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Kljuéni dejavniki, ki pogojujejo uporabnost encimov v industriji, SO njihova
dolgoro¢na stabilnost, vpliv na izplen in kakovost proizvodov v zaklju¢nih procesih
ter moznost njihove ponovne uporabe. Imobilizirani encimi ponujajo nekatere
operativne prednosti v primerjavi z raztopljenimi encimi. Na osnovi lastnih $tudij
ter podatkov iz literature, smo zeleli razviti najugodnej$i nacin stabilizacije
encimov ketoreduktaz (KRED) in lipaz (CaLB). KRED smo stabilizirali brez
uporabe nosilcev, in sicer s pripravo encimskih agregatov. Pripravili smo tudi
zamrezene encimske agregate imenovane CLEA KRED. Ugotovili smo, da ima
KRED v obliki encimskih agregatov za 25 % vi§jo aktivnost v primerjavi z
neoborjenimi KRED, obenem pa so oborjeni stabilnej$i, saj so po vec ciklih
delovanja ohranili svojo prvotno aktivnost, medtem ko je pri nativnih encimih
aktivnost padla po osmem ciklu delovanja na 73 %. Delovanje nativnih in
agregiranih encimov KRED smo testirali tudi v gostih in viskoznih medijih, kjer je
konverzija z agregati KRED po pri¢akovanjih potekala za skoraj tretjino pocasneje
od konverzije z nativnimi encimi, in sicer zaradi pocasnej$e izmenjave snovi v
reakcijski mesanici. Izvedli smo imobilizacijo lipaze CaLB, in sicer z njeno
kovalentno vezavo na nosilec Sepabeads EC-HA, kar smo izvedli na dva razli¢na
nacina. Z aktivacijo nosilca smo pripravili imobiliziran CalLB z vi§jo aktivnostjo
(130,8 %), z vezavo oksidiranih encimov pa CalLB z niZjo aktivnostjo od
neimobiliziranih encimov.
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The key factors that determine the usefulness of enzymes in the industry are their
long-term stability, impact on yield and quality of products in the downstream
processing and the possibility of their re-use. Immobilized enzymes provide a
certain operational advantages compared to dissolved enzymes. Based on existing
literature, we wanted to develop the protocol for immobilization of enzymes
ketoreductase (KRED) and lipase (CaLB). Enzymes KRED were stabilized with the
preparation of enzymes aggregates. In addition, cross — linked enzyme aggregates
called CLEA KRED were prepared without the use of carriers. It has been found
that the immobilized form of KRED (in the aggregate form of the enzyme) has
25 % higher activity compared to native KRED. The precipitated enzymes were
stable, since after several cycles of operation to maintain its original activity, while
the native enzymes activity decreased after the eighth cycle of operation at 73 %.
Functioning of native and aggregated enzymes KRED were tested in a dense and
viscous media. Due to slower exchange of substances in the reaction mixture, (as
was expected) it was shown that conversion by KRED aggregates, took place for
almost a third slower than the conversion rate of the native enzymes.
The immobilization of enzyme lipase CaLB by its covalent bonding to the support
Sepabeads EC-HA was carried out in two different ways. By binding enzyme on
activated carrier we prepared immobilized CaLB which activity was 130.8 %. By
binding enzyme on carrier through oxidation of the enzyme, we prepared the
coupled enzymes which have less activity compared to the activity of unbound
enzyme.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A absorbanca
ADH alkoholne dehidrogenaze
BSA goveji serumski albumin
CaCl, kalcijev klorid
CalLB lipaza iz kvasovke Candida antarctica
CLE navzkrizno zamreZzeni encimi
CLEA navzkrizno zamrezeni encimski agregati
CLEC navzkrizno zamrezeni kristali encimov
CSDE navzkrizno zamrezen prah encimov
CuSO4 x SH,0 bakrov(ll) sulfat pentahidrat
dH,0 destilirana voda
DKR dinamicna kineti¢na resolucija
DME dimetil eter
DMF dimetil fumarat
DMSO dimetil sulfoksid
HCI klorovodikova Kislina
K,HPO, kalijev hidrogen fosfat
KH,PO, kalijev dihidrogen fosfat
Konc. koncentracija snovi
KRED ketoreduktaza
Na,CO3 natrijev karbonat
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oksidirana oblika)
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (reduciranaoblika)
NaDS natrijev dodecilsulfat
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega

dodecilsulfata
Sepabeads EC-HA  polimetakrilni nosilec s funkcionalno skupino heksametilaminom
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

% (V/v) volumski delez
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1UVvOD

Trajnostni razvoj industrije narekuje trend k zmanjSanju porabe energije in surovin, hkrati
pa tudi k zmanjSanju koli¢in odpadkov in stranskih toksi¢nih produktov. Tem sodobnim
smernicam sledita z uporabo encimov v sinteznih in zaklju¢nih procesih tudi kemijska in
farmacevtska industrija.

Preden so encime zaceli uporabljati v industrijskem merilu, so morali tehnologi in
raziskovalci odpraviti Se nekatere pomanjkljivosti, ki se pojavljajo pri biokatalizi. StroSek
encimov je kljucen dejavnik, Se posebej, ¢e jih lahko uporabimo samo enkrat oziroma ¢e so
nestabilni. Stabilnost encimov je torej pomembna v kontekstu vsake posamezne Sarze, Se
bolj pa v primeru, ko isto dozo encima porabimo v seriji zaporednih $arz biokatalize. Pogoj
za ponovno uporabo iste doze encimov je, da jih lahko po vsakem zaklju¢enem procesu
lo¢imo iz reakcijske mesanice (Gustafsson, 2012).

Z imobilizacijo encimov na razli¢ne nosilce so mocno izboljSali stabilnost encimov v
industrijskih procesih, kjer jih je lazje lociti iz reakcijske meSanice, ter ponovno uporabiti,
kar moc¢no zniza proizvodne stroSke. Poznamo ve¢ nacinov stabilizacije encimov. Od
imobilizacije na razli¢ne nosilce, do priprave navzkrizno povezanih encimskih agregatov,
ter kombinacij. Glede na proces, tip in strukturo encima, v praksi uporabljajo razli¢ne
pristope.

V zadnjem casu se zelo razvija podro¢je, ki se ukvarja z imobilizacijo encimov brez
uporabe nosilcev. Raziskave na tem podrocju je sprozila ugotovitev, da uporaba nosilcev
lahko privede do zmanjSanja aktivnosti, zaradi nepotrebnega balasta, ki lahko moti dostop
substrata do aktivnega mesta v encimu. Posledi¢no se to odrazi na manjsih izkoristkih v
procesu. Tezavam, ki jih lahko prinese nosilec, Se izognemo s pripravo samo agregiranih
encimov ali encimov, ki so imobilizirani brez nosilca (Bornscheuer, 2003).

1.1 CILJI NALOGE

1. Priprava encimskih agregatov, navzkrizno povezanih encimskih agregatov (ang.
cross-linked enzyme aggregates, CLEA) ter imobiliziranih oblik encimov
ketoreduktaze KRED in lipaze CalLB,

2. preveriti moznost njihove ponovne in veckratne uporabe,

3. doseci visjo aktivnost in/ali vecjo stabilnost obeh encimov.
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1.2. DELOVNE HIPOTEZE

Predhodne S$tudije na podro¢ju imobilizacije encimov so pokazale, da so imobilizirani
encimi stabilnejsi in v nekaterih primerih tudi aktivnejSi od neimobiliziranih encimov.
Predpostavljamo, da so oborjeni ali navzkrizno povezani encimi ketoreduktaz stabilnejsi
in/ali aktivnejsi od nativnih ketoreduktaz.

Z vezavo lipaze na nosilec zelimo preveriti, ali kljub Studijam, ki so pokazale, da pri
nekaterih encimih vezava encima na nosilec privede do zmanjSane aktivnosti, lahko
pripravimo vezano lipazo, ki bo ohranila aktivnost. Predpostavljamo, da bomo pripravili na
nosilec vezano lipazo z aktivnostjo, ki bo enaka kontroli.

o Ketoreduktaze (KRED) oziroma alkoholne dehidrogenaze (ADH) uporabljamo kot
pomozne encime za (re)generacijo reduciranih oblik kofaktorjev NADP in NAD.
Zelo pogosto pa jih uporabljamo kot »glavne encime«, ki simultano, v istem
sistemu opravljajo redukcijo ketona do alkohola (praviloma je to ciljni
substrat/proizvod), obenem pa v isti reakcijski mesanici z oksidacijo 2-propanola v
aceton, reducirajo NADP v NADPH. V naSem primeru ima KRED samo pomozn0
vlogo. V prvem delu naloge bomo opisali pripravo stabiliziranih oblik encima
KRED, agregatov ter CLEA, izbrali bomo aktivnejSo obliko ter ugotovili, ali so v
eksperimentalnem okolju aktivnej$i ter bolj stabilni od nativne KRED.
NajaktivnejSo obliko bomo testirali tudi v reakcijski mesanici, ki bo po gostoti in
viskoznosti podobna nekaterim industrijskim meSanicam. Na podlagi homologije
drugih podobnih primerov pric¢akujemo, da bo struktura imobiliziranega encima
bolj dostopna in bo aktivnost imobiliziranih encimov boljsa. Hkrati pa se zavedamo
na osnovi drugih podatkov iz literature, da to vedno ni mogoce.

e Lipaza (CaLB) je ena od najuporabnejsih industrijskih esteraz, saj zagotavlja
pretvorbo zelo Sirokega nabora substratov (predvsem estrov, kislin, alkoholov,
aminov ...). Poleg tega je v ustreznih reakcijskih meSanicah ter reakcijskih pogojih
strogo stereoselektivna. Uporabna je tako v hidroliznih reakcijah v vodnih medijih,
ter vrsti reakcij v nevodnih medijih za preestritve, aminolizo, amonolizo,
alkoholizo in podobno. Zaradi svoje izrazite stereoselektivnosti je primerna za
kiralno sintezo ter kiralne locbe racemnih substratov. Pogosto tudi v reakcijah
dinamic¢ne kiralne locbe, v kombinaciji z anorganskimi katalizatorji (racemizacija
enega enantiomera). V okviru naloge bomo pripravili lastno imobilizirano lipazo
CaLB, ter njeno aktivnost in stabilnost primerjali s komercialno dostopnimi viri
tega encima. CaLB bomo vezali na nosilec sepabeads EC-HA (Motsubishi).
Pri¢akujemo, da bo imobilizacija encima na nosilec uspesna in bo ugodno delovala
na aktivnost ali stabilnost encimov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 IMOBILIZACIUSKE TEHNOLOGHIE

Obstajajo Stevilni postopki imobilizacije encimov, ki jih lahko razvrstimo v tri kategorije.
Vezava encima na nosilec, zamrezenje encima v organske ali anorganske polimere, ter

imobilizacija encima brez nosilca.

1. Vezava na nosilec — je lahko fizikalna, ionska ali kovalentna.

Fizikalna vezava je v splosnem preSibka (tvorba hidrofobnih vezi in van der
Waalsovih interakcij), da bi v industrijskih pogojih, kjer so visoke koncentracije
reaktantov in produktov, hkrati pa tudi prisotna visoka ionska mo¢, zadrzala encim

vezan na nosilec.

lonska vezava je moc¢na, vendar je kovalentna vez $e mocnejSa in zagotovi, da
encim ostane trdno vezan na nosilec. Trdna vezava pa ima tudi svojo slabost. V
primerih, ko encim ostane ireverzibilno inaktiviran, sta tako encim in nosilec (ki je
pogosto zelo drag) neuporabna. Za nosilec lahko uporabimo sinteti¢ne ostanke,
biopolimere ali anorganske polimere, kot sta na primer (mezoporni) silicij ali zeolit

(Cao, 2006).

2. ZamreZenje encima Vv kletko temelji na vkljucitvi encima v polimerno mrezo, ki
je lahko organski polimer ali silica-sol gel. Encim lahko zamrezimo tudi v
membransko strukturo, na primer v porozna vlakna. Pri uporabi zamrezitve encima
v kletko moramo sintetizirati kletko iz polimerov v prisotnosti encima. Mreza okoli
encima je lahko tudi preSibka, da bi popolnoma preprecila uhajanje encima, zato je

vc€asih potrebna Se dodatna kovalentna vezava, s katero prepre¢imo uhajanje, kar
lahko privede do nejasnega razlikovanja med zamrezenjem v oz. vezavo na nosilec

(Avnir in sod, 1994).

3. Imobilizacija encima brez uporabe nosilca, temelji na procesu zamreZevanja
razlicno pripravljenih oblik encimov. Ti so lahko raztopljeni encimi, encimi v

obliki prahu, kristalov ali pa v obliki agregatov (Amotz, 1987).

e CLE (ang. cross-linked dissolved enzyme) — navzkrizno zamrezeni encimi
e CLEC (ang. cross-linked enzyme crystal) — navzkrizno zamrezeni kristali

encimov

e CSDE (ang. cross-linked spray-dried enzyme) — navzkrizno zamrezeni in

posuseni encimi
e CLEA (ang. cross-linked enzyme aggregate) — navzkrizno zamrezeni
encimski agregati
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Raztopljeni encimi
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Slika 1: Razli¢ni pristopi imobilizacije encimov brez uporabe nosilcev
(a) kristalizacija, (b) agregacija, (c) susenje, (d) takojSnje zamreZenje (Cao in sod., 2003)

Preglednica 1: Dejavniki, ki jih je potrebno upostevati pri imobilizaciji encimov (Hanefeld in sod.,

2009)

Imobilizacijska tehnika

Dejavniki, ki jih moramo upostevati

Splos$no

Adsorpcija/depozicija
a)Hidrofobni organski nosilec

b)Hidrofilni organski nosilec

lonske interakcije

Kovalentna vezava/navzKkrizno
zamreZenje

Enkapsulacija

Dodatki v encimski pripravi, ki lahko motijo
Stabilnost encima pod imobilizacijskimi pogoji
Stabilnost nosilca pod operativnimi pogoji

Izpiranje proteina pod operativnimi pogoji
Nespecifi¢ne interakcije med nosilcem in substratom
Cena in razpolozljivost nosilca

Prisotnost hidrofobnih regij na encimu
Ionska moc¢ imobilizacijskega pufra do Zelene adsorpcije proteina

Prisotnost hidrofilnih regij na encimu/glikolizacija

pl encima
Nabiti ostanki (tip in gostota le-teh) na povrsju proteina
pH in ionska mo¢ imobilizacijskega pufra.

