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1. Uvod

U danaSnje vrijeme postoji sve vecéa svijest o potrebi za primjenom ekoloski
prihvatljivih procesa u industrijskoj proizvodnji. Primjerice, upotreba enzima u kozmeti¢koj,
tekstilnoj, kemijskoj i drugim industrijama predstavlja jednu od ekoloski prihvatljivih
tehnologija.

Enzimi imaju nekoliko prednosti u odnosu na klasine katalizatore. Enzimski
katalizirane reakcije se provode pri blagim uvjetima, odvijaju se pri ve¢im reakcijskim
brzinama, enzimi su stereospecifi€ni, nema upotrebe toksi¢nih sirovina, nema Stetnih emisija
u okolis, nastaje manje otpada i moguce je proizvesti visokovrijedne produkte (Giorno i Drioli,
2000.). Osim brojnih prednosti enzimski katalizirane reakcije imaju i neke nedostatke, a
jedan od njih je nestabilnost enzima, odnosno podloZnost deaktivaciji i inhibiciji, te svakako
njihova visoka cijena.

MatematiCki modeli i primjena kompjuterskin tehnika omogucuju optimiranje
biokatalititkog procesa, predvidanje uvjeta dobivanja maksimalne konverzije i maksimalnog
volumnog iskoriStenja, predvidanje vremena trajanja reakcije, te odredivanje najprikladnijeg
tipa reaktora za potrebu provedbe nekog bioprocesa (Gomzi, 1998.).

Oksidacijom L-metionina nastaje 2-okso-4-metiltiobutiri¢na kiselina i vodikov peroksid
koji spontano dekarboksilira 2-okso-4-metiltiobutricnu kiselinu u 3-metiltiopropanoitnu
kiselinu i vodu. Cilj ovog rada bhila je a) kineticka karakterizacija enzima oksidaze L-
aminokiselina porijeklom iz triju izvora Crotalus adamanteus, Crotalus atrox i Rhodococcus
opacus, b) provedba enzimski katalizirane oksidacije L-metionina, c) razvoj matemati¢kog

modela procesa u kotlastom reaktoru.
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2.1. ENZIMI

Kemijske reakcije u bioloSkim sustavima se uglavnom dogadaju uz prisustvo enzima.
Enzimi su proteinske molekule koje kataliziraju kemijske reakcije u zivom organizmu te ih
zbog toga nazivamo biokatalizatorima (Durakovi¢, 1996). Prirodni su polimeri koji nastaju
kondezacijom aminokiselina te zbog toga imaju veliku molekularnu masu. Predstavljaju
visoko specificne katalizatore i svaki enzim katalizira jednu reakciju ili skupinu srodnih
reakcija. Specificnost za supstrat je najéeSCe visoka, a katkad i potpuna (Stryer, 1991.).
Ubrzavaju kemijske reakcije u blagim uvjetima i tako djeluju katalitiCki, a da se sami u reakciji
trajno kemijski ne promijene. Enzimi sudjeluju i u sintezi i u razgradnji odredenih tvari.
Djelovanje enzima zapocinje stvaranjem enzim-supstrat kompleksa koji ima manju energiju
aktivacije nego aktivirani intermedijer supstrata bez enzima. Kompleksiranje mora biti brzo i
reverzibilno, tako da se odmah nakon reakcije produkt odvaja od enzima i oslobada ga za
daljnje kataliticko djelovanje.

Enzimi se mogu podijeliti u Sest osnovnih skupina:

o oksidoreduktaze koje kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije,

o transferaze koje kataliziraju reakcije koje ukljuéuju premjeStanje grupa atoma

izmedu molekula,

e hidrolaze koje kataliziraju reakcije hidrolize molekula,

¢ liaze koje kataliziraju reakcije uklanjanja grupa s ciljem formiranja dvostrukih veza

ili reakcije adicije grupa na dvostruku vezu,

e izomeraze koje kataliziraju reakcije izomerizacije,

e ligaze koje kataliziraju formiranje veze izmedu dvaju molekula upotrebom energije

adenozin trifosfata (ATP-a)

Od velikog su znacaja za odvijanje biokemijskih procesa koji bi se bez njih znatno
sporije odvijali ili se uopc¢e ne bi odvijali (Leidler i Bunting, 1973.).

Prednosti enzima u odnosu na obi¢ne katalizatore:

e ubrzavaju reakcije 10° puta i vide,

¢ djeluju u vrlo malim koncentracijama,

o reakcije katalizirane enzimima ne zahtjevaju primjenu visokih temperatura i

tlakova, te ekstremnih pH vrijednosti i Stetnih materijala za okolinu,

o selektivni su i specifi¢ni,

e biorazgradivi su,

o Kkataliziraju kompleksne reakcije u jednom stupnju.

Da bi bili primjenjivi u industriji moraju imati visoku aktivhost i stabilnost te mora

postojati mogucnost njihove viSekratne uporabe jer u suprotnom nisu isplativi. lako imaju
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brojne prednosti u odnosu na klasi¢ne katalizatore, zastupljenost enzima u industriji je joS
uvijek mala.

Osnovni nedostaci enzima kao katalizatora:

e visoka cijena izolacije enzima,

e enzimske reakcije su Cesto inhibirane supstratom ili produktom pa se ne moze
ostvariti, ekonomski opravdana proizvodnja,

¢ nestabilni su u otopinama organskih otapala i pri poviSenim temperaturama,

e u odredenim sluajevima mogu biti toksi¢ni (npr. enzimi zmijskog otrova),

e moze doci do deaktivacije uslijed promjene reakcijskih uvjeta.

