te metodom dvaju idealnih
paralelnih cijevnih reaktora

provesti eksperimente biotransformacije glukoze enzimom GDH u mikroreaktoru pri
razli¢itim ulaznim koncentracijama glukoze i koenzima NAD"

usporediti primjenjivost matematickog modela biotransformacije glukoze za
predvidanje promjene koncentracije glukoze pri razliCitim vremenima zadrzavanja
rijeSenog metodom konacnih razlika, metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora te metodom idealnog homogenog cijevnog reaktora

provesti eksperimente biotransformacije glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom

imobiliziranom na stjenke staklenog mikroreaktora i teflonskog cijevnog reaktora.
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Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Za eksperimente provedene u ovome radu koriStene su sljedece kemikalije:

e Albumin iz govedeg seruma, BSA (Sigma-Aldrich, SAD)

e APTES (3-aminopropiltrietoksisilan) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e beta-nikotinamid adenin dinukleotid, 97 % (Thermo Scientific, SAD)

e (Coomasie Briliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e D-glukoza (Gram-mol, Hrvatska)

e Dusi¢na kiselina (Scharlau, Spanjolska)

e Etanol (Kefo, Slovenija)

e Fosfatna kiselina, 85 % (Kemika, Hrvatska)

¢ Glukoza dehidrogenaza porijeklom iz Pseudomonas spp. (Sigma-Aldrich, SAD)
¢ Glukoza-PAP otopina (Greiner diagnostic GmbH, Njemacka)

e Glutaraldehid (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Klorovodi¢na kiselina (Fisher Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Natrijev hidroksid (Carlo Erba Reagents SAS, Francuska)

e TRIS baza (Tris (hidroksimetil) aminometan) (BDH Prolabo, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.1.2. Radni instrumenti

Za eksperimente provedene u ovome radu koristeni su sljedeci radni instrumenti:

e Analiticka vaga (Kern, Njemcka)

e Homogenizator (Neuation, Indija)

e Magnetska mijesalica (SB 162-3, Stuart, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Mikroreaktori (Micronit Microfluidics, Nizozemska)

e Mikroskop (B1-220A, Motic, Njemacka)

e pH-metar (914, Metrohm, Svicarska)

e Pumpe mikroreaktora (New Era Pump Systems, SAD; Harvard Apparatus, SAD)
e Spektrofotometar (Libra S11, Biochrom, Engleska)

e Vodena kupelj (IKA-Werke, Njemacka).
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3.1.3. Pribor

Za eksperimente provedene u ovome radu koristen je sljedec¢i radni pribor:

e Automatske pipete

e Eppendorf vijale

e Falcon epruvete

e Filteri

e Hyvataljke

e Kvarcna kiveta

e Mechanicke pipete

e Menzure (101 50 cm?)

e Nastavci za pipete

e Odmjerne tikvice (25, 50, 100 cm?)
e Plasti¢na boca Strcaljka

e Plasti¢ne kivete

e Staklene ¢ase (25, 50, 100, 150 cm?)
e Stakleni lijevak

e Stakleni Stapic.
3.1.4.. Programski paketi
U radu su koriSteni sljedec¢i programi:

e Microsoft Exel 2016 (Microsoft Corporation, SAD)
e Mathematica 10.0 (Wolfram Research, SAD).

3.1.5. Priprema otopina

e 0,1 mol dm™ Tris-HCI pufer pH 7
Tris-HCI pufer pripremljen je otapanjem 121,14 g Trisa u 800 cm® destilirane vode te je
pH vrijednost podesena zakiseljavanjem s koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom do

konaénih pH 7 uz kontinuirano mijeSanje na magnetskoj mijesalici.
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otopine glukoze
Razli¢ite koncentracije otopina glukoze (Celukora = 1; 4,7; 9,7 i 10 mmol dm™)

pripravljene su otapanjem glukoze u 0,1 mol dm™ Tris-HCI puferu pH 7.

otopine beta-nikotinamid adenin dinukleotida
Otopine beta-nikotinamid adenin dinukelotida (cnap+ = 1,1; 2,2 i 4,4 mmol dm?)
pripravljene su resuspendiranjem beta-nikotinamid adenin dinukleotida u 0,1 mol dm™

u Tris-HCI puferu pH 7.

suspenzije enzima glukoza dehidrogenaze
Suspenzije enzima glukoza dehidrogenaze (yopn = 0,001 i 0,09 mg cm™) pripravljene

su resuspendiranjem glukoza dehidrogenaze u 0,1 mol dm™ u Tris-HCI puferu pH 7.

Bradford reagens

Bradford reagens pripremljen je otapanjem 100 mg bojila Commassie Brilliant Blue G-
250 s 50 cm? etanola, 100 cm? ortofosforne kiseline i 850 cm? destilirane vode. Ovako
pripremljeni reagens je filtriran (Filtar Chromafil Xtra RC-20/25 0,45 um, Macherrey-
Nager, Njemacka) te potom skladiSten na temperaturi hladnjaka (7 = 4 °C) u boci
zaSti¢enoj aluminijskom folijom kako bi se sprijecilo prodiranje svjetlosti. Prije svakog
ponovnog koriStenja reagens je zagrijan na radnu temperaturu (77 = 25 °C) uz

kontinuirano mijesanje na magnetskoj mijesalici.

10 %-tna vodena otopina APTES-a

Otopina je priredena mijesanjem 1 cm® APTES-a s 9 cm® destilirane vode.

5 %-tna otopina glutaraldehida

Otopina je priredena mijesanjem 0,5 cm? glutaraldehida i 9,5 cm?® destilirane vode.
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3.2. Analiticke metode
3.2.1. Mjerenje koncentracije glukoze

Koncentracija glukoze u uzorcima odredena je pomocu enzimske GOD-PAP metode.
Nepoznata koncentracija glukoze u uzorku odredivana je spektrofotometrijski pri A = 500 nm 1
sobnoj temperaturi (7 = 25 °C) u plasti¢nim kivetama (V' = 1 cm®) uz pomoé¢ bazdarnog

dijagrama.

Za izradu bazdarnog dijagrama koriStena je standardna otopina glukoze cglukoza = 5,5
mmol dm™ koja je razrijedena na $est otopina koncentracija u rasponu od cgiukoza = 0,69 mmol
dm™ do cglukoza = 5,5 mmol dm=. Mjerenje je provedeno na nadin da je u kivete dodano 1 cm’

glukoza-PAP otopine i 10 mm’

otopine glukoze. Ovako pripremljene otopine ostave se na
sobnoj temperaturi kroz 30 min nakon ¢ega se pristupa mjerenju apsorbancije. Svi uzorci
analizirani su u tri paralele. Bazdarni dijagram predstavlja ovisnost apsorbancije o poznatoj
koncentraciji glukoze, a dobiveni dijagram s pripadaju¢om jednadzbom pravca prikazan je na

slici 6.

1,20

A=0,1429¢,,,,, +0,2748 _
R? = 0,9847

1,00 +

0,00 : : : : :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Cglukoza /mmol dm

Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze
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3.2.2. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorku mjerena je lineariziranom metodom po Bradfordu. Ova
metoda temelji se na vezanju bojila Commassie Brilliant Blue G-250 za protein. Bazdarni
dijagram potrebno je izraditi koriStenjem otopine albumina iz govedeg seruma (BSA)
koncentracije yssa = 1,0 mg cm™. Koncentracija otopine odgovara apsorbanciji od 0,660 pri
valnoj duljini 4 = 280 nm u kvarnoj kiveti. Ovako pripremljena otopina razrjeduje se na
potrebne koncentracije u rasponu koncentracija od yssa = 0,5 mg dm™ do yssa =100 mg dm™.
Linearno podrucje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji proteina postignuto je za

koncentracije 0-50 mg dm™.

Koncentracija proteina odreduje se spektrofotometrijski pri valnim duljinama A = 595
nm i 4 =400 nm. U plasti¢ne kivete dodano je 500 pL uzorka i 500 puL prethodno pripremljenog
Bradford reagensa. Otopina se kratko homogenizira te se potom inkubira pet minuta na sobnoj
temperaturi kako bi doslo do razvoja karakteristicnog plavog obojenja. Nakon isteka vremena
mjeri se apsorbancija pri valnim duljinama A = 595 nm i 4 = 400 nm na UV-Vis
spektrofotometru. Svi uzorci su analizirani u tri paralele. Koncentracija proteina u uzorku
dobivena je iz bazdarnog dijagrama pri ¢emu je koriSten omjer izmjerenih apsorbancija (595

nm /400 nm). Dobiveni dijagram s pripadaju¢om jednadZbom pravca prikazan je na slici 7.

A=0,0951y55, + 0,7813
R? = 0,9956

Ygsa /mg dm3

Slika 7. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina
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3.2.3. Mjerenje koncentracije NADH

Mjerenje koncentracije NADH provodi se spektrofotometrijski pri valnoj duljini 4 =340
nm. [z izmjerene apsorbancije izraCunata je koncentracija NADH u uzorcima pomocu
prethodno konstruirane bazdarne krivulje. Bazdarna krivulja dobivena je mjerenjem
apsorbancije standardnih otopina pri valnoj duljini 4 = 340 nm. Dobiveni dijagram s

pripadaju¢om jednadzbom pravca prikazan je na slici 8.

0,8
A=2,2453¢y,pg + 0,0152
0,7 + R2 = 0,9879 ®
0,6
0,5
S04
“

Cnapg /mmol dm3

Slika 8. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije NADH

3.3. Provedba mjerenja

3.3.1. Analiza profila strujanja dvofaznog sustava u mikroreaktoru

U staklenom mikroreaktoru (Micronit Microfluidics, Nizozemska) karakteristi¢nih
dimenzija mikrokanala (W = 250 um, 2 = 50 um i L = 330 mm) provedena je analiza profila
strujanja. Za uvodenje dvije vodene faze koriStene su klipne pumpe (New Era Pump Systems,
SAD i Harvard Apparatus, SAD) koje su pomocu dovodnih cjev€ica povezane s ulazima na
mikroreaktoru. U jednu od vodenih faza dodana je otopina Coomassie Brilliant Blue G-250
kako bi se faze mogle jasno razlikovati i vizualno bolje promotriti dok je druga faza bio 1 mol

dm™ Tris-HCI pufer pH 7. Tok u reaktoru promatran je pomoéu mikroskopa (Motic B1-220A,
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binokularni, Njemacka) pod povecanjem od 40 puta. Svi su pokusi provedeni pri jednakim
omjerima protoka obiju faza 1:1. Profili strujanja kod razli¢itih volumnih protoka ¢ = 2, 5, 10,
20, 50, 100 i 200 mm® min™! zabiljeZeni su fotoaparatom na tri pozicije uzduz mikrokanala

(ulaz, sredina i izlaz).
3.3.2. Analiza efektivne difuzivnosti

Analiza efektivne difuzivnosti provedena je u staklenom mikroreaktoru volumena V =
4 mm? s dva ulaza (Y-oblik) i dva izlaza (Y-oblik) i glatkim stjenkama. Reaktor je postavljen u
metalno kuciSte kako bi se pomoc¢u dovodnih cjev€ica povezali ulazi u mikroreaktor s klipnim
pumpama koje mogu raditi na razli¢itim volumnim protocima (slika 9). Pokusi su provedeni na
nacin da je jedna od faza koje su uvodene u mikroreaktor bila otopina glukoze (cglukozau = 5
mmol dm?) ili otopina NADH (napmu = 1,1 mmol dm™) ili suspenzija enzima glukoza
dehidrogenaze (yGpnu = 0,01 mg cm™) u 0,1 mol dm™ Tris-HCI puferu pH 7, dok je druga faza
bio 1 mol dm™ Tris-HCI puferu pH 7. Eksperimenti su provedeni pri razli¢itim vremenima
zadrzavanja od 7 = 0,6 s do 7 = 24 s. Odvojeno su prikupljani uzorci na dva izlaza iz
mikroreaktora. Koncentracije glukoze u objema fazama odredene su primjenom glukoza-PAP
testa, koncentracija NADH spektrofotometrijski, a koncentracije enzima glukoza

dehidrogenaze odredene su metodom po Bradfordu.