Lokacija ostankov skupin potrebnih za povezovanje
pH imobilizacije primerne za nukleofilni napad
Konformacijska fleksibilnost potrebna za katalizni mehanizem

Velikost encima
Sintezni pogoji za polimer
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2.1.1 Imobilizacija encimov na trden nosilec

Koncept imobilizacije encimov na netopne nosilce je bil v zadnjih tridesetih letih predmet
obseznih raziskav in posledi¢no so bile razvite razlicne metodologije in Sirok spekter
aplikacij. Med Stevilnimi razvitimi imobilizacijskimi tehnikami je bil najpogosteje
uporabljen princip kovalentne vezave, ker ustvari mo¢no vez med encimom in nosilcem,
ter s tem prepreci desorpcijo encima z nosilca. Encime lahko imobiliziramo na razli¢ne
nosilce. To so anorganski materiali, ter naravni in sinteti¢ni polimeri.

2.1.1.1 Nosilec Sepabeads EC-HA

V svoji raziskavi smo se osredotocili na imobilizacijo lipaze na nosilec Sepabeads EC-HA.
Nosilci sepabeads EC-HA imajo delce v velikosti med 100 in 300 um s specificno gostoto
1,13 gxcm™, Sestavljeni so iz zelo porozne metakrilne polimerne matrice, ki ima pore s
premerom 10-20 nm. Imajo visoko mehansko stabilnost, visoko odpornost proti
mikrobnemu napadu in ne nabreknejo v vodi (SEPABEADS® EC-HA ... , 2015).
Surovine, ki se uporabljajo za proizvodnjo teh nosilcev, so vkljucene v seznam EU registra
za prehrano (Resolution AP (97)1 ..., 2015).

Izbiro nosilca lahko utemeljimo zaradi njegove strukture, saj ima za razliko od drugih
nosilcev z aminsko skupino ta nosilec daljse distan¢nike, na koncu katerih se nahajajo
aminske skupine, ki skupaj z »distanénikom« tvorijo funkcionalno skupino nosilca —
heksametilamin. Z distan¢nikimi lahko dosezemo konformalno fleksibilnost proteina.
Daljsi distanéniki omogocajo vecjo konformacijsko prilagodljivost proteina. To je lahko
prednost pri encimih, kot je lipaza, ki so znani po tem, da so podvrzeni k velikim
konformacijskim spremembam, ko te interaktirajo s substratom.

@/‘\/’\/\IHHI
iy

Slika 2: Heksametilamin — funkcionalna skupina na nosilcu sepabeads EC-HA

Do sedaj so na stevilne nosilce iz te skupine v predhodnih Studijah ze uspesno vezali
encime, kot so penicilin G acilaze (Zuza in sod., 2009), lipaze (Hilterhaus in sod., 2008), B-
galaktozidaze (Torres in sod., 2003) in fitaze (Celem in Onal, 2009).

2.1.1.2 Vezava encima na nosilec Sepabeads EC-HA

1. Encim izpostavimo delovanju periodata, ki oksidira aminske skupine encima do
aldehidnih skupin. Aldehidne skupine se lahko nato povezejo z aminskimi, ki se
nahajajo na nosilcu (Marek in sod., 1984, cit. po Prodanovi¢ in sod., 2001).

2. Drugi nadin vezave encima na nosilec je preko aktivacije nosilca z
glutaraldehidom, Kkjer se glutaraldehid z aminsko skupino poveZe na nosilec in
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predstavlja povezavo (most), na katero se lahko veze aminska skupina na encimu
(Prlainovi¢ in sod., 2011).

H
NWN@ NaBH, O/\N/\/\/\N@
H H

Slika 3: Shema aktivacije aminske skupine z glutaraldehidom in vezava encima
(Hanefeld in sod., 2009)

2.1.2 Imobilizacija encimov z zamreZenjem brez uporabe nosilca

CLE

V zacetku Sestdesetih let prejSnjega stoletja so Studije proteinov pokazale, da encimi
zamrezeni z zamrezevalcem, kot je glutaraldehid, preko povrsinskih skupin NH; vodijo do
netopnih navzkrizno povezanih encimov (CLE). Vendar imajo tako pripravljeni encimi
tudi pomanjkljivosti, kot so: slabo ohranjanje aktivnosti, slaba ponovljivost, nizka
mehanska stabilnost, in Zelatinasta oblika, ki je otezevala uporabo v proizvodnih procesih.
Mehansko stabilnost in problem oblike encima lahko izboljSamo z vezavo encima v gel ali
na nosilec, kar pa privede do zmanjSanja aktivnosti (Cao in sod., 2003).

CLEC

Zamrezenje encimskih kristalov sta prva opisala Quiocho in Richards leta 1964. Njun
glavni cilj je bil stabilizirati encimske kristale za rentgensko difrakcijo, hkrati pa sta tudi
dokazala, da se pri takSni pripravi encimska aktivnost ohrani. CLEC so se v primerjavi z
raztopljenimi encimi ali liofilizirani encimi izkazali za izredno stabilne proti temperaturni
denaturaciji, organskim topilom ter proteolizni razgradnji. CLEC so robustni visoko
aktivni imobilizirani encimi, katerih delci so v velikosti med 1 in 100 pm. Njihova
operativna stabilnost in zmoZnost recikliranja zdruZena z visoko katalizno in volumetri¢no
produktivnostjo, jih naredi idealne kandidate za industrijsko biotransformacijo (Quiocho in
Richards, 1964).

To ugotovitev so v zgodnjih devetdesetih uporabili raziskovalci v podjetju Vertex
Pharmaceuticals in tako postali pionirji v uporabi CLEC v industrijskih procesih.
Tehnologijo so razvili za produkcijo aspartama s Kristaliziranimi encimi termolizina,
kasneje pa se je ta tehnologija raz§irila $e na druge proizvodne postopke. Vendar priprava
CLEC zahteva kristalizacijo zelo ¢istih oblik encima, za pripravo katerih potrebujemo
veliko energije in denarja (St. Clair in Navia, 1992).
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CLEA

Splosno znano je, da dodatek soli, organskih topil ali neionskih polimerov v raztopino z
encimi vodi do njihove precipitacije, brez porusenja struktur. Pravzaprav je obarjanje,
izzvano z amonsulfatom, (poli)etilenglikolom in nekaterimi organskimi topili splo$no
uporabljena metoda za cis¢enje proteinov. Obarjanje encimov privede do agregatov, ki
imajo lahko zaradi svoje zgradbe za industrijo zanimive lastnosti. Ti trdni agregati, Ki so
povezani z nekovalentnimi vezmi, se v dolo¢enih primerih porusijo in ponovno raztopijo,
ko jih izpostavimo vodnemu mediju. V zelji, da bi ohranili encime v agregirani obliki, pa z
navzkriznim povezovanjem teh agregatov privedemo do nastanka CLEA, v Katerih je super
struktura agregatov ohranjena (Sheldon in sod., 2006; Munishwar in sod., 2011).

Zacetni eksperimenti na tem podro¢ju so bili opravljeni na industrijsko pomembnem
encimu penicilin G acilazi, ki je pomemben pri sintezi semi-sinteti¢nih penicilinskih in
cefalosporinskih antibiotikov. Njegova omejena termalna stabilnost in nizka toleranca na
organska topila sta raziskovalcem predstavljala edinstven izziv za izbolj$ane stabilnosti in
tolerance encima s pripravo CLEA oblike encima (Cao in sod., 2000, 2001).

Velika prednost uporabe CLEA je enostavna locitev encimov iz reakcijske meSanice z
filtracijo ali centrifugiranjem. V primerjavi S prostimi encimi lahko Ze kratko
centrifugiranje vodi do popolnega izkupicka encimov. Tudi s filtracijo je mogoce odstraniti
CLEA iz reakcijske brozge, vendar je potrebno paziti pri pravilni izbiri filtra. Agregati
lahko spremenijo svojo obliko, saj so prozni kot votle Zogice. Ce pridobijo bolj ozko in
podolgovato strukturo, se lahko izmuznejo tudi skozi manjse pore (Sheldon in sod., 2006).

Prednosti CLEA (Sheldon, 2011):

- pripravimo jih lahko iz predhodno neobdelanih encimskih ekstraktov,

- izognemo se stroSkom nosilcev,

- njihovo skladis€enje je enostavno,

- s0 bolj obstojni na temperaturo, organska topila in avtoproteolizo,

- So stabilnejsi proti raztapljanju v vodnih medijih,

- imajo visoko katalizno produktivnost,

- enostavno jih je lociti iz reakcijske meSanice, ter jih lahko ponovno uporabimo,
- Mmoznost ko-agregacije dveh ali ve¢ encimov.

2.1.2.1 Priprava CLEA

Predpostavlja se, da navzkrizno povezani encimski agregati, ki so posledica obarjanja v
prisotnosti ustreznega obarjalnega sredstva zaklenejo encim v najboljso konformacijo. Se
ve¢, dodatek, ki ni kovalentno vezan na encim, lahko postopoma izperemo iz CLEA z
ustreznimi organskimi topili. Obarjanje lahko izvedemo z razli¢nimi obarjalnimi sredstvi.
To so lahko: metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, aceton, acetonitril, DME, etilacetat,
amonsulfat, DMF, DMSO,... Vsak encim je drugacen, zato ni univerzalnega najboljSega
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sredstva za obarjanje. Na encimsko aktivnost vplivajo razlicno, saj nekatera obarjalna
sredstva lahko prizadenejo aktivno mesto encima (Schoevaart in sod., 2004).

Na aktivnost encima vpliva tudi izbira navzkriznega zamrezevalca. Kljub svoji Siroki
uporabnosti in enostavnosti, ter cenovni dostopnosti, pa glutaraldehid za zamrezenje
nekaterih encimov ni primeren, saj lahko z vezavo na lizinske ostanke v aktivnem mestu
encima privede do izgube aktivnosti. Da bi preprecili vstop zamrezevalca v aktivna mesta,
lahko uporabimo zamrezevalec, ki ima vec¢jo molekulsko maso. Dekstranaldehid je zaradi
svoje velike strukture prevelik, da bi vstopil v aktivno mesto encima, zato v primerih, ko
glutaraldehid povzroci izgubo aktivnosti, lahko z uporabo dekstranaldehida doseZzemo, da

ta z vezavo na povrsinske lizinske ostanke zamrezi encimske agregate (Caballero Valdés in
sod., 2011).
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Slika 4: Shemati¢ni prikaz priprave CLEA (Sheldon, 2007)

Nekateri encimi, ki imajo na povrsini zelo malo lizinskih ostankov, ne morejo biti pravilno
zamrezeni. Encim KRED ima Se dodatno tezavo, saj ima lizin v aktivnem mestu encima. V
tak$nih primerih se posluzujemo dodatka z amino skupinami bogatimi polimeri (oz.
proteini, ki imajo na povrsini veliko aminskih skupin (Sulek in sod., 2011). Uporabo
pomoznega proteina je smiselno uporabiti tudi, kadar imamo zelo nizko koncentracijo
proteina oz. ¢e je protein preobcutljiv za zamrezenje (Shah in sod., 2006; Cruz in sod.,
2012).

Metodologija priprave CLEA zdruzuje Cis¢enje encima (med obarjanjem) in imobilizacijo
v drugem koraku. Ce je vzorec, s katerim delamo, mesanica neéistih encimov, lahko
nastanejo CLEA, ki vsebujejo ve¢ razlicnih encimov. To lastnost uporabimo pri
ustvarjanju combi-CLEAS, pri pripravi katerih namerno uporabimo dva ali ve¢ encimov
(Mateo in sod., 2006).
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2.1.2.2 Snovni prenos

Pri hitrih encimskih reakcijah se lahko pojavi limitacija prenosa mase, kar je posledica
pakiranja encimov v skupke, kjer je v zelo majhnem volumnu pakiranih veliko encimov.
Kljub temu se na povprecni ¢asovni skali pri pocasnejSih reakcijah ta efekt izkaze za
zanemarljivega.

Pojav limitiranja snovnega prenosa pri CLEA lahko prepre¢imo z vplivom na Stevilo
molekul encima in nacin njihovega pakiranja v agregate. Zato znanje o vplivajo¢ih
faktorjih in moznostih spreminjanja le-teh vodi do izboljSave CLEA v zelo definirane
katalizne delce. Med agregacijo se topnost encima v mediju zmanjSuje. V primeru, da je ta
proces prepocasen, lahko pride do denaturacije encima zaradi sil, ki za¢nejo delovati na
zunanjo strukturo. S pomoznim proteinom, ki obdaja protein med obarjanjem, povecamo
verjetnost ohranitve njegove terciarne zgradbe. Predhodni eksperimenti so pokazali, da
povecanje hitrosti obarjanja v primerih slabe aktivnosti, dajo vedno popolno aktivne
agregate. Morfologija agregatov je tudi odvisna od glikolizirane povrSine in hidrofobnih
ostankov. Ce agregati vsebujejo veé teh ostankov, so manjsi.

Krivulja obarjanja

Eo

Krivulja aktivnosti

Aktivnost (%)
Topnost (%)

Koncentracija obarjalnega sredstva (%)

Slika 5: Ohranjanje aktivnosti in topnost encima v prisotnosti razli¢nih koncentracij obarjalnega
sredstva
Krivulja roza barve podaja aktivnost encima. Krivulja obarjanja pa je ¢rne barve. Modro in zelena podrocja
prikazujejo razli¢ne predele, v katerih se encimi nahajajo v razli¢nih agregiranih oblikah. E encimi; Eq
oligomerni agregati; Ep precipitirani encimski agregati (Cao, in sod., 2003).
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2.2 ENCIMI

Encimi se nahajajo v vseh zivec¢ih organizmih. Imajo zelo visoko katalizno sposobnost, so
specifi¢ni za dolo¢en substrat in delujejo v okoljih, Ki zahtevajo nizko porabo energije.
Imajo pomembno vlogo, saj povecajo hitrost biokemijskih reakcij z znizanjem energijske
bariere. Med procesom se ne porabijo in se trajno ne spremenijo. Zanimivi so, ker ne
vplivajo na ravnotezje reakcije, ampak le na hitrost, s katero ravnotezje dosezemo. Prav
tako lahko katalizirajo sintezo visoko zahtevne, opti¢no aktivne komponente, Ki jih ne
moremo pridobiti s postopki konvencionalne katalize.