Enzime mozemo podijeliti na:

e unutarstaniéne enzime koji su vezani za membranu ili se mogu nalaziti u
citoplazmi. Ovi enzimi su nestabilni, a da bi ih ekstrahirali iz stanice potrebno je
razbiti stani¢nu stjenku primjenom mehanickih, kemijskih ili mikrobioloskih
metoda.

e izvanstani¢ne enzime koji su metaboliti stanica te ih one izbacuju nakon sinteze
pa nisu potrebni procesi razbijanja stanica. Stabilniji su od unutarstani¢nih, maniji

ih je broj i jeftiniji su.

2.1.1. Oksidaze aminokiselina

Oksidaze aminokiselina su flavoproteini koji se nalaze u peroksisomima raznih
eukariotskih stanica (Gabler i sur., 2000.). Od velikog su biotehnoloSkog znacaja. Oksidaze
aminokiselina pripadaju u vrlo zanimljivu skupinu oksidaza zbog svoje mogucnosti oksidacije
tj. oksidativhe deaminacije Sirokog spektra aminokiselina pri ¢emu nastaju odgovarajuce a-
keto kiseline, amonijak i vodikov peroksid (Findrik, 2005.).

NajCeSce se koriste za biokataliticke sinteze i razdvajanje raceminih smjesa.
Sastavni su dio biosenzora za odredivanje aminokiselina.

Jedan od nedostataka ovih enzima je Sto je prilikom oksidacije visokih koncentracija
supstrata potrebna kontinuirana opskrba kisikom, pri ¢emu interakcija izmedu enzima i plina
na medufaznoj povrsini mjehuri¢/kapljevina moze uzrokovati brzu i reverzibilnu inaktivaciju
enzima. Zatim, vodikov peroksid koji nastaje kao sporedni produkt reakcije moze prouzroditi
brzu inaktivaciju enzima zbog oksidacije osjetljivih bo€nih ogranaka proteina (metionin,
cistein, itd.) ili nespecificnu oksidaciju reakcijskin produkata koja dovodi do smanjenja
kona¢ne produktivnosti i prisutnosti sporednih produkata u konaénoj reakcijskoj smijesi
(Fernandez-Lafuente i sur., 1998.).

Oksidaza aminokiselina porijeklom iz zmijskog otrova je dostupan ali preskup enzim

za Siru uporabu. Osim u zmijskom otrovu, L-AAO se mogu pronacéi i u mikroorganizmima
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poput bakterija, cijanobakterija i plijesni. Bakterijama se moze lakSe genetski manipulirati te

su one povoljnije za dobivanje enzima (Pantaleone i sur., 2001.).

2.1.2. Oksidaze L-aminokiselina

Oksidaza L-aminokiselina (L-AAO) je dimerni flavoprotein koji sadrzi nekovalentno
vezan flavin adenin dinukleotid kao kofaktor (Pavelek, 2000.).

L-AAO su enzimi prisutni u znacajno visokoj koncentraciji u zmijskom otrovu pa se
pretpostavlja da su oni uzrok njegove toksi¢nosti (Geyer i sur., 2001.). Moguée ih je
jednostavno izolirati te su ovi enzimi najbolje prou€eni u svojoj skupini. Pokazuju afinitet
prema hidrofobnim aminokiselinama. Ovi enzimi su apsolutno specifi¢ni za L-izomere.

O L-AAO iz R. opacus, koji je korisSten u ovom radu, u literaturi nema puno podataka.
Zbog niske Km vrijednosti za pojedine supstrate posebno je interesantan za razdvajanje
racemata. Provedena testiranja na prirodne aminokiseline pokazala su da je strogo
specifiCan na L-aminokiseline. MoZe oksidirati veliki broj aromatskih, alifatskih, bazi¢nih i
kiselih L-aminokiselina, te L-aminokiseline koje sadrze kisik i sumpor (Geueke i Hummel,
2002.).

L-AAO dobivene iz razliCitih izvora se medusobno razlikuju po specificnosti,
stabilnosti, te bioloSkim i toksikoloskim ucincima. Vecina bioloskih ucinaka ovog enzima je
posljedica sekundarnog djelovanja vodikovog peroksida. Medutim, joS uvijek nisu dobro
razjasnjeni niti toksikoloSki ucinci niti strukturna svojstva ove vazne skupine enzima (Ali i
sur., 2000.).

2.1.3. Katalaza

Katalaza (H,O, oksidoreduktaza E.C.1.11.1.6.) je Siroko rasprostranjen enzim Kkoji
spada u skupinu oksidoreduktaza i €ija je funkcija kataliza kemijske reakcije razgradnje
vodikovog peroksida na molekularni kisik i vodu. Vodikov peroksid nastaje kao nusprodukt
prilikom oksidacije masnih kiselina ili kao produkt bijelih krvnih stanica te moze uzrokovati
inhibiciju enzima i denaturaciju proteina. Katalaza je tetramerni protein kod kojeg se svaka
podjedinica sastoji od 500 aminokiselina.

Katalaza je pronadena u gotovo svim aerobnim organizmima a funkcija joj je zaStita
stanica od Stetnog utjecaja vodikovog peroksida (Masters i sur., 1986.).

