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Simboli

SIMBOLI

ABS - apsorbancija

co — po&etna molarna koncentracija [mmol dm’]
¢s — molarna koncentracija supstrata [mmol dm’]
k4 — konstanta deaktivacije enzima [min™']

K; — konstanta inhibicije [mmol dm™]

K — konstanta Michaelis-Menten [mmol dm™]
¢ — volumni protok [cm® min™']

r — brzina reakcije [U cm™, U dm™]

Vi — maksimalna brzina reakcije [U cm™]

¥ — volumen [cm’]

¢ — vrijeme [min]

T — temperatura [°C]

Y — iskoristenje [-, %]

GRCKI SIMBOLI

¢ — volumni omjer [cm® cm™]
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1. Uvod

1. UVOD

Uz svakodnevna bu¢na upozorenja na prijetecu krizu energije, lako je predvidjeti ¢injenicu da
nam je nadohvat ruke energija dovoljna za sve nase potrebe. Bojazan za buduc¢nost ipak nije
nerazuman strah nekolicine pesimisti¢nih umova. Covjedanstvo se, nesumljivo, mora
odviknuti ovisnosti o fosilnim gorivima, kao $to su nafta, ugljen i prirodni plin, i okrenuti se
energiji iz obnovljivih goriva, koja uz to i manje zagaduju okoli§ (Prentis,1985).

Sve se vise govori o biogorivima, kao gorivima buduénosti, a proizvode se iz obnovljivih
prirodnih izvora. Ekoloski su prihvatljivija od fosilnih, ali im proizvodnja jo$ uvijek nije
sasvim ekonomski opravdana.

Primjer takvog goriva je bioetanol koji se moze dobiti u procesima biotransformacija i
fermentacijama iz kukuruznog Skroba.

Svojstva 1 sposobnosti enzima kao bioloSih katalizatora zaista zapanjuju. U industriju se
uvodi, od ranih 1970-tih, sve veci broj procesa za sintezu posebnih i tradicionalnih kemikalija,
agrokemijskih i1 farmaceutskih intermedijera a temelje se upravo na uporabi biokatalizatora 1
provedbi biotransformacija. Tako se danas u svijetu provodi preko 200 industrijskih procesa u
kojima se oni upotrebljavaju.

Ve¢ su te ¢injenice dovoljne da opravdaju veliko zanimanje za razvoj novih tehnologija koje
koriste biokatalizatore za proizvodnju nama potrebnih tvari. Osim toga, uporaba
biokatalizatora u kemijskoj industriji se ubraja u jednu od Ccistijih tehnologija, a i njihova
primjena se stalno Siri jer omogucéava provedbu industrijskih procesa uz smanjenje otpada,
uporabu obnovljivih sirovina i1 potpunu konverziju toksi¢nih sirovina. Bez dvojbe ¢e zbog
toga industrijska primjena biokatalizatora i dalje rasti.

Ogranicavajuci faktor upotrebe enzima u industrijskim procesima jest njihova nestabilnost.
Stoga je vrlo vazno za daljnje povecanje uporabe enzima u industriji, poboljSati operacijsku
stabilnost enzima, odnosno uciniti enzime aktivnima kroz dulji period vremena (Lim et

al.2003).
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2. OPCI DIO

2.1. UGLJIKOHIDRATI

Ugljikohidrati predstavljaju jednu od vaznih skupina organskih spojeva koji se mogu naci u
prirodi. Izolacija, ¢is¢enje 1 prerada ugljikohidrata osnovna je djelatnost mnogih vaznih grana
industrije.

Ugljikohidrati su spojevi kojima je molekulska formula C,,(H,0),, pa su prema tome hidrati
ugljika.

Medutim naziv «ugljikohidraty u Sirem smislu se pripisuje tvarima koje su sastavljene od
polihidroksialdehida i ketona, te njihovih derivata.

Monosaharidi su ugljikohidrati koji obi¢no imaju 3-9 ugljikovih atoma. Najpoznatiji su D-
glukoza, D-fruktoza i D-galaktoza.

D-glukoza je najce$¢i monosaharid, a vjerojatno i najrasirenji organski spoj u prirodi. Nalazi
se u krvi (krvni Secer), u voénim sokovima (grozdani Secer), a takoder je glavna
monosaharidna komponenta mnogih oligosaharida i polisaharida.

Glukoza se dobiva hidrolizom Skroba , nakon Cega kristalizira iz vodene otopine. Ostatak
nakon kristalizacije je melasa koja se sastoji od 65% D-glukoze i 35% disaharida i
oligosaharida.

D-fruktoza je monosaharid, izomer glukoze, sastojak vo¢nih Secera i meda.

Disaharidi su ugljikohidrati koji se sastoje od dvije monosaharidne jedinice povezane
glikozidnim vezama. Najpoznatiji su maltoza, laktoza, saharoza i celobioza.

Maltoza se dobiva djelomi¢nom hidrolizom Skroba. Daljna hidroliza pokazuje da se maltoza
sastoji iz dviju molekula D-glukoze.

Saharoza, obicni stolni Secer, se sastoji od medusobno povezanih monosaharida D-glukoze i
D-fruktoze.

Laktoza dolazi u mlijeku sisavaca a sastoji se od D-galaktoze i D-glukoze.

Oligosaharidi su ugljikohidrati koji se sastoje od 3-9 monosaharidnih jedinica. Oni su
prijelazna faza kad se iz Skroba kao konac¢ni proizvod dobiva glukoza.

Polisaharidi su ugljikohidrati u kojima ima viSe od 10 monosaharidnih jedinica. Dva

najrasirenija polisaharida u biljnom svijetu su Skrob i celuloza (Pine,1994).
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Skrob je biljni rezervni materijal, koji se osobito mnogo nakuplja u sjemenkama (Zito) i
gomoljima (krumpir) u obliku Skrobnih zrnaca (Karlson 1984). Maseni udio Skroba u rizi je
62-82%, u kukuruzu 65-72%, u pSenici 57 =75% i u gomolju krumpira 12-24%. Skrob se
najcesce sastoji od 25 % nerazgranatog polisaharida, amiloze, i 75% razgranatog dijela koji se
naziva amilopektin.

Amiloza je linearni polimer. Sastoji se od nerazgranatih lanaca u kojima se molekule a-D-
glukoze vezu a(1,4)-glikozidnim vezama. Osnovna jedinica je, prema tome, maltoza, a
izmedu maltoznih jedinica nalazi se opet a(1,4)-glikozidna veza. Zbog te veze molekula nije
izduzena, ve¢ je lanac u obliku uzvojnice (Slika 2.1).

Amiloza je slatkog okusa i netopljiva u vodi, a sadrzi prosjecno 200 glukoznih jedinica.

Amiloza §

Slika 2.1. Nerazgranata struktura amiloze
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Slika 2.2. Razgranata struktura amilopektina

Amilopektin ima razgranatu strukturu. Molekule glukoze osim a(1,4)-glikozidnim vezama
vezu se jo$ na mjesto grananja o 1,6)-glikozidnim vezama. Lanac se grana u prosjeku nakon
svakih 25 jedinica glukoze (slika 2.2), a sadrzi prosjecno oko 1000 glukoznih jedinica.
Amilopektin je s obzirom na amilozu topljiv u vodi i nije sladak, a sadrzi prosje¢no oko
1000 glukoznih jedinica.

Skrob se upotrebljava kao sirovina za proizvodnju industrijskih produkata.

Sastavne makromolekule Skroba su pakirane u kompaktnom obliku, $to rezultira inertnim i
netopljivim zrncima. Zrnca Skroba su dobro komplementirana za ulogu skladistenja. Iako su
netopljiva u vodi 1 zbijeno pakirana, jo§ su uvijek dostupna za biljne metabolicke enzime.
Upotreba Skroba kao sirovine u industriji obi¢no zahtijeva prethodan raskid inertne strukture
zrnea, $to ukljucuje dopunske procesne korake .

Zelatiniranje uvelike poveéava cijepanje inertne strukture zrnca. Do tog procesa dolazi
grijanjem suspenzije Skroba iznad kriticne temperature pri kojoj zrnca Skroba nabubre i

pocinju se topiti (Christopher G. Oates et al.,1997).
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2.2. BIOETANOL

Bioetanol je etanol proizveden iz biomase i/ili biorazgradive frakcije otpada, a koristi se kao
biogorivo (Direktiva 2003/30EC-¢lanak 2).

Etanol se moze proizvoditi iz tri osnovne vrste biomase:

-Secera (od Secerne trske, melase)

-Skroba (od kukuruza)

-celuloze (od drva, poljoprivrednih ostataka)

Kukuruz i riza imaju najveci potencijal u proizvodnji bioetanola zbog najviseg iskoriStenja na
etanolu (Nigam & Agrawal, 2004) .