Vecina encimov SO proteini. Proteini so bioloSki polimeri aminokislin, Ki imajo veliko
razli¢nih struktur in funkcij. Sestavljeni so iz nabora 20 razli¢nih molekul z znaéilno
zgradbo (aminokislin). Znacilna sestava in zaporedje aminokislin omogocata vsakemu
proteinu, da se zvije v natan¢no dolo¢eno tridimenzionalno strukturo. Posamezne
aminokisline imajo lahko tudi naboj na svoji povrsini in poznavanje le-tega ima Se poseben
pomen pri obravnavi strukture in funkcije celotnega proteina (Boyer, 2008).

Najpomembne;jsi vpliv na zvijanje proteinov ima aminokislinska sestava in aminokislinsko
zaporedje. Danes vemo, da dolo¢ene aminokisline in njihova zaporedja favorizirajo
nastanek specificnih sekundarnih, terciarnih in kvartarnih struktur. Fizikalne lastnosti
encimov so odvisne predvsem od narave stranskih verig na aminokislinskih ostankih. Te
tudi pripomorejo s svojo prostorsko strukturo ter nabojem k oblikovanju tridimenzionalne
strukture, ki jo imenujemo nativna konformacija. Kako mocan je lahko medsebojni vpliv
stranskih verig, se lepo vidi pri globularnih proteinih, predvsem v njihovi naravni teznji k
zvijanju v vodnem okolju, kjer se nepolarni aminokislinski ostanki zlozijo v hidrofobno
jedro, hidrofilno povrs$ino pa tvorijo polarni aminokislinski ostanki (Boyer, 2008).

Zelo pomemben dejavnik pri strukturi proteinov in posledi€no encimov so Sibke
nekovalentne interakcije, ki predstavljajo najpomembne;jse stabilizirajoce sile v proteinu. V
jedru proteinske strukture prevladujejo hidrofobne interakcije, ki se vzpostavijo med
aminokislinami z nepolarnimi stranskimi verigami in na ta nacin iz osrednjega dela izlo¢ijo
vodo. Poleg teh delujejo stabilizirajoce na proteinsko strukturo Se ionske interakcije in van
der Waalsove vezi. Skupna lastnost encimov je, da njihova nativna konformacija ni
staticna oz. toga. V bistvu so njihove terciarne strukture izredno fleksibilne zaradi proste
vrtljivosti okrog vezi (z izjemo peptidne vezi), to pa omogoca Stevilne razli¢ne
konformacije v dani proteinski strukturi. Prav te majhne spremembe v konformaciji
pogosto uravnavajo bioloske aktivnosti nekaterih proteinov (Silverman in Holladay, 2014).

Nekateri encimi za pravilno delovanje potrebujejo poleg svojega proteinskega dela Se
drugo komponento, ki jo imenujemo kofaktor. Ta je lahko organska ali koordinacijska
spojina (v tem primeru jo imenujemo koencim) ali pa kovinski ion.
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Najpomembnejsi del encima je aktivno mesto. Aktivho mesto je zep ali vdolbina v
tridimenzionalni strukturi encima, kjer poteka kataliza. Stevilo aktivnih mest na encimu
lahko variira, vendar je to Stevilo vedno majhno. Navadno se na posamezni podenoti
nahaja le eno aktivno mesto. Aktivnho mesto je specificno; to pomeni, da izmed mnozice
moznih substratnih molekul prepozna le nekatere (v¢asih le eno samo). Substrat se mora
prilegati strukturi aktivnega mesta, kot klju¢ kljucavnici, zato je oblika aktivnega mesta
zrcalna »slika« substrata. Nekateri encimi celo lo¢ijo med L- in D- izomeri substrata.
Substratne molekule se vezejo na pravo mesto v aktivnem mestu s Sibkimi nekovalentnimi
reverzibilnimi interakcijami. NajpomembnejSe so hidrofobne interakcije ter ionske in
vodikove vezi (Boyer, 2008).

2.2.1 Ketoreduktaze

Encimi ketoreduktaze spadajo v druzino aldo-ketoreduktaz. Ta proteinska skupina zdruzuje
aldozne reduktaze, aldehidne reduktaze, hidroksisteroidne dehidrogenaze in dihidrodiol
dehidrogenaze. Aldo ketoreduktaze so monomerni proteini, in se nahajajo v sesalcih,
dvozivkah, rastlinah, kvasovkah, prazivalih in bakterijah (Bruce in sod., 1994).

Ti proteini prebavijo raznoliko paleto substratov. Od alifatskih in aromatskih aldehidov,
monosaharidov, steroidov, prostaglandinov, policikliénih aromatskih ogljikovodikov do
izoflavonoidov. Za encime, ki spadajo v to super druzino, se je izkazalo, da imajo tudi
podobne amino kislinsko zaporedje, kar posledi¢no vodi tudi v podobno tridimenzionalno
strukturo (Wilson in sod., 1995, El-Kabbani in sod., 1995).

Slika 6: Skupna tridimenzionalna struktura aldo-ketoreduktaz (Jez in sod., 1997)

Ketoreduktaze za oksidacijo in redukcijo substratov potrebujejo kofaktor NADP(H). Jez in
sod., 1997, so v svoji Studiji pokazali, da je to aktivno mesto za NADP(H) ohranjeno med
razli¢nimi vrstami ketoreduktaz. Pomembne aminokisline, ki se nahajajo v aktivnem mestu
za NADRP, so histidin, lizin, tirozin in aspartat. Pokazali so, da mutacija tizozina in lizina
vodi do delne ali celo do popolne izgube aktivnosti.
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Slika 7: Aktivho mesto aldo-ketoreduktaz (Jez in sod., 1997)
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Slika 8: Vezava NADP v aktivno mesto aldo-ketoreduktaz. Prikazane so povezave molekule z
aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu encima (Jez in sod., 1997).
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2.2.2 Esteraze in lipaze

Esteraze (karboksil-ester hidrolaze) in lipaze (triacilglicerol hidrolaze) spadajo med
lipoliti¢ne encime; v encimsko skupino, katere bioloski funkciji sta kataliza in hidroliza
triaglicerolov v diaglicerole, monoglicerole, proste masc¢obne kisline in glicerol (Kempka
in sod., 2008; Lopes in sod., 2011). Lipaze in esteraze je mogoc¢e razvrstiti na osnovi
njihovega spektra substratov, ki jih lahko razgradijo. Esteraze katalizirajo hidrolizo vezi
karboksilnih kislin kratkoveriznih mascobnih kislin (z <10 atomi ogljikov), medtem ko
Imajo prave lipaze sposobnost razgradnje vezi v dolgoveriznih mas¢obnih kislinah (> 10
atomov ogljika) (Gilham in Lehner, 2005).

Komparativne studije tridimenzionalnih struktur esteraz in lipaz so pokazale prisotno o/
hidrolazno zvitje, ki je sestavljeno iz centralne B-plosce obdane z razli¢nim Stevilom a-
vijacnic, ter kataliti¢no triado, sestavljeno iz serina, histidina in karboksilne kisline. Veliko
lipaz in esteraz imajo svoje aktivno mesto skrito pod sekundarnimi strukturnimi elementi,
katerih konformacija se mora spremeniti, da substrat lahko dostopa do aktivnega mesta. Ti
sekundarni strukturni elementi so pokrovi ali zakrilca, in imajo pomembno vlogo pri
urejanju dostopnosti substratov v aktivno mesto (Cygler in sod., 1993; Holmquist, 2000).

Lipaze so zaradi svoje visoke selektivnosti zelo pomembni biokatalizatorji v moderni
kemijski in farmacevtski industriji. Razgradijo sirok spekter substratov in ne potrebujejo
kofaktorjev za svoje delovanje. So odporne na topila, zaradi ¢esar jih lahko uporabimo Vv
Stevilnih biotehnoloskih aplikacijah. Njihova vloga je razgradnja ogljiko-estrih vezi v tri-,
di-, in mono-acilglicerolih na glicerol in mascobne kisline. Prav tako katalizirajo razli¢ne
druge reakcije, kot so na primer hidroliza, razgradnja estrov, esterifikacija, alkoholiza. V
organskih medijih se encimsko delovanje lipaz lahko tudi spremeni in opravlja sintezo
razli¢nih lipidov. Nove biotehnoloske aplikacije so bile uspesno vzpostavljene v sintezi
biopolimerov, v proizvodnji biodizla, obdelavi mas¢ob v odplakah in odpadkih, v
enantioCisti sintezi farmacevtskih izdelkov in prehrambni industriji (Uppenberg in sod.,
1994).

Za industrijo zelo pomembna in uporabna lastnost je lipazna enantioselektivnost. To
lastnost izkori§¢ajo v farmacevtski industriji, kjer s pomocjo lipaz pripravljajo izomerne
kiralne spojine, uporabljajo pa jih tudi za kineti¢no lo€ljivost racemic¢nih alkoholov, kislin,
estrov ali aminov (Fernandez in sod., 2006).

CalLB

Lipaza iz kvasovke Candida antarctica (CalLB) je biokatalizator znan po svoji
ucinkovitosti. Zaradi svoje visoke selektivnosti je zamenjala sinteticne industrijske
procese, kot so kineticna resolucija, aminoliza, esterifikacija in transesterifikacija
(Anderson in sod., 1998.;Ghanem, 2007). CaLB je monomer, ki spada v o/B-vijacno
druzino hidrolaz, za katero je znacilna ohranjena sredica obdana z osmimi vecinoma
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vzporedno postavljenimi B-listi, ter ima na obeh straneh a-vijac¢nici (Uppenberg in sod.,
1994, 1995).

Velikost lipaz je 3 nm x 4 nm x 5 nm in imajo maso 33,273 Da. Aktivno mesto je prosto
dostopno, kar nakazuje, da najbrz nima nobenih mehanizmov, ki bi dodatno regulirali
vstop substrata. CalLB je sestavljena iz 317 aminokislin. 40,1 % delez predstavljajo
aminokisline, valin, levcin, izolevcin, glicin in alanin, medtem ko serin in treonin skupaj
prispevata 18,3 % mase (Adriano in sod., 2005).

Uspesna imobilizacija CaLB s pomoc¢jo zamrezZevanja s strani CLEA Technologies je
privedla do patenta CaLB CLEA.

Dolga veriga

Kratka veriga

Gruca / skupek |

Slika 9: CaLB (Idris in Bukhari, 2012)
2.2.2.1 Kiralna sinteza in locba s pomocjo lipaz

Stevilni encimi lahko pretvorijo substrat enantioselektivno, kar pomeni, da lahko encimi
metabolizirajo le en enantiomer racemata. V reakciji s kiralnimi molekulami se lahko
doloc¢eni enantiomeri hitreje pretvorijo kot drugi. Locevanje kiralnih spojin pri proizvodnji
ucinkovin je izrednega pomena, saj je vecina bioloskih organskih molekul kiralnih. V
naravi obstajajo biomolekule predvsem v eni od dveh moznih enantiomernih oblik;
aminokisline v L-obliki in sladkorji v D-obliki. Clovesko telo je izredno kiralno selektivno,
zato lahko interagira z vsako racemno spojino razli¢no, kar lahko privede do razlicnih
farmakoloskih odzivov. Posledi¢no lahko en izomer sprozi Zelene terapevtske ucinke,
medtem ko jih drugi ne, oz. v najslabSem primeru lahko povzroci tudi nezelen u¢inek. Prav
zaradi tega Kiralnost predstavlja veliko skrb in hkrati izziv v sodobni farmacevtski
industriji (Dalko, 2007).
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Lipaze se pogosto uporabljajo v treh glavnih vrstah reakcij, v katerih pridobimo opti¢no
Ciste spojine. To so kineti¢na resolucija racemic¢nih Kkarboksilnih kislin ali alkoholov,
enantioselektivne razlikovanje skupin mezo-dikarboksilnimi Kislin ali mezo-diolov in
enantiotopsko razlikovanje skupin prokiralnih dikarbokslinih kislin in derivatov diolov. V
nasprotju z asimetri¢no (enantioselektivno) sintezo lahko s kineti¢no lo¢bo pridobimo do
najve¢ 50 % Zelenega enantiomera. Da bi dosegli visje donose, lahko nezelen enantiomer
lo¢imo in ponovno racemiziramo Vv lo¢enem koraku. Visji odstotek Zelenega enantiomera
pa je mogoce doseci z dinami¢no kineti¢no resolucijo (DKR) (Ghanem in Aboul-Enein,
2005).

Resolucija (lo¢ba) racematov z lipazami je ena najbolj privlaénih metod, ki se uporablja za
pridobitev enantiomerno cistih spojin. Od vseh metod, ki se uporabljajo v kineti¢ni
resoluciji v organskih topilih, je najbolj prevladujo¢a lipazna kataliza. Tako encim v
prisotnosti primernega darovalca acilne skupine, ustreznega topila in temperature,
enantiomer racemne zmesi selektivno pretvori v ustrezen ester, pri ¢emer drugi enantiomer
ostane nespremenjen. Zaradi teh sposobnosti in dolgoletnih pozitivnih izkusenj je postala
uporaba lipaz v kemijski industriji enostavna in bolj predvidljiva. Stevilna kemijska
podjetja so ob¢utno povecala nabor procesov v sintezi, ki vkljucujejo biokatalizne oziroma
kemo-encimske stopnje (Schmid in sod., 2001).