Slika 9. Mikroreaktorski sustav koristen pri analizi efektivne difuzivnosti
(vlastita fotografija)
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3.3.3. Provedba biotransformacije glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom porijeklom iz

Pseudomonas spp. u mikroreaktorskom sustavu

Provedena je biotransformacija glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom porijeklom
iz Pseudomonas spp. u staklenom mikroreaktoru volumena ¥ = 4 mm?>. Ukupno je provedeno

pet pokusa primjenom razli¢itih ulaznih koncentracija glukoze i koenzima NAD™:

(i)  Celukoza,u = 4,7 mmol dm™ i enap+u = 1,1 mmol dm™
(i)  Cglukoza,u = 9,4 mmol dm™ i enap+.u = 2,2 mmol dm™
(iii)  Cglukoza,u = 1 mmol dm™ i enaD+u = 2,2 mmol dm™
(iv)  Cglukoza,u = 1 mmol dm™ i enap+u = 4,4 mmol dm™

(V) Cg]ukoza, u— 10 mn’l01 dm-3 1 CNAD+,u = 4,4 mn’lOl dm-3

U svim eksperimentima koncentracija enzima glukoza dehidrogenaze je bila yopuu =
0,001 mg cm™. Eksperimenti su provedeni pri razli¢itim vremenima zadrzavanja od = = 0,6;
1,2; 2,4; 3; 4,8; 121 24 s. Uzorci su u odredenim vremenskim intervalima skupljani u kivete s

otopinom HCl, ¢ = 1 mol dm?

, kako bi se inaktivirao enzim 1 zaustavila reakcija
biotransformacije glukoze. Pra¢ene su dinamicke promjene koncentracije glukoze 1

koncentracije NADH.

3.3.3.1. Provedba biotransformacije glukoze s imobiliziranim enzimom glukoza

dehidrogenazom u staklenom mikroreakotru

Provedbe biotransformacije u staklenom mikroreaktoru (¥ = 4 mm?®) temelje se na
postupcima prethodno opisanima u eksperimentalnom radu Stojkovi€ 1 sur. (2011), a kasnije

primijenjenima u istraZivanju Jurinjak Tusek (2013).

Unutra$njost mikrokanala tretirana je otopinom NaOH koncentracije ¢ = 4 mol dm™
volumnim protokom ¢ = 2 mm?® min™! kroz period od 30 min kako bi se uklonile sve negistoce.

3 min?! kroz

Nakon toga, mikrokanali su isprani destiliranom vodom protokom ¢ = 2 mm
vremenski period od 30 min. Uslijedilo je tretiranje otopinom HNOj; koncentracije ¢ = 5 mol
dm™ kroz vremenski period od 120 min na temperaturi od 90 °C. Nakon ponovnog ispiranja
destiliranom vodom, unutarnja povrsina mikrokanala podvrgnuta je postupku silaniziranja 10
%-tnom vodenom otopinom APTES-a kroz vremenski period od 24 h. Nakon isteka vremena,
mikrokanali su isprani destiliranom vodom te potom tretirani 5 %-tnom otopinom

3

glutaraldehida protokom g = 2 mm® min" kroz period od 120 min. Zadnji korak prije

imobilizacije bio je ispiranje s 0,1 mol dm™ Tris-HCI puferom pH 7 u trajanju od 30 min.
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Suspenzija enzima uvedena je u mikroreaktor te tako ostavljena kroz period od 24 h kako bi se
enzim vezao na povrsinu. Naposljetku, enzim koji se nije vezao, ispran je s 0,1 mol dm™ Tris-

HCI puferom pH 7 kroz period od 30 min.

Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom
provedena je pri razli¢itim protocima otopine glukoze i koenzima (cglukozan = 10 mmol dm™,
enaD+u= 4,4 mmol dm™). Uzorci su skupljani u kivete s vodenom otopinom HCI, ¢ = 1 mol dm"
3, radi inaktivacije enzima ispranog sa stjenki mikroreaktora. Aparatura koriStena u ovom
eksperimentu prikazana je na slici 10. Pra¢ene su dinamicke promjene koncentracije glukoze i
koncentracije NADH. Stabilnost imobiliziranog enzima pracena je tijekom sedam dana

kontinuirane biotransformacije glukoze.

Slika 10. Aparatura za provedbu biotransformacije s imobiliziranim enzimom u staklenom
mikrorekatoru (vlastita fotografija)

3.3.3.2.  Provedba biotransformacije glukoze s imobiliziranim enzimom glukoza

dehidrogenazom u teflonskom cijevnom mikroreakotru

Teflonski cijevni mikroreaktor (d = Imm, L =30 cm, ¥ = 235,62 mm?®) tretiran je 97 %-
tnom otopinom H>SOs4 pri protoku ¢ = 2 mm® min™! kroz period od 60 min na temperaturi od T
= 25 °C. Nakon ispiranja mikroreaktora destiliranom vodom, zapocet je proces silaniziranja 10
%-tnom vodenom otopinom APTES-a pri protoku ¢ =2 mm? min™ u trajanju 24 h. Nakon toga,
uslijedilo je ponovno tridesetminutno ispiranje destiliranom vodom pri protoku ¢ = 2 mm? min-

!, a nakon toga tretiranje 5 %-tnom vodenom otopinom glutaraldehida pri istom protoku, ali u
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trajanju od 120 min. Teflonski cijevni mikroreaktor potom je ispran fosfatnim puferom pH 6,6
koncentracije 0,2 mol dm™, a nakon toga uvedena je suspenzija enzima koja je ostavljena stajati
24 h. Na samome kraju ovog dijela, enzim koji se nije vezao, ispran je 0,1 mol dm™ Tris-HCI

puferom pH 7 u trajanju od 30 min.

Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom je
provedena pri razli¢itim protocima otopine glukoze i koenzima (cgiukozan = 10 mmol dm™,
enaD+u= 4,4 mmol dm™). Uzorci su skupljani u kivete s vodenom otopinom HCI, ¢ = 1 mol dm"
3 radi inaktivacije enzima ispranog sa stjenki mikroreaktora. Aparatura koristena u ovom
eksperimentu prikazana je na slici 11. Pracene su dinamicke promjene koncentracije glukoze i
koncentracije NADH. Stabilnost imobiliziranog enzima pracena je tijekom sedam dana

kontinuirane biotransformacije glukoze.

Slika 11. Aparatura za provedbu biotransformacije s imobiliziranim enzimom u teflonskom
cijevnom mikroreaktoru (vlastita fotografija)

3.4. Matematicko modeliranje i obrada rezultata
3.4.1. Matematicki model procesa difuzije
Matematicki model procesa difuzije postavljen je na temelju sljedecih pretpostavki:

e strujanje u reaktoru je laminarno

e viskoznost obiju faza je jednaka
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e reaktor radi u izotermnim uvjetima

e transport tvari u mikrokanalu odvija se konvekcijom u smjeru gibanja kapljevine (smjer

x) 1 difuzijom u dva smjera (x 1 y).

U ovom radu koriSten je matemati¢ki model koji se temelji na istrazivanju TiSma i sur.
(2009), a koji je potom detaljno razraden i opisan u radu Jurinjak Tusek (2013). Proces difuzije
u mikroreaktoru opisan je 2D modelom, a ukljucuje konvekciju u aksijalnom smjeru (osi x) i
difuziju u aksijalnom i radijalnom smjeru (osi x i1 y). Matematicki model procesa difuzije za
mikroreaktor u stacionarnom stanju za glukozu, NAD" i enzim glukoza dehidrogenazu
definiran je pomocu parcijalnih diferencijalnih jednadzbi u bezdimenzijskom obliku s

pripadajué¢im pocetnim i rubnim uvjetima (jednadzbe 8-10):

Bilanca tvari za glukozu:

2 2
v- 0Cglukoza _ Dglukoza/pufer_ [0 Cglukoza ~ 0“Cglukoza

W 082 T ay?

Cglukoza 0,¥) = Cy,glukoza —-1<y <0
Cglukoza(ov l/)) =0 0< l/) <1 [8]
dc L

glukoza e _ 1< <

0¢ (W'lp) 0 l<y=l
an]ukoza (E +1) =0 0 <€ <£

0¢ T T W

Bilanca tvari za NADH:

v dcnapn _ Dnapu/puer 9”cNaDH n 0”CcNapH
o0& w 0¢&? 02
cnapn(0,9) = cynapH -1<y¥<0
cnapn(0,9) =0 0<y=<1 [9]
OCNADH ( L )
Z o) = —1<v <
3¢ W,l/) 0 1<y <1
JCNADH L
+ — <éE<S< —
98 D=0 O_E_W
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Bilanca tvari za enzim glukoza dehidrogenazu (GDH):

Y gpu _ Dcpuy/pufer 02Y6pH 4 0*YopH
9% w 9ez T oyz

Yepu(0,¥) = Yucpu -1<y<0
Yeon(09) =0 o<y <1 [10]
OYgpH ( L _

3¢ (W,I,l)>—0 1<y<1
0YGpH _ L

T (& +1)=0 0<¢<7

pri¢emu su ¢ 11 bezdimenzijske varijable ¢ = x/W,y = y/W, axiy predstavljaju koordinate
u smjeru duljine (L) i Sirine (2W) mikrokanala. Dgjukoza/pufer, DNADH/pufer, DGDH/pufer difuzijski
koeficijenti glukoze, NADH i enzima glukoze dehidrogenaze u puferu pri odredenoj

temperaturi.

Sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzZbi koji opisuje proces difuzije u mikroreaktoru
u stacionarnom stanju za glukozu, NADH i enzim glukoza dehidrogenazu rijeSen je koriStenjem
2D metode konacnih razlika. Parcijalne diferencijalne jednadzbe su diskretizirane na statickoj

ekvidistantnoj mrezi 50 x 50 u programskom paketu WR Mathematica 10.0.
3.4.1.1. Proracun difuzijskih koeficijenata

Difuzijski koeficijenti komponenata reakcijske smjese biotransformacije glukoze

izraCunati su primjenom Hayduk-Laudie korelactje (Li i Carr, 1997) prema jednadzbi 11:
Dajp = 13,26 1075 - % - (7,) 70589 1]

gdje 7s predstavlja viskoznost otapala, a V, molarni volumen molekule koja se otapa.
Vrijednosti molarnih volumena i izraCunatih koeficijenata difuzije komponenata reakcijske

smjese biotransformacije glukoze glukoza dehidorgenazom prikazane su tablici 6.
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Tablica 6. Vrijednosti molarnih volumena i izracunatih koeficijenata difuzije komponenata

reakcijske smjese biotransformacije glukoze glukoza dehidorgenazom

Molarni volumen Difuzijski koeficijent
Molekula Referenca
(cm? mol™) (m?*s)
Gepert i Moskaluk,
glukoza 113,3 1,4822 - 107
2007

NAD" 304,2 Anonymous, 2024 8,2681 - 10°1°
NADH 305,2 Shina i sur., 2008 8,2681 - 10°1°
glukonolakton 103,5 Anonymous, 2024 1,5633 - 10
glukonska kiselina 111,2 Anonymous, 2024 1,4986 - 10”°

Difuzivnost gukoza dehidrogenaze (Dcpmpufer = 1,2071 - 101 m? s) izracunata je

primjenom Youngove korelacije (Young i sur., 1980) prikazane jednadzbom 12:

T
DA/B =8,34-1078- (—1/3>
U): MA

gdje Ma predstavlja molarnu masu enzima (263000 g mol™).