U posljednjih nekoliko godina proizvodnja i potroSnja biogoriva raste i sve vise zamjenjuje
fosilna goriva. Prednost bioetanola nad konvencionalnim fosilnim gorivom lezi u
obnovljivosti izvora iz kojih nastaje. Najintenzivnija im je proizvodnja u Brazilu i SAD-u.
Bioetanol  predstavlja alternativu benzinu (Slika 2.3), a najCeSée se koristi u pet i
desetpostotnim mjeSavinama s benzinom, a moze i Cisti. Za dodavanje vise od 18 posto
bioetanola u benzin, te za upotrebu cistog treba napraviti manje preinake na automobilima
starijim od deset godina. Motori koji koriste bioetanol imaju bolje izgaranje, sadrze manje

krutih Cestica, a ispusni plinovi nemaju neugodan miris.

Slika 2.3. Bioetanol kao zamjena za benzin

Koristenje samoobnovljivih goriva moze smanjiti atmosferski ugljik dioksid, zato Sto se vise
CO, apsorbira u biljkama nego $to ga nastaje proizvodnjom i upotrebom biogoriva (Slika

2.4.).(http://www.tportal.hr/automobili/autozona/fset.html)



http://www.tportal.hr/automobili/autozona/fset.html
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Slika 2.4. Zatvoreni krug ispustanja ugljika u atmosferu i uzimanja ugljika iz atmosfere kod

biogoriva

2.2.1. Proces dobivanja bioetanola

Proces proizvodnje bioetanola iz kukuruznog Skroba se moze podijeliti u nekoliko faza (Slika
2.5)

Prva faza je priprema samog kukuruznog zrna, odnosno mljevenje.

Druga faza je proces hidrolize kukuruznog Skroba do glukoze. Konvencionalna enzimatska
hidroliza ukljucuje likvefakciju 1 saharifikaciju Skroba, koje uklju¢uju temperaturu iznad 90°
C da bi pregrijale i otopile zrnca Skroba. ( Lim et al. 2003)

Likvefakcija je proces kojim se molekule Skroba hidroliziraju do molekula oligosaharida,
maltoze, te u manjim koncentracijama glukoze i dekstrina (Paolucci- Jeanjean et al. 2000)
Likvefakcija se provodi uz enzim o- amilazu. Saharifikacija je proces kojim se molekule
oligosaharida hidroliziraju do molekula glukoze uz enzime glukoamilazu i pululanazu, a
odvija se zasebno ili za vrijeme fermentacije (Marotta et al. 2002). Fermentacija glukoze se
provodi uz djelovanje kvasca Saccharomyces cerevise (obi¢ni pekarski kvasac) u

bioreaktorima, te nakon 24-72 sata nastaje 8-10%-tni etanol.
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Posljednja faza u proizvodnji bioetanola je destilacija koja se provodi u nekoliko faza nakon
kojih nastaje 95% etanol. Da bi se dobio potpuno Cisti etanol, kakav se koristi za mijeSanje s

benzinom, dodaje se benzen i nastavlja destilacija te se dobiva 99,8% -tni etanol.
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Slika 2.5.Nacin dobivanja etanola suhim postupkom

2.3. ENZIMI

2.3.1. Opcenito o enzimima

Enzimi ili, kako su se prije zvali, fermenti, bioloski su vrlo vazna skupina proteina.

Oni su bioloski katalizatori (biokatalizatori), povecavaju brzinu reakcije ali ne utjeCu na
kemijsku ravnotezu.

U prvoj polovici 19. stoljeca pocela su znanstvena istrazivanja enzimskih hidroliza.

Kiihne (1878) je predlozio da se katalizatori koji djeluju sasvim kemijski nazovu enzimima,
prema grékom zyme = kvasac. Otkricem alkoholnog vrenja in vitro (Buchner, 1897)
enzimologija je dobila snazan poticaj. Koriste¢i se metodom proteinske kemije, dobiveno je
dosad mnogo stotina enzima u kristaliziranu stanju, a prvi enzim izoliran u kristalnom obliku
bila je ureaza, a izolirao ga je Sumner jo§ davne 1926. godine. Mnogim enzimima odreden je
redosljed (sekvencija) aminokiselina, odnosno primarna struktura. Pod sekundarnom

strukturom podrazumjeva se prostorni raspored samog peptidnog lanca, pod tercijarnom
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strukturom prostorni polozaj svih atoma. Kvarternom strukturom oznacava se agregacija od

viSe peptidnih lanaca u definiranu molekulu (Slika 2.6.).

(a) - Lys - Ala- His - Gly - Lys - Lys — Val - Leu - Gly - Ala -
Primary structure (aming acid sequence in a polypeptide chain)

B

Tertiary structure:

one complete protein chain

(s chain of hemoglohin) Quaternary structure:
the four separate chains
of hemoglobin assembled
into an oligemeric protein

©
s

Secondary
structure
(helix)

Slika 2.6. Razlicite strukture enzima

Za kataliticko djelovanje odgovorno je aktivno srediSte koje nastaje od odredenih dijelova
polipeptidnog lanca posebnim nabiranjem. Pri denaturaciji razara se konformacija. Zbog toga
se gubi kataliticko djelovanje iako je sekvencija aminokiselina ostala ocuvana.

Za samu katalizu bitno je snizavanje energije aktivacije, to se postize uzajamnim djelovanjem
proteinskog dijela enzima sa supstratom koji se povezuju u kompleks enzim-supstrat
(Karlson, 1984).

Enzimi djeluju vrlo specificno. Ako enzim katalizira reakciju samo sa jednim odredenim
supstratom, kazemo da pokazuje apsolutnu specificnost. Ako pak katalizira reakciju u kojoj se
pojavljuje supstrat sa odredenom atomskom skupinom, kaZzemo da se radi o grupnoj
specifi¢nosti. Najnizi stupanj specifi¢nosti je opisan reakcijskom specificnosti koji oznacava
da enzim katalizira odredeni tip reakcije bez obzira na grupe atoma koje se nalaze u okolisu.
Poznato je da pojedini enzimi kataliziraju reakcije samo sa odredenom stereokemijskom

formom supstrata. Takvi su enzimi poznati kao stereospecificni.
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2.3.2. Podjela enzima

Internacionalna Unija Biokemije 1 Molekularne Biologije (IUBMB) razlikuje gotovo 4000
enzima 1 kategorizira ih koriste¢i enzimsku nomenklaturu. Broj postoje¢ih enzima u prirodi
kreée se oko 25000, a do sada ih je izolirano preko 3000. Enzime se moZze naci u zivotinjskom
1 biljnom svijetu, te u vlaknastim gljivama, kvascima i1 bakterijama. Prirodni ili rekombinantni
mikroorganizmi proizvode Siroki spektar korisnih enzima s razlikama u specificnosti prema

supstratu, brzini reakcije, toplinskoj stabilnosti i optimalnoj pH vrijednosti.

Enzime klasificiramo na osnovu reakcije koju kataliziraju u Sest osnovnih skupina (Louglin,

2000), (Tablica 2.1)

Tablica 2.1. Klasifikacija enzima

Naziv Vrsta reakcije

oksidoreduktaze Oksidacija-redukcija

transferaze Prijenos skupina

hidrolaze Reakecije hidrolize

liaze Adicija ili eliminacija skupina radi stvaranja dvostruke veze
izomeraze Izomerizacija(intramolekulski prijenos skupina)

ligaze Vezanje dvaju supstrata na teret hidrolize ATP

Od svih enzima, hidrolaze se najviSe primjenjuju u industrijskim biotransformacijama.
Hidrolaze djeluju bez koenzima, a za njihovu aktivnost Cesto su potrebni metalni ioni
(Karlson, 1984).

Oksidoreduktaze za svoju aktivnost zahtijevaju koenzim zbog ¢Cega industrijske
biotransformacije moraju ukljucivati proces za njegovo ucinkovito regeneriranje. Transferaze
i ligaze trenutno imaju puno vazniju ulogu u prirodi, nego u industriji, dok se liaze i
izomeraze, zbog svojih jedinstvenih svojstava, koriste u raznim industrijskim segmentima.
Obzirom na topljivost enzima u radnom mediju razlikujemo one koji su otopljeni u vodi 1
koriste se jednokratno, te one koji se prevode u oblik u kojem se mogu visekratno koristiti,
tzv. imoblizirani enzimi. Prednost imobiliziranih enzima je u moguénosti visekratne upotrebe,
jer su prevedeni u oblik koji nije topljiv u reakcijskom mediju i1 stoga imaju vecu stabilnost,
lakSe se izdvajaju iz reakcijskog medija, te se koriste u kontinuiranim procesima. Zanimljivi
su s ekonomskog, ekoloskog i toksikoloskog stajaliSta (Katchalski et al. 2000).