Lipaza B iz kvasovke Candida antarctica je enako kot druge lipaze sposobna lo¢evanja
kiralnih spojin. Uporabna je tako v hidroliznih reakcijah v vodnih medijih ter vrsti reakcij
v nevodnih medijih: za preestritve, aminolizo, amonolizo, alkoholizo in podobno. Zaradi
svoje izrazite stereoselektivnosti je primerna za kiralno sintezo ter kiralne locbe racemnih
substratov. Pogosto tudi v reakcijah dinami¢ne kiralne lo¢be, v kombinaciji z anorganskimi
katalizatorji (racemizacija enega enantiomera). Tako so bile Ze opravljene Studije
selektivnosti CaLB pri substratih, kot so aleni, v kompleksu fosfan-boran in bicikli¢nih
heteroakrilnih primarnih aminih. V sredini devetdesetih let pa je druzba Bayer razvila
enantioselektivno hidrolizo racemnega acetamida (R,S)-133 ob prisotnosti lipaze Candida
antarctica B (CaLB). Reakcija potece do prostega amina (R) -134 v visoki enantiomernem
presezku (> 99,5 %) (Ghanem in Aboul-Enein, 2005).

(0] O

HN* Candida antarctica

Ilpaza B
/@)\ Fosratni pufer /@/K
Cl

(R.5)-133 (R)-134 (S)-133

Slika 10: Enantioselektivna hidroliza racemata acetamida (R,S)-133 razvita v podjetju Bayer
(Ghanem in Aboul-Enein, 2005)
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2.3 OBARJANJE PROTEINOV

Encimi so ve€inoma globularni proteini, ki imajo veliko Stevilo neuniformno porazdeljenih
nabitih delcev na povrSini. Stabilnost proteinov je odvisna od privlacnih in odbojnih sil
med koloidnimi delci. Pogosto v raztopini raztopljeni proteini izrazajo skupno negativno
nabito povr§ino, saj privlacijo pozitivno nabite ione v raztopini elektrolitov. Nastalo plast
imenujemo Sternova plast. Poleg te plasti se vzpostavi bolj difuzna plast mobilnih
pozitivnih ionov, ki privlacijo negativne ione. Med proteini se ustvari elektri¢na dvojna
plast, ki inducira odboj dveh molekul proteina (Sivasankar, 2005).

e
Negativno nabit delec - * o
Sternova plast e &
Difuzni sloj o
Nasic¢ena
& = raztopina
E
Nasic¢ena -
raztopina e
kS

Slika 11: Naboj proteinov v raztopini

V prisotnosti elektrolitov in organskih topil se dvojna plast lahko komprimira (stisne).
Stopnja destabilizacije koloidov je odvisna od ionske moci in dielektriéne konstante
raztopine. Pri industrijskem obarjanju proteinov se posluzujemo zmanjsSanja dvojne plasti z
dodatkom soli ali organskih topil.

2.3.1 Obarjanje z izsoljevanjem

Anti-kaotropne soli izpostavijo hidrofobne lise na proteinu z odstranitvijo strukturirane
vodne plasti, ki obicajno obdajajo hidrofobne lise v vodni raztopini. Izpostavljeni
hidrofobni ostanki na proteinu lahko medsebojno interaktirajo, kar posledi¢no vodi do
zdruzevanja (agregiranja) proteinov. Soli lahko prav tako zmanjsajo topnost proteinov s
prekritjem nabitih skupin na povrSini proteinov, ki normalno drzijo proteinske molekule
narazen v raztopini. Ko so elektrostatski naboji na proteinskih molekulah prekriti
(izniceni), molekule lahko brez tezav reagirajo in izoblikujejo se agregati. Soli, ki jih
najpogosteje uporabljamo za obarjanje proteinov, so amonijev sulfat, natrijev sulfat in
natrijev klorid (Ghosh, 2006).
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2.3.2 Obarjanje z organskim topilom

Uporaba organskih topil pri obarjanju proteinov je zelo pogosto uporabljena metoda.
Metoda temelji na zmanjSanju dielektricne konstante raztopine. Najpogosteje uporabljena
organska topila za obarjanje proteinov sta etanol in aceton. Topnost snovi v topilu je
odvisna od njene sposobnosti tvorjenja vezi s topilom, pri tem ima velik vpliv polarnost oz.
nepolarnost topljenca in topila. Najveckrat uporabljeno merilo za polarnost je dielektricna
konstanta; pri tem velja, da imajo bolj polarne snovi vi§jo dielektricno konstanto.
Dielektri¢na konstanta vode pri 25 °C je 78,3, medtem ko je konstanta acetona pri enaki
temperaturi le 20,7. Iz razmerja lahko ugotovimo, da ima protein niZjo topnost v aceton-
vodni raztopini, kot pa le v vodi. Visje koncentracije organskih topil denaturira
beljakovine. Organska topila navadno vezejo na doloCene lokacije na beljakovinskih
molekulah in s tem motijo hidrofobne interakcije, ki stabilizirajo zgradbo proteina (Ghosh,
2006).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Kemikalije

Pri delu smo uporabili naslednje kemikalije: 2-propanol (J. T. Baker), aceton (Sigma
Aldrich), aktilamid/Bis-akrilamid (Sigma, ZDA), amonij 25 % raztopina (Emsure),
amonijev persulfat (Sigma), HCI (Sigma Life Science), bakrov sulfat CuSO, x 5H,0
(Fluka Analytical), B-mekaptoetanol (Aldrich Chemisty, ZDA), bromfenol modro (Sigma,
ZDA), Coomassie Brilliant Modro (Sigma, Francija), dekstran iz Leuconostoc spp. Mr
100.000 (Fluka, Kanada), etanol 95 % (Sigma Aldrich), etilen glikol (Riedel-de Haén),
Folin in Ciocalteu's Phenol 2N (Sigma-Aldrich), fosforna kislina 85 % (Sigma Aldrich),
glicerol, glicin (Acros Organics), glutaraldehid (Sigma Aldrich), goveji serumski albumin
(Merck), HCI (J.T. Baker), K;HPO, (Sigma Aldrich, Spanija), kalcijev diklorid CaCl,
(Baker Grade), KH,PO, (Sigma Life Science, Japonska), metanol (J.T. Baker
Nizozemska), 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), natrijev karbonat Na,COsz; (Fluka
Analytical), Naytartrate x 2H,O (Sigma), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat NADP,
natrijev Dodecil sulfat (Sigma, Japonska), natrijev hidroksid (Fluka Analytical), natrijev
acetat (Sigma-Aldrich, Nemcija), natrijev periodat (Aldrich), ocetna kislina (Emsure), p-
nitrofenilacetat (Fluka), p-nitrofenilbutirat (BioChemika), p-nitrofenol (Fluka), TEMED
(Fluka Bio Chemika), trizma base (Sigma, ZDA).

3.1.2 Pufri, raztopine, reagenti

Sestava pufrov, ki smo jih uporabili za delo, je razvidna iz preglednic 2—7.

Preglednica 2: Sestava elektroforeznega pufra

1x elektroforezni pufer 1L
Tris baza 39
Glicin 159
NaDS lg

Preglednica 3: Priprava 5x pufra za denaturacijo vzorcev za NaDS-PAGE

5x nana$alni pufer 10 mL

NaDS 1lg

100 mM B-merkaptoetanol 1mL

glicerol 2mL
raztopina bromfenol modro 100 pL (5 mg)
destilirana voda 1,9 mL

0,4 M Tris-HCI, pH 6,8 5mL
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Preglednica 4: Priprava 50 mM K-fosfatni pufer

50 mM K-fosfatni pufer 100 mL
1 M K,HPO, 4 mL

1 M KH,PO, 1mL
destilirana voda 95 mL

Preglednica 5: Priprava 50 mM K,HPO,

50 mM K,HPO, 100 mL
1 M K;HPO, 5mL
destilirana voda 95 mL

Preglednica 6: Priprava 50 mM KH,PO,

50 mM KH,PO, 100 mL
1M KH,PO, 5mL
destilirana voda 95 mL

Preglednica 7: Priprava 50 mM Na-acetatnega pufra

50 mM Na- acetatni pufer 200 mL

CH3;COONa 0,820 g

dH,0 180 mL

ocetna kislina Po potrebi, da znizamo pH na 5,04
destilirana voda Dopolnimo do 200 mL

Preglednica 8: Sestava elektroforeznega gela

Zbiralni gel 10 mL
destilirana voda 5,95 mL
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5mL
10% (w/v) NaDS 0,1 mL
aktilamid/bis-akrilamid (30%/0,8% w/v) 1,34 mL
10% (w/v) amonijev persulfat 0,1 mL
TEMED 0,01 mL

Preglednica 9: Sestava raztopine za barvanje gelov

Raztopina za barvanje gelov 05L
Coomassie Brilliant Modro 29
ocetna kislina 50 mL
metanol 200 mL

destilirana voda Dopolnimo do 0,5 L
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Preglednica 10: Raztopina za razbarvanje gelov

Raztopina za razbarvanje gelov 1L

ocetna kislina 100 mL
metanol 400 mL
destilirana voda 500 mL

Preglednica 11: Sestava raztopin za pripravo Lowryjeve raztopine

Lowry raztopina A:B:C=100:1:1

Raztopina A NaOH 125 mg
Na,CO;3 630,4 mg
destilirana voda 22 mL

Raztopina B CuSO, x 5H,0 41,2 mg
destilirana voda 2,894 mL

Raztopina C Naytartrat x 2H,0 60,5 mg
destilirana voda 2,12 mL

3.1.3 Encimi

Encimi, ki smo jih uporabili pri svojem delu: Ketoreduktaza (KRED) (Vir: Krka,
K022014), Lipaza (CaLB) (Vir: Krka, Addzyme CalLB 10P), Proteinaza K (Vir: Krka,
P102013).

3.1.4 Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri svojem delu: opti¢ni Citalec Safire Tecan,
elektroforezne komponente BioRad Power Pac 3000, stresalnik (Lab-Therm B. Braun),
centrifuga (Centrifuge Stratos HERAEUS), centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5810),
tehnica (Exacta, Zelezniki), tehnica (PG503 DeltaRange, Mettler), tehtnica (Mettler
Toledo), pH meter (Mettler Toledo MP 220), mikro pH sonda (Hamilton Bonaduz AG,
Svica), magnetna mesala (JK_RO 15 Power IKA WERKE), vodna kopel (WB 30E,
Kambic¢), magnetna meSala (JK RET basic IKA WERKE), grelnik (Karl Hecht
GMbH&6.KG), mikroskop (Olympus BX OF, Japonska), rotavapor (BUCHI Rotavapor R-
215), UV — svetilka (CAMAG), analizator gelov (SYN GENE), velik stresalnik (Kambic),
liofilizator (Kambi¢ Lio-10P).
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3.2 METODE UPORABLJENE PRI IMOBILIZACIJI KRED

Ketoreduktaza

Glutaraldehid

Dekstranaldehid

A 4 A 4
+ Nasicena Zamrezen Zamrezen
raztopina + Aceton KRED KRED
amonsulfata
Oborjen Oborjen \ /
KRED KRED Dolocitev
. aktivnosti
Dolocitev Dolodi
aktivnosti olocitev
aktivnosti
) +BSA + BSA ) + BSA
+ Glutaraldefjid + glutdraldehid + Dekstranaldehid + Dekstranaldehid + BsA + Dekstrhnaldehid
+ Dekstranaldehid + Glutaraldehid + glutpraldehid
\4
KRED KRED KRED + KRED + KRED KRED KRED + KRED +
CLEA CLEA BSA BSA CLEA CLEA BSA BSA
CLEA CLEA CLEA CLEA

W

Dolocitev aktivnosti

'

Najboljse izpostavimo razlicnim pogojem

Povisana
temperatura

Spremenjen pH

Delovanje v vec
zaporednih ciklih

—

_

—

Doloditev aktivnosti

A 4

StabilneiSa oblika

y

Testiranje delovanja v realnem sistemu
konverzije intermediata

Slika 12: Shema dela pri imobilizaciji encima KRED
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3.2.1 Dolocitev koncentracije proteinov

Pri dolocitvi smo uporabili dve razlicni metodi za dolocitev koncentracije proteinov.
Raztopini z raztopljenim nativnim KRED smo koncentracijo dolocili z metodo po
Bradfordu. Encimskim agregatom KRED smo koncentracijo dolocili s NaDS-PAGE
elektroforezo. Zamrezenim agregatom KRED (CLEA KRED) pa smo prav tako dolog¢ili
koncentracijo s NaDS-PAGE elektroforezo, vendar smo upostevali tudi delez CLEA
KRED, ki niso vstopili v elektroforezni gel.

3.2.1.1. Metoda po Bradfordu

Metoda temelji na principu vezave barvila Comassie briliant modro G-250 na proteine.
Barvilo se poveze z ostanki bazi¢nih in aromatskih aminokislin. Pri tem se rdeca barva
barvila spremeni v modro, s tem pa se premakne absorpcijski maksimum barvila s 465 na
595 nm. Vezava barvila je zelo hitra in tvori zelo stabilen kompleks protein-barvilo
(Bradford, 1976).

Priprava Bradfordovega reagenta.

Najprej smo raztopili 40 mg Coomassie-Brilliant modro v 20 mL 95 % etanola. Nato smo
dodali 40 mL 85 % fosforne kisline in volumen dopolnili do 240 mL. Raztopino smo nato
filtrirali in ji dodali 40 mL glicerola. Dodali smo tudi destilirano vodo do kon¢nega
volumna 400 mL. Tako pripravljeno raztopino hranimo v temi na 4 °C (Bradford, BT 0413
Skripta za vaje — Department of Biotechnology SRM University).

Priprava standardne umeritvene krivulje za doloditev vsebnosti proteinov.

Najprej smo pripravili svezo raztopino KRED v 50 mM K-fosfatnem pufru (5 mg/mL).
Nato smo pripravili red¢itveno vrsto tako, da smo prenasali po 5 mL raztopine v 5 mL 50
mM K-fosfatni pufer. Ta korak smo ponovili desetkrat. Za dolo¢itev umeritvene krivulje
smo uporabili zadnjih pet redCitev (koncentracija KRED pri teh red¢itvah je med 3 in 50
pug/mL). V 1,5 mL mikrocentrifugirki smo zmeSali 500 pL raztopine encima in ji dodali
300 uL Bradfordovega reagenta. Kot negativno kontrolo smo uporabili samo pufer, brez
encima. Nato smo prenesli 160 pL reakcijske meSanice na mikrotitrsko plos¢o in ji
pomerili absorbanco pri valovni dolzini 595 nm.