[12]

3.4.1.2. Numericka aproksimacija metodom dva idealna paralelna cijevna reaktora

Sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzbi mikroreaktoru u stacionarnom stanju za

glukozu, NADH 1 enzim glukoza dehidrogenazu rijeSen je takoder numerickom
aproksimacijom metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih reaktora (Jurinjak Tusek i sur.,
2013). Metoda se bazira na tome da se svaka od dvije faze u mikroreaktoru razmatra kao idealan
cijevni reaktor u stacionarnom stanju. Prijenos tvari izmedu dva idealana cijevna reaktora
modelira se s difuzijom koja se opisuje kao kvocijent koncentracijskog gradijenta izmedu dva
polozaja u mikroreaktoru 1 razmaka izmedu odabranih poloZaja (Fickov prvi zakon).
Pojednostavljene bilance tvari za glukozu, NADH 1 enzim glukoza dehidrogenazu prikazane su
jednadzbama 13-18. Sustav diferencijalnih jednadzbi rijeSen je u programskom paketu WR

Mathematica 10.0.

1
v aCglukoza _ Dglukoza/pufer

ox - w?2 ’ (Cg%lukoza—célukoza) [13]
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2
v aCglukoza _ Dglukoza/pufer ( 2
dx w2

1
Cglukoza— cglukoza) [14’]

1
dcnapn _ Dnapnypufer

o 2 + (cRapH-CNapH) [15]

' acgiDH = - DNA;I;/ZPMH * (cfADH-CNADH) [16]
v. c')Ca(l;xnﬂ _ DGDI;I//IZ)ufer (o Chor) [17]

v Qo Doowputer (it (18]

3.4.2. Kineti¢ki model biotrasformacije glukoze u mikroreaktoru

Brzine reakcije oksidacije (1) i redukcije glukoze (r2) katalizirane GDH (slika 5)
opisane su pomocu dvosupstratne Michaelis-Mentenicine jednadzbe s inhibicijom supstratom i
kompetetivnom inhibicijom produktom (jednadzbe 19 i 20). Produkt oksidacije glukoze koju
katalizira GDH je glukonolakton, koji se spontano hidrolizira u glukonsku kiselinu (73).
Spontana hidroliza glukonolaktona opisana je kinetikom prvog reda (jednadzba 21). Popis
vrijednosti kinetickih parametra navedenih reakcija procijenjenih na temelju nezavisnih

eksperimenata u Sarznom reaktoru dan je u tablici 7.
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Viax1 * YGDH * Cglukoza * CNAD*

2
NAD* | CNADH . glukoza | Cglukonolakton . Cglukonska kis. Cglukoza
(Km (1 + K NADH + CnaD+ Km 1+ K glukonolakton 1+ K glukonska kis. + K glukoza + Cglukoza
i i il i

Vimax2 * YGpH * Cglukonolakton * CNADH

= [20]
2
NADH |, CNAD+ . lakton | Cglukoza . Cglukonska kis. Cglukonolakton
<Km (1 + K NAD+> + CNADH) Km <1 + K glukoza I+ K glukonska kis. + K glukonolakton + Clakton
i i i2 i
r3=K- Cglukonolakton [21]

gdje r oznacava brzinu enzimske reakcije, Vmax maksimalnu brzinu enzimske reakcije, ygpy masenu koncentraciju enzima glukoza dehidrogenaze,

. .- .. . .. luk
Calukoza> CNAD*> CNADH, Celukonolakton, 1 Cglukonska kis. mMnoZzinske koncentracije glukoze, NAD", NADH, glukonolakton i glukonske kiseline. K, """,

+ . : o . " .
K, NAP", K, NAPH [ glukonolakton ;- pe glukonskakis. iq,ie Michaelis-MenteniGine konstante za glukozu, NAD*, NADH, glukonolakton i

+ . ;
glukoza’ KiNAD , KiNADH K'glukonolakton i Kiglukonskakls.

> l

glukonsku kiselinu. K; opisuje konstante inhibicije za glukozu, NAD*, NADH,

glukonolakton i glukonsku kiselinu.
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Tablica 7. Vrijednosti kinetiCkih parametara modela biotransformacije glukoze glukoza

dehidrogenazom
Reakcija Kineticki parametar Procijenjena vrijednost
Viax1 (U mg™) 373,64 + 95,41
K% (mmol dm) 103,14 + 54,62
KNAD™ (mmol dm™) 0,0042 £ 0,0012
Oksidacija glukoze Kigmkoza (mmol dm™) 723,97 + 423,21
(Culo, 2024) Kiglukonolakton (mmOl dm_3) 1,31 + 0,29
KNAPH (mmol dm) 0,0078 + 0,0011
Kigllukonska kis. (mmol dm'3) 58,40 + 2227
Vimax2 (U mg™) 70,02 +9,76
Kr%llukonolakton (mmol dm'3) 2,60 £0,75
KNAPH(mmol dm) 0,0044 £ 0,0012
Redukcija glukoze Kilakton (mmol dm™) 40,65 + 12,50
(Culo, 2024) Kglukoza (mmol dm'3) 10’35 + 3’06
L
KiNAD+ (mmol dm™®) 0,0107 £0,0013
Kigzlukonska Kkis. (mmol dm-3) 24,37 + 3,89
Hidrolizira glukonolaktona K (min™) 0,000776 + 0,000111

(Furlanovi¢, 2010)

3.4.3. Matematicki model biotransformacije glukoze glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

2D matematicki model proces biotransformacije glukoze glukoza dehidrogenazom u

mikroreaktoru ukljucuje konvekciju u smjeru strujanja, difuziju u dva smjera i kinetiku procesa.

Bilance tvari komponenata reakcijske smjese u obliku parcijalnih diferencijalnih jednadzbi u

bezdimenzijskom obliku s pripadaju¢im pocetnim i rubnim uvjetima dane su jednadzbama 22-

27:
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Bilanca tvari za glukozu:

D

glukoza 2 2

_acglukoza _ pufer . 0 Cglukoza d Cglukoza
9 w 9¢&2 EIE

W * Vinax1* YGpH Cglukoza * CNAD*

2
NAD* | CNADH . glukoza | Cglukonoglukonolakton . Cglukonska kis. Cglukoza
<Km <1 + K NADH + Cnap+ K 1+ [ glukonolakton 1+ K. 8lukonska Kis. + [ 8lukoza + Cglukoza
i i i1 i

+

W Viaxe - YpH © Cglukonolakton * CNADH

2
NADH | CNAD . glukonolakton | Cglukoza . Cglukonska kis. Cglukono]akton
<Km <1 + K NAD + CNabH Kom 1+ K‘glukoza 1+ K'Zglukonska s | K glukonolakton + Cglukonolakton
i i i i

Cglukoza 0,9) = Cu,glukoza -1<y <0
Cglukoza(ov l/)) =0 0< l/) <1 [22]
dc L
glukoza (_ ) _ 1< <
e () = 0 1<yp<i
w(g_ﬂ):o 0<g<£
0¢ ' B 4
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Bilanca tvari za NAD™:

Dyap+ 2
Ocnap* _ pufer |07Cnap* | 0°Cnap*
¢ w 0&? o2
W * Vinax1* YGpH Cglukoza * CNAD* n

2
NAD* | CNADH . glukoza | Cglukonolakton . Cglukonska kis. Cglukoza
(Km <1 + K_NADH + Cnap+ K 1+ K'glukonolakton 1+ K glukonska Kkis. + K glukoza + Cglukoza
i i i1 i

W Viaxe - Y6pH © Cglukonolakton * CNADH

2
NADH | CNAD . glukonolakton | Cglukoza . Cglukonska kis. Cglukono]akton
<Km <1 + K NAD + CNabH Kom 1+ K‘glukoza 1+ K'Zglukonska s | K‘glukonolakton + Cglukonolakton
i i i

4

cnap+ (0,9) = cynap+ -1<y <0
OCNAD+<L )

Z—NADT [~ = —1<y <

3¢ W 0 1<y<1
JcNAD" (¢ 11y = 0<f<

o &FD= i<y
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Bilanca tvari za NADH:

DnapH

kil 2 2
Ocnapn _ pufer [0°Cnapn | 9 Cnapn

& 0w 0&2
W * Vinax1* YGpH Cglukoza * CNAD*

32 ]+

(KmNAD+ . <1 + CNADH

. NADH

i

) + CNAD"') . nglukoza . (

W Vinaxz * YpH © Cglukonolakton * CNADH

1+ Cglukonolakton
K'glukonolakton
i

>.<1+

lukonska Kis.
K;.®

Cglukonska ki 621 k
uKonska Kis. uKoza

Ki glukoza

Cglukoza>

(

m

L

c Caluk
K NADH | <1 + KNI\‘ILX)D> + CNADH) . nglukonolakton . <1 + glukoza

Ki glukoza

cNapu(0,9) =0

cnapu(0,9) =0

) o

JCNADH _
3¢ ¢ x1)=0

).<1+

Cg]ukonska kis.

glukonska Kkis.
K

c?
+ glukonolakton
K glukonolakton

i

+ Cglukonolakton>

[24]
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Bilanca tvari za glukonolakton:

Dglukonolakton 2 2
v aCglukonolakton _ pufer . d Cglukonolakton + d Cglukonolakton
9 w 92 EE

W Vinax1 " YpH Cglukoza " CNAD*

|+

(KﬁNAD+-<1—F

CNADH

Ki NADH

> + CNAD+> ) nglukoza ) <1 +

Cglukonska kis.

2
Cglukoza

W Vinaxz - YpH © Cglukonolakton * CNADH

Cglukonolakton 1+
K glukonolakton K glukonska Kkis.
i i1

)+

Ki glukoza + Cglukoza)

<KmNADH ) <1 n

CNAD

K NAD

L

> + CNADH) . nglukonolakton . <1 + Izglukoza ) . <1 +

glukoza
i

Cglukonolakton(o; Y)=0

Cglukonolakton(o: Y)=0

aCglukonolakton ( L l/)) —0
0¢ w'")
dc
glukonolakton
—ELOnOROR (€, 41) = 0

Cg]ukonska kis.

= uonska Kis.
K,

)+

2
Cglukonolakton +
K. glukonolakton Cglukonolakton
i

—1<y <0

o<yp<1

—-1<y<1

Sl

-K- Cglukonolakton

[25]
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Bilanca tvari za glukonsku kiselinu:

Dglukonska kis.
aCglukonska kis. pufer azcglukonska kis. azcglukonska kis.
v: & = W ) 9g2 FVE +K- Cglukonolakton

Cglukonska kis.(0,) =0 -1<y<0
Cglukonska kis.(0,3) =0 0<y<1 [26]
dc is. [ L

glukonska kis. (_ ) -0 1< <1
— ¢ WY VRS
dc - L

glukonska Kkis.
———— (£, x1) =0 0<é<—
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Bilanca tvari za glukoza dehidrogenazu:

.9Yepu _ Dopuyputer [0*von | 0*vepn

3¢ w 9e2 | ay?