Opéenito je pravilo da se jeftini enzimi ne koriste u imobiliziranom obliku jer je to preskupo

za industrijsku uporabu (Ashter et al. 1993).
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2.3.3. Enzimi kao bioloski katalizatori — prednosti i nedostatci

Enzimi imaju mnogo izrazitih prednosti pred konvencionalnim kemijskim katalizatorima.
Kataliziraju reakcije u vrlo uskom podrucju reaktanata (supstrata), koje se moze sastojati od
malog broja komponenata slicne grupe, jedne grupe komponenata ili samo jedne komponente.
To znaci da se katalizira iskljuCivo izabrana reakcija, eliminiraju¢i pri tome mogucnost
stvaranja nepozeljnih sporednih produkata. Na taj nacin povecava se produktivnost. Takoder,
dobiva se vrlo €isti produkt ¢ime se smanjuju troskovi izolacije, a samim time i opterec¢enje
okolisa koje taj postupak uzrokuje. NajceSce je potreban vrlo mali broj koraka da se proizvede
konac¢ni zeljeni produkt. Prema tome enzimi su katalizatori koji su u moguénosti prihvatititi
razli¢ite kompleksne molekule kao supstrate i1 vrlo selektirano katalizirati regio i
stereoreakcije. Biokatalizatori se mogu koristiti u jednostavnim 1 kompleksnim
transformacijama bez potrebe za blokiraju¢im i deblokiraju¢im koracima koji su osnova u
regio i enantiselektivnoj organskoj sintezi. Takva visoka selektivnost omogucava visoku
efikasnost prilikom provodenja reakcija sa vrlo malo sporednih produkata §to enzime Cini
ekoloski prihvatljivom alternativom kemijskim katalizatorima (Schmid et al. 2001).

Druga, ali i ne manja vazna prednost enzima je §to za razliku od kemijskih katalizatora
kataliziraju reakcije u blagim uvjetima (sobna temperatura, atmosferski tlak i neutralni pH),
pa se u vecinu enzimatskih procesa ulaze malo energije, Sto vodi do nizih cijena.

potpuno biorazgradljivi.

Enzimi pokazuju i visoku kataliticku u¢inkovitost.

Iako biokemicari 1 mikrobiolozi ve¢ dugo smatraju da je biokataliza obecavajuée podrucje za
kemijsku sintezu, njezina primjena u industriji je ograni¢ena (Schmid et al. 2001). Glavni
razlozi su visoka cijena izoliranih enzima, nestabilnost, te dostupnost u malim koli¢inama.
Takoder, enzimi su topljivi u vodi, te ih je tesko i skupo separirati iz reakcijske smjese na

kraju katalitickog procesa (D'Souza 1999).

2.4. AMILAZE

Amilaze su grupa enzima koji su sposobni katalizirati hidrolizu glikozidnih veza nadenih u
Skrobu. Mogu se dobiti iz razliCitih izvora jer su prisutne u velikom broju zZivih organizmima.

Amilaze su jedna od najvaznijih grupa enzima u podrucju biotehnologije. Razlikujemo tri
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vrste amilaza: a-amilaza, f-amilaza i glukoamilaza. o-amilaze se najviSe primjenjuju u

industriji (Bravo Rodrguez et al. 2006), (Slika.2.7.).

Slika 2.7. Struktura a-amilaza

a-amilaza (1,4-a-D-glukan glukanohidrolaza EC 3.2.1.1) djeluje na velike polimere Skroba
na unutrasnjim lancima i cijepa ih na kratke polimere glukoze. a-amilaza katalizira hidrolizu
unutrasnjih a-(1,4) glikozidnih veza polisaharida koji sadrze 3 ili viSe a-(1,4) povezanih D-
glukoza, proizvode¢i pritom dekstrin, oligosaharide, maltozu 1 D-glukozu. a-Amilaza
izolirana iz bakterija ima Siroku primjenu u industrijskoj proizvodnji alkohola i glukoznog
sirupa iz Skroba (Van der Maarel et al. 2002). Posto je Skrob topiv pri viSim temperaturama
(oko 100° C), od velike je vaznosti za industrijsku primjenu da o-amilaza bude termostabilna
(Violet et al. 1989). a-amilaza iz Bacillus licheniformis (Slika 2.8.) pokazuje najvecu

stabilnost na visokim temperaturama (Buckow et al. 2006).

Slika 2.8. Bacillus licheniformis se obicno nalazi na pti¢jem perju
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o-Amilaze pripadaju grupi mataloenzima koje sadrze oCuvan kalcijev ion. Kalcij je zaduzen
za ocCuvanje strukturne cjelovitosti enzima (Vallee et al. 1959), na nalin da pomaze
stabiliziranju tercijarne strukture enzima (Lim et al. 2003).

Uklanjanje kalcija iz enzima rezultira promjenama u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi (Bush
et al. 1989), smanjenjem termostabilosti (Nielsen et al. 2003) i enzimatske aktivnosti
(Bozonnet et al. 2003). Nijedan drugi metalni ion, pa ni supstrat nema tako pozitivan efekt na

termostabilnost a-amilaza kao kalcij.

2.5. MODELIRANJE ENZIMSKIH REAKCIJA

Modeliranje kao princip reakcijskog inZenjerstva pronalazi vaznu ulogu u proucavanju
enzimskih reakcija (Straathof 2001), te je za ocekivati da ¢e se njegova uloga povecati sa
povecanom uporabom biokatalize. Sam matematicki model sustava se moze definirati kao
matemati¢ki izraz (matematiCke jednadzbe, racunalni programi) kojima se odreduje
interakcija okoline (ulazne veliCine) 1 stanja sustava (veliCine stanja) sa svrhom upravljanja

(izlazne veli¢ine).

Model reaktora se sastoji od kinetickog modela i reaktorskog modela. Za odredivanje
kinetickog modela bilo je potrebno odrediti enzimske kineticke parametre koji se procijenjuju
iz izraza za brzinu reakcije. Procjena se temelji na matematickoj obradi eksperimentalnih
podataka dobivenih provodenjem enzimski katalizirane reakcije. Kinetika enzimski
katalizirane reakcije se uobiCajeno odreduje prate¢i promjenu pocetne brzine reakcije pri
razli¢itim koncentracijama supstrata. Posto akumulacija produkta, nestajanje supstrata, te
promjena pH vrijednosti u vremenu mogu utjecati na kinetiku enzimski katalizirane reakcije,
metoda procjene kinetiCkih parametara iz serije eksperimentalnih podataka koncentracija-

vrijeme nije najbolje rjesenje.

Kontinuirani procesi imaju visoku produktivnost kao rezultat dugotrajnog rada bez potrebe za
zaustavljanjem, praznjenjem 1 ponovnim punjenjem reaktora. Oni takoder omogucuju
dobivanje produkta konstantne kvalitete, a rad u stacionarnom stanju omogucuje olaksanu
kontrolu procesa. Protocno kotlasti reaktor je povoljan za reakcijske sustave inhibirane

supstratom zato jer radi pri uvjetima izlazne koncentracije kod koje je koncentracija supstrata
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kod visokih konverzija niska. Time se smanjuje deaktivacija enzima. Medutim s druge strane

ovaj tip reaktora nije povoljan za reakcije inhibirane produktom.

2.5.1. Pregled kinetickih modela
Kineticki model enzimske reakcije je matematicki izraz koji opisuje vezu izmedu brzine
enzimske reakcije i veli¢ina stanja reakcijskog sustava: koncentracije, temperature i/ili tlaka.

Kineti¢ki model se postavlja na temelju eksperimentalnih kinetickih istrazivanja.

Brzina reakcije katalizirane otopljenim enzimom moze se opisati Michaelis-Menteni¢inim

kineti¢kim izrazom koji se moze opisati jednadzbama 2.1.12.2.:

ki

ES 2.1)

S+E
k

k 2.2.
ES % P+E 2.2)

Gdje je E enzim, S supstrat, P produkt, a ES predstavlja kompleks izmedu enzima i supstrata.

Brzine reakcije za supstrat S i kompleks enzim-supstrat ES su dane jednadzbama 2.3. 1 2.4.

96 g ep - cpg (2.3.)
de
dc

dfs =ky-cg-cp —(ky +h3) cpg (2.4)

Uz pocetni uvjet =0 slijedi da je cs=cso, a cgs=0. Koncentracija enzima je obi¢no puno niza
od koncentracije supstrata, pa je vefina enzima prisutna tijekom reakcije vezana u obliku
kompleksa enzim-supstrat. Analiticko rjeSenje jednadzbi 2.3. 1 2.4. je moguce pretpostavivsi

stacionarno stanje za kompleks enzim-supstrat, odnosno:

degg
—ES _ 2.5.
% (2.5.)
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Sto vrijedi ako je koncentracija enzima puno manja od pocetne koncentracije supstrata.

Koriste¢i ukupnu bilancu enzima (jednadZba 2.6.) gornje jednadZbe se mogu rijeSiti za

nepoznate koncentracije enzima i kompleksa enzim-supstrat.
CE0 =CE T CES
Kao rezultat se dobiju jednadzbe 2.7.12.8.

kyreg ey

Crs
. k, +k,

Ckyeg e k, +k,

Cg =Cgo =Cgg
k, + k, ky +k, +k -cg

Supstitucijom csi cgs i1zraz za brzinu supstrata postaje:

deg — ky-cg-cp
dr k2+k3+c

koo
iz ¢ega slijedi Michaelis-Mentenicin kineticki izraz dan jednadzbom 2.10.
V.
K, +cg

(2.6.)

2.7))

(2.8.)

(2.9.)

(2.10.)

gdje je rs brzina potrosnje supstrata, cs koncentracija supstrata (mmol/dm®), ¥;, maksimalna

brzina reakcije (mmol/dm’ min), a K° Michaelis-Menteni¢ina konstanta (mmol/cm’).

Parametar V,, pokazuje ovisnost o koncentraciji enzima (jednadzba 2.11.), a K’ ovisi o

konstantama brzina reakcije danih u jednadzbama 112 .