Metodo smo nato ponovili z naSimi vzorci, pri katerih nas je zanimala koncentracija.
Vzorce smo ustrezno red¢ili, da smo z vrednostmi absorbcije prisli v linearno obmocje
umeritvene krivulje. Koncentracijo prou¢evanega proteina od¢itamo iz umeritvene krivulje
narejene iz raztopin nativnega KRED, pri ¢emer je absorbanca obarvane raztopine
proporcionalna koncentraciji beljakovin v vzorcu.
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3.2.1.2 NaDS — PAGE elektroforeza

Koncentracijo agregatov v raztopini ne moremo dolocati spektrofotometri¢no, saj vezano
barvilo na povr$ini encimskih agregatov ne odraza prave koncentracije proteinov v vzorcu.
V nekaterih znanstvenih clankih, ki opisujejo pripravo razlicnih CLEA, so avtorji teh
¢lankov resitev nasli v doloc€itvi koncentracije proteinov v supernatantu, ki ga pridobimo
pri spiranju agregatov ter zamreZenih agregatov (Guauque Torres in sod., 2013). Omenjena
metoda se nam ni zdela primerna, saj so v takSnih supernatantih prisotni reagenti, ki motijo
spektrofotometri¢no detekcijo, ali pa hkrati vsebujejo tudi delez majhnih agregatov oz.
skupkov. Na podlagi omenjenih dejstev smo se odlocili, da bomo merili koli¢ino proteinov
v vzorcu in ne v supernatantu. Kot alternativo spektrofotometriénim dolo¢evanjem
proteinov pa smo uporabili elektroforezo.

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (bolj znanega
pod okrajsavo NaDS-PAGE), je separacijska metoda, s katero lo¢ujemo proteine na
osnovi mase. Na splosno je elektroforezna mobilnost (hitrost potovanja nabitega delca v
elektricnem polju) odvisna od razmerja med nabojem in maso delca, a =zaradi
stohiometri¢ne vezave lavrilsulfata na polipeptidno verigo je to razmerje pri NaDS-PAGE
za vse proteine enako. Elektroforezno mobilnost proteina, ki potuje skozi zamrezen gel,
tako doloca le velikost proteina (tj. dolzina polipeptidne verige). Metodo pogosto
uporabljamo v biokemiji, forenziki, genetiki in molekularni biologiji (Buxbaum, 2011).

Osnovni gradnik poliakrilamidnih gelov je akrilamid. Polimerizacija akrilamida potece v
prisotnosti prostih radikalov, katerih vir je obi¢ajno amonijev persulfat, stabilizira pa jih
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin). Ce v polimerizacijsko reakcijo vklju¢imo
bifunkcionalni reagent N,N'-metilembisakrilamid, se poliakrilamidne verige pre¢no
povezejo in tvorijo gel (slika 12). Gel vlijemo med dve stekleni plos¢i, vzorce pa nanaSamo
z vrha. Elektroforezni gel sestavljata dva razli¢na gela, ki se razlikujeta po velikosti por.
Prvi gel, ki se nahaja zgoraj, imenujemo zbiralni gel, njegova naloga je, da zbere vse
proteine v gru€o, tako da lahko ti hkrati vstopijo v drugi gel, ki ima manjSe pore in v
katerem se proteini lo¢ijo glede na velikost (Weber, 1969).

Akrilamid Bis-akrilamid Poliakrilamid
CHz-(i‘,H * CH2=CIIH —> — CHjy— CIH_CHQ_ CIZH—CHQ-CIIH =
(i7=O C|3=O C|=O ?=O (|3'O
NH2 f}lH NH; NH NH
('I.;H2 (|3H2
NH I
LS s e
CHy=CH ]

I |
— CHy~ CH—CHy— CH— CH,—CH —

Slika 13: Nastanek poliakrilamida (Menter, 2000)


http://sl.wikipedia.org/wiki/Akrilamid
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Po koncani elektroforezi lahko gel obarvamo, obicajno z barvilom Coomassie Brilliant
Modro R-250 ali srebrovimi solmi, s ¢imer detektiramo lo¢ene proteine. Po barvanju
loCene proteine zaznamo kot razliCne izrazite lise v gelu. Intenziteta lis je odvisna od
koli¢ine proteina v vzorcu. To lastnost smo tudi uporabili pri preoblikovanju NaDS-PAGE
elektroforezne metode za dolocevanje koncentracije proteinov v vzorcih. Ker na$§ namen ni
bil locevanje proteinov glede na velikost, saj smo imeli homogene vzorce z
ketoreduktazami, smo metodo prilagodili tako, da smo pripravili gel, ki je imel pore enake
velikost kot zbiralni gel. S tem smo zbrali vse proteine vzorca v eni lisi, intenziteta lise pa
je bila pogojena s koli¢ino proteina v vzorcu. Metodo smo zastavili tako, da smo
predhodno pripravili raztopine z razli¢nimi znanimi koncentracijami in jih nanesli na gel.
Inteziteto teh lis smo uporabili kot standard, na podlagi katerega smo lahko dolocili
koli¢ino proteinov v vzorcih.

Slika 14: Elektroforezne komponente za izvedbo NaDS-PAGE elektroforeze

Priprava gelske kasete in vlivanje gelov

Najprej smo ocistili vse potrebne dele za elektroforezo z destilirano vodo in etanolom.
Sledila je sestava stekel in distan¢nikov, ter njihova postavitev v stojalo za vlivanje gelov.
Gelsko raztopino smo pripravili neposredno pred vlivanjem, in sicer s sestavo, ki je
navedena v preglednici 8. Med stekla smo ulili sveZe pripravljen gel. Zepke v gelu smo
izoblikovali s 10-mestnim glavnikom enake debeline kot distanc¢nika. Sledila je 30 min
polimerizacija. Po koncani polimerizaciji smo odstranili glavni¢ke in stekla skupaj s
polimeriziranimi geli prenesli iz stojala v elektroforezni sestav. Nato smo med stekla nalili
elektorforezni pufer (preglednica 2) in vse skupaj potopili v elektroforezno kadicko, ki smo
jo predhodno do polovice napolnili z elektroforeznim pufrom.

Priprava in nanos vzorcev

Najprej smo pripravili red¢itve vzorcev, ki so bile med 40 in 100 pg/mL. Nato smo k 80
uL red¢enega vzorca dodali 20 puL 5% pufra (preglednica 3) za pripravo vzorcev. VVzorce
smo nato segrevali 10 minut v vodni kopeli na 100 °C. Sledil je nanos denaturiranih
vzorcev na gel. V vsak zepek smo dali 10 pL denaturiranega vzorca.
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Elektroforezno kadicko zapremo s pokrovom in zacnemo poces elektroforeze.
Elektroforeza je potekala 35 minut pri konstantni elektri¢ni napetosti 150 V.

Po koncani elektroforezi smo gele prenesli v raztopino za barvanje gelov (preglednica 9) in
jih barvali 1 uro. Sledilo je spiranje nevezanega barvila v raztopini za razbarvanje gelov
(preglednica 10). Med spiranjem gelov smo raztopino veckrat zamenjali s svezo, dokler
nismo odstranili vsega nevezanega barvila iz gela. Gele smo nato analizirali s SYNGENE
analizatorjem.

Analiza elektroforeznih gelov s SYNGENE analizatorjem

Gel smo vstavili na sredino transiluminatorja in zaprli vratca. S ra¢unalni$kim programom
GeneSnap smo zajeli sliko. Ce je slika zmerno jasna, ustrezno velika in brez motenj v
ostrini, jo posnamemo. Ko smo sliko posneli smo preverili $e 0strino posnetka in kontrast,
ter ju Se dodatno korigirali.

Sliko gela smo nato odprli s programom GeneTools. Na sliki smo definirali posamezne
stolpce, ter lise s proteini. Lisam ki so vsebovale znano koli¢ino proteina (standardom)
smo pripisali vrednosti, ter izrisali kromatogram. Nato smo dolo¢ili $irino posameznih
elektroforeznih vrhov, ter nastavili bazno linijo (ozadje). Program nam je glede na
nastavljene parametre podal izmerjene vrednosti proteinov v posameznih vzorcih.

3.2.2 Dolocitev aktivnosti encimov

Aktivnost ketoreduktaz smo dolocali spektrofotometri¢no. V reakcijsko meSanico smo
ketoreduktazam dodali substrat 2-propanol, ki ga lahko ketoreduktaza v prisotnosti
kofaktorja oksidira v aceton. Kofaktor NADP ima klju¢no vlogo pri oksidaciji substrata,
saj sprejme elektrone in vodik, pri tem pa nastane NADPH. NADPH pri valovni dolzini
340 nm doseZe svoj absorpciski vrh. Tako lahko z merjenjem absorbance pri tej valovni
dolZini spremljamo pretvorbo NADP v NADPH, kar pa je tudi odraz aktivnosti encima.
Ker smo Zeleli, da je rezultat kinetike pogojen samo s koli¢ino encima in nastalega
NADPH, smo v reakcijo dali presezek 2-propanola.

NADP™ NADPH

OH \/ 0
||

CH;-CH-CH; CH:—C-CHs

2-propanol aceton

Slika 15: Shema reakcije oksidacije 2-propanola v prisotnosti NADP



26
Jerman J. Priprava in uporaba stabiliziranih oblik encimov ketoreduktaze (KRED) ter lipaze (CaLB).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Sestava reakcijske meSanice za merjenje kinetike je bila naslednja:

- 40 % v/v raztopine encima KRED s koncentracijo 50 pg/mL
- 40 % v/v 2-propranol
- 20 % v/v raztopine NADP s koncentracijo 2 mg/mL

Po dodatku NADP v reakcijsko meSanico takoj prenesemo 250 pL reakcijske meSanice na
mikrotitrsko plos¢o in merimo vrednosti absorbanc pri valovni dolzini 340 nm.
Abosrbanco smo merili 20 minut z minutnimi intervali.

Umeritvena krivulja za nastali NADPH

Reakcijo smo pripravili na mikrotitrski plos¢i. V luknjah mikrotitrske plo§¢e smo pripravili
50 mL redc¢itve NADP raztopljenega v 50 mM K-fosfatnem pufru s pH 7,4. Koncentracije
redCitev so bile 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,13 pg/mL in 1,56 pg/mL. Nato smo
v luknje dodali 50 ng KRED raztopljenega v 100 uL. 50 mM K-fosfatnem pufru. Koli¢ina
encima je 10-krat vecja kot koli¢ina za doloCanje kinetike. S tem smo zagotovili, da je
reakcija stekla takoj in imamo v luknji samo nastali NADPH. Sledil je Se dodatek 100 uL
2-propanola. Po petih minutah smo pomerili absorbanco pri 340 nm.

3.2.3 Obarjanje KRED

Z razli¢nimi obarjalnimi sredstvi doseZzemo porusitev tercialne in kvartarne zgradbe
encima. Izoblikujejo se novi privlaki in ustvari se nova oblika encima. Pri encimih, kjer
proces obarjanja prizanese aktivnemu mestu, lahko obarjanje izkoristimo za pripravo bolj
stabilnih oblik encimov. Oborjeni encimi so zaradi svoje nove zgradbe bolj odporni na
spremenjene reakcijske pogoje in ohranijo aktivnost (Gsponer in Vendruscolo, 2006). Ker
se encimi razli¢no odzovejo na razli¢na obarjalna sredstva, Smo podobno kot Prabhavathi
in sod., 2009 pri pripravi agregatov KRED uporabili nasi¢eno raztopino amonsulfata ter
aceton.

3.2.3.1 Optimizacija obarjanja encima KRED z amonsulfatom ((NH4)2SO4)

Najprej smo pripravili svezo raztopino encima KRED v 50 mM K-fosfatnem pufru s pH
7,4. V raztopini je bilo 50 mg KRED na mL pufra. Nato smo v 1,5 mL centrifugirkah
zdruzili doloceno koli¢ino raztopine KRED in obarjalnega sredstva, ki je bil v naSem
primeru nasicena raztopina amonsulfata. Nasi¢eno raztopino amonsulfata smo pripravili v
destilirani vodi. Razmerja raztopine encima in obarjalnega sredstva so prikazana v
preglednici 12.
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Preglednica 12: Koli¢ine reagentov za obarjanje KRED

Oznaka DeleZ precipitanta Koli¢ina Koli¢ina KRED Konéna

v %Vol Precipitanta [uL] (50 mg/mL) [uL] koncentracija
KRED 0% 0 500 25 mg/mL
80 % 80% 400 100 5 mg/mL
70 % 70% 350 150 7,5 mg/mL
60 % 60% 300 200 10 mg/mL
50 % 50% 250 250 12,5 mg/mL
40 % 40% 200 300 15 mg/mL

Ko smo zdruzili vse reagente, smo mikrocentrifugirke zaprli in premesali. Nato smo jih
inkubirali 2 uri na sobni temperaturi. Po kon¢anem obarjanju smo raztopino z obarjenimi
encimi redc¢ili s 50 mM K-fosfatnim pufrom do konc. 100 pg/mL. Tako pripravljene
encimske agregate smo do nadaljnje analize shranili v hladilnik na 4 °C.

3.2.3.2 Optimizacija obarjanja encima KRED z acetonom

Postopek obarjanja z acetonom je bil enak postopku priprave agregatov z nasiceno
raztopino amonsulfata. Encimsko aktivnost smo kasneje dolocali z reakcijo, pri kateri je
kot produkt nastajal tudi aceton. Ker bi presezen aceton, ki smo ga dodali med obarjanjem
motil delovanje encima, smo ga po kon¢anem obarjanju odstranili. To smo storili tako, da
smo vzorce centrifugirali 5 minut na 3000 obr/min. Supernatant, ki je vseboval aceton, smo
nato odlili in obarjene encime raztopili v 500 uL 50 mM K-fosfatnem pufru. Tako
pripravljene encimske agregate smo do nadaljnje analize shranili v hladilnik na 4 °C.

3.2.4 Priprava CLEA KRED

Na podlagi optimizacije obarjanja encima KRED smo izbrali postopek obarjanja, pri
katerem je aktivnost obarjenega KRED najvisja v primerjavi z nativnim KRED. Ugotovili
smo, da so agregati pripravljeni z nasi¢eno raztopino amonsulfata premalo trdni in se po
veCkratnem spiranju raztopijo, medtem ko ostanejo encimski agregati, pripravljeni z
acetonom, trdno povezani. Ker take tudi potrebujemo, smo za pripravo CLEA uporabili
postopek obarjanja z acetonom.