Za uklanjanje vodikovog peroksida u reakciji oksidacije L-metionina, koja je opisana u
ovom radu, koriStena je katalaza iz govede jetre koja razgraduje vodikov peroksid na vodu i
kisik. Katalaza iz govede jetre se nalazi u peroksisomima unutar stanice i bila jedan od prvih
kristaliziranih unutarstani¢nih enzima. Buduci da katalaza djeluje u reakcijskoj otopini, a ne

na samom aktivnom Kkatalitic(kom centru oksidaze L-aminokiselina gdje vodikov peroksid
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nastaje, a-keto kiseline se u samom katalitickom mjestu oksidaze L-aminokiselina razgraduju

(dekarboksiliraju).

2.2. L-METIONIN

L- metionin (L-Met) je esencijalna aminokiselina i jedina aminokiselina, uz cistein, koja
sadrzi sumpor. Moze se pronacéi u hrani, osobito u mesu, jajima, ribi, peradima i siru. L-
metionin se takoder nalazi u vocu i povréu, te fermentiranim namirnicama. U metabolizmu
Covjeka sluzi u biokemijskim reakcijama kao donor metilne skupine. Ima ulogu prekursora u
sintezi proteina. L-metionin moze zastititi od toksi¢nih ucinaka hepatotoksina, kao sto je
acetaminofen, te moZe imati antioksidativno djelovanje.

Oksidativhom deaminacijom L-metionina pomoc¢u oksidaze L-aminokiselina nastaje 2-
okso-4-metiltiobutiricna kiselina, amonijak i vodikov peroksid. Nastali vodikov peroksid, osim
8to negativno utje€e na enzim, izaziva i dekarboksilaciju a-keto kiseline pa ga je potrebno
uklanjati dodatkom katalaze (Schrader i Andrseen, 1996.). Zbog nepotpunog uklanjanja
vodikovog peroksida u reakciji dolazi do dekarboksilacije 2-okso-4-metiltiobutiricne kiseline u

3-metiltiopropanoi¢nu kiselinu.

2.3. MODELIRANJE ENZIMSKIH REAKCIJA

MatematiCki model procesa ukljuCuje kinetiCki model i reaktorski model. Za razvoj
modela enzimski katalizirane reakcije potrebno je odrediti kinetiku enzimski katalizirane
reakcije koja se uobiCajeno odreduje prateci promjenu pocCetne brzine reakcije pri razli€itim
koncentracijama supstrata. Enzimski kinetiCki parametri se procjenjuju iz izraza za brzinu
reakcije koji se temelje na matematickoj obradi podataka dobivenih provodenjem enzimski
katalizirane reakcije.

Na tijek reakcije utjeCu kemijska i fizikalna svojstva supstrata i produkta, karakteristike
i koncentracija biokatalizatora, reakcijska ravnoteZa, koncentracija supstrata i produkta.

Matematic¢ki modeli, osobito kada su povezani s modernim kompjutorskim tehnikama,
su se pokazali veoma ucinkovitim u traZzenju optimalnih radnih uvjeta i stvaranja optimalnog
radnog mikrookoliSa za biokatalizator s ciliem optimiranja produktivnosti (Vasi¢-Racki i sur.,
2003.). Za procjenu bilo kojeg enzima, koji bi se koristio u medicinskim istrazivanjima,
klinickim dijagnozama, farmaceutskim istrazivanjima ili razvoju lijekova potrebno je poznavati
kinetiku tog enzima, jer ona daje osnovne informacije o tome kako ¢e se enzim ponasati ili
reagirati pri razli¢itim radnim uvjetima (Murphy i sur., 2002.).

Za provedbu reakcija koje nisu inhibirane niti supstratom niti produktom, jer
konstrukcijski ne postoji moguénost postepenog dovodenja supstrata niti odvodenja

produkta, moZe se upotrebljavati kotlasti reaktor.
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2.4. KINETICKI MODELI ENZIMSKI KATALIZIRANIH REAKCIJA

Kineti¢ki model reakcije je matematicki izraz koji opisuje ovisnost brzine reakcije o
reakcijskim veli¢inama i parametrima (Gomzi, 1998.).

Kineti¢kim mjerenjima se odreduju maksimalna brzina enzimske reakcije (V) i
mjera afiniteta enzima za supstrat (K., ili inhibitor (K)).

Najjednostavniji kineticki model koji opisuje ovisnost brzine reakcije o koncentraciji

supstrata moze se opisati Michaelis-Mentencinim kinetiCkim izrazom:

_ Vm " Cg
K> +cg

1)

fs

pri emu rs oznacava brzinu potrodnje supstrata (mmol dm®min™), cs koncentraciju supstrata

(mmol dm?), V,, maksimalnu brzinu reakcije (mmol dm®min?) koja se moZe posti¢i kod

odredene koncentracije enzima, a K® Michaelis-Mentenicinu konstantu (mmol dm).
Kada je vrijednost Kfn niska, enzim posjeduje visoki afinitet prema supstratu, dok kod

visoke vrijednosti K; , enzim ima niski afinitet prema supstratu.

Parametar V,, pokazuje ovisnost o koncentraciji enzima i dan je sljedec¢im izrazom:
Vm = kka’[ . Eo (2)

Katalititka konstanta enzima ke« (min™) predstavlja broj molekula supstrata koje
jedna molekula enzima pretvori u molekule produkta u jedinici vremena kada je enzim

potpuno zasiéen supstratom, a E, pogetna koncentracija enzima (mmol dm).

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

prvog reda, a podrucje visokih koncentracija supstrata (cs >> K;) se moze aproksimirati

kinetikom reakcije nultog reda.