Vm =k3 'EO
KS = ky + ks

2.11)

(2.12)
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podrugje kinetike nultog reda

podrucje Michaelis-Menten kinetike

v 2

rg [mmol dm? min'l]

podrucje kinetike prvog reda

K
/ m

¢ [mmol dm‘3]
Slika 2.9. Ovisnost reakcije brzine o pocetnoj koncentraciji supstrata kod Michaelis-

Mentenicine kinetike
Michaelis-Mentenicina jednadzba pokazuje tri razli¢ita podrucja brzine reakcija (Slika 2.9.):

1. Podrucje kinetike prvog reda
2. Podrucje Michaelis-Mentenicine kinetike

3. Podrucje kinetike nultog reda

Pri vrlo niskim 1 vrlo visokim koncentracijama supstrata ovisnost reakcijske brzine rs o

koncentraciji supstrata cs je linearna.

Podrucje niskih koncentracija supstrata (cs<< KSI) se moze aproksimirati kinetikom reakcije

prvog reda, a podrucje visokih koncentracija supstrata (cs™>> Kri) se moze aproksimirati

kinetikom reakcije nultog reda.

Ovaj model ne ukljucuje postojanje inhibicije supstratom i1 produktom. Inhibicija je pojava
kada pojedini kemijski spoj (inhibitor) svojom prisutnoséu smanjuje brzinu enzimski
katalizirane reakcije, obi¢no zbog vezanja na aktivno mjesto. Postoje tri tipa inhibicije:

1. kompetitivna inhibicija (2.13.)

2. nekompetitivna inhibicija (2.14.)

3. antikompetitivna inhibicija (2.15.) je kombinacija kompetitivne i nekompetitivne

inhibicije
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Koncentracija tvari koja je inhibitor je dana sa cy, pri cemu to moze biti i supstrat i produkt.

V 'CS
_ m 2.13
s K (1+¢/K;)+cq @13)
V., -cg
r = m (2.14)
(1+e/K;)- (K5 +cs
Vim s (2.15)

B Ki+cs-(l+cI/Ki)
Kompetitivni inhibitori (Slika 2.10.) su najc¢es¢e sli¢ni molekuli ili dijelu molekule supstrata
te se vezu na aktivno mjesto supstrata. Dakle, kompetitivni inhibitori smanjuju brzinu
reakcije, tako da smanjuju udio molekula enzima koje mogu vezati supstrat, Sto se ocituje u
»prividnom® povecanju vrijednosti K. Kod nekompetitivne inhibicije(Slika 2.10.) inhibitor
se ireverzibilno veze na aktivho mjesto enzima ili moze promijeniti oblik enzimu,
povezivanjem na mjesto razli¢ito od aktivnog mjesta, te na taj na¢in ometati vezanje supstrata
za aktivno mjesto (Durakovi¢ 1996).
Vrlo Cesto u enzimski kataliziranim sustavima dolazi i do deaktivacije enzima. To je pojava
smanjenja enzimske aktivnosti iz poznatog ili nepoznatog razloga. Naime, vrlo Cesto se
enzimi deaktiviraju zbog promjene strukture proteinske molekule radi poviSenja temperature,
nagle promjene pH vrijednosti, visokog tlaka u sustavu, prevelike brzine mjeSanja ili pak

prisustva neke komponente u sustavu koja na enzim djeluje deaktivirajuce.
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Supstrat

Kompetitivni
inhibitor

-

Nekompetitivni
inhibitor

Enzim /

Slika 2.10. Prikaz kompetitivnog i nekompetitivnog inhibitora

2.5.2. Reaktorski modeli

Bioreaktor je procesni uredaj u kojemu se provodi bioproces te se koristi za proizvodnju
biomase, bioprodukta pomocu mikroorganizama ili animalnih stanica i za biotransformacije
pomocu enzima. Danas postoje vise razlicitih izvedbi reaktora za bioprocese, no izbor se
moze svesti na tri temeljna tipa bioreaktora: kotlasti (Sarzni), proto¢no kotlasti i cijevni
reaktor 1 to najcesce s nepokretnim slojem biokatalizatora.

Kriteriji za izbor bioreaktora su: tip reakcijskog medija, tip kinetike i oblik biokatalizatora.
Vrlo vazno je da bioreaktor mora biti optimiran da bi se postigla visoka produktivnost tj. da se
proizvede Sto viSe produkta po jedinici reaktorskog volumena, jedinici enzimske aktivnosti
primijenjenog biokatalizatora i jedinici vremena (Vasi¢-Racki 1990). Pomoc¢u ekonomskih
(konacna cijena proizvodnje produkta) ili ekoloskih parametara se odreduje optimalni tip,

veli¢ina i konfiguracija bioreaktora za industrijsku proizvodnju.
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2.5.2.1. Kotlasti reaktor

Kotlasti reaktor (Slika 2.11.) se Cesto susrece u industriji za provedbu velikog broja reakcija,
pretezno u kapljevitoj fazi. Obi¢no je konstruktivno izveden u obliku kotla snabdjevenog sa
mijeSalicom 1 plaStom za grijanje ili hladenje. Osim naziva kotlasti reaktor upotrebljavaju se i

izrazi "Sarzni reaktor" ili na engleskom jeziku "batch reactor".

Jedna od osnovnih znacajki kotlastog reaktora je da se za vrijeme kemijske reakcije ne
izmjenjuje sadrzaj, odnosno reakcijska smjesa, s okolinom. Drugim rije¢ima to znaci da se
sva koli¢ina reakcijske smjese u kotlastom reaktoru unese na pocetku reakcije. Reakcija
zapocinje, traje izvjesno vrijeme, zavrsava i tek po zavrSetku, reaktor se prazni. Ta osnovna
znacajka oznacuje da je kotlasti reaktor zatvoreni sustav. Energija, uglavnom toplina moze se
izmjenjivati s okolinom. Takoder za kotlasti reaktor vrijedi da su veliine stanja
(koncentracija, temperatura) zavisne od vremena $to proizlazi iz toga da je kemijska reakcija
vremenski proces bez obzira na njenu brzinu pa kazemo da je kotlasti reaktor uvijek u
nestacionarnom stanju. Sastav reakcijske smjese je u svakoj tocki isti (pretpostavka idealnog
mijeSanja), te se bilance mogu postaviti za reaktor kao cijelinu, a ne samo za diferencijalni
volumen. Sarzni reaktor je povoljan za reakcijske sustave koji nisu inhibirani niti supstratom

niti produktom (Gomzi 1998).

— — Qr,j(t)

ra =f(t) V=konst.
T=konst.
Qru(t)

Q, =1(t)

Slika 2.11. Prikaz kotlastog reaktora

Bilanca tvari uz pretpostavku idealnog mijesanja za takav tip reaktora glasi:

d(V -c,)
S ey 2.16.
& A (2.16.)
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Uz pretpostavku da je volumen reakcijske smjese stalan i neovisan o vremenu te da nema

promjene gustoce s vremenom, jednadzba 2.17. glasi:

dc,
—L =7 2.17.
o (2.17)

2.5.2.2. Kotlasti reaktor s dotokom

Reaktor s dotokom (Slika 2.12.) je reaktor u koji se kontinuirano ili povremeno uvodi
reakcijska smjesa. Kako se niSta ne uklanja iz sustava, volumen smjese se povecava s
vremenom, te je ovaj reaktor stalno u nestacionarnom stanju, odnosno veli¢ine stanja unutar
reaktora ovise o vremenu. Uz pretpostavku idealnog mijeSanja, sastav reakcijske smjese je u
svakoj tocki jednak.

Ovaj tip reaktora naj¢esce se upotrebljava kada je supstrat inhibitor ili je toksi¢an te ga treba

postepeno dovoditi u reaktor (Vasi¢-Racki 1990).

FAQ: Vo
Ca, |
ol B
ra = konst V=konst
T=konst
QF. 7]
0——0
. = konst.

Slika 2.12. Prikaz kotlastog reaktora s dotokom
Bilanca tvari komponente A za takav tip reaktora je dana sljede¢om jednadzbom:

d(V-cA)

=Cro'q +r,V 2.18.
dr A0 "4 A ( )

gdje g oznacava volumni protok, a ca o koncentraciju komponente A u dotoku. Ako se uzme u

obzir da je promjena volumena u vremenu jednaka brzini volumnog dotoka:
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av _
dt
Jednadzba 2.18. glasi:

q (2.19.)

dey _ (CA,O_CA)'q+
dr V

A (2.20.)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. APARATURA

3.1.1. Stakleni kotlasti reaktor

Sarzni i ponovljivi Sarzni eksperimenti su provedeni u staklenom kotlastom reaktoru (1)
volumena 50 cm’ (Slika 3.1.) s magnetskim mije$alom (2). Radni volumen je bio 5 cm’. Za
provedbu eksperimenata bilo je potrebno odrzavati konstantnu temperaturu (80 °C) u reaktoru
1 da bi se to ostvarilo bilo je potrebno reaktor drzati u posudi s dvostrukom stijenkom kroz
koju je protjecala voda iz termostata (3). Za mijeSanje reakcijske smjese koriStena je

magnetska mijeSalica (MM-540, TEHTNICA) (4).