CLEA KRED smo pripravili tako, da smo predhodno obarjene encime zamrezili z
zamrezevalcem. Vendar, preden smo zaceli s pripravo CLEA KRED, smo preverili vpliv
samega zamrezevalca na aktivnost encima KRED.

3.2.4.1 Vpliv glutaraldehina na aktivnost KRED

Vpliv zamrezevalca na aktivnost encima smo preverili s pripravo CLE KRED. Najprej smo
pripravili svezo raztopino encima KRED s koncentracijo 50 mg/mL v 50 mM K-fosfatnem
pufru. Nato smo pripravili red¢itve 25 % glutaraldehida. Pripravili smo 2x, 5% in 10x
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redéeno 25 % raztopino glutaraldehida. V 15 mL centrifugirko s 1475 pL 50 mM K-
fosfatnemu pufru s pH 7,4 smo dodali 25 pL predhodno ustrezno red¢enega glutaraldehida
in tako pripravili raztopino za zamrezevanje. Raztopini smo dodali Se 1,5 mL raztopine
KRED s koncentracijo 50 mg/mL. Ob dodatku smo raztopino veckrat premesali z
veckratnim pipetiranjem in inkubirali na sobni temperaturi 2 uri. Delali smo v dveh
ponovitvah. Po koncanem zamreZevanju smo dolocili aktivnost encimov.

3.2.4.2 Vpliv dekstranaldehida na aktivnost KRED

Priprava dekstranaldehida je potekala v digestoriju. V ¢aso smo natehtali 0,93 g dekstrana
in 2,17 g Na-metaperiodata. Nato smo dodali 28 mL destilirane vode. Sledilo je meSanje
90 minut. Medtem smo 40 cm membrane za dializo veckrat sprali v destilirani vodi.
Spiranje  membrane je potekalo 30 minut. Po koncani oksidaciji dekstrana v
dekstranaldehid smo membrano za dializo napolnili z reakcijsko meSanico. Membrano smo
prenesli v 5 L ¢aSo napolnjeno z destilirano vodo. V ¢aso smo dali tudi mesalo in jo
postavili na magnetno mesSalo. Dializa je potekala 2 uri. Na vsake pol ure smo zamenjali
destilirano vodo s svezo (Caballero Valdés in sod., 2011).

V 1,5 mL mikrocentrifugirkah smo pripravili 2x, 5x in 10x redCitve raztopine
dekstranaldehida. Nato smo izvedli zamrezenje. K 2,5 mL [37,5 mg] raztopini KRED
(pripravljen v 50 mM K-fosfatnem pufru pH 7,4) smo dodali 70,6 uL predhodno redcene
raztopine dekstranaldehida. Zamrezevanje je potekalo 2 uri na sobni temp. Po zamrezenju
smo encimom dolocili aktivnost.

3.2.4.3 Priprava KRED CLEA

G
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Slika 16: Priprava CLEA (Mahmod in sod., 2014)
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1. nadin

Pripravo KRED CLEA smo izvedli v 25 mL stekleni bucki za rotavapor. 200 mg KRED
smo raztopili v 4 mL 50 mM K-fosfatnem pufu (pH 7,4). Nato smo z dodatkom 4 mL
acetona oborili KRED. Po dveh urah obarjanja smo agregate zamrezili z dodatkom 376,4
L [10 mg] dekstranaldehida (raztopino dekstranaldehida smo pripravili v tocki 3.2.4.2).
Zamrezevanje agregatov je potekalo med stresanjem na stresalniku pri 200 rpm. Potekalo
je 2 uri pri sobni temperaturi. V naslednjem koraku smo z rotavaporjem odparili aceton
(temp. 30 °C, 40 mBar, 20 min). Pripravljenim CLEA KRED smo dodali 2,5 mL50 mM
K-fosfatnega pufra pH 7,4. Tako pripravljene CLEA KRED smo shranili v hladilnik
(4 °C).

2. nadin

V 50 mL centrifugirko smo dali 10 mL v 50 mM K-fosfatnem pufru (pH7,4) pripravljene
raztopine encima KRED s konc. 50 mg/mL. KRED smo nato z dodatkom 10 mL acetona
oborili. Obarjanje je potekalo pri sobni temperaturi 2 uri. Vmes smo ob¢asno premesali. V
naslednjem koraku smo oborjenim KRED dodali 896,1 pL raztopine, ki je vsebovala 23,81
mg dekstranaldehida (tega smo pripravili v tocki 3.2.4.2). Sledilo je zamrezevanje, ki je
potekalo 2 uri na stresalniku pri 250 rpm. Zamrezene agregate smo nato 5 minut
centrifugirali pri 2700 obr/min. Supernatant smo odlili v teflonsko centrifugirko in mu
dodali 20 mL 50 mM K-fosfatnega pufra pH 7,4. Supernatant smo nato centrifugirali 10
minut pri 10000 obr/min (njegov supernatant smo zavrgli in pelet supernatanta raztopili v 5
mL 50 mM K-fosfatnem pufru pH 7,4, ter raztopino dodali k peletu CLEA. Peletu s CLEA
KRED smo dodali §e 10 mL pufra in ga resuspendirali. Nato smo CLEA KRED ponovno
centrifugirali 4 minute na 2500 obr/min. Supernatant smo odlili v teflonsko centrifugirko
in mu dodali 20 mL 50 mM K-fosfatni pufra pH 7,4. Supernatant smo nato centrifugirali
10 minut pri 10.000 obr/min, njegov supernatant smo zavrgli in pelet supernatanta raztopili
v 5 mL 50 mM K-fosfatnem pufru pH 7,4 ter raztopino dodali k peletu CLEA.

3.2.4.4 Priprava KRED CLEA s pomoZnim proteinom BSA

Priprava CLEA KRED s pomoznim proteinom BSA, kjer smo proteine oborili z acetonom

Pri pripravi CLEA KRED z BSA pomoZnim proteinom smo testirali vpliv dveh razmerij,
ki sta jih uporabili tudi Caballero Valdés in sod. (2011) v svoji Studiji.

e KRED:BSA =15:1
Pripravo KRED CLEA s pomozZnim proteinom smo izvedli v 25 mL stekleni bucki
za rotavapor. 3750 pL raztopine KRED pripravljene v 50 mM K-fosfatnem pufru (s
konc. 50 mg/mL) smo skupaj z 250 pL raztopine BSA pripravljene v 50 mM K-
fosfatnem pufru (s konc. 50 mg/mL) dali v buc¢ko. Nato smo oznacili nivo, do
katerega je segala raztopina. Encime smo oborili z dodatkom 4 mL acetona. Z
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dodatkom 376,4 uL [10 mg] dekstranaldehida (pripravljenega v tocki 3.2.2.2) smo
zamrezili agregate proteinov. Zamrezevanje agregatov je potekalo 2 uri pri sobni
temperaturi med stresanjem na stresalniku pri 200 rpm. V naslednjem koraku smo z
rotavaporjem odparili aceton (temp. vode 35 °C, 75 mBar, 15 minut). Ko smo
odstranili ves aceton iz bucke, smo v buc¢ko dodali 1 mL 50 mM K-fosfatnega
pufra ter 1,5 mL dH,O, z namenom, da smo sprali vse encime s sten bucke.
Raztopino s CLEA KRED/BSA smo trikrat precrpali skozi iglo injekcije, tako da
smo razbili ve¢je kose CLEA. Tako pripravljene CLEA KRED smo shranili v
hladilnik (4 °C).

e KRED:BSA=5:1
Pripravo KRED CLEA s pomoznim proteinom smo izvedli v 25 mL stekleni bucki
za rotavapor. 3333 puL raztopine KRED pripravljene v 50 mM K-fosfatnem pufru (s
konc. 50 mg/mL) smo skupaj s 667 uL raztopine BSA pripravljene v 50 mM K-
fosfatnem pufu (s konc. 50 mg/mL) dali v bu¢ko. Nadaljnji postopek priprave je
enak kot v zgornji tocki, kjer je opisana priprava CLEA, ki ima razmerje
KRED:BSA = 15:1

Priprava CLEA KRED s pomoznim proteinom BSA, kjer smo proteine oborili z nasi¢eno
raztopino (NH4),SO4

e KRED:BSA =15:1

Pripravo KRED CLEA s pomoZnim proteinom smo izvedli v 25 mL stekleni bucki
za rotavapor. 2,813 mL raztopine KRED pripravljene v 50 mM K-fosfatnem pufru
(s konc. 50 mg/mL) smo skupaj s 187 uL raztopine BSA pripravljene v 50 mM K-
fosfatnem pufru (s konc. 50 mg/mL) dali v bucko. Nato smo encime oborili z
dodatkom 7 mL nasi¢ene raztopine amonsulfata. Obarjanje je potekalo 2 uri pri
sobni temperaturi. Vmes smo reakcijsko zmes ob¢asno premesali. Po kon¢anem
obarjanju smo dodali 22,82 pL raztopine dekstranaldehida. ZamreZevanje je nato
potekalo 2 uri pri sobni temperaturi pri 250 rpm. Po konanem zamreZevanju smo
vzorce centrifugirali 20 minut pri 3000 obratov/min. Supernatant smo zavrgli in
peletu dodali 10 mL dH,0O. Usedlino smo homogenizirali in shranili v hladilnik.

e KRED:BSA=5:1

Pripravo KRED CLEA s pomoZznim proteinom smo izvedli v 25 mL stekleni bucki
za rotavapor. 2,5 mL raztopine KRED pripravljene v 50 mM K-fosfatnem pufru (s
konc. 50 mg/mL) smo skupaj z 0,5 mL raztopine BSA pripravljene v 50 mM K-
fosfatnem pufru (s konc. 50 mg/mL) dali v buc¢ko. Nato smo encime oborili z
dodatkom 7 mL nasi¢ene raztopine amonsulfata. Nadaljni postopek je bil enak
opisanemu postopku za pripravo CLEA KRED/BSA z razmerjem KRED: BSA =
15:1.
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3.2.4.5 Razgradnja CLEA za analizo z elektroforezo

Ker so lahko zamrezeni agregati v obliki CLEA tudi po denaturaciji in kuhanju preveliki,
da bi vstopili v gel, smo zeleli ugotoviti, ali ostane kaj CLEA v Zepku gela in koliksen je ta
delez. Dobljeni delez smo nato upostevali pri prej z elektroforezo dolocenih vrednostih
proteinov v vzorcih. Delez proteina, ki ostane v zepku, smo doloc€ili z analizo gela s
programom Syngene. Za kontrolo smo uporabili proteinazo K razgrajenine CLEA.
Pricakujemo, da bodo vzorci CLEA, ki smo jih predhodno razgradili s proteinazo K
vstopili v gel, medtem ko bo pri nerazgrajenih CLEA ostal delez CLEA v Zepkih.
Pripravili smo ve¢ razli¢nih redCitev tako razgrajenih kot tudi nerazgrajenih CLEA. Te
smo nato denaturirali s 5x nanaSalnem pufrom, jih prekuhali ter jih nanesli na gel. S
pripravo ve¢ razli¢nih red¢itev smo zeleli dobiti ¢im SirSe obmocje detekcije na gelu.

Razgradnja vzorca CLEA

V destilirani vodi smo pripravili raztopino proteinaze K s koncentracijo 20 mg/mL. V 1,5
mL mikrocentrifugirko smo dali 1 mL CLEA KRED pripravljenih v to¢ki 3.2.4.3 in dodali
40 pL raztopine proteinaze K. Dodali smo tudi 50 uL 1 M K;HPO, pufra ter 10 pL 180
mM CacCl,. Mikrocentrifugirko smo nato prenesli v vodno kopel, ker smo inkubirali 48 ur
na 50 °C.

Za kontrolo v poskusu smo Zeleli na gel nanesti nerazgrajene CLEA KRED. Pripravili smo
jih tako, da smo k 1 mL CLEA dodali proteinaze, vendar nismo dodali za njeno delovanje
potrebnega CaCl; in tudi vsebino epice nismo inkubirali v vodni kopeli.

RedCenje vzorcev

Oba pripravljena vzorca (s proteinazo K razgrajeni in nerazgrajeni CLEA KRED) smo nato
red¢ili v 50 mM K-fosfatnem pufru v razmerju 1:1. Z nadaljevanjem red¢itvene vrste smo
pripravili vedno bolj red¢ene vzorce. Ustrezno redéene vzorce smo nato pripravili po
postopku (opisanem v tocki 3.2.1.2) za pripravo vzorcev za nanos na elektroforezni gel.
160 pL ustrezno redéenemu vzorcu smo dodali 40 pL 5% nanaSalnega pufra. Vzorce smo
10 minut kuhali v vreli vodi ter jih nato po 10 pL nanesli na gel (preglednica 13). Po
nanosu vzorcev smo elektroforezno kadi¢ko zaprli in izvajali proces elektroforeze 35
minut pri konstantni napetosti 150 V. Zaradi suma, da bi se lahko proteini, ki so ostali v
zepku gela, med nadaljnjim postopkom barvanja in spiranja odlepili, smo nadaljnji
postopek priprave gela za kasnejSo racunalniSko analizo prilagodili. V Zepke smo nanesli
10 uL barvila, ki smo mu predhodno dodali 20 % v/v glicerola (400 pL barvila in 100 pL.
glicerola) ter ga nanesli v zepek. To smo storili tako, da smo iz elektroforezne kadicke,
med geloma odpipetirali priblizno 30 mL 1x elektroforeznega pufra (toliko, da Zepki niso
vec potopljeni v pufru). Nato smo v Zepke dali po 10 pL raztopine za barvanje Zepkov. Po
10-15 minutah smo ponovno dodali 1% elektroforezni pufer, ter znova zagnali
elektroforezo za 2-3 minute. Nadaljnja priprava je potekala po klasicnem postopku.
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Elektroforezo smo ustavili, razstavili komponente in gele barvali ter razbarvali (protokol
opisan v tocki 3.2.1.2).