Michaelis-Menteni€in kinetiCki izraz za reakciju u kojoj sudjeluju dva supstrata glasi:

Vm "Cgy - Cq,
( K:nl"'cm )'(Kriz"'csz ) ®)

rSl -

Vrlo Cesto u enzimski kataliziranim reakcijama dolazi do inhibicije i deaktivacije
enzima. Do inhibicije dolazi kada se pojedini kemijski spoj, inhibitor, veZe na aktivho mjesto
enzima ili kada se inhibitor veze na neki drugi dio enzima, a supstrat na aktivno mjesto pri

¢emu dolazi do smanjenja brzine reakcije.
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Op¢enito postoje tri tipa inhibicije: kompetitivha inhibicija (4), nekompetitivha inhibicija

(5), antikompetitivna inhibicija (6) tj. kombinacija kompetitivne i nekompetitivne ihibicije.

Koncentracija inhibitora je dana sa c;, pri ¢emu to moze biti i supstrat i produkt.

o VG (4)
K> -(1+ C'j+cS
Ki
- Vin - Cs (5)
S
K® +c ‘[1+ C'J
Ki
6
e (6)

Kod kompetitivne inhibicije, inhibitor se natjeCe sa supstratom za aktivnho mjesto na
enzimu. Inhibitor konkurira sa supstratom za vezanje na aktivnho mjesto. Pri vrlo visokim
koncentracijama supstrata, inhibicija je nadvladana jer za reakcijsku brzinu vrijedi kinetika
nultog reda te se pocetna brzina reakcije (rs) priblizava maksimalnoj brzini (Vy,), koja ostaje
nepromijenjena, a koja ne ovisi 0 koncentraciji supstrata. Kod nekompetitivne inhibicije dolazi
do reverzibilnog vezanja inhibitora na mjesto razli¢ito od aktivhog te se tako ometa vezanje
supstrata na aktivno mjesto i inhibira brzinu enzimske reakcije. Antikompetitivha inhibicija je

kombinacija prethodne dvije inhibicije.






3.EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je a) napraviti kineticku karakterizaciju enzima oksidaze L-
aminokiselina porijeklom iz Crotalus adamanteus, Crotalus atrox i Rhodoccocus opacus, b)
provesti proces oksidacije L-metionina kataliziran s navedenim enzimima u 3SarZnom i

ponovljivom Sarznom pokusu, c) razviti matematicki model procesa.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1. Aparatura

3.2.1.1. Spektrofotometar
Mijerenje aktivnosti enzima L-AAO provedeno je na dvozracnom spektrofotometru
(UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japan).

3.2.1.2. Kotlasti reaktor

Kotlasti reaktor je koristen za provedbu SarZnog pokusa oksidacije L-metionina s
L-AAOQ i ponovljivog Sarznog pokusa s dodatkom katalaze. Sastojao se od reakcijske posude
volumena 50 cm?, opremljene magnetskom mjesalicom smjestene u termostat za odrZzavanje

konstantne temperature 30°C.

3.2.1.3. Visokotlagni tekucinski kromatograf (HPLC)
Koncentracija supstrata i produkta mjerena je pomocéu visokotlaénog tekuéinskog
kromatografa (HPLC) s UV detektorom pri valnoj duljini od 210 nm na koloni za

aminokiseline LiChrospher 100, RP-18 (5mm) i temperature od 30°C.

3.2.2. Analiticke metode

3.2.2.1. Odredivanje aktivnosti enzima oksidaze L-aminokiselina (L-AAQ) iz C. adamanteus i
C. atrox
Odredivanje aktivnosti enzima L-AAO iz C. adamanteus i C. atrox se temelji na

reakcijama prikazanima na Slici 1.

L-AAO

L-aminokiselina + O, + H, O — 2-keto kiselina + H,O, + NH;
POD
H,O,+ DH, — 2H,0+D

Slika 1 JednadZbe na kojima se temelji odredivanje aktivnosti enzima L-AAO iz C.

adamanteus i C. atrox.
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U reakciji oksidativne deaminacije L-aminokiseline koju katalizira enzim oksidaza
L-aminokiselina nastaje vodikov peroksid. Njegova je koncentracija u sustavu proporcionalna
koncentraciji L-aminokiseline Sto se moZe vidjeti iz jednadzbe reakcije (Slika 1), pa se stoga
mjerenjem brzine njegova nestajanja mjeri brzina prve reakcije, odnosno aktivnost enzima
L-AAO. Kako bi se mijerila brzina njegova nestajanja u sustavu se nalazila otopina o-
dianizidina, ozna€ena sa DH,, koji je u ovom slu€aju redukcijsko sredstvo, te se oksidira
stvarajuci pri tome smede obojenje koje se moZe pratiti na 436 nm, a reakciju katalizira
enzim peroksidaza. Vazno je naglasiti da je koncentracija peroksidaze morala biti u
zasi¢enju, odnosno dovoljno visoka kako bi prva reakcija bila ona sporija. Test je opisan u
Boehringerovom priru¢niku (Biochemica information I, 1973.). Otopine koriStene u testu su:
fosfatni pufer, pH 7,6 (Cputera = 0,2 mol dm™), otopina o-dianizidina (c = 23,2 mmol dm?),
suspenzija peroksidaze u amonijevom sulfatu koncentracije 3,2 mol dm™, otopina supstrata
L-metionina u fosfatnom puferu (¢ =5 mmol dm™®), otopina enzima L-AAO (y = 10 mg cm™).
Kinetitka mijerenja su provedena pri 30 °C u kvarcnoj kiveti volumena 3 cm®. Sastav testa je

prikazan u Tablici 1.