Yeou(0,¥) =0 -1<Y<0

Yeou(0, %) = vyucpu o<y<1

OYcpH (L

—, Y| = —1<y<

3¢ (W"/’) 0 lsy=1

dYcpH L

+1) = <&f<—

3¢ &) =0 0<{<

|

[27]

Sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzbi koji opisuje proces biotransformacije

glukoze glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru u stacionarnom stanju za glukozu, NAD",

NADH, glukonolakton, glukonsku kiselinu i1 enzim glukoza dehidrogenazu rijeSen je

koriStenjem 2D metode konac¢nih razlika. Parcijalne diferencijalne jednadzbe su diskretizirane

na statickoj ekvidistantnoj mrezi 50 x 50 u programskom paketu WR Mathematica 10.0.

3.4.3.1. Matematicki model idealnog homogenog cijevnog reaktora za opis procesa

biotransformacije glukoze glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

Proces biotransformacije glukoze glukoza dehidroganazom opisan je modelom idealnog

homogenog cijevnog reaktora. Bilance tvari komponenata reakcijske smjese u obliku

diferencijalnih jednadzbi dane su jednadzbama 28-32.

aCglukoza
Vi—————=-1 1717,
0x
aCNAD+
Vi—————=-1+n
0x
v dcnaDH _ o
— 1712
0x
acglukonolakton
\'A =1 —Tr—nr

0x

[28]

[29]

[30]

[31]
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v acglukonska kis.

ax =1 [32]

Sustav diferencijalnih jednadzbi rijeSen je u programskom paketu WR Mathematica

10.0.

3.4.3.2. Matematicki model dvaju idealnih cijevnih reaktora za opis procesa biotransformacije

glukoze glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

Proces biotransformacije glukoze glukoza dehidroganazom opisan je takoder modelom
dvaju idealnih cijevnih reaktora. Bilance tvari komponenata reakcijske smjese u obliku

diferencijalnih jednadzbi dane su jednadzbama 33-44.

dcl D
glukoza glukoza/pufer 1 2
Vi ox == e ’ (Cglukoza - Cglukoza) —ntn [33]

2
. aCglukoza _ Dglukoza/pufer

1 2
vz ox w2  (Cglukoza=Catukoza) = 71 + T2 [34]
acl + DNAD+
NAD /pufer 1 2
Vi T T w2 (cNap*—Cnapt) — 71+ 72 [35]
aCZ + DNAD+
NAD /pufer 1 2
V2T T W2 ' (CNAD’r - CNAD+) -1t [36]

1
dcnapn _ Dnapu/pufer

2 1
\% = - (c —C )Y+nr—r 37
1 dx w?2 NADH NADH 1 2 [ ]
dcRapH DnapH/pufer (c? 1) (3]
\C = - A —Cnapt) TTH— T
2 dx W2 NADH NAD 1 2
acélukonolakton . Dglukonolakton/pufer 2 1
Vi - 2 ’ (Cglukonolakton_Cglukonolakton) trn—1rn—nr [39]
0x w
2
aCglukonolakton _ Dglukonolakton/pufer 2 1
\S Ox - W2 ) (Cglukonolakton_Cglukonolakton) tr =13 [40]

1
aCglukonska kis. Dglukonska kis./pufer 2 1
Vi Ox = w2 ) (Cglukonska kis. ~ Cglukonska kis.) + 713 [41]
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2
aCglukonska kis. Dglukonska kis./pufer 2 1
\ Ox = - e ) (Cglukonska kis. ~ Cglukonska kis.) + 73 [42]

1
d¢Gpu _ Dopnypufer

Vi ax W2 + (cépu-CGpn) [43]
dcép D¢pH/puf
/N F lem = (cépu-Capn) [44]

Sustav diferencijalnih jednadzbi rijesen je u programskom paketu WR Mathematica

10.0.

3.4.4. Procjena primjenjivosti predloZzenih matematickih modela

Primjenjivost predlozenih matematickih modela analizirana je primjenom sljedecih

statistickih kriterija:
a) koeficijent determinacije:

2?:1(311' - 5]\1)2

R =120t T
Z?:l(yi _y)z

[45]
gdje yi predstavlja eksperimentalne podatke, ¥, predstavlja modelom predvidene vrijednosti, y
predstavlja srednju vrijednost eksperimentalnih podataka, a n broj eksperimentalnih podataka.

b) korigirani koeficijent determinacije:

1-RY)-(n—1
R;fdj=1—<( n_)pgnl )) [46]

gdje R’ predstavlja koeficijent determinacije, n broj eksperimentalnih podataka, a p broj

nezavisnih varijabli matematickog modela.

c) srednja kvadratna pogreska (engl. Root Mean Square Error, RMSE):

n
1
RMSE = |~ (i — )2 [47]
i=1

gdje yi predstavlja eksperimentalne podatke, ¥, predstavlja modelom predvidene

vrijednosti, a n broj eksperimentalnih podataka.
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Rezultati

4.1. Analiza profila strujanja vodenog dvofaznog sustava u mikroreaktoru

Provedena je analiza profila strujanja vodenog dvofaznog sustava u mikroreaktoru
volumena ¥ = 4 mm?® s dva ulaza i dva izlaza. Profili strujanja dobiveni su pri razli¢itim
volumnim protocima u rasponu od ¢ = 2 mm?® min"! do ¢ = 200 mm?® min!. U jednu vodenu
fazu dodana je otopina Coomassie Brilliant Blue G-250 radi boljeg medusobnog razlikovanja
faza. Profili strujanja fotografirani su na ulazu u reaktor, srediSnjem dijelu te na izlazu iz
reaktora (slika 12). Graficki prikaz ovisnosti Reynoldsove znacajke o zadanim protocima dan

je na slici 13.
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Rezultati
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Slika 12. Profili strujanja vodenog dvofaznog sustava pri razli¢itim ukupnim protocima u

mikroreaktoru volumena V' =4 mm? s dva ulaza i dva izlaza (uveéanje 40 puta)

46



Rezultati
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Slika 13. Graficki prikaz ovisnosti Reynoldsove znacajke o protoku u dvofaznom vodenom

sustavu u mikroreaktoru, volumena ¥ = 4 mm?

4.2. Analiza efektivnih difuzivnosti komponenata u mikroreaktoru

Analiza efektivnih difuzivnosti provedena je u staklenom mikroreaktoru volumena V' =
4 mm?® s dva ulaza i dva izlaza. Analizirane su difuzivnosti glukoze, NADH te enzima glukoza
dehidrogenze (GDH) pri razliitim vremenima zadrzavanja (slike 14-16). Usporedba rezultata
eksperimenata i rezultata simulacije matematickog modela procesa difuzije rijeSenog metodom
dvaju idealnih cijevnih reaktora 1 metodom kona¢nih razlika na primjeru ovisnosti
koncentracija glukoze, NADH 1 enzima glukoza dehidrogenaze o vremenu zadrzavanja na
izlazu iz mikroreaktora za svaku od faza vodenog dvofaznog sustava predocena je slikovnim
prikazima 17-19. Usporedba statistickih kriterija primjenjivosti predloZzenih metoda simulacije

matematickog modela procesa difuzije u mikroreaktoru prikazana je u tablici 8.
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Rezultati

Colukora (Mmol dm™)

1000 e B>l

x/W 4“
(a) 2000

Colukoza (mmol dm)

4

1000

X'W =
2000

(b)

Slika 14. Promjena koncentracije glukoze po duzini 1 $irini mikroreaktora dobivena
simulacijom matematickog modela difuzije u mikroreaktoru pri razli€itim vremenima
zadrzavanja; (a) 7=1,2s, (b) =96 s. (L =332 mm, W =250 um, Cglukoza = 5 mmol dm>,

Daglukozarputer = 1,482 - 10° m? S'l)
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Rezultati

Cxapn (mmol dm™)

1,0

Cxapn (mmol dm)

~

1000

N ..w".,A.,..‘.,A,,.L.

(b) 2000 i

Slika 15. Promjena koncentracije NADH po duzini 1 Sirini mikroreaktora dobivena
simulacijom matematickog modela difuzije u mikroreaktoru pri razli€itim vremenima
zadrzavanja; (a) 7=1,2 s, (b) 7=96s. (L =332 mm, W =250 um, cxapn = 1,1 mmol dm™,
Dnapmjpufer = 8,268 - 10719 m? 71
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Rezultati

Ypn (Mg cm)
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(a)

1,0
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¢ T
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0,005 |

Yopu (Mg cm)

1000
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Slika 16. Promjena koncentracije GDH po duZini i Sirini mikroreaktora dobivena simulacijom
matematickog modela difuzije u mikroreaktoru pri razli¢itim vremenima zadrzavanja; (a) 7=
1,25, (b) 7=96's. (L =332 mm, W =250 um, yspn = 1,1 mmol dm™, Dnapm/puter= 1,207 - 107

11 m2 S-l)
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Rezultati

Colukoza (Mol dm?)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
7(s)

Slika 17. Promjena koncentracije glukoze u fazi 1 (¢) i fazi 2 (*) na izlazu iz mikroreaktora za
vodeni dvofazni sustav u ovisnosti o vremenu zadrZavanja; usporedba rezultata eksperimenata
i rezultata simulacije matemati¢ckog modela procesa difuzije rijeSenog (-----) metodom dvaju
idealnih paralelnih cijevnnih reaktora i (—) metodom konacnih razlika (L = 332 mm, W =250

Hm, Celukoza,u = 5 mmol dm'3)
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Rezultati
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Slika 18. Promjena koncentracije NADH u fazi 1 (¢) i fazi 2 (*) na izlazu iz mikroreaktora za

vodeni dvofazni sustav u ovisnosti o vremenu zadrZavanja; usporedba rezultata eksperimenata
1 rezultata simulacije matemati¢kog modela procesa difuzije rijeSenog (-----) metodom dvaju
idealnih paralelnih cijevnih reaktora i (—) metodom konac¢nih razlika (L = 332 mm, W =250

pum, cNapHu = 1,1 mmol dm™)
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Slika 19. Promjena koncentracije GDH u fazi 1 (°) i fazi 2 (*) na izlazu iz mikroreaktora za

vodeni dvofazni sustav u ovisnosti o vremenu zadrzavanja; usporedba rezultata eksperimenata

i rezultata simulacije matematickog modela procesa difuzije rijeSenog (

————— ) metodom dvaju

idealnih paralelnih cijevnih reaktora i (—) metodom konac¢nih razlika (L = 332 mm, W =250

um, yopHu = 0,01 mg cm™)
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Rezultati

Tablica 8. Statisticki kriteriji za analizu primjenjivosti metode simulacije matematickog modela difuzije mikroreaktoru (HCR-homogeni cijevni

reaktor, DPCR-dva paralelna cijevna reaktora, MKR-metoda konac¢nih razlika)

Varijabla Faza Metoda R? R%a4; RMSE
DPCR 0,1240 0,0266 0,0021

Faza 1
MKR 0,7326 0,6801 0,0020

glukoza

DPCR 0,3051 0,2279 0,0016

Faza 2
MKR 0,7919 0,7193 0,0007
DPCR 0,8461 0,8290 0,1135

Faza 1
MKR 0,8626 0,8429 0,2642

NADH

DPCR 0,8872 0,8746 0,1013

Faza 2
MKR 0,8321 0,8081 0,2593
DPCR 0,1240 0,0266 0,0021

Faza 1
glukoza MKR 0,6326 0,5801 0,0020
dehidrogenaza DPCR 0,3051 0,2279 0,0016

Faza 2
MKR 0,4919 0,4193 0,0007
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4.3. Biotransformacija glukoze sa suspendiranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

mikroreaktoru

Ocjena valjanosti matematickog modela procesa biotransformacije glukoze enzimom
glukoza dehidrogenazom porijeklom iz Pseudomonas spp. (jednadzbe 22-27) u staklenom
mikroreaktoru volumena ¥ = 4 mm?. Ukupno je provedeno pet pokusa primjenom razli¢itih
ulaznih koncentracija glukoze i koenzima NAD™ (cglukoza,u = 4,7 mmol dm™ i exap+u = 1,1 mmol
dm™ cglukoza, u = 9,4 mmol dm™ i eNap+u = 2,2 mmol dm™; cglukoza,w = 1 mmol dm™ i enaD+u =
2,2 mmol dm™; Cglukoza,u = 1 mmol dm™ i enap+u = 4,4 mmol dm™ i Celukoza,u = 10 mmol dm™ i
eNaD+u = 4,4 mmol dm™). U svim pokusima praéen je utjecaj vremena zadrzavanja na promjenu

koncentracije glukoze i NADH.