Preglednica 13: Razporeditev vzorcev na gelu za NaDS-PAGE elektroforezo

1. Gel 2. Gel
1 S10 S10
2 S12 S12
3 8A 5A
4 8B 5B
5 9A 7A
6 9B 7B
7 8aA 3A
8 8aB 3B
9 Neredé¢en CLEA 2A
10 Nered. razgrajen CLEA 2B

S10 in S12 sta vzorca nativnega KRED, in sicer s konc. 56 pg/mL in 32 pg/mL. Drugi vzorci so vzorci
CLEA KRED. Stevilka predstavlja $tevilo redéitev. Crka A — nerazgrajen CLEA KRED. Crka B — s
proteinazo K razgrajeni CLEA KRED.

3.2.5 Dolocitev aktivnosti nativnega in oborjenega encima KRED pri razli¢nih
temperaturah, vrednostih pH ter ponovni uporabi

3.2.5.1 Vpliv temperature na aktivnost razli¢nih oblik KRED

Aktivnost nativnega in oborjenega KRED smo testirali pri temperaturi 30 °C, 40 °C in
50 °C. Najprej smo pripravili ustrezne redCitve encimov. RedCitve encimov smo
pripravljali v velikih volumnih (10 mL), tako da smo zmanjSali moZnost napak, ki bi lahko
nastale pri pipetiranju. Red¢itev smo izvedli v dveh korakih. Najprej smo pripravili
red¢itev 1250 pug/mL, nato pa Se 125 ug/mL. Red¢itve smo izvedli s 50 mM K-fosfatnim
pufrom s pH 7,4.

Reakcijsko meSanico za doloc€itev kinetike encimov pri 30 °C in 40 °C smo pripravili v 1,5
mL mikrocentrifugirkah. Reagente, potrebne za reakcijo, smo predhodno ogreli na
Ustrezno temperaturo s pomocjo vodne kopeli. Ko smo v mikrocentrifugirki zdruzili vse tri
komponente potrebne za reakcijo (encim, NADP, 2-propanol), smo reagente premesali in
prenesli 250 pL reakcijske meSanice na mikrotitrsko plos¢o, ki smo jo predhodno segreli v
¢italcu za mikrotitrske ploSce Safire Tecan. Ko smo na plos¢o nanesli reakcijsko meSanico,
smo takoj zaceli z meritvami vrednosti absorbanc pri valovni dolZini 340 nm. Kinetiko
smo spremljali 20 minut, in sicer smo vrednosti absorbanc od¢itali vsako minuto.

Aktivnost encimov pri 50 °C smo spremljali na enak nacin kot pri 30 in 40 °C. Vse
reagente smo predhodno segreli v vodni kopeli. Volumen reakcijske mesSanice je bil 10
mL. Nato smo z injekcijo vzor¢ili na dvominutne intervale po 1 mL reakcijske meSanice in
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jo prefiltrirali skozi filter, ter jo na plos¢o nanesli po 250 pL. Vrednost absorbance smo
pomerili pri valovni dolzini 340 nm.

3.2.5.2 Vpliv pH na aktivnost razli¢nih oblik KRED

Predhodno pripravljene encime KRED, ki so bili v nativni obliki ter v oborjeni obliki, smo
redcili do redcitve 0,5 mg/mL. Redc¢itve smo pripravili v Sestih korakih red¢enja, ki smo
jih izvedli v 1,5 mL mikrocentrifugirkah, in sicer tako, da smo 500 pL raztopine z
encimom prenasali k 500 pL svezemu 50 mM K-fosfatnem pufru. Kinetiko smo spremljali
spektrofotometri¢no S Citalcem Tecan Safire. Kinetiko smo dolocali pri treh razlicnih pH
vrednostih. Uporabili smo 50 mM K-fosfatni pufer s pH 7,4 ter pufra, ki sta imela vi§jo oz.
nizjo pH vrednost. Pufer z nizjim pH je bil 50 mM KH,PO,4 pH 4,5. Pufer z vi§jim pH pa je
bil 50 mM K;HPO, s pH vrednostjo 9,3. Reakcijsko meSanico, ki je bila sestavljena iz 53
uL [27 pg] raztopine KRED, 447 uL pufra z dolo¢enim pH ter 500 puL 2-propanola, smo
pripravili v 1,5 mL mikrocentrifugirkah. Nato smo vsem vzorcem hkrati dodali 250 pL
[0,5 mg] raztopine NADP ter premesSali. Na mikrotitrsko plos¢o smo nanesli 250 pL
vzorca z reakcijsko zmesjo ter kinetiko spremljali 20 minut, in sicer smo vrednosti
absorbanc odcitali vsako minuto. Z mikro pH sondo smo pomerili vrednost pH reakcijske
mesanice, saj se ob dodatku vseh komponent pH vrednost spremeni.

3.2.5.3 Ohranitev aktivnosti po veckratnih ciklih uporabe encima.

S tem testom smo preverili delovanje encima v doloceni encimski obliki po daljSem
delovanju. Test smo zastavili tako, da smo merili koli¢ino nastalega NADPH. V tem
primeru nas hitrost reakcije ni zanimala, zanimalo nas je le, ali encim po veckratnih ciklih
opesa in pretvori manj NADP v NADPH kot v prejSnjem ciklu. Komponente reakcijske
mesanice so bile enake kot pri prej$njih reakcijskih meSanicah, razlika je bila le v koli¢ini
encima, ki je bila v presezku (kar Stirikrat ve¢ kot v prej$njih reakcijskih mesanicah).

Predhodno pripravljene encime KRED, ki so bili v nativni obliki ter v oborjeni obliki, smo
redc¢ili do redc¢itve 0,2 mg/mL. To smo storili tako, da smo v 1,5 mL mikrocentrifugirkah
red¢ili encim v razmerju 1:1 (500 pL raztopine encima + 500 pL 50 mM K-fosfatnega
pufra). Reakcijsko mesanico za prvi cikel smo pripravili v 50 mL centrifugirki. Vsebovala
je 0,5 mL [100 ug] encima, 0,5 mL 2-propanola in 0,25 mL [0,5 mg] raztopine NADP.
Raztopino z reakcijsko meSanico smo stresali na stresalniku pri 200 rpm. Po petih minutah,
ko je reakcija pretvorbe NADP v NADPH potekla do konca, smo reakcijski mesanici
dodali 2x volumen sveZe reakcijske meSanice brez encima. Razmerja komponent smo
ohranili (40 % v/v 50mM K-fosfatni pufer pH 7,4, 40 % v/v 2-propanol in 20 % raztopine
NADP z konc. 2mg/mL). Prvi¢ smo absorbanco pomerili po ¢etrtem ciklu. To smo storili
tako, da smo raztopino premesali ter nato homogeno odvzeli 250 pL vzorca, ki smo mu
pomerili vrednost absorbance pri 340 nm. Po petem ciklu je bil volumen reakcijske
mesSanice priblizno 35 mL. Da smo lahko poskus nadaljevali, smo prenesli 2 mL
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homogeno odvzete reakcijske mesanice petega cikla in ji tako kot v prej$njih ciklih dodali
2 mL sveze reakcijske meSanice, ki je bila brez encima. Sedmi cikel smo dobili tako, da
smo k reakcijski meSanici Sestega cikla dodali Se enkratni volumen (4mL) mL sveze
reakcijske meSanice, ki je bila brez encima. V zadnjem osmem ciklu smo dodali k 7,5 mL
0,8 mL [1,6 mg] raztopine NADP.

3.2.6 Testiranje delovanja oborjenega KRED v simuliranem industrijskem okolju
oziroma reakciji

Pripravljeno obliko KRED smo testirali $e v simuliranem industrijskem okolju, kjer encim
KRED opravlja oksidacijo 2-propanola v aceton ter redukcijo NADP v NADPH. Ker so
reakcijski pogoji v razlicnih kombinacijah biokataliznih procesov razli¢ni, med drugim
pogosto naletimo na goste in viskozne reakcijske meSanice, smo zeleli njihov uéinek
preveriti tudi v omenjenih pogojih. Za kontrolo smo izbrali laboratorijsko simulacijo enega
od tovrstnih procesov, v katerih ima KRED vlogo zagotavljanja NADPH drugemu encimu
— oksidoreduktazi. Poskrbeli smo, da je bila doza KRED dovolj nizka, da je bila
proizvodnja NADPH omejujo¢i dejavnik celotnega sistema. Reakcijo smo izvedli v
volumnu 15 mL ter 2 L.

3.2.6.1. Test v 30 mL serumskih steklenickah (V =15 mL)

Testni sistem je bil dizajniran tako, da sta se v vseh poskusih razlikovali samo oblika in
(suboptimalna) koli¢ina encima KRED. Druge komponente so ostale nespremenjene.
Vprasanje, na katera smo zeleli odgovoriti, je bilo samo eno, in sicer, ali ima agregiran
encim KRED kakr$no koli prednost pred neagregiranim tudi v okolju, v katerem je
reakcijska meSanica gosta in viskozna.

e 3,25 mg oborjenega KRED v sistemu

Poskus smo zastavili tako, da smo encim KRED oborili v steklenicki, v kateri smo kasneje
izvedli reakcijo v simuliranem industrijskem okolju. Tako smo preprecili nastanek izgub
encima, ki bi lahko nastale med pripravo in prenosom acetonskih agregatov iz druge
embalaze. Delali smo v dveh ponovitvah, tako da smo imeli dva poskusa z oborjenim in
dva poskusa z nativnim KRED (ta sta sluzila kot kontroli). Poskus smo izvedli v 30 mL
serumskih steklenickah. Najprej smo v dveh oborili 3,25 mg KRED. Obarjanje smo izvedli
tako, da smo v ¢isto steklenic¢ko prenesli 65 pL raztopine KRED [3,25 mg] pripravljene v
50 mM K-fosfatnem pufru pH 7,4 in ji dodali 65 pL acetona. Volumen je bil namensko
zelo majhen, saj smo hoteli ohraniti razmerje pogojev obarjanja iz laboratorijskih
poskusov, kjer je imela raztopina KRED koncentracijo 50 mg/mL. Ce bi Zeleli obarjati v
ve¢jih volumnih, bi morali delati z raztopino KRED, ki bi imela nizjo koncentracijo, da bi
v steklenicko prinesli 3,25 mg encima. S tem dejanjem pa bi spremenili pogoje, ki smo jih
imeli pri poskusih optimizacije obarjanja KRED, saj bi na enoto encima prislo ve¢ enot
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acetona. Steklenicki smo zaprli s kosom vate prepojenim z acetonom in pustili na sobni
temperaturi 2 uri. Po dneh urah smo steklenicki odprli in ju postavili v digestorij, ter na ta
nacin odhlapeli aceton iz raztopine. Po konfanem odparevanju smo steklenicki zaprli z
gumijastim pokrovckom in ju shranili ¢ez no¢ v hladilniku na 4 °C. Naslednji dan smo
nadaljevali s poskusom. Poleg dveh stekleni¢k z oborjenim KRED smo pripravili §e dve
steklenicki, ki smo ju uporabili za kontrolo poskusa. V vse §tiri steklenicke smo dodali 50
mM K;HPO, pufer. Sledil je dodatek substrata, 2-propanola, drugih encimov in kofaktorja
NADP. Stekleni¢ke smo pri sobni temperaturi mesali s pomocjo magnetnih mesal. Vzorcili
smo z injekcijo skozi gumijast pokrovcek. Vzorec smo pripravili za analizo tako, da smo
0,3 mL vzorca dodali k 10 mL metanola.

e 2 mg oborjenega KRED v sistemu

Poskus smo zastavili tako, da smo encim KRED oborili v steklenicki, v kateri smo kasneje
izvedli reakcijo. Uporabili smo 30 mL serumske stekleni¢ke. Najprej smo v vsaki od dveh
oborili 2 mg KRED. Obarjanje smo izvedli tako, da smo v Cisto stekleni¢ko prenesli 40 puL
raztopine KRED, pripravljene v 50 mM K-fosfatnem pufru pH 7,4 in ji dodali 40 pL
acetona. Volumen je bil namensko zelo majhen, saj smo hoteli ohraniti razmerje pri
pogojih obarjanja iz laboratorijskih poskusov. Steklenicki smo zaprli s kosmom vate,
prepojenim z acetonom in inkubirali na sobni temperaturi 2 uri. Po dveh urah smo
steklenicki odprli in ju postavili v digestorij, ter na ta na¢in odhlapeli aceton iz raztopine.
Po konc¢anem odparevanju smo steklenicki zaprli z gumijastim pokrovékom in ju shranili
¢ez no¢ v hladilniku na 4 °C. Naslednji dan smo nadaljevali s poskusom. Poleg dveh
steklenick z oborjenim KRED smo pripravili Se dve steklenicki z enako koli¢ino nativnega
KRED, ki smo ju uporabili za kontroli poskusa. Nato smo v vse §tiri steklenicke dali enake
koli¢ine vseh reagentov (50 mM K,HPO, pufer, substrat, 2-propanol, druge encime in
kofaktor NADP) ter pri sobni temperaturi meSali s pomoc¢jo magnetnih mesal. Vzorc¢ili
smo z injekcijo skozi gumijast pokrovcek. Vzorec smo pripravili za analizo tako, da smo
0,3 mL vzorca dodali k 10 mL metanola.

Slika 17: Testiranje delovanja oborjene KRED v 30 mL serumskih stekleni¢kah
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3.2.6.2 Test v reaktorju (V = 2L)

Poskus smo zaceli s pripravo 7 mL raztopine KRED s konc. 50 mg/mL (350 mg KRED
smo raztopili v 7 mL 50 mM K-fosfatnega pufra). Nato smo v 200 mL plasti¢ni
centrifugirki, v Kkateri je bilo 6 mL acetona, oborili 6 mL [300mg] KRED. Z rahlim
stresanjem smo vsebino premesali in centrifugirko zaprli. Obarjanje je potekalo 1 uro pri
sobni temperaturi. Po koncanem obarjanju smo centrifugirko odprli in jo postavili v
degistorij, kjer smo 30 minut izhlapevali aceton.

OPOMBA: KRED je hil izpostavljen acetonu vse do prenosa v reaktor, kar je skupno 3
ure.

Poskus smo izvedli v 10-litrskem reaktorju BIAZZI S. A. Switzerland (Delovni volumen:
2L, aksialno turbinsko mesalo).

Slika 18: BIAZZI - reaktor sistem (levo) in me$alo — turbina (desno).