— —

3 1 1. reaktor
2. magnetsko mijesalo
3. proto¢na posuda za termostatiranje
— =2 4. magnetska mijesalica
—
4

Slika 3.1. Aparatura za provodenje eksperimenata u kotlastom reaktoru

3.1.2. Spektrofotometar

Dvozrac¢ni spektrofotometar SHIMADZU UV-1601 (Japan) (Slika 3.2.) se koristo za mjerenje

koncentracije otopine Skroba .
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3.1.3. Kapljevinski kromatograf visokog ucinka

Kapljevinski kromatograf visokog u¢inka (Shimadzu, Japan) (Slika 3.3.) sa C;g kolonom i RI
detektorom je koriSten za odredivanje koncentracije maltoze 1 glukoze. Osnovne komponente
sustava su bile HPLC pumpa, otplinja¢, termostat za kolonu, UV i RI detektor, jedinica za

vodenje, te raCunalo sa softverom za prikupljanje podataka.

Slika 3.3. Kapljevinski kromatograf visokog uc¢inka (Shimadzu, Japan)

3.2. ANALITICKE METODE

Analiticke metode koriStene u ovom radu se mogu podijeliti na spektrofotometrijske 1
kromatografske. Spektrofotometrijski su bile mjerene koncentracije otopina skroba.
Kapljevinska kromatografia visokog ucinka (HPLC) s RI detektorom je bila koriStena za

odredivanje koncentracija maltoze i glukoze.

3.2.1. Odredivanje koncentracije Skroba

Koncentracija Skroba tijekom eksperimenta je mjerena jodnim reagensom pomocu
spektrofotometra pri valnoj duljini od 580 nm. Jodni reagens je smjesa otopine joda (5
mmol/dm’) i kalijevog jodida koja u prisustvu $kroba poprima tamno plavo obojenje.
Intenzitet obojenja je proporcionalan koncentraciji Skroba, a mjeri se pomocu

spektrofotometra.
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Prije svakog eksperimenta bilo je potrebno napraviti bazdarni pravac, kako bi mjerenja bila
Sto to¢nija. Koncentracije standardnih otopina pripremljene su razrijedivanjem otopine Skroba
koncentracije 20 g dm™. Iz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji dobivena je jednadzba
pravca potrebna za preracunavanje koncentracije Skroba u uzorku. Bazdarni pravac se nalazi u
Prilogu (Prilog 1).

U kvarcne kivete volumena 1,0 cm® (Slika 3.4) potrebno je otpipetirati volumen svake

komponente prema Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Sastav otopina u kiveti za odredivanje koncentracije Skroba

. Sastav bazdarnih otopina Sastav otopine s uzorkom
Otopina 3 3
[cm7] [em’]
Pufer 0,1-X -
Otopina Skroba X 0,1
Jodni reagens 0,9 0,9

Slika 3.4. Prikaz kiveta

Absorbancija uzorka u kiveti je preracunata na koncentraciju Skroba koriStenjem bazdarnog

pravca.

3.2.2. Odredivanje koncentracije glukoze i maltoze

Koncentracija glukoze i maltoze je odredivana pomo¢u HPLC uredaja koji je bio spojen na RI
detektor. Analiza je provedena na temperaturi od 80 °C s protokom mobilne faze
(redestilirana voda) 0,5 cm® min™” na koloni Cg - Carbohydrate Ca *(300 x 6.5 mm, CS-
Chromatographie service GmbH). Vrijeme zadrZavanja za maltozu je bilo 11,6 minuta, dok je
za glukozu bilo 13,7 minuta. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije glukoze i maltoze
dani su u prilogu (Prilog 2 i 3). Prije analize uzorka iz reaktora bilo je potrebno profiltrirati
uzorke da se izdvoji amilaza i Skrob. Za filtriranje se koristio membranski filter veli¢ine pora

od 0,2 um (Chromfail CA 20-25, Macherey-Nagel) (Slika 3.5.).
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Slika 3.5. Prikaz filtera Chromfail CA 20

3.2.3. Odredivanje aktivnosti a-amilaza

Akivnost enzima a-amilaza komercijalnih naziva Termamyl i Liqouzyme u reakciji $kroba
mjerena je spektrofotometrijski na 580 nm pracenjem koncentracije Skroba. Koli¢ina
potroSenog skroba u jedinici vremena je bila mjera aktivnosti enzima a-amilaza.

Aktivnost je odredivana u kotlastom reaktoru volumena 5 cm’ s otopinom $kroba
koncentracije 2 g/l uz dodatak 50 pl a-amilaze. Uzorci su uzimani nekoliko puta u
vremenskom intervalu od 10 minuta te analizirani spektrofotometrijski.

Na temelju eksperimentalnih podataka promjene absorbancije sa vremenom iz kojih je
racunata pocetna brzina (metoda pocetnih brzina) i nagiba bazdarnog pravca odredili smo
aktivnost o-amilaza komercijalnih naziva Termamyl i Liqouzyme. Aktivnost navedenih

enzima izracunata je pomocu izraza 3.1.

dABS
ds * ¥ reaktora
A= (3.1)
dABS : Venzima
dcékrob

3.2.4. Kineticka karakterizacija a-amilaza

Za kineti¢ku karakterizaciju a-amilaza komercijalnih naziva Termamyl i Liqouzyme mjerenja
su provedena u kotlastom reaktoru volumena 5 cm’® koji je bio termostatiran na temperaturi od
80 °C. Mjerena je pocetna brzina reakcije u ovisnosti o koncentraciji Skroba, te utjecaji

glukoze 1 maltoze kao produkta na pocetnu reakcijsku brzinu.
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3. Eksperimentalni dio

Za mjerenje su koriStene slijede¢e otopine: 0.1M fosfatni pufer pH 7, otopina Skroba
koncentracije 20 g dm™ i koncentracije 80 g dm™ otopine glukoze i maltoze koncentracije

200 g dm>, te 10x razrijedena izvorna otopina a-amilaza. Sastav testa je prikazan u tablici

3.2.

Tablica 3.2. Sastav testa za odredivanje aktivnosti a-amilaze u reakciji hidrolize Skroba

Ovisnost pocetne brzine | Inhibicija glukozom | Inhibicija maltozom
Otopine 0 koncentracisji Skroba | 4 [cm3] V [cm3]
Viem’]

Skrob X 1,5 1,5

glukoza - -

maltoza - - X

pufer 4,95-X 3,45-X 3,45-X
a-amilaza 0,05 0,05 0,05

3.3.0PIS PROVEDBE EKSPERIMENATA U RAZLICITIM TIPOVIMA REAKTORA

3.3.1. Provedba hidrolize Skroba u ponovljivom kotlastom reaktoru

Za provedbu hidrolize $kroba u ponovljivom kotlastom reaktoru je koristen 50 cm’ stakleni
kotlasti reaktor. Podetna koncentracija $kroba je bila 20 g dm~. Na samom podetku
eksperimenta je dodana a-amilaza (Termamyl i Liquozyme). Na pocetku su uzorci uzimani
cesc¢e, a kasnije rijede. Kada je koncentracija supstrata pala otprilike na nulu dodan je novi

Skrob 1 tako tri do pet puta tijekom eksperimenta.

3.3.2. Provedba hidrolize Skroba u kotlastom reaktoru sa dotokom supstrata

Pokus u kotlastom reaktoru s dotokom proveden je u reaktoru volumena 500 cm’. Podetni
radni volumen je iznosio 100 cm’. PoGetna koncentracija $kroba je bila 20 g dm™. Nakon $to

je hidrolizirana pocetna koli¢ina Skroba reaktor je spojen s pumpom ¢iji je protok iznosio 0,53

cm’/min. Koncentracija otopine $kroba u dotoku je bila 50 g dm™ .
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3. Eksperimentalni dio

3.4. OBRADA PODATAKA

Kineticki modeli enzimatskih reakcija mogu imati velik broj parametara, ovisno o
medudjelovanjima komponenti reakcijskog sustava s enzimom. Vecina se parametara moze
procijeniti neovisnim kinetickim mjerenjima koja se temelje na metodi pocetnih reakcijskih
brzina (Gomzi, 1998). Ovom se metodom ispituje utjecaj samo jedne reakcijske komponente
na rekcijsku brzinu, dok se utjecaj preostalih komponenti reakcijskog sustava iskljucuje,
odnosno drzi konstantim. Tako se primjerice odreduje Michaelis-Menteni¢ina konstanta
enzima 1 konstanta inhibicije za produkt reakcije na enzim. Pri odredivanju konstante
inhibicije koncentracije supstrata se tijekom svih mjerenja drze konstantnima, dok se mijenja
koncentracija produkta. 1z ovako dobivenih eksperimentalnih podataka se procjenjuju
vrijednosti parametara nelinearnim ili linearnim regresijskim metodama. U ovom je radu
koriStena metoda nelinearne regresije koja se nalazi u programskom paketu SCIENTIST
(SCIENTIST handbook, 1986-1995). U tu svrhu koriStene su dvije metode: metoda
najmanjih kvadrata 1 simpleks metode. Cilj navedenih metoda pri odredivanju parametara je
prona¢i minimalni zbroj kvadrata greSke izmedu seta eksperimentalnih podataka 1 seta
podataka izracunatih pomoc¢u modela.