4.3.1. Simulacija modela biotransformacije glukoze glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

Simulacije matematickog modela procesa biotransformacije glukoze glukoza
dehidrogenazom porijeklom iz Pseudomonas spp. provedene su kod razliCitih vremena
zadrzavanja na primjeru promjene koncentracija glukoza dehidrogenaze, glukoze, NAD",
NADH, glukonolaktona i glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora za ulaznu
koncentraciju za svih pet prethodno nabrojanih ulaznih koncentracija glukoze i koenzima

NAD". Rezultati su prikazani na slikama 20-29.
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Slika 20. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD™, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duZini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L = 332 mm, W =250 pm, cglukozau = 4,7
mmol dm™, exap+u = 1,1 mmol dm?, ypnu = 0,001 mg cm™)
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Slika 20.(nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (¢) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250

LM, Cglukozau = 4,7 mmol dm™, enap+u = 1,1 mmol dm™, yopuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 21. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD™, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duZini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250 um, cglukozau = 4,7
mmol dm™, exap+u = 1,1 mmol dm?, ypnu = 0,001 mg cm™)
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Slika 21. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD™, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duZini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250 um, cglukozau = 4,7
mmol dm™, exap+u = 1,1 mmol dm?, ypnu = 0,001 mg cm™)
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Slika 22. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD™, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duZini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 9,4
mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm?, y6pnu = 0,001 mg cm™)
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Slika 22. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250

LM, Calukozau = 9,4 mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 23. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja 7= 24 s (L =332 mm, W = 250 um, cglukozau = 9,4
mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 23. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250

LM, Calukozau = 9,4 mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 24. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 1

mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 24. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250

M, Clukozau = 1 mmol dm™, enap+u = 2,2 mmol dm™, yGpuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 25. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja =24 s. (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 1

mmol dm™, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 25. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s. (L =332 mm, W =250

M, Clukozau = 1 mmol dm™, enap+u = 2,2 mmol dm™, yGpuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 26. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 1
mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 26. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250

LM, Clukozau = 1 mmol dm™, enap+u = 4,4 mmol dm™, yGpuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 27. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 1

mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 27. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250
LM, Clukozau = 1 mmol dm™, enap+u = 4,4 mmol dm™, yGpuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 28. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 10
mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 28.(nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 0,6 s (L =332 mm, W =250

LM, Calukozauy = 10 mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yGpru = 0,001 mg cm™)
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Slika 29. Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (¢) NAD, (d)
NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i Sirini mikroreaktora dobivene
simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze glukoza dehidrogenazom u
mikroreaktoru pri vremenu zadrZavanja 7= 24 s (L =332 mm, W= 250 pm, cglukozau = 10
mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™)
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Slika 29. (nastavak) Promjene koncentracija (a) glukoza dehidrogenaze, (b) glukoze (c)
NAD", (d) NADH, (e) glukonolaktona i (f) glukonske kiseline po duzini i §irini mikroreaktora
dobivene simulacijama matemati¢kog modela biotransfromacije glukoze glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenu zadrzavanja 7= 24 s (L =332 mm, W =250
LM, Calukozauy = 10 mmol dm™, exap+u = 4,4 mmol dm™, yGpru = 0,001 mg cm™)
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4.3.2. Ocjena valjanosti matematickog modela procesa biotransformacije glukoze sa

suspendiranom glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

Usporedba promjene koncentracije glukoze i NADH o vremenu zadrZavanja u
mikroreaktoru dobivene eksperimentalno simulacijom matematickog modela procesa s tri
metode: (i) metoda homogenog cijevnog reaktora, (ii) metoda dva idealna paralelna cijevna
reaktora i (ii1) metoda konacnih razlika prikazana je na slikama 30 - 34. Usporedba statistickih
kriterija primjenjivosti predlozenih metoda simulacije matematickog modela procesa
biotransformacije glukoze sa suspendiranom glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

prikazana je u tablici 9.
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Slika 30. Usporedba promjene koncentracije (¢) glukoze i (¢) NADH o vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru dobivene eksperimentalno 1 simulacijom matemati¢kog modela procesa (---)
metodom homogenog cijevnog reaktora, (-----) metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora i (—) metodom konacnih razlika (L =332 mm, W = 250 pm, cglukozau = 4,7 mmol
dm?, exap+u = 1,1 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™, pH = 7; T = 40 °C)
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Slika 31. Usporedba promjene koncentracije (¢) glukoze i (¢) NADH o vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru dobivene eksperimentalno 1 simulacijom matemati¢kog modela procesa (---)
metodom homogenog cijevnog reaktora, (-----) metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora i (—) metodom konacnih razlika (L =332 mm, W = 250 pm, cglukozau = 9,4 mmol
dm?, exap+u = 2,2 mmol dm™, yepuu = 0,001 mg cm™, pH = 7; T'= 40 °C)
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Slika 32. Usporedba promjene koncentracije (¢) glukoze i (¢) NADH o vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru dobivene eksperimentalno 1 simulacijom matemati¢kog modela procesa (---)
metodom homogenog cijevnog reaktora, (-----) metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora i (—) metodom kona¢nih razlika (L = 332 mm, W = 250 pum, Cglukozau = 1 mmol dm™,
eNAD+u = 2,2 mmol dm™, ygpiu = 0,001 mg cm™, pH = 7; T=40 °C)
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Slika 33. Usporedba promjene koncentracije (¢) glukoze i (¢) NADH o vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru dobivene eksperimentalno 1 simulacijom matemati¢kog modela procesa (---)
metodom homogenog cijevnog reaktora, (-----) metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora i (—) metodom kona¢nih razlika (L = 332 mm, W = 250 um, Cgiukozay = 1 mmol dm™
eNAD+u = 4,4 mmol dm™, ygpiu = 0,001 mg cm™, pH = 7; T=40 °C)

b
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Slika 34. Usporedba promjene koncentracije (¢) glukoze i (¢) NADH o vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru dobivene eksperimentalno 1 simulacijom matemati¢kog modela procesa (---)
metodom homogenog cijevnog reaktora, (-----) metodom dvaju idealnih paralelnih cijevnih
reaktora 1 (—) metodom konacnih razlika (L =332 mm, W =250 pm, cglukozau = 10 mmol dm"
3, enaD+u = 4,4 mmol dm?, yepr = 0,001 mg cm™, pH = 7; T=40 °C)
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Tablica 9. Statisticki kriteriji za analizu primjenjivosti metode simulacije matematickog modela biotransformacije glukoze sa suspendiranom
glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru (HCR-homogeni cijevni reaktor, DPCR-dva paralelna cijevna reaktora, MKR-metoda kona¢nih

razlika)
Ulazne koncentracije Varijabla modela Metoda R? R RMSE
HCR 0,6686 0,4697 0,2146
Cglukoza DPCR 0,4972 0,1955 0,2877
Celukoza,u = 4,7 mmol dm™ MKR 0,8965 0,8343 0,0712
cNAD+u = 1,1 mmol dm™ HCR 0,6911 0,5057 0,0856
CNADH DPCR 0,5558 0,2893 0,1309
MKR 0,9160 0,8656 0,0430
HCR 0,8267 0,7227 0,3588
Cglukoza DPCR 0,6363 0,4181 0,5024
Celukoza, u = 9,4 mmol dm™ MKR 0,9889 0,9808 0,0573
cNAD+u = 2,2 mmol dm™ HCR 0,7863 0,6581 0,1612
CNADH DPCR 0,6165 0,3864 0,2713
MKR 0,9505 0,9207 0,0629
HCR 0,6104 0,3766 0,1201
Cglukoza DPCR 0,4782 0,1652 0,1419
Celukoza,u = 1 mmol dm™ MKR 0,8662 0,7859 0,0448
cNAD+u = 2,2 mmol dm™ HCR 0,9278 0,8845 0,0607
CNADH DPCR 0,8845 0,7232 0,0851
MKR 0,9954 0,9927 0,0045
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Rezultati

Tablica 9. Statisticki kriteriji za analizu primjenjivosti metode simulacije matematickog modela biotransformacije glukoze sa suspendiranom
glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru (HCR — homogeni cijevni reaktor, DPCR — dva paralelna cijevna reaktora, MKR — metoda kona¢nih

razlika) — nastavak

Ulazne koncentracije Varijabla modela Metoda R? R RMSE
HCR 0,8692 0,7908 0,1328

Cglukoza DPCR 0,7345 0,5752 0,1574

Celukoza,u = 1 mmol dm™ MKR 0,9962 0,9938 0,0078
CNAD+u = 4,4 mmol dm™ HCR 0,9550 0,9280 0,0776
CNADH DPCR 0,8922 0,8276 0,1029

MKR 0,9791 0,9666 0,0140

HCR 0,791 0,6667 0,5211

Cglukoza DPCR 0,6045 0,3673 0,6824

Cglukoza,u = 10 mmol dm™ MKR 0,9835 0,9736 0,069
cNAD+u = 4,4 mmol dm™ HCR 0,7987 0,6780 0,5210
CNADH DPCR 0,6242 0,3988 0,6817

MKR 0,9593 0,9349 0,2643
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Rezultati

4.4. Biotranformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom

4.4.1. Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

staklenom mikroreaktoru

Utjecaj vremena zadrzavanja na koncentraciju proteina i glukoze u izlaznoj procesnoj
struji za pokuse provedene u staklenom mikroreaktoru 24 h nakon provedene imobilizacije
prikazan je na slikama 35 i1 36. Na slikama 37 i1 38 prikazana je dinamicka promjena
koncentracije proteina i glukoze za pokus biotransformacije glukoze proveden u staklenom

mikroreaktoru s imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom.
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Slika 35. Utjecaj vremena zadrZavanja na koncentraciju proteina u izlaznoj procesnoj struji
staklenog mikroreaktora 24 h nakon provedene imobilizacije (Cglukozan = 10 mmol dm™,

cNAD+u = 4,4 mmol dm™, pH = 7; T= 40 °C)
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Slika 36. Utjecaj vremena zadrZavanja na koncentraciju glukoze i NADH u izlaznoj procesnoj
struji staklenog mikroreaktora 24 h nakon provedene imobilizacije (Cglukozau = 10 mmol dm™,

cNADw = 4,4 mmol dm, pH="7; T=40°C)