Tablica 1 Sastav reakcijske smjese za odredivanje aktivnosti L-AAO iz C. adamanteus i C.

atrox
REAGENSI v fem’]
otopina L-metionina u puferu 2,97
o-dianizidin 0,02
peroksidaza 0,01
L-AAO 0,01

3.2.2.2. Odredivanje aktivnosti enzima oksidaze L-aminokiselina (L-AAO) iz R. opacus

L-AAO

L-aminokiselina + O, +H,0 - 5 2-keto kiselina + H,O, + NH3
D-LDH

2-keto kiselina + NADH + H* ———» hidroksi kiselina + NAD"

Slika 2 JednadzZbe na kojima se temelji odredivanje aktivnosti enzima L-AAO iz R. opacus
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Mjerenja su provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm®pri 340 nm. Sastav testa je prikazan

u Tablici 2.

Tablica 2 Sastav reakcijske smjese za odredivanje aktivnosti L-AAO iz R. opacus

v
REAGENSI [cm?]

otopina L-metionina u puferu | 2,951

NADH 0,01
katalaza 0,02
L-AAO 0,01
LDH 0,009

Iz dinamiCke promjene apsorbancije s vremenom izraCunate su volumna i specifiCna

aktivnost prema jednadzbama 7 i 8.

gdje je:

€436 -

pumol™;

44
At

V.A -
SA -

CLano -

VA, I/ S (7)
SA = VA 8)
CL—AAO

ukupni volumen uzorka u kiveti, cm®;
volumen dodanog enzima, cm?®:

ekstincijski koeficiient pri valnoj duljini A=436 nm, cm? pmol™, (es3s = 8,1 cm?
promjer kivete, cm, (d = 1 cm);

promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca), min™.

volumna aktivnost, U cm™;
specifi¢na aktivnost, U mg™;

koncentracija enzima u kvarcnoj kiveti, mg cm™.
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3.2.2.3. Odredivanje koncentracije supstrata i produkata

Koncentracije supstrata (L-metionina) i produkta (2-okso-4-metiltiobutiricne kiseline)
su mjerene pomocu visokotlatnog tekucinskog kromatografa (HPLC) s UV detektorom pri
valnoj duljini od 210 nm na koloni za aminokiseline LiChrospher 100, RP-18 (5mm). Mobilna
faza se sastojala od redestilirane vode, metanola i fosforne kiseline u volumnom omjeru
975,5 : 19,5 : 1,0. Standardne otopine L-metionina i 2-okso-4-metiltiobutiricne kiseline su
pripremlijene otapanjem odredenih masa standarda u klorovodiénoj kiselini, ¢y = 0,1 mol
dm™. Na taj se nadin dobila kalibracijska krivulja obje komponente. Kako bi osigurali veéu
stabilnost i dobru topivost supstrata i produkta, svi uzorci uzeti pri provedbi SarZnog pokusa

bez i sa katalazom, su otopljeni u klorovodi¢noj kiselini, cyc = 0,1 mol dm,

3.3. BIOKATALITICKA OKSIDACIJA L-METIONINA

3.3.1.Provedba Sarznog pokusa Dbiokataliticke oksidacije
L-metionina bez dodatka katalaze
U kotlasti reaktor volumena 50 cm® dodano je 25 cm® otopine L-metionina u
fosfathom puferu. Reakcijska smjesa termostatirana je pri 30°C. Prije dodavanja enzima uzet
je uzorak i analiziran na HPLC-u. Nakon analize poCetnog uzorka dodan je enzim oksidaza

L-AAO. Uzimani su uzorci u definiranim intervalima i analizirani na HPLC-u.

3.3.2.Provedba ponovljivog Sarznog pokusa biokatalitiCke
oksidacije L-metionina s dodatkom katalaze
U reaktor volumena 25 cm® dodana je otopina L-metionina u fosfatnom puferu.
Termostatirana je pri 30°C. Uzet je i analiziran pocetni uzorak nakon ¢ega je u otopinu
dodana katalaza, a zatim i oksidaza. Kada je koncentracija L-metionina pala na nulu dodana
je svjeza otopina L-metionina u fosfathom puferu u reaktor tako da bi se nadoknadilo
smanjenje volumena koje je nastalo zbog uzimanja uzoraka tijekom predhodnog ciklusa.

Uzorci su analizirani na HPLC-u.

3.4 MATEMATICKI MODEL PROCESA OKSIDACIJE L-METIONINA
UZ ENZIM L-AAO

Kinetika reakcije biokataliticke oksidacije L-metionina katalizirane enzimom L-AAO je
opisana Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom 1.:
V. -C

_ m ~ “L-met
r= K L-met +c (1)
m

L-met
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Ovaj kinetiCki izraz je proSiren u slu€aju da postoji inhibicija supstratom, pa se
ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata moze prikazati modificiranim Michaelis-

Mentenovim izrazom 9:

— Vm "Cmet 9)
L-met 2 L-met
Km +C +CL-met/Ki

r
L-met
Produkt Eesto djeluje kao inhibitor, pri E&emu vrijedi slijedeci izraz 10:

V., ¢

—met

r= (10)

c
Kot -(1+K—pp)+c

L-met

Matemati¢ki model za sustav enzimske oksidacije L-metionina u kotlastom reaktoru
sastoji se od kineti¢ke jednadzbe 10 i bilance tvari za L-metionin i 2-okso-4-metiltiobutiri€nu
kiselinu 11 12.

dCL'met

CLemet _ 11
it (11)
dep _
el (12)