Na temelju izracunate sume kvadrata greSke parametri se ponovno proracunavaju sve dok se
ne postigne minimalna pogreSka izmedu seta eksperimentalnih i izraCunatih vrijednosti
(SCIENTIST handbook). Na temelju napisanog modela i procijenjenih parametara provodi se
simulacija rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi odredenog modela. SCIENTIST za
rjeSavanje seta diferencijalnih jednadzbi koristi numericke metode i to Euler-ovu metodu,

metodu Runge Kutta IV, Bulrisch-Stoer metodu 1 Episode algoritam.
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4. MATEMATICKI MODEL

Matematicki model hidrolize Skroba katalizirane o-amilazama sastoji se od bilancnih 1

kinetic¢kih jednadzbi.
4.1. KINETICKI MODEL
Kineticki model opisan je jednadzbom 4.1. Kinetika reakcije je opisana Michaelis-

Menteni¢inom jednadZbom u koju je ukljucena antikompetitivna inhibicija glukozom 1

maltozom.

= Vm " Cikroba (41)

Cghﬂ“)za Crmaltoza

K., +cg (1+
m skroba
K iglukoza Kimaltoza

Kineticki parametri u navedenoj jednadzbi odredeni su nezavisnim mjerenjima metodom
pocetnih brzina. Pocetna reakcijska brzina je odredivana iz koliCine Skroba koja je
hidrolizirala tijekom prvih pet minuta reakcije. Iz ovisnosti poetne reakcijske brzine o
koncentraciji Skroba je napravljen Michaelis-Menteni¢in graf pomocu kojega su zatim

nelinearnom regesijom u paket program SCIENTIST procijenjeni kineti¢ki parametri.

4.1.1. Deaktivacija enzima

Deaktivacija a-amilaze uzrokovana je denaturacijom proteina uslijed visoke temoerature na
kojoj se provodi hidroliza Skroba. Opisana je prema dvostupnjevitom modelu na temelju

predlozene sheme (Violet & Meunier 1989):

a-amilaza —% 5 g-amilaza* —%» deaktivirana a-amilaza (4.2))
Ovaj model pretpostavlja nastajanje modificiranog oblika enzima na putu do njegove potpune
deaktivacije. Karakteristika modificiranog oblika je da on isto posjeduje odredenu aktivnost
ali je ona niZa od aktivnosti izvornog oblika enzima. Stoga je maksimalna ukupna aktivnost
enzima jednaka zbroju aktivnosti izvorne amilaze i modificirane amilaze:

Vo= Vn(i-amilaza

o-amilaza*
+V,

(4.3.)

" @g-amilaza " @y-amilaza*
. . .. . . e _amil ..
Parametar maksimalne aktivnosti izvornog enzima je procijenjen, Vo™ | nezavisnim

mjerenjima metodom pocetnih brzina uz pretpostavku da tijekom prvih pet minuta reakcije
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4. Matematic¢ki model

nije doSlo do znacCajnije promjene aktivnosti uslijed deaktivacije. Maksimalna aktivnost

Va—amilaza*
m

modificiranog oblika amilaze, , procijenjena je na temelju eksperimenata

provedenih u reaktoru.

4.2. REAKTORSKI MODEL

Bilancne jednadZbe za hidrolizu Skroba katalizirane s o-amilazama u kotlastom reaktoru 1
kotlastom reaktoru s dotokom postavljene su na temelju slijedecih pretpostavki:
- reakcijska smjesa je dobro mijeSana i prema tome njen sastav je isti u svakoj tocki
reakcijske smjese
- bilance energije nisu razmatrane, obzirom da je temperatura tijekom eksperimenta bila

konstantna

4.2.1. Kotlasti reaktor i ponovljivi kotlasti reaktor

Reaktorski model hidrolize Skroba u kotlastom reaktoru uz a-amilaze komercijalnih naziva

Termamyl 1 Ligouzyme se sastoji od bilancnih jednadZzbi za Skrob glukozu i maltozu (Jedn.

4.4-4.6)
dcék oba
Loiaoba __,. 4.4,
A (4.4.)
de lukoz
£ d to ? = Yglukoza/ékrob r (4.5.)
d¢,atior
% =Y maltoza/skrob " ¥ (46)

IskoriStenje glukoze na Skrobu (Ygiukozasskrob) 1 1skoriStenje maltoze na Skrobu (Ymaitozasskrob) J€
procijenjivano na temelju podataka koncnetracija-vrijeme dobivenih tijekom provedbe
eksperimenta u kotlastom reaktoru.

Na temelju sheme deaktivacije enzima (4.3.) izvedene su jednadzbe za promjenu

koncentracije izvornog (4.7.), kao i modificiranog oblika amilaze (4.8.)

d(Pa-amilaza ____7,0-amilaza . (4 7 )
- a-amilaza .
dr
do, ., , .
a-amilaza* __ 7.0-amilaza o-amilaza*®
dr - kd *Qy-amilaza ~ Kd * Wa-amilaza* (48)
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4. Matematic¢ki model

Obje konstante deaktivacije su procijenjene iz eksperimenta u reaktoru

4.2.2. Kotlasti reaktor s dotokom

Reaktorski

model hidrolize S$kroba u kotlastom reaktoru s dotokom wuz a-amilaze

komercijalnih naziva Termamyl i Liquozyme se sastoji od bilancnih jednadzbi 4.9., 4.10.,
4.11.,4.12,4.1314.14.
Bilancne jednadzbe za Skrob (4.9.), glukozu (4.10.) maltozu (4.11.) 1 oba oblika amilaze

(4.12. 1 4.13.) su za razliku od kotlastog reaktora proSirene za konvektivni ¢lan. U model je

takoder uklju¢ena jednadzba za konstantno poveéanje volumena reakcijskog medija u

reaktoru (4.14.).

dcgkroba _ c§kroba,0 - cékroba q v
= 4., —
dt V
dcglukoza _ Cglukoza Y
dr - Yo, + glokoza/skrob r
dcmaltoza _ Cmaltoza . + Y .7
- Itoza/Skrob
d ¢ c ma
d(pa-amilaza _ _ Po-amilaza . _ 0-amilaza
d - v QCO d Py-amilaza
d(Pa-amilaza* _ _ QPo-amilaza* . + ka-amilaza . ) __ 7.0-amilaza*
d - q% d Po-amilaza d
dr
ar e

(4.9.)

(4.10.)
(4.11.)
(4.12.)
(4.13.)

" Qy-amilaza*

(4.14.)
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5. REZULTATI RAPRAVA

a-amilaze su enzimi koji hidroliziraju skrob cijepanjem a-1,4 glikozidne veze. Obzirom da je
Skrob topljiv na visokim temperaturama, na kojim su enzimi skloni denaturaciji, najveci
problem prilikom provodenja ove reakcije predstavlja stabilnost enzima. Poznato je da a-
amilaze u svojoj strukturi imaju ione kalcija koji dopinose njegovoj stabilizaciji (Lim et al.
2003). U ovom radu su istrazivane dvije o-amilaze komercijalnih naziva Termamyl i
Liquozyme u reakciji hidrolize Skroba. Odredena je njihova kinetika, te je postavljen
matematicki model koji je validiran u ponovljivom kotlastom reaktoru i reaktoru s dotokom.
Takoder je ispitan utjecaj iona kalcija na stabilnost enzima prilikom provedbe hidrolize

Skroba.

5.1. KINETIKA a-AMILAZA

Prije ispitivanja kinetike o-amilaza Termamyl 1 Liquozyme odredena je optimalna
temperatura i pH enzima u reakciji hidrolize Skroba. U tu svrhu je odredena aktivnost a-
amilaza pri temperaturama u intervalu od 40 - 80 °C, te u pH podrucju 5,5-8. Maksimalna
aktivnost za oba enzima je postignuta na temeraturi od 80 °C i pH 7. U daljnjem tijeku

istraZivanja mjerenja su provodena pri navedenim uvjetima.