85



Rezultati

0,0045
0,0040
0,0035

~ 0,0030

n3

© 0,0025
= 0,0020
S 0,0015
0,0010
0,0005
0,0000

| | | |

{ ¢

20 40 60

£ (h)

|
T

80 100 120 140 160 180 200 220

Slika 37. Dinamicka promjena koncentracije proteina u staklenom mikroreaktoru s
imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom (7= 48 s, Celukozay = 10 mmol dm™, cnaD+u

= 4,4 mmol dm™, pH = 7; T =40 °C)
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Slika 38. Dinamicka promjena koncentracije glukoze i NADH u staklenom mikroreaktoru s
imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom (7= 48 s, Cglukozau = 10 mmol dm™, enap+u

= 4,4 mmol dm™, pH = 7; T = 40 °C)
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4.4.2. Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

teflonskom cijevnom reaktoru

Utjecaj vremena zadrzavanja na koncentraciju proteina i glukoze u izlaznoj procesnoj
struji za pokuse provedene u teflonskom cijevnom reaktoru 24 h nakon provedene imobilizacije
prikazan je na slikama 39 i1 40. Na slikama 41 i1 42 prikazana je dinamicka promjena
koncentracije proteina i glukoze za pokus biotransformacije glukoze proveden u teflonskom

reaktoru s imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom.
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Slika 39. Utjecaj vremena zadrZavanja na koncentraciju proteina u izlaznoj procesnoj struji
teflonskog reaktora 24 h nakon provedene imobilizacije (Cglukozan = 10 mmol dm™, enap+u =
4,4 mmol dm™, pH = 7; T =40 °C)
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Slika 40. Utjecaj vremena zadrzavanja na koncentraciju glukoze i NADH u izlaznoj procesnoj
struji teflonskog reaktora 24 h nakon provedene imobilizacije (Cglukozan = 10 mmol dm™,
eNAD+u = 4,4 mmol dm™, pH = 7; T =40 °C)
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Slika 41. Dinamicka promjena koncentracije proteina u teflonskom reaktoru s imobiliziranim

enzimom glukoza dehidrogenazom (7= 188,5 s, Cglukozan = 10 mmol dm™, enap.u = 4,4 mmol
dm pH=7; T=40°C)
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Slika 42. Dinamicka promjena koncentracije glukoze i NADH u teflonskom reaktoru s
imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom (7= 188.5 s, Cglukozau = 10 mmol dm™,
cNAD+u = 4,4 mmol dm?, pH = 7; T =40 °C)
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5.1. Analiza profila strujanja vodenog dvofaznog sustava u mikroreaktoru

U ovom radu provedena je analiza profila strujanja vodenog dvofaznog sustava u
mikroreaktoru volumena V' =4 mm?® s dva ulaza i dva izlaza. Profili strujanja analizirani su pri
razli¢itim volumnim protocima u rasponu od ¢ = 2 mm?® min™ do ¢ = 200 mm?> min™'. U jednu
je vodenu fazu dodana otopina Coomassie Brilliant Blue G-250 radi boljeg medusobnog
razlikovanja faza. Profili strujanja fotografirani su na ulazu u reaktor, u srediSnjem dijelu te na
izlazu iz reaktora (slika 12) dok je graficki prikaz ovisnosti Reynoldsove znacajke o
analiziranim protocima dan na slici 13. Budu¢i da dvije vodene faze imaju jednaku viskoznost,
pri ulasku u mikrokanal zauzimaju priblizno jednaki volumen pa je uoCeno formiranje
paralelnog profila strujanja. Pomoc¢u mikroskopa su promatrani profili strujanja i napravljene
fotografije na tri karakteristicne pozicije mikroreaktora: ulazu, srediSnjem dijelu te izlazu. U
ulaznom dijelu mikroreaktora formira se paralelani profil strujanja. Udaljavanjem od ulaznog
dijela mikroreaktora, pri protocima manjim od 20 mm? min™' dolazi do naruSavanja medufazne
povrsine na granici dviju vodenih faza, tj. dolazi do difuzije boje iz jedne faze u drugu. Kod
veéih protoka (>20 mm?® min™') medufazna povriina ostaje o¢uvana po &itavoj duZini reaktora.
Analiza reZima strujanja provedena je takoder na temelju proracuna Reynoldsove znacajke. Za
analizirani raspon protoka u definiranoj geometriji mikrorekatora dobivene su vrijednosti Re
znaCajke do 16 (slika 13). Plazl i Lakner (2010) su u svojem radu naveli da se prijelazno
podrucje izmedu laminarnog 1 turbulentnog strujanja u mikrokanalima postize za priblizne
vrijednosti Reynoldsove znacajke Re = 100 na temelju ¢ega se moZe zakljuciti da su svi pokusi

provedeni u laminarnom reZimu strujanja.

Prema dostupnoj literaturi, u paralelnom vodenom dvofaznom sustavu, dvije vodene
faze koje se ne mijesaju, teku jedna pored druge unutar kanala mikroreaktora bez medusobnog
mijesanja, stvarajuci dobro definiranu medufazu (Rodriguez-Llorente i sur., 2023). Ovaj rezim
protoka odrzava se pazljivom kontrolom protoka, povrSinske napetosti i geometrije kanala.
Paralelna konfiguracija omogucuje kontinuirani, laminaran protok obiju faza, Sto moZze biti
kljuéno za razli¢ite primjene, osobito u kontroliranom okruzenju mikroreaktora (Sali¢ i Zeli¢,
2018). Ova postavka pruza platformu na kojoj se reakcije mogu odvijati na granici izmedu dviju
faza ili unutar pojedina¢nih faza, ovisno o svojstvima topljivosti i difuzije reaktanata (Bojang 1
Wu, 2020). Jedna od primarnih prednosti strujanja vodenog dvofaznog sustava u
mikroreaktorima je poboljSana kontrola koju nudi nad uvjetima reakcije. Precizna kontrola nad
brzinama protoka i dimenzijama kanala omogucuje fino podesavanje faznog sucelja, Sto moze

biti klju¢no za optimiranje brzina reakcije i prinosa (Yue, 2018).
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Rasprava

5.2. Analiza efektivnih difuzivnosti komponenata u mikroreaktoru

Difuznost molekula unutar mikroreaktora temeljni je parametar koji utjeCe na
ucinkovitost, sigurnost i povecanje mjerila procesa temeljenih na mikroreaktorima (Swarts i
sur., 2010). Na temelju analize mogu se optimirati reakcijski uvjeti, dizajnirati u¢inkovite
geometrije mikroreaktora, osigurati uniformnost u distribuciji reaktanata i kontrolirati kinetika
reakcije (Sali¢ i Zeli¢, 2018). Ovo razumijevanje klju¢no je za iskori§tavanje punog potencijala
mikroreaktora u Sirokom rasponu primjena, od kemijske sinteze do bioloSkih testova,
osiguravaju¢i da ovi mali sustavi daju konzistentne rezultate visoke kvalitete (Potter i sur.,
2017). U ovom radu analiza efektivnih difuzivnosti provedena je u staklenom mikroreaktoru
volumena ¥ =4 mm? s dva ulaza i dva izlaza. Analizirane su difuzivnosti glukoze, NADH te
enzima glukoza dehidrogenze (GDH) pri razliitim vremenima zadrzavanja (slike 14-16).
Usporedbom dobivenih koncentracijskih profila uocen je zajednicki obrazac za molekule
glukoze 1 NADH. Uoceno je da ¢ak 1 pri najkra¢em analiziranom vremenu zadrZavanja od 1t =
0,6 s dolazi do difuzije molekula izmedu faza. Pove¢anjem vremena zadrzavanja na 7 = 50 s,
koncentracije tih molekula se izjednacavaju duz Sirine mikroreaktora, pa su na izlazu
koncentracije ovih komponenti gotovo jednake u objema fazama. Pri najduljem analiziranom
vremenu zadrZavanja od v = 96 s, molekule glukoze i NADH imaju dovoljno vremena da
difundiraju izmedu faza, tako da se ve¢ na polovici duljine reaktora njihove koncentracije
izjednacavaju, odnosno postaju prakticki jednake u obje faze. S druge strane, enzim glukoza
dehidrogenaza sporo difundira izmedu faza, pa pri vremenu zadrZavanja od 7 = 0,6 s vecina
enzima ostaje u fazi u kojoj su usli u mikroreaktor. ProduZeno vrijeme zadrzavanja od deset
puta joS uvijek nije dovoljno za znacajniju difuziju, a tek pri vremenu zadrzavanja od 7= 96 s

primjecuje se prijelaz enzima izmedu faza.

Eksperimentalne vrijednosti koncentracijskih profila glukoze, NADH i enzima
usporedene su s rezultatima simulacije matematickog modela difuzije u mikroreaktoru.
Dvodimenzionalni matematicki model procesa difuzije u mikroreaktoru razvijen je na temelju
pretpostavki laminarnog strujanja, jednake viskoznosti obiju faza i izotermnih uvjeta unutar
mikroreaktora (TiSma i sur., 2009). Matematicki model difuzije za glukozu, NADH i enzim
glukoza dehidrogenazu, zajedno s pripadajuim rubnim i pocetnim uvjetima, prikazan je
jednadzbama 8 — 10. Simulacija matematickog modela provedena je metodom konacnih razlika,
koriste¢i programski paket WR Mathematica 10.0. Pri numerickom rjeSavanju modela,
mikrokanal kori§ten u mikroreaktoru (¥ =4 mm?, Sirina x visina x duljina =250 pm x 50 pm x

330 mm) podijeljen je na ekvidistantnu mrezu 50 x 50. Rezultati simulacije prikazani su kao
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koncentracijski profili glukoze (slika 17), NADH (slika 18) 1 enzima glukoza dehidrogenaze
(slika 19). Simulacije su provedene za dva razli¢ita vremena zadrzavanja: 7 = 1,2 1 96 s.
Simulacije matematickog modela procesa difuzije provedene su koristenjem koeficijenata
efektivnih difuzivnosti izraCunatih korelacijskim modelima. S obzirom na to da rjeSavanje
parcijalnih diferencijalnih jednadzbi metodom konac¢nih razlika zahtijeva razvoj slozenog
algoritma, u ovom radu primijenjena je i aproksimativna metoda za modeliranje procesa
difuzije u mikroreaktoru s vodenim dvofaznim sustavom. Ova metoda se temelji na konceptu
aproksimacije mikroreaktora s dva idealna paralelna cijevna reaktora izmedu kojih dolazi do
prijenosa tvari putem difuzije (Jurinjak TuSek 1 sur., 2013). Kako bi se potvrdila valjanost
predlozene metode, usporedeni su rezultati simulacije matemati¢kog modela procesa difuzije
rijeSenog metodom konacnih razlika s rezultatima aproksimativnog modela dvaju idealnih
paralelnih cijevnih reaktora. Usporedba statistickih kriterija primjenjivosti predlozenih metoda
simulacije matematickog modela procesa difuzije u mikroreaktoru prikazana je u tablici 8. Na
temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je najbolje slaganje izmedu modela i
eksperimenta dobiveno za koncentracijski profil NADH. U sluc¢aju koncentracijskog profila
NADH dobivene su vrijednosti koeficijenta determinacije R*> 0,83 za metodu konaénih razlika
1 za metodu dvaju idealnih paralelnih cijevnih reaktora, na temelju ¢ega se moZe zakljuciti da
se predlozeni model moze ucinkovito koristiti za predikciju koncentracija NADH u
mikroreaktoru. Prema Henseleru i sur. (2009), matematicki model s R? vrijednosti od 0,75
smatra se prihvatljivim, model s R? vrijednost od 0,50 smatra se umjerenim, dok se model koji
karakterizira R vrijednost od 0,26 smatra slabim. S druge pak strane, najlosije slaganje izmedu
modela i eksperimenta dobiveno je za koncentracijski profil enzima glukoza dehidrogenaze (R?
< 0,63) pri cemu se aproksimativna metoda pokazala manje u¢inkovitom od metode konacnih
razlika. Najvece je odstupanje aproksimativne metode uo€eno za mala vremena zadrzavanja. U
slu¢aju enzima glukoza dehidrogenaze pokazano je da, u usporedbi i s rezultatima pokusa i s
rezultatima simulacije matemati¢kog modela procesa difuzije rijeSenog metodom konacnih
razlika, aproksimativna metoda podbacuje za Citav raspon analiziranih vremena zadrzavanja.
Ovo izrazito odstupanje se moze objasniti ¢injenicom da aproksimativni model opisuje proces
difuzije sporijim nego Sto se on stvarno odvija. Predlozena aproksimativna metoda mozZe
uvelike olakSati 1 ubrzati analizu procesa difuzije koji se odvijaju u mikroreaktorima ako se