3.5. OBRADA PODATAKA

Parametri modela su procijenjeni na temelju eksperimentalnih vrijednosti dobivenih u
obliku ovisnosti aktivhosti enzima o koncentraciji supstrata. Koriste¢i simplex metodu, tj.
metodu najmanjih kvadrata sadrzanu u programskom paketu SCIENTIST (Scientist
handbook) procijenjeni su parametri modela nelinearnom regresijom. Rezultati dobiveni
pomoc¢u matemati¢kog modela su usporedeni s eksperimentalnim podacima, ponovo
proraCunati u optimizacijskom potprogramu sve dok nije postignuta minimalna pogreska
izmedu eksperimentalnin i procijenjenih vrijednosti. Razlika izmedu vrijednosti
eksprimentalnih podataka i onih prora¢unatih pomoc¢u modela je dana kao suma kvadrata

pogreske.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. ISPITIVANJE KINETIKE OKSIDACIJE L-METIONINA
KATALIZIRANE OKSIDAZOM L-AMINOKISELINA (L-AAQ)

Ispitana je kinetika enzimske oksidacije L-metionina katalizirane s L-AAO iz tri
razliCita izvora C. adamanteus, C. atrox i R. opacus, te inhibicija reakcije s D-metioninom i
produktom reakcije. Rezultati su prikazani za svaki enzim posebno. KinetiCki parametri su
procijenjeni nelinearnom regresijom i prikazani za svaki enzim posebno, te u zajednitkoj

tablici radi jednostavnije usporedbe.

4.1.1. Ispitivanje  kinetike enzimske oksidacije L-metionina
katalizirane s L-AAO iz C. adamanteus

1,0

SA.[Umg ]

0,2 4 @ eksperiment

model

0,0 T T T T
0 2 4 6 8 10
CL-metionin [(mM]

Slika 3 Ovisnost specificne aktivnosti L-AAO iz C. adamanteus o koncentraciji L-metionina

(CL.metionin = 9,9 mM, Cpufer = 0,2 mOl dm_s, pH 7,6, T = 3OOC)

Iz eksperimentalnih podataka (na Slici 3 prikazani tockicama) nelinearnom
regresijom su procijenjene vrijednosti Michaelis-Menteni€ine konstante (Km) te maksimalna

reakcijska brzina (Vm). Rezultati dobiveni po modelu na Slici 3 su prikazani ravnom linijom.

4.1.2. Ispitivanje inhibicije enzima L-AAO iz C. adamanteus D-
metioninom

Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz C. adamanteus D-metioninom

prikazani su na Slici 4.
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0,8
._.‘\'.\.L_AN\
0,6 1 [ ]
e
jo2}
£
D 04+
<
n
0,2 -
® eksperiment
— model
0,0 T T T
0 1 2 3 4 5 6

®D-metionin [mM]

Slika 4 Ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentraciji D-metionina (cp.metionin =

5.12 mM, Cpyrer = 0,2 mol dm™, pH 7,6, T = 30°C)
Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je doSlo do inhibicije D-metioninom.

4.1.3. Ispitivanje inhibicije enzima L-AAO iz C. adamanteus 2-0kso-
4-metiltiobutiriénom kiselinom

Rezultati ispitivanja inhibicije enzima s produktom 2-okso-4-metiltiobutiriCnom

kiselinom prikazani su na Slici 5.

e
j=2)
€
2
<
% 0,4 A
0,2 1 ® eksperiment
— model
0,0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
[mMm]

C2-oxo0-4-metiltiobutiriéna kiselina

Slika 5 Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz C. adamanteus produktom 2-okso-4-

metiltiobutiricnom kiselinom u fosfatnom puferu (C.oxo-4-metittiobutirina kiselina = 4,4 MM Cpyrer = 0,2

mol dm™, pH 7,6, T = 30°C).
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U Tablici 3 prikazane su procijenjene vruednosn kinetickih konstanti maksimalne reakcuske

L-met

brzine (V ), Michaelisove konstante (K ), te konstanti inhibicije produktom (K ) i D-
m m
D-met
metioninom (K ).

Tablica 3 Procijenjene vrijednosti kinetickih konstanti za enzim L-AAO iz C. adamanteus

L-met p D-met

2 (Umg ] K~ [mM] K [mM] K- [mM]

IZVOR ENZIMA

C. adamanteus 0,79 £0,02 0,19 +0,02 0,83+0,16 1,41 £0,14

4.1.4. Ispitivanje  kinetike enzimske oksidacije L-metionina
katalizirane s L-AAQ iz C. atrox

Na Slici 6 su prikazani rezultati ovisnosti specificne aktivhosti enzima L-AAO o

koncentraciji supstrata.
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Slika 6 Rezultati ispitivanja kinetike enzimske oksidacije L-metionina katalizirane s L-AAO iz

C. atrox u fosfatnom puferu (C.metionin = 9,9 MM, Cpyter = 0,2 Mol dm’3, pH 7,6, T = 30°C).

Iz eksperimentalnih podataka (na Slici 6 prikazani toCkicama) nelinearnom

regresijom su procijenjene vrijednosti Michaelisove konstante (Km), konstante inhibicijom
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4. Rezultati i rasprava

L-met

supstratom (KI ) te maksimalna reakcijska brzina (Vm). Rezultati dobiveni po modelu na

Slici 6 su prikazani ravnom linijom.

4.1.5. Ispitivanje inhibicije enzima L-AAQ iz C. atrox D-metioninom
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Slika 7 Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz C. atrox D-metioninom u fosfatnom

puferu (Co.metionin = 5,12 MM, Cpyrer = 0,2 mol dm™, pH 7,6, T = 30°C).