Tablica 5.1. Procijenjeni kineticki parametri u reakciji hidrolize Skroba katalizirane o-
amylazama

PARAMETAR VRIJEDNOST
a-amilaza - Termamyl

iz img em™ min]  5402,4 + 464,2

K [g dm™] 17,1 £1,5
Kiglukoza [g dm—3] 472 +4,1
K™% [g dm”] 122+ 1,1

a-amilaza - Liquozyme
Vn(:_amilaza [mg Cm_3 min-l] 6230,4 i 609,8

K [g dm™] 188+ 1,4
K2 [g dm™] 101,0 £7,5
Kimaltoza [g dm—S] 34’7 + 3,3
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5. Rezultati i rasprava

Kinetika a-amilaza odredena je metodom pocetnih brzina. U tu svrhu je je mjerena ovisnost
pocetnih reakcijskih brzina o koncentaciji Skroba. Ispitana je inhibicija produktima u reakciji
hidrolize Skroba, te je mjeren utjecaj glukoze i maltoze na pocetnu reakcijsku brzinu. Iz
rezultata je utvrdeno da oba produkta inhibiraju reakciju kataliziranu s oba ispitivana enzima.
U literaturi je pronadeno da se glukoza i maltoza ponasaju kao antikompetitivni inhibitori u
reakciji hidrolize $kroba koju kataliziraju a-amilaze (Apar & Ozbek 2007). Stoga je kinetika
hidrolize Skroba opisana Michaelis-Menteni¢inom kinetikom u koju je ukljucena
antikompetitivna inhibicija produktima (Jedn. 4.1.). Parametri modela su procijenjeni
nelinearnom regresijom iz eksperimetalnih podataka i prikazani su u Tablici 1. Iz
procijenjenih parametara vidljivo je da a-amilaza — Liquozyme pokazuje ve¢u maksimalnu
aktivnost u reakciji hidrolize Skroba od enzima Termamyl. Dobivene vrijednosti Michealis-
Mentenic¢inih konstanti upucuju da je skrob specfi¢niji supstrat za Termamyl. Procijenjene
konstante inhibicije ukazuju da su oba enzima viSe inhibirana maltozom nego glukozom.
Takoder, obzirom da su procijenjene vise vrijednosti konstanti inhibicija u slu¢aju a-amilaze
— Liquozyme, moze se zakljuciti da je hidroliza Skroba katalizirana ovim enzimom manje

inhibirana produktom.

5.2. HIDROLIZA SKROBA UZ o-AMILAZE - TERMAMYL I LIQUOZYME U
REAKTORIMA

Kineticka mjerenja su pokazala da ispitivana reakcija katalizirana a-amilazama nije jako
inhibirana produktima. Stoga je validacija pretpostavljenog modela (poglavlje 4) provedena u
ponovljivom kotlastom reaktoru sa viSe puta dodanim Skrobom, a potom u kotlastom reaktoru
s dotokom. Za ove reaktore je karakteristicno da se produkt ne odvodi iz reaktora. Navedeni
reaktori su takoder vrlo efikasni za procjenjivanje deaktivacije enzima tijekom duge upotrebe.
Svi eksperimenti su provedeni s 1 bez iona kalcija kako bi se odredio utjecaj istih na stabilnost

enzima.

5.2.1. Hidroliza Skroba uz a-amilaze - Termamyl i Liquozyme u ponovljivom kotlastom
reaktoru

Hidroliza Skroba katalizirana a-amilazom-Termamyl u ponovljivom kotlastom reaktoru

prikazana je na Slici 5.1. Na Slici 5.1.A prikazan je eksperiment bez dodatka iona kalcija, a na

30



5. Rezultati i rasprava

Slici 5.1.B u prisustvu iona kalcija ¢ija je koncentracija bila 5 mM. Navedena koncentracija

kalcija je odredena prema podacima iz literature (Lim et al 2003.).

« ®  Skrob
(A) ¢ Skrob & glukoza
25 1 ¢ glukoza 251 & maltoza
A maltoza model
20 | model 20 » q q
o a
= 3 =
= 15 = 15
=0 =0
Q Q
10 1 A ° A 10 -
5 A 5 1
A
0 w " " 0 . .
0 150 200 250 300 0 200

t [min] t [min]

Slika 5.1. Hidroliza Skroba katalizirana a-amilazom-Termamyl u ponovljivom kotlastom
reaktoru (7= 80 °C, 0,1 mol dm”, Vieaktor = 50 €M’ @Prermamyio = 0,001), (A) KH,PO4-K,HPO,
pH 7, (B) Tris-HCI pufer + 5 mM Ca*"

Moze se vidjeti da je tijekom 200 minuta u eksperimentu bez prisustva kalcija (Slika 5.1.A)
hidrolizirano otprilike dvostruko manje skroba nego §to je to bilo kada je u reakcijskoj smjesi
bio prisutan Ca —ion (Slika 5.1.B) uz istu po¢etnu koncentraciju katalizatora. Iz toga se moze
zakljuciti da je kalcij vrlo dobar stabilizator koriStene amilaze. U oba eksperimenta, s
vremenom dolazi do smanjenja brzine reakcije hidrolize Skroba. Navedeno je uzrokovano
deaktivacijom enzima. Deaktivacija je, kao §to je ve¢ re¢eno u prethodnom poglavlju, opisana
dvostupnjevitim modelom (Jedn. 4.2.) koji pretpostavlja nastajanje modificiranog oblika
enzima na putu do njegove potpune deaktivacije. Stoga su iz provedenih eksperimenta
procijenjene konstante deaktivacije izvornog i modificiranog oblika enzima - Termamyl kao i

aktivnost modificiranog enzima (Tablica 5.2.)

Tablica 5.2. Konstante procijenjene prilikom provedbe hidrolize Skroba katalizirana o-

amilazom-Termamyl u ponovljivom kotlastom reaktoru

VRIJEDNOST
PARAMETAR 0 mM Caz 5 mM Caz"
yIem U em™] 2640,84 + 121,35 | 2934,48 + 270,64
k; ™ [min™] 0,046 = 0,004 0,0038 =+ 0,0004
kg™ [min™'] 0,0097 £0,0008 | 0,0097 = 0,0004
Yaukossiaon [2 € ] | 0,064 = 0,002 0,105 + 0,004
Yinattozasskrob [£ €] 0,137 £ 0,005 0,193 + 0,008
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Iz dobivenih vrijednosti parametara se moze zakljuciti da ioni kalcija ne utjeCu bitno na
deaktivaciju modificiranog oblika enzima, kao ni na njegovu aktivnost. Znacajan
stabilizacijski utjecaj se ocituje u izvornom obliku enzima, obzirom da je konstanta
deaktivacije istog 12 puta manja u prisutnosti iona kalcija.

Iz eksperimentalnih podataka prikazanih na Slici 5.1. procijenjena su i iskoristenja glukoze 1
maltoze na Skrobu (Tablica 5.2.). U oba eksperimenta dobiveno je vece iskoriStenje na
maltozi. Takoder je vidljivo da prisustvo iona kalcija prilikom hidrolize Skroba katalizirane
Termamylom doprinosi ve¢em iskoriStenju glukoze 1 maltoze na skrobu.

Rezultati eksperimenta hidrolize Skroba katalizirane a-amilazom-Liquozyme u ponovljivom
kotlastom reaktoru prikazani su na slici 5.2. I uz ovaj enzim je uoc¢en znatan utjecaj kalcijevih
iona na stabilnost enzima, te je za isto vrijeme (200 min) i uz istu po€etnu kocentraciju
enzima u eksperimentu uz kalcij hidrolizirano oko 100 g dm™ (Slika 5.2.B) gkroba, a bez

kalcija 40 g dm™ kroba (Slika 5.2.B).

25

® Skrob ® $krob
¢ glukoza ¢ glukoza (B)
A maltoza 20 ¢ A maltoza ¢ A

model - mqdel

¢ [gdm?]

0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 40 80 120 160 200 240
t [min] t [min]
Slika 5.2. Hidroliza Skroba katalizirana a-amilazom-Liquozyme u ponovljivom kotlastom

reaktoru (7= 80 °C, 0,1 mol dm™, Vrearior = 50 ¢m’, @t iquozymeo = 0,001), (A) KH,PO4-K,HPO,
pH 7, (B) Tris-HCI pufer + 5 mM Ca*"

U ovim eksperimentima je takoder uocena deaktivacija enzima, te su procijenje konstante
deaktivacije modificiranog 1 izvornog oblika enzima kao 1 maksimalna aktivnost
modificiranog oblika koje su dane u Tablici 5.3. Ioni kalcija i kod ove amilaze pokazuju
znaCajan stabilizacijski utjecaj na izvorni oblik enzima. Njegova procijenjena konstanta

deaktivacije je oko 13 puta niza u eksperimentu uz ione kalcija.
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Ako usporedimo konstante deaktivacije oba enzima mozemo vidjeti da su konstante

deaktivacije izvornog oblik enzima Termamyl (k,°™) oko tri puta nize od izvornog oblika
Liquozyme (k,"") $to upuéuje da je Termamyl u izvornom obliku stabilniji. To nije slucaj za
modificirani oblika Termamyl kod kojeg je primje¢ena dvostruko brza deaktivacija (k, ™)
od istog za Liquozyme (k}'").

Iz eksperimentalnih podataka prikazanih na slici 5.2. procijenjena su iskoriStenja na glukozi i

maltozi (Tablica 5.3.).

Tablica 5.3. Konstante procijenjene prilikom provedbe hidrolize Skroba katalizirana a-

amilazom-Liquozyme u ponovljivom kotlastom reaktoru

PARAMETAR VRIJEDNOST

0 mM Ca” 5mM Ca”
VE U em™) 2052,41 £ 131,52 | 2052,41 + 131,52
k' [min™'] 0,133 + 0,007 0,0098 + 0,0003
k' [min™] 0,0044 + 0,0002 0,0044 + 0,0002
Yotukozassirob [ '] 0,203 + 0,005 0,108 + 0,004
Yimaltoza/skron [€ €] 0,284+ 0,006 0,185+ 0,004

Kao i kod hidrolize Skroba katalizirano Termamyl-om i u ovim eksperimentima dobiveno je
vece iskoriStenje na maltozi. Uz oba enzima u prisutnosti iona kalcija dobivaju se otprilike
jednaka iskoriStenja na glukozi 1 maltozi. Najvisa iskoriStenja su dobivena u eksperimentu

kataliziranom a-amilazom-Liquozyme bez iona kalcija.