primjenjuje na molekule malih molekularnih masa kao $to je glukoza 1/ili koenzim NADH.
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5.3. Biotransformacija glukoze suspendiranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

mikroreaktoru

Nakon analize hidrodinamickih uvjeta provedeni su eksperimenti biotransformacije
glukoze enzimom glukoza dehrogenazom porijeklom iz Pseudomonas spp. u staklenom
mikroreaktoru volumena ¥ = 4 mm?>. Ukupno je provedeno pet eksperimenata primjenom
razli¢itih ulaznih koncentracija glukoze i koenzima NAD" (cglukoza, u = 4,7 mmol dm™ i enaD+u
= 1,1 mmol dm™ Cglukoza, u = 9,4 mmol dm™ i enap+u = 2,2 mmol dm™; Celukoza, w = 1 mmol dm™
i enxaD+u = 2,2 mmol dm™; Celukoza, u = 1 mmol dm™ i enap+u = 4,4 mmol dm™ i Celukoza,u = 10
mmol dm™ i enap+u = 4,4 mmol dm™). U svim pokusima praéen je utjecaj vremena zadrZavanja
na promjenu koncentracije glukoze i NADH. Motivacija za predlozeno istrazivanje temelji se
na unapredenju proizvodnje biovodika. Naime, vodik se isti¢e kao vode¢i konkurent medu
alternativnim energetskim rjeSenjima, s bioloskim procesima dobivaju na privlacnosti kao
povoljne alternative kemijskim metodama za njegovu proizvodnju. Ovaj oblik vodika, nazvan
biovodik (BioHz), odavno je poznat po svom potencijalu (Sen i sur., 2019). Medutim, izazov
lezi u osiguravanju njegove industrijske odrzivosti, s obzirom na nisku konverziju supstrata,
stope proizvodnje i prinose. Ekonomska odrZivost obicno ovisi o postizanju stope konverzije
supstrata od 60 do 80 %. Uz konvencionalno uspostavljene putove za proizvodnju BioH3, kao
$to su fotofermentacija i anaerobna fermentacija (Sali¢ i Zeli¢, 2022), takoder se pojavljuju i
nove strategije za rjeSavanje ograni¢enja. To ukljucuje optimiranje koriStenja svjetla, genetsko
modificiranje mikroorganizama, fino podeSavanje parametara procesa, koriStenje enzima, pa
cak 1 stvaranje sintetskih enzimskih puteva za sintezu BioH>. Osim toga, istraZivanje
inovativnih dizajna reaktora 1 prijelaz procesa s makro na mikro razinu nude obecavajuce
puteve za poboljSanje. Medu tim naprecima, mikrofluidni sustavi predstavljaju vrhunsku
tehnologiju koja je spremna prevladati izazove povezane s trenutnim metodama proizvodnje
BioH;. U radu Woodwarda i Orra (1998) autori su predlozili jednostavnu enzimsku pretvorbu
glukoze u glukonsku kiselinu uz paralelnu proizvodnju molekularnog vodika. Enzim glukoza
dehidrogenaza (GDH) katalizira oksidaciju glukoze u glukonolakton, koji se hidrolizira na
glukonsku kiselinu, a kofaktor za ovu reakciju je NAD" ili NADP", koji se reducira. Drugi
enzim, hidrogenaza, koristi kofaktor kao donor elektrona, Sto rezultira molekularnim vodikom
iregeneracijom i recikliranje kofaktora. Nazalost, reakcija je rezultirala niskim prinosima. Kako
navode autori, znacajan nedostatak predloZzenog sustava je koriStenje dvaju razliitih enzima,
od kojih svaki zahtijeva razliCite optimalne procesne uvjete. Nadalje, autori su pokazali da

glukonska kiselina negativno utjece na aktivnost GDH. Oni predlazu da se eliminira glukonska
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kiselina 1 odrzava konstantan pH tijekom reakcija bi se mogla povecati stabilnost i potencijalno
proizvesti stehiometrijske koli¢ine BioH; iz glukoze viSe koncentracije. Ovo povecanje prinosa
BioH; takoder moze dovesti do veéih stopa proizvodnje. Za rjeSavanje ovih ograni¢enja i
poboljsanje ukupnog procesa, mikrotehnologija predstavlja odrzivo rjesenje. Prvi korak

predlozenog sustava, naime oksidacija glukoze pomocu GDH, istraZzen je u ovom istrazivanju.

Proces biotransformacije glukoze suspendiranim enzimom glukoza dehidrogenazom
opisan je takoder 2D matematickim modelom koji ukljucuje konvekciju u smjeru strujanja,
difuziju u dva smjera te biokemijske reakcije. Sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzbi s
pripadaju¢im rubnim i pocetnim uvjetima prikazan je jednadzbama 22 — 27. Kinetika
biokemijskih reakcija analizirana je primjenom nezavisnih eksperimenata u Sarznom reaktoru,
a procijenjene vrijednosti kinetickih parametra prikazane su u tablici 7. Predlozeni matematicki
model rijeSen je primjenom triju metoda: (i) aproksimacijom sustava homogenim idealnim
cijevnim reaktorom (jednadzbe 28-32), (ii) aproksimacijom sustava s dva idealna paralelna
cijevna reaktora (jednadzbe 33-44) te (iii) metodom konac¢nih razlika na ekvidistantnoj mrezi.
Sve simulacije provedene su primjenom programskog paketa WR Mathematica 10.0.
Analizirani su profili koncentracija svih komponenata reakcijske smjese (glukoza
dehidrogenaza, glukoza, NAD", NADH, glukonolakton i glukonska kiselina) po duZini i $irini
mikroreaktora dobivene simulacijama matematickog modela biotransfromacije glukoze
glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru pri vremenima zadrZavanja 7= 0,6 s 1 7= 24 s.
Rezultati simulacija prikazani su na slikama 20 — 29. Na temelju prikazanih profila
koncentracija moze se uociti da vrijeme zadrzavanja ima velik utjecaj na profil koncentracija
komponenata reakcijske smjese biotransformacije glukoze suspendiranim enzimom glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru. Vidljivo je da kod kratkog vremena zadrZavanja (7= 0,6 s)
nema difuzije enzima iz jedne faze u drugu. Takoder se moZe uociti da kod istog vremena
zadrzavanja dolazi do niske potro$nje glukoze i posljedicno do sinteze malih koncentracija
glukonske kiseline. Vazno je napomenuti da kod vremena zadrZavanja od 7= 0,6 s simulacije
pokazuju da do formiranja produkata dolazi samo na medufaznoj povrsni gdje dolazi od
kontakta enzima sa supstratom i koenzimom. S druge pak strane, produzenje vremena
zadrZavanja na 7= 24 s ima za posljedicu vecu potrosnju glukoze i sintezu visih koncentracija
glukonske kiseline. Pri vremenu zadrZavanja od 7 = 24 s vidljivo je da je glukonska kiselina
distribuirana po ¢itavoj Sirini reaktora te da se koncentracija spomenutog produkta povecava po
duzini reaktora. Opisani trend uocen je za svih pet kombinacija ulaznih koncentracija glukoze

i koenzima NAD".
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Eksperimentalne vrijednosti koncentracija glukoze i NADH pri razli¢itim vremenima
zadrzavanja usporedene su s rezultatima simulacije modela biotransfromacije glukoze
suspendiranim enzimom glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru. Usporedbe promjene
koncentracije glukoze i NADH o vremenu =zadrzavanja u mikroreaktoru dobivene
eksperimentalno i simulacijom matematickog modela procesa s tri metode: (i) metoda
homogenog cijevnog reaktora, (ii) metoda dvaju idealnih paralelnih cijevnih reaktora i (iii)
metoda konacnih razlika prikazane su na slikama 30 — 34. Usporedba statistiCkih kriterija
primjenjivosti predlozenih metoda simulacije matematickog modela procesa biotransformacije
glukoze sa suspendiranom glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru prikazana je u tablici 9.
Na temelju dobivenih rezultata moze se uociti da je najbolje slaganje izmedu modela i
eksperimenata dobiveno rjeSavanjem sustava parcijalnih diferencijalnih jednadzbi metodom
konaénih razlika (R? > 0,8666). Zanimljivo je uociti da rezultati pokazuju bolje slaganje
eksperimenta i metode aproksimacije sustava parcijalnih diferencijalnih jednadzbi homogenim
idealnim cijevnim reaktorom (R*>> 0,6104), nego aproksimativna metoda temeljena na dva
idealna paralelna cijevna reaktora (R?> 0,4782). Takoder uoceno je da rezultati simulacije
dobiveni aproksimativnom metodom viSe odstupaju od eksperimentalnih vrijednosti za vise

koncentracije glukoze.
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5.4. Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

mikroreaktoru

Kako bi se povecala ekonomicnost procesa biotransformacije glukoze enzimom glukoza
dehidrogenazom u mikroreaktoru, provedena je imobilizacija enzima lakaze na unutarnje
stijenke staklenog mikroreaktora volumena 4 mm?. Imobilizacijom enzima omogucava se
njihova visekratna upotreba, Sto donosi znacajne ustede u usporedbi s kontinuiranim procesima
gdje se enzimi ne odvajaju na izlazu iz mikroreaktora. U ovom radu koriStena je kovalentna
imobilizacija enzima glukoza dehidrogenaza na staklenu povrSinu mikroreaktora (Stojkovic i
sur., 2011). Ova metoda ukljucuje kovalentno vezivanje enzima za netopljivi nosag, pri ¢emu
se prvo aktivira povr§ina nosaca, a zatim se veze enzim. lako kovalentno vezivanje moze
promijeniti strukturu i smanjiti aktivnost enzima zbog agresivnih uvjeta tijekom imobilizacije,
prednost metode je stabilnost vezanog enzima, Sto sprjecava njegov gubitak s nosaca. Slika 35
prikazuje utjecaj vremena zadrzavanja na koncentraciju ispranog proteina prvog dana
imobilizacije te je vidljivo kako pri ve¢im protocima kroz mikroreaktor dolazi do intenzivnijeg
ispiranja enzima. NajviSe enzima je isprano pri najveéem protoku, odnosno pri vremenu
zadrZavanja t = 0,6 s. Pri vremenima zadrZavanja 7 = 4,8 — 48 s koncentracija ispranog enzima
je bila priblizno jednaka. Na slici 36 prikazana je promjena koncentracije glukoze i NADH 24
h nakon provedbe imobilizacije. Uoceno je da produzenjem vremena zadrzavanja dolazi do

smanjenja koncentracije glukoze 1 proporcionalno povecanja koncentracije NADH.