Reaktor smo najprej temeljito sprali z etanolom, ter pocakali, da se je posusil. Nato smo
vanj dali 50 mM K2HPO4 pufer, 2-propanol in substrat. Sledil je dodatek oborjenega
KRED [0,3 g]. Reaktor zapremo in meSamo 2 minuti. PremeSsamo in pomerimo pH. Ko
smo dodali Se zadnje komponente (druge encime in kofaktor NADP), smo reaktor zaprli in
nastavili reakcijske pogoje. Vzor¢ili smo na dvourne intervale in vzorce analizirali s HPLC
analizo.

3.2.6.3 Tankoplastna kromatografija (TLC)

Tankoplastna kromatografija je planarna separacijska tehnika. Komponente se lo¢ujejo
med potovanjem mobilne faze po tanki plasti sorbenta. Sorbent je obiajno nanesen na
steklene, aluminijaste plos¢e ali plasticne folije. TLC (Thin Layer Chromatography) je
odprt sistem, zato je pomembna tudi plinska faza, ki se ustvari v kromatografski kadi
(Prosek in Pukl, 1991).
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Vzorce na plosco lahko nanasamo v tocko ali v ¢rto, v razdalji 10 mm do 20 mm, odvisno
od Stevila vzorcev. Nanasamo jih s pomocjo steklene kapilare10 mm od spodnjega roba. V
to¢ko se nanese 0,2 puL dol0 pL vzorca. Razvijanje kromatograma poteka v posebnih
kromatografskih posodah. Na dno kadi nalijemo mobilno fazo, ki je mora biti toliko, da je
TLC plosc¢a potopljena vanjo okoli 0,5 cm globoko. Plos¢o se postavi v kad in mobilna
faza zaCne potovati po plosci navzgor. S seboj nosi tudi molekule komponent vzorca. Med
potovanjem prihaja do razli¢nih interakcij, zato se komponente v vzorcu lo¢ijo. Ko
mobilna faza prispe do zgornje meje plosce, imenovane fronta, jo vzamemo iz kadi in
posusimo.

Pokrov\

L— Fronta

_’/
Plos¢a s slojem
Komora ml__ //sorbenta
Vzorec \\ |~ Start
e // Mobilna faza
/
T S I

Slika 19: Skica priprave in postavitev TLC

S tankoplastno kromatografijo smo spremljali nastanek produkta in porabe intermediata v
simuliranem industrijskem procesu oziroma reakciji. Na zacetku procesa je bila samo ena
lisa, ki je prikazovala intermediat. Skozi proces transformacije se je koli¢ina intermediata
zmanjSevala in nastajal je produkt. To smo lahko prepoznali v vedno Sibkejsi lisi
intermediata ter vedno mocnej$i lisi produkta. Proces reakcije smo vodili, dokler se ni
pretvoril ves intermediat v produkt. Mobilna faza je imela sestavo: CH,Cl, : MeOH : 25 %
NH3;=85:10:1.

| __—» Fronta

Intermediant w_|
\
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Slika 20: Shemati¢ni prikaz rezultata TLC analize vzorcev
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3.3 METODE UPORABLJENE PRI IMOBILIZACIJI CaLB

Vezava CalLB na nosilec Sepabeads
EC-HA skozi oksidacijo encima

Encim lipaza CalLB

Natrijev
periodat

Oksidacija

Dializa

OKSIDIRAN CalB

A

Vezava CalLB na nosilec Sepabeads
EC-HA preko aktivacije nosilca

Nosilec Sepabeads EC-HA

Glutaraldehid

Aktivacija nosilca

e

Vezan CalB na
nosilec Sepabeads
EC-HA

1 2 3
1g/20mg 1g/50mg 1g/100mg
encima encima encima
Nosilec
Sepabeads
P \ /
EC-HA ~
Vezava na nosilec 20h
Doloditev
aktivnosti

Encim + p-nitrofenil acetat

Slika 21: Shema dveh nac¢inov imobilizacije encima CaL B na trden nosilec
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3.3.1 Vezava CaLB na nosilec Sepabeads EC-HA z oksidacijo encima

Metoda imobilizacije — vezave encima, temelji na vezavi aldehidne skupine z aminsko
skupino na nosilcu in/ali encimu. Postopek imobilizacije smo izvedli po protokolu
Prlainovi¢ in sod., 2011. Najprej smo pripravili oksidacijo lipaze z natrijevim periodatom.
Encim izpostavimo delovanju periodata, ki oksidira aminske skupine encima do aldehidnih
skupin. Aldehidne skupine se lahko nato povezejo z aminskimi, ki se nahajajo na nosilcu.
Priprava 50 mM Na-periodata je potekala v digestoriju, kjer smo v 50 mL Na-acetatnem
pufru s pH 5,04 raztopili 534,7 mg natrijevega periodata. Nato smo v 100 mL erlenmajerici
raztopili 300 mg CaLB v 51 mL Na-acetatnem pufru s pH 5,04. Oksidacijo encima smo
sprozili s 36 mL predhodno pripravljenega 50 mM Na-periodata. Sledila je 6-urna
inkubacija v temi na ledu. Oksidacijo smo ustavili z dodatkom 66 uL etilen glikola ter
inkubacijo 30 minut.

Medtem smo pripravili membrano za dializo. Dvajset centimetrov membrane MWCO
3500 smo sprali z namakanjem v destilirani vodi. Vsebino reakcijske zmesi oksidiranega
encima smo prelili v predhodno na enem koncu zavezane membrane. Dializo smo izvajali
v 50 mM acetatnem pufru s pH 5.

1. dializa: 30 min v 1 L 50 mM Na-acetatni pufer s pH 5,04
2. dializa: 14 h v 2 L 50 mM Na-acetatni pufer s pH 5,04

3. dializa: 3h v 2 L 50 mM Na-acetatni pufer s pH 5,04

4. dializa: 3 h v 2L 50 mM Na-acetatni pufer s pH 5,04

Po koncani dializi je sledila vezava oksidiranega encima na nosilec sepabeads EC-HA. V
250 mL steklenicko smo odpipetirali 80 mL (konc. 3,45 mg/mL) dializirane raztopine z
oksidiranim encimom. Oksidiranemu encimu smo dodali 1,84 g navlazenega (navlaZen je
bil Ze v originalni embalaZi) nosilca sepabeads EC-HA. Steklenico smo postavili v
izolirano Skatlo, v kateri so bili skupaj z ledom, ohlajeni hladilni geli. Vezava na nosilec je
potekala 48 ur na stresalniku pri 190 rpm. Pripravljene nosilce z vezanimi nosilci smo
pustili na pultu nekaj minut, da so se posedli, ter nato odpipetirali supernatant z nevezanimi
encimi in ga shranili v zamzrovalnik na -20 °C. Sledilo je 5x spiranje nosilcev s 50 mM K-
fosfatnim pufrom pH 7,2. Po zadnjem spiranju smo k nosilcu z encimi dali e 40 mL 50
mM K-fosfatnega pufra pH 7,2, z namenom, da smo preprecili posusSitev. Pripravljene
nosilce smo do merjenja aktivnosti shranili v hladilniku na 4 °C.

3.3.2 Vezava CaLB na nosilec Sepabeads EC-HA preko aktivacije nosilca

Vezavo encima lahko izvedemo tudi preko aktivacije nosilca, kjer se glutaraldehid z
aminsko skupino poveze na nosilec in predstavlja povezavo (most), na katero se lahko veze
aminska skupina na encimu. Postopek imobilizacije smo izvedli po protokolu Prlainovi¢ in
sod., 2011.
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V 50 mL centrifugirki smo pripravili 20 mL 2 % (w/v) raztopine glutaraldehida, tako da
smo k 1,509 mL 25 % raztopine glutaraldehida dodali 18,5 mL dH,O. Tej raztopini smo
dodali S¢ 5 g navlazenega nosilca Sepabeads EC-HA. Aktivacija nosilca je potekala pri
sobni temperaturi, med rahlim stresanjem. Po eni uri in pol smo Kk raztopini z aktiviranim
nosilcem dodali 20 mM K-fosfatnega pufra s pH 8, ter raztopino veckrat sprali v tem
pufru. Na koncu smo raztopino s spranim nosilcem centrifugirali in supernatant zavrgli.

Nadalje smo poskus razdelili v tri dele. Namen tega koraka je bila priprava nosilcev, ki so
imeli na voljo za vezavo razli¢no koli¢ino encima. V 50 mL centrifugirki z oznako A smo
pripravili nosilec, ki je imel na svoji povr$ini najmanj encima, medtem ko sta centrifugirki
B in C imeli na voljo ve¢ encima.

Preglednica 14: Vezava nativhega CaLB na aktiviran nosilec Sepabeads EC-HA

A B Cc

1g aktiviran mokri nosilec 1g aktiviran mokri nosilec 1g aktiviran mokri nosilec

4 mL 20 mM K-fosfatni puferpH8 4 mL 20 mM K-fosfatni pufer pH 8 4 mL 20 mM K-fosfatni pufer pH 8
20 mg nativni CaLB 50 mg nativni CaLB 100 mg nativni CaLB

Za kasnejSi izraCun aktivnosti vezanih encimov je zelo pomemben ta korak, saj smo
doloceno koli¢ino encima dodali k 1 g mokrega in ne navlaZzenega nosilca, kot smo to
storili v prej$nji metodi. To maso je potrebno upoStevati pri interpretaciji rezultatov.

Po dodatku vseh komponent, ki so navedene v preglednici 14, smo centrifugirke inkubirali.
Vezava je potekala 20 ur na stresalniku pri 190 rpm pri sobni temperaturi. Po koncani
vezavi encima na nosilec smo supernatant, ki je vseboval nevezane encime, odpipetirali in
ga shranili v zamzrovalnik na -20 °C. Nosilce smo $e 3x sprali z 20 mM K-fosfatnim
pufrom pH 8. Po zadnjem spiranju smo k nosilcu dodali ¢ 5 mL 20 mM K-fosfatnega
pufra, toliko da so bili nosilci v pufru in se niso posusili. Pripravljene nosilce smo do
merjenja aktivnosti shranili v hladilniku na 4 °C.

3.3.3 Dolocitev koli¢ine vezanega encima na nosilec sepabeads EC-HA

Koli¢ino vezanega encima smo doloc¢ili s spektrofotometriéno metodo po Lowryju, ki smo
jo priredili za delo v mikrotitrskih plo§¢ah. Dolocali smo koli¢ino nevezanega encima in to
vrednost odsteli od znane koli¢ine encima, ki smo jo dali k nosilcu.

Metoda po Lowryju

Metoda po Lowryju je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za dolocCevanje
koncentracije proteinov. V prvem koraku pote¢e biuretska reakcija, ko proteine
izpostavimo bakrovim ionom v alkalni raztopini, kjer se formira tetradante-bakrov
kompleks iz Stirih peptidnih vezi in enim atomom bakra. V drugem koraku dodamo Folin-
fenolov reagent, ki se reducira in tvori modro barvo (Lowry in sod., 1951).
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Raztopina za izvedbo Lowryjeve metode mora biti dnevno sveza. Vnaprej lahko
pripravimo posamezne raztopine, ki jih nato na dan izvedbe poskusa zdruzimo.
Pripravljene raztopine zdruzimo v razmerju raztopina A : raztopina B : raztopina C =
100:1:1. Sestava posameznih raztopin je navedena v preglednici 11. Koli¢ino proteinov
smo dolo¢ili po prirejenem Lowryjevem postopku — Dulekgurgen, 2004. V 1,5 mL
mikrocentrifugirko smo k 0,5 mL vzorca ali standarda dodali 0,7 mL Lowryjeve raztopine
(A+B+C), jo zaprli in premesali. Nato smo mikrocentrifugirke inkubirali 20 minut v temi
pri sobni temperaturi. Medtem smo v zadnjih petih minutah inkubacije pripravili red¢itev
Folin in Ciocalteu's Phenol 2N reagent. Pripravili smo ga tako, da smo k 1 mL Folin in
Ciocalteu's Phenol 2N reagentu dodali 1,2 mL dH,0O. Po koncani dvajsetminutni inkubaciji
v temi smo k vzorcem dodali 100 pL razredéenega Folin in Ciocalteu's Phenol reagenta.
Reagente smo premesSali z vrtinénim meSalnikom in jih ponovno dali inkubirat v temo za
30 minut. Po kon¢ani inkubaciji smo na mikrotitrsko plos¢o nanesli po 300 pL po Lowryju
pripravljenega vzorca. Vzorcem smo pomerili absorbanco pri 750 nm (Dulekgurgen,
2004).

3.3.3.1 Dolo¢itev koli¢ine vezanega CalLB na nosilcu sepabeads EC-HA pripravljenega v
tocki 3.3.1 (vezava preko oksidacije encima)

Priprava umeritvene krivulje

Encim CaLB, ki smo ga oborili v koraku 3.3.1, smo uporabili tudi za postavitev
umeritvene krivulje. Najprej smo pripravili red¢itveno vrsto oksidiranega encima CalB,
koncentracijo oksidiranega encima 3,45 mg/mL. Pripravili smo sedem redCitev
oksidiranega encima, tako da smo prenesli dolocen alikvot encima v to¢no doloceno
koli¢ino dH,0. Red¢itve, ki smo jih pripravili, so bile: 1,7 mg/mL; 1,035 mg/mL; 690
ug/mL; 400 pg/mL; 345 pg/mL; 50 ug/mL. Za slepi vzorec smo uporabili dH,O. Nato smo
nadaljevali s postopkom po Lowryju opisanem v tocki 3.3.3

Dolocitev koncentracije CalLB v supernatantu

Supernatant, ki smo ga shranili v zamrzovalniku (tocka 3.3.1), smo odtalili in ga red¢ili 2x,
5% in 10x z destilirano vodo. Red¢itvam supernatantov smo doloc¢ili koncentracijo
vsebnosti oksidiranih nevezanih encimov po metodi opisani v toc¢ki 3.3.3. Dobljenim
vrednostim absorbanc smo odsteli vrednost absorbance negativne kontrole. Upostevali smo
tudi redCitev vzorca, ter nato s pomocjo umeritvene krivulje dolocili koncentracijo
nevezanih encimov.
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3.3.3.2 Dolocitev koli¢ine vezanega CalLB na nosilcu Sepabeads EC-HA pripravljenega v