5.2.2. Hidroliza Skroba uz o-amilaze - Termamyl i Liquozyme u kotlastom reaktoru s
dotokom

Rezultati hidrolize Skroba katalizirane a-amilazom-Termamyl i Liquozyme u kotlastom
reaktoru s dotokom prikazani su na slici 5.3. 1 5.4. Ovi eksperimenti su zapoceti kao Sarzni, te
kada je sva pocetna koli¢ina Skroba hidrolizirana ukljucen je dotok otopine Skroba u reaktor.

U eksperimentu s enzimom Termamyl provodenom bez iona kalcija, enzim je vrlo brzo
izgubio aktivnost. Stoga je dodana nova koli¢ina enzima u 257-0j minuti kako je naznac¢eno
na slici 5.3.A. Nova koli¢ina enzima je izgubila aktivnost priblizno istom brzinom
deaktivacije kao §to je to bilo prilikom prvog dodavanja. U ovom eksperimentu procijenjena

je Cetiri puta viSa konstanta deaktivacije modificiranog oblika enzima Termamyl
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5. Rezultati i rasprava

(k;"™ =0,038min"') od one procijenjene u ponovljivom kotlastom eksperimentu

(k;™ =0,0097 min"', Tablica 5.2.).

[ ] . [ ]
20 dodan enzim: ) (A) e  krob 20 (B) e  krob
Prermamy — 0'004\ <O glukoza < glukoza
A maltoza A maltoza
15 1 model 15 1 model
a a
g poceo dotok g poceo dotok
° 10 { skroba ° 10 ¢ skroba
=0 ' 20 '
Q o Q
5] [ NYSVNENY/EN a
£ o o <

Slika 5.3. Hidroliza Skroba katalizirana a-amilazom-Termamyl u kotlastom reaktoru s
dotokom (T: 80 OC, O,l mol dm-Sa Vreaktora, 0= 100 Cm3, Cskroba, dotok— 50 g dm-3: ddotok — 0951
cm’min”, @Liquozyme, 0 = 0,005) (A) KH,PO4-K,HPO, pH 7, (B) Tris-HCI pufer + 5 mM Ca**

25 25
®  Skrob .
[ o krob
(A) <& glukoza (B) o . 1 rz
20 1 20 ¢ gluoza
4 maltoza A maltoza
model f model
15 1 15 1
poceo dotok

poceo dotok
Skroba

Skroba

¢ [gdm’]
¢ [gdm?]

t [min] t [min]
Slika 5.4. Hidroliza Skroba katalizirana o-amilazom-Liquozyme u kotlastom reaktoru s
dotokom (7= 80 °C, 0.1 mol dm”, Vieaktora, 0 = 100 ¢m”, Cikroba, dotok= 30 g dm™, Gaorok = 0.51

cm’min”, @Liquozyme, 0 = 0,005) (A) KH,PO4-K,HPO, pH 7, (B) Tris-HCI pufer + 5 mM Ca**

U ostalim eksperimentima tj. u eksperimentu hidrolize Skroba kataliziranom amilazom
Termamyl u prisustvu kalcija (Slika 5.3. B) kao i uz Liquozyme bez i s ionima kalcija (Slika
5.4.) procijenjene konstante deaktivacije su bile jedanke onim procijenjenim u ponovljivom
kotlastom reaktoru (Tablice 5.2. 1 5.3). Predlozeni matematicki model (Jedn. 4.1., 4.9., 4.9.-

4.14.) je dobro opisao rezultate eksperimenata provedenih u kotlastom reaktoru s dotokom.
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5. Rezultati i rasprava

Vazno je naglasiti da su izraunata iskoriStenja na maltozi i1 glukozi imala iste vrijednosti kao
1 u eksperimentima u ponovljivom kotlastom reaktoru (Tablice 5.2.15.3).

Konverzija Skroba u 500 minuti u eksperimentu u prisutnosti kalcija kataliziranom
Termamylom iznosila je 97,4 %, dok je ista u eksperimentu s Liquozyme-om bila 95,4 %.
Ako uzmemo u obzir Cinjenicu da amilaza Liquozyme ima viSu maksimalnu aktivnost u
reakcije hidrolize Skroba (Tablica 5.1) i da su uvjeti provedbe eksperimenta bili jednaki u oba
slu¢aja moZemo zakljuciti da ioni kalcija ukupno viSe doprinose stabilnosti amilaze

Termamyl.
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6. Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Ispitana je kinetika oba enzima u reakciji hidrolize skroba na optimalnoj temperaturi i pH, te
su nelinearnom regresijom procijenjeni parametri Michaelis-Mentenic¢inog kinetickog modela.
Na temelju procijenjenih parametara pokazalo se da enzim Liquozyme pokazuje vecu
aktivnost u reakciji hidrolize skroba, dok je enzim Termamyl specifi¢niji za Skrob.
Ispitivanjem utjecaja glukoze i maltoze na aktivnost enzima utvredeno je da maltoza jace
inhibira oba enzima od glukoze.

Razvijen je matemati¢ki model procesa hidrolize Skroba uz enzime Termamyl i Liquozyme
koji je ukljucivao temperaturnu deaktivaciju enzima opisanom dvostupnjevitim modelom.
Model je vrlo dobro opisao pokuse provedene u ponovljivom kotlastom reaktoru i kotlastom
reaktoru s dotokom.

Navedeni eksperimenti su provedeni sa 1 bez iona kalcija, te je zakljueno da ioni kalcija
znacajno stabiliziraju oba enzima.

Iz izracunatih konverzija kod eksperimenata provedenih u kotastom reaktoru s dotokom

zakljuceno je da ioni kalcija ukupno vise doprinose stabilnosti amilaze Termamyl.
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Sazetak

SAZETAK

UTIJECAJ KALCIJEVIH IONA NA STABILIZACIJU o-AMILAZE PRI HIDROLIZI
SKROBA
Katica Viskovié

Hidroliza skroba je vrlo istrazivan kemijski proces koji se obi¢no provodi u dva stupnja: prvi
stupanj je likvefakcija katalizirana a-amilazama, a drugi stupanj je proces saharifikacije
kataliziran glukoamilazama. Produkt procesa je glukoza koja se koristi dalje kao supstrat u
fermentaciji, kao sirovina za kemijsku sintezu (npr. sorbitola) ili za proizvodnju fruktoze
izomerizacijom glukoze. U ovom je radu proucavana likvefakcija Skroba katalizirana s dvije
a-amilaze: Termamyl i1 Liquozyme. Obzirom da se oba enzima deaktiviraju prilikom dulje
upotrebe na povisenoj temperaturi (80 °C), ispitivana je moguc¢nost njihove stabilizacije
ionima kalcija. Eksperimenti su provedeni u ponovljivom Sarznom, te u kotlastom reaktoru s
dotokom supstrata. Razvijeni su matematicki modeli za oba tipa reaktora. Deaktivacija
enzima je opisana dvostupnjevitim modelom koji pretpostavlja nastajanje modificiranog
oblika enzima na putu do njegove potpune deaktivacije. Usporedbom eksperimenata
provedenih bez i uz prisustvo kalcija pokazano je da kalcij znacajno doprinosi stabilnosti

koris$tenih a-amilaza

Kljucne rijeci: a-amilaza, hidroliza $kroba, modeliranje, deaktivacija enzima
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Summary

SUMMARY

THE INFLUENCE OF CALCIUM IONS ON a-AMYLASE STABILIZATION
DURING STARCH HYDROLYSIS
Katica Viskovic

Starch hydrolysis is highly investigated chemical process which is usually carried out in two
stages: the first step is liquefaction catalyzed by a-amylase, and the second step is the
saccharification process catalyzed by glucoamylase. Glucose as the reaction product can be
further used as a substrate for ethanol production during fermentation, as raw material for
chemical synthesis (sorbitol), or it can be used for the production of fructose by isomerization.
Starch liquefaction catalyzed by two a-amylases: Termamyl and Liquozyme was studied in
this work. Considering that both enzymes deactivate during the prolonged use at high
temperatures (80 °C), the possibility of their stabilization by Ca*" ions was studied. The
experiments were carried out in the repetitive batch and fed batch reactors. Mathematical
models for both reactor types were developed. Enzyme deactivation was described by two-
step model that assumed formation of an intermediate on the pathway between the native and
denatured form of enzyme. Comparisons of experiments that were carried out in the presence
and in the absence of calcium ions, it was found out that calcium ions significantly contribute

to the enhanced a-amylase stability.

Key words: a-amylase, starch hydrolysis, modeling, enzyme deactivation
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Prilozi

PRILOZI

PRILOG 1. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije Skroba

PRILOG 2. BaZdarni pravac za odredivanje koncentracije maltoze

PRILOG 3. BaZzdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze
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Slika 9.1. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije Skroba
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Slika 9.2. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije maltoze
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PRILOG 3

Prilozi
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Slika 9.3. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze
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