Iz dobivenih rezultata ovisnosti speficificne aktivnosti enzima o koncentraciji D-metionina,

vidljivo je da enzim nije inhibiran D-metioninom.

4.1.6.Ispitivanje inhibicije enzima L-AAO iz C. atrox produktom 2-
okso-4-metiltiobutiricnom kiselinom
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4. Rezultati i rasprava

Slika 8 Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz C. atrox produktom 2-okso-4-
metiltiobutiriénom kiselinom u fosfatnom puferu (C-okso-a-metittiobutiriéna kiselina = 4,4 MM Cpyrer = 0,2

mol dm™, pH 7,6, T = 30°C).

Iz dobivenih rezultata ovisnosti speficificne aktivnosti enzima o koncentraciji produkta, vidljivo

je da enzim inhibiran produktom.

Tablica 4 Procijenjene vrijednosti kineti¢kih konstanti za enzim L-AAOQO iz C. atrox.

L-met L-met

2 (Umg ] K~ [mMm) K [mM] Kip[mM]

IZVOR ENZIMA

C. atrox 0,78 £ 0,03 0,25 +0,03 15,27 +£ 1,86 2,04 £0,21

4.1.7. Ispitivanje  kinetike enzimske oksidacije L-metionina
katalizirane s L-AAQO iz Rhodococcus opacus
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Slika 9 Ovisnost volumne aktivhosti L-AAO iz R. opacus o koncentraciji L-metionina (Cp_metionin

=9,9 MM, Cper = 0,2 mol dm, pH 7,6, T = 30°C).
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4. Rezultati i rasprava

Iz eksperimentalnin podataka (na Slici 9 prikazani toCkicama) nelinearnom
regresijom su procijenjene vrijednosti Michaelis-MenteniCine konstante (Km) te maksimalna

reakcijska brzina (Vm). Rezultati dobiveni po modelu na Slici 9 su prikazani ravnom linijjom.

4.1.8. Ispitivanje inhibicije enzima L-AAO iz Rhodococcus opacus
D-metioninom
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Slika 10 Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz R. opacus D-metioninom u

fosfatnom puferu (Cp-metionin = 15,42 MM, Cpyier = 0,2 mol dm’, pH 7,6, T = 30°C).
Iz dobivenih rezultata vidljivo je da nije doSlo do inhibicije D-metioninom.

4.1.9. Ispitivanje inhibicije enzima L-AAO iz Rhodococcus opacus
produktom 2-okso-4-metiltiobutiri¢Qnom kiselinom

(
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4. Rezultati i rasprava

Slika 11 Rezultati ispitivanja inhibicije enzima L-AAO iz R. opacus produktom 2-okso-4-
metiltiobutiricnom kiselinom u fosfatnom puferu (Cx-okso-4-metitiobutirina kiseina = 0,07 MM, Cputer =
0,2 moldm™, pH 7,6, T = 30°C)

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da nije doSlo do inhibicije produktom.

Tablica 5 Procijenjene vrijednosti kineti¢kih konstanti za enzim L-AAO iz R. opacus.

-1 L-met
IZVOR ENZIMA V. [Umg ] K [mM]
m m

0,16 + 0,003 5 6

R. opacus 35910 +7,34-10

Usporedbe kineti¢kih parametara sva tri ispitana enzima L-AAO iz C. adamanteus, C. atrox i

R. opacus prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6 Usporedbe kinetickih parametara enzima L-AAOQ iz razli¢itih izvora

IZVOR -1 L-met L-met p D-met
ENZIMA Vm [Umg ] Km [mM] Ki [mM] Ki [mM] Ki [mM]
C. 0,79 £ 0,02 0,19 + 0,02 - 0,83+0,16 | 1,41+0,14
adamanteus
C. atrox 0,78 £ 0,03 0,25+ 0,03 15,27+1,86 2,04+0,21 -
-5
R. opacus 0,16+0,003 3.59-10 + - - -
-6
7,34-10

Iz Tablice 6 je vidljivo da je enzim L-AAO iz C. adamanteus je inhibiran i produktom i
supstratom. Enzim L-AAO iz C. atrox je inhibiran supstratom, ali pokazuje malu inhibiciju
produktom dok je L-AAO iz R. opacus izrazito specifi€an prema L-metioninu (niska K,
vrijednost) u odnosu na druga dva enzima, te prema rezultatima nije inhibiran niti supstratom
niti produktom. Vrijednost maksimalne brzine enzimske reakcije (V) je za prva dva ispitana
enzima priblizno ista i iznosi 0,79 Umg™ (za C.adamenteus) i 0,78 Umg™ (za C. atrox).
L-AAO iz R. opacus ima najnizu maksimalnu reakcijsku brzinu (0,16 Umg™') od sva tri

ispitana enzima.
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4. Rezultati i rasprava

4.2. BIOKATALITICKA OKSIDACIJA L-METIONINA

Biokataliticka oksidacija L-metionina sa enzimima iz C. adamenteus i C. atrox
provedena je u Sarznom i ponovljivom Sarznom pokusu. Pokusi s L-AAQO iz R. opacus nisu

provedeni jer enzim nije bio dovoljno aktivan.

4.2.1. Biokataliticka oksidacija L-metionina katalizirana enzimom L-
AAO iz C. adamanteus u Sarznom pokusu

Biokatalititka oksidacija L-metionina je provedena u kotlastom reaktoru uz poéetnu
koncentraciju L-metionina od 12 mmol dm™ u fosfatnom puferu (Cpuer = 0,2 mol dm™, pH 7,6)
pri 30 C. Koncentracija enzima L-AAO u reaktoru bila je 0,063 mg cm™. Katalaza u ovom
pokusu nije dodana.