Stabilnost 1mobilizacije enzima glukoza dehidrogenaze na povrSini staklenog
mikroreaktora pracena je kroz vremenski period od 216 sati. Na slici 37 vidljivo je kako je
ispiranje enzima priblizno jednako do tre¢eg dana od provedbe imobilizacije iz ¢ega se mozZe
zakljuciti da je imobilizirani enzim stabilan. Nakon tre¢eg dana od provedbe imobilizacije
uocava se pojacano ispiranje enzima koje moze biti posljedica oSteCenja imobiliziranog sloja,
a koji se daljnjim strujanjem otopine glukoze i NADH odvaja od povrSine. Kako bi se
ucinkovitije imobilizirao enzim na povrSinu potrebno je modificirati i optimirati postupak
imobilizacije. Nadalje, promjena koncentracije supstrata u mikroreaktoru s imobiliziranim
enzimom glukoza dehidrogenazom (slika 38) bila je najveca u prva 24 od provodenja
imobilizacije. Nakon toga se smanjuje i1 zadrZava priblizno jednaku vrijednost tijekom 216 sati

provedbe pokusa.
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5.5. Biotransformacija glukoze imobiliziranim enzimom glukoza dehidrogenazom u

teflonskom reaktoru

Imobilizacija enzima glukoza dehidrogenaze je takoder provedena i u teflonskom
cijevnom reaktoru promjera d = 1 mm i duljine L =30 cm. U ovom reakcijskom sustavu takoder
je provedena biotransformacija glukoze pri razlicitim vremenima zadrzavanja, a pracena je i
koncentracija ispranog enzima s povrsine teflonskog cijevnog reaktora. Za provedbu pokusa
koriStena je ista otopina glukoze kao i1 u eksperimentu s imobiliziranom glukoza

dehidrogenazom u mikrokanalu mikroreaktora.

Na slici 39 prikazano je kako se koncentracija ispranog enzima povecava smanjenjem
vremena zadrzavanja u teflonskom cijevnom reaktoru tijekom prvog dana imobilizacije, pri
¢emu se kod manjih vremena zadrzavanja ispire viSe enzima najvjerojatnije zbog djelovanja
otopine supstrata na imobilizirani sloj. Promjena koncentracije glukoze i NADH pri razli¢itim
vremenima zadrzavanja prati isti trend kao 1 u eksperimentima provedenim u staklenom
mikrorekatoru (slika 40). Prac¢enjem stabilnosti imobiliziranog enzima kroz 216 sati (slika 41)
vidljivo je da je enzim stabilan gotovo 5 dana nakon ¢ega dolazi do porasta koncentracije
ispranog enzima u izlaznoj procesnoj struji §to dovodi do naruSavanja stabilnosti imobiliziranog
sloja. Uslijed povecanog ispiranja enzima sa stijenke reaktora dolazi do smanjenja promjena

koncentracije glukoze i NADH s vremenom provedbe pokusa (slika 42).
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Zakljucci

Na temelju navedenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Uvodenjem dviju vodenih faza u mikrorekator pri ukupnim protocima manjim od g = 400

mm?> min™! formira se paralelno strujanje.

KoriStenjem korelacijskih modela izracunate su vrijednosti efektivnih difuzivnosti
molekula reakcijskog sustava (glukoza, NADH i glukoza dehridorogenaza). Dobiveni
rezultati pokazuju da ¢ak i pri najkra¢em analiziranom vremenu zadrzavanja od 7 = 0,6 s
dolazi do difuzije glukoze i NADH izmedu faza. S druge strane, enzim glukoza
dehidrogenaza sporo difundira izmedu faza, pa pri viemenu zadrzavanja od 7= 0,6 s vecina
enzima ostaje u fazi u kojoj su usli u mikroreaktor. Produzeno vrijeme zadrzavanja od deset
puta jo$ uvijek nije dovoljno za znacajniju difuziju, a tek pri vremenu zadrzavanja od 7 =

96 s primjecuje se prijelaz enzima izmedu faza.

Biotransformacijom glukoze enzimom glukoza dehidogenazom u mikroraktoru postize se
potroS$nja glukoze ve¢ pri vremenu zadrzavanja od 7 = 0,6 s. ProduZenje vremena

zadrzavanja iznad 7 = 48 s nema utjecaja na promjenu koncentracije glukoze.

Proces biotransformacije glukoze suspendiranim enzimom glukoza dehidrogenazom
opisan je 2D matemati¢kim modelom koji ukljucuje konvekciju u smjeru strujanja, difuziju
u dva smjera te biokemijske reakcije. Sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzbi rijeSen
je primjenom triju metoda: (i) aproksimacijom sustava homogenim idealnim cijevnim
reaktorom, (i1) aproksimacijom sustava s dvaju idealnih paralelnih cijevnih reaktora te (iii)
metodom konacnih razlika na ekvidistantnoj mreZi. Na temelju dobivenih rezultata moze
se uociti da je najbolje slaganje izmedu modela i eksperimenata dobiveno rjeSavanjem
sustava parcijalnih diferencijalnih jednadzbi metodom konac¢nih razlika (R’ > 0,8666).
Rezultati pokazuju bolje slaganje eksperimenta i metode aproksimacije sustava parcijalnih
diferencijalnih jednadzbi homogenim idealnim cijevnim reaktorom (R? > 0,6104), nego

aproksimativna metoda temeljena na dva idealna paralelna cijevna reaktora (R*> 0,4782).

Provedena je kovalentna imobilizacija glukoza dehidrogenaze na stijenku mikrokanala
mikroreaktora 1 na stijenku teflonskog cijevnog reaktora. Potvrdena je stabilnost
imobiliziranog enzima i moguénost njegove visestruke primjene kroz vremenski period od

216 sati.
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Sazetak

Biotransformacija glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom u mikroreaktoru

Ana Stanié

U okviru ovog rada provedeno je istrazivanje biotransformacije glukoze enzimom glukoza
dehidrogenazom u mikrorekatoru. Enzim glukoza dehidrogenaza (GDH) katalizira oksidaciju
glukoze u glukonolakton, koji se hidrolizira u glukonsku kiselinu, a kofaktor za ovu reakciju je
NAD" ili NADP™, koji se reducira. Drugi enzim, hidrogenaza, koristi kofaktor kao donor
elektrona, §to rezultira molekularnim vodikom i regeneracijom i recikliranje kofaktora. Svi
eksperimenti u ovom radu provedeni su u laminarnom rezimu strujanja (Re <16) primjenom
vodenog dvofaznog sustava. Analiza efektivne difuzivnosti komponenta reakcijske smjese
(glukoza, NADH i glukoza dehidroganaza) pokazala je da glukoza i NADH difundiraju iz jedne
u drugu fazu ve¢ pri vremenu zadrzavanja od 7 =0,6 s, dok glukoza dehidrogenaza veé¢inom
ostaje u fazi u koji se uvodi i kod duzih vremena zadrzavanja. Eksperimenti biotransformacije
glukoze enzimom glukoza dehidogenazom u mikroreaktoru pri razli¢itim ulaznim
koncentracijama glukoze i koenzima NAD" uspje$no su provedeni, a rezultati su pokazali da
promjena koncentracije glukoze ovisi o ulaznoj koncentraciji koenzima i vremenu zadrzavanja
u mikroreaktoru. Proces biotransformacije glukoze suspendiranim enzimom glukoza
dehidrogenazom opisan je 2D matemati¢kim modelom koji ukljuéuje konvekciju u smjeru
strujanja, difuziju u dva smjera te biokemijske reakcije. Sustav parcijalnih diferencijalnih
jednadZbi rijesSen je primjenom triju metoda: (i) aproksimacijom sustava homogenim idealnim
cijevnim reaktorom, (ii) aproksimacijom sustava s dva idealna paralelna cijevna reaktora te (iii)
metodom konacnih razlika na ekvidistantnoj mrezi. Na temelju dobivenih rezultata moze se
uciti da je najbolje slaganje izmedu modela i eksperimenata dobiveno rjeSavanjem sustava
parcijalnih diferencijalnih jednadzbi metodom konaénih razlika (R? > 0,8666). Rezultati
pokazuju bolje slaganje eksperimenta i metode aproksimacije sustava parcijalnih
diferencijalnih jednadzbi homogenim idealnim cijevnim reaktorom (R? > 0,6104), nego
aproksimativna metoda temeljena na dvama idealnim paralelnim cijevnim reaktorima (R? >
0,4782). Provedena je takoder kovalentna imobilizacija glukoza dehidrogenaze na stijenku
mikrokanala mikroreaktora i na stijenku teflonskog cijevnog reaktora. Potvrdena je stabilnost
imobiliziranog enzima i mogucnost njegove visestruke primjene kroz vremenski period od 216
sati. Dobiveni rezultati pokazuju znacajan potencijal primjene mikroreaktora za provedbu
procesa biotransformacije glukoze enzimom glukoza dehidrogenazom.

Kljucéne rijeci: glukoza dehidrogenaza, biotransformacija glukoze, mikroreaktor, matematicko

modeliranje
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Abstract

Glucose dehydrogenase catalysed biotransformation of glucose in a microreactor
Ana Stanic

This study investigates the biotransformation of glucose by the enzyme glucose dehydrogenase
(GDH) within a microreactor. GDH catalyzes the oxidation of glucose to gluconolactone, which
subsequently hydrolyzes to gluconic acid. The cofactor for this reaction, either NAD* or
NADP", is reduced in the process. Another enzyme, hydrogenase, utilizes the reduced cofactor
as an electron donor, leading to the production of molecular hydrogen and the regeneration of
the cofactor. All experiments were conducted under laminar flow conditions (Re < 16) using
an aqueous two-phase system. The study includes an analysis of the effective diffusivity of the
reaction components—glucose, NADH, and GDH. The findings demonstrate that glucose and
NADH diffuse between phases at a retention time of z = 0.6 s, while GDH largely remains in
the phase into which it is initially introduced, especially at longer retention times. The
biotransformation experiments were successfully performed at various input concentrations of
glucose and the coenzyme NAD* within the microreactor. The results indicated that glucose
concentration changes are dependent on both the input concentration of the coenzyme and the
retention time within the microreactor. A two-dimensional mathematical model was developed
to describe the process of glucose biotransformation by the suspended GDH. This model
incorporates convection in the flow direction, diffusion in two directions, and the biochemical
reactions involved. The system of partial differential equations (PDEs was solved using three
methods: (i) approximation with a homogeneous ideal tubular reactor, (ii) approximation with
two ideal parallel tubular reactors, and (iii) the finite difference method on an equidistant grid.
The best agreement between the model and the experimental data was achieved using the finite
difference method (R? > 0.8666). The homogeneous ideal tubular reactor approximation also
showed good agreement (R? > 0.6104), outperforming the two parallel tubular reactors
approximation (R? > 0.4782). Additionally, covalent immobilization of GDH was performed
on the microchannel walls of the microreactor and on the walls of a Teflon tube reactor. The
immobilized enzyme demonstrated stability and reusability over a period of 216 hours. The
results highlight the significant potential of microreactors in facilitating the biotransformation
of glucose by GDH.
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