14

® | -metionin
2-oxo0-4-metiltiobutiri¢na kiselina
—— Model
10 4 Model

12 4

¢ [mM]

0 50 100 150 200 250 300

t [min]

Slika 12 Biokatalititka oksidacija L-metionina bez katalaze u SarZnom sustavu (Ciano =
0,063 mg cm®, Cpyrer = 0,2 mol dm®, pH 7,6, T=30°C).

Koncentracija L-metionina je nakon 200 minuta trajanja pokusa iznosila 3,03 mM.
Prema rezultatima dobivenih po modelu, za 100 %-tnu konverziju supstrata potrebno je proci
269 minuta. Nastalo je 1,6 mM produkta.
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4. Rezultati i rasprava

4.2.2.Biokataliticka oksidacija L-metionina u ponovljivom Sarznom
pokusu katalizirana enzimom L-AAO iz C. adamanteus

Ponovljivi pokus biokataliticke oksidacije L-metionina proveden je u kotlastom

reaktoru uz dodatak katalaze i L-AAO, a rezultati su prikazani na Slici 13.
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Slika 13 Biokatalticka oksidacija L-metionina s katalazom u kotlastom reaktoru (Coano =

0,063 mg cm®, Cyaaraze = 0,12 mg cm’®, Cpurer = 0,2 mol dm, pH 7,6, T=30°C).

Iz grafa je vidljivo da kada je koncentracija L-metionina pala na nulu dodavana je
svjeza otopina L-metionina u fosfatnom puferu u reaktor tako da bi se nadoknadilo smanjenje
volumena koje je nastalo zbog uzimanja uzoraka tijekom predhodnog ciklusa, s ciliem
postizanja iste poCetne koncentracije supstrata. Ovaj ciklus je ponovljen dva puta. U
ponovljivom Sarznom pokusu nije dosSlo do deaktivacije enzima tijekom vremena (L-AAO iz
C. adamanteus). Postignute su visoke koncentracije produkta, Cz.okso-a-m.etittiobutiriéna kiselina = 21,8
mM.
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4. Rezultati i rasprava

4.2.3.Biokataliticka oksidacija L-metionina katalizirana enzimom L-
AAO iz C. atrox u Sarznom pokusu
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¢ [mM]
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0 - T T T
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Slika 14 Biokatalticka oksidacija L-metionina u kotlastom reaktoru (c_aa0 = 0,08 mg cm’®,
Cputer = 0,2 mol dm™®, pH 7,6, T=30°C).

Koncentracija L-metionina je nakon 200 minuta trajanja pokusa iznosila 2,85 mM.
Prema rezultatima dobivenim po modelu, za 100 %-thu konverziju supstrata potrebno je

proéi vise od 300 minuta. Nakon 180 minuta trajanja procesa nastalo je 1,07 mM produkta.

4.2.4.BiokatalitiCka oksidacija L-metionina u ponovljivom Sarznom
pokusu katalizirana enzimom L-AAQO iz C. atrox

Ponovljivi Sarzni pokus biokataliticke oksidacije L-metionina proveden je u kotlastom

reaktoru uz dodatak katalaze i L-AAO, a rezultati su prikazani na Slici 15.
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 15 Biokatalticka oksidacija L-metionina bez katalaze u kotlastom reaktoru (C_ano =

0,08 mg cm®, Cyaaraze = 0,12 mg cm™, cpurer = 0,2 mol dm™, pH 7,6, T=30°C).

Kao i u prethodnom pokusu, i u ovom pokusu dodatak supstrata napravljen je u
dodatna dva ciklusa. U ponovljivom Sarznom pokusu nije doSlo do deaktivacije enzima

tijekom vremena.
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6. Zakljuéci

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

e Ispitivanjem pocCetne reakcijske brzine oksidacije L-metionina s enzimima L-AAO
porijeklom iz tri razli€ita izvora, pokazano je da svaki enzim ima razliiti afinitet prema

supstratu L-metioninu. Najveéi afinitet prema L-metioninu pokazuje L-AAO iz R.
5

opacus (Km = 3,59-10 +7,34-10 ), a najmanii L-AAO iz C. atrox (Km = 0,25 + 0,03).
Ispitivanjem inhibicije enzima s produktom i D-metioninom, pokazano je da je L-AAO
iz C. adamanteusa inhibirana i produktom i D-metioninom, L-AAO iz C. atroxa je
inhibirana D-metioninom, ali i pokazuje malu inhibiciju produktom. L-AAO porijeklom

iz R. opacus nije inhibirana supstratom niti produktom.

e U SarZznom pokusu oksidacije L-metionina s L-AAO iz C. adamanteus postignuta

jel,6 mM koncentracija produkta nakon 200 minuta.

e U ponovljivom Sarznom pokusu oksidacije L-metionina s L-AAO iz C. adamanteus
postignuta je 21,8 mM koncentracija produkta nakon 613 minuta.

e U SarZznom pokusu oksidacije L-metionina s L-AAO iz C. atrox postignuta je 1,07 mM

koncentracija produkta nakon 180 minuta.

e U ponovljivom Sarznom pokusu oksidacije L-metionina s L-AAO iz C. atrox postignuta

je 17,81 mM koncentracija produkta nakon 680 minuta.

e Aktivnost L-AAO iz R. opacus nije bila dovoljna za provedbu oksidacije L-metionina u

Sarznim i ponovljivo Sarznim pokusima.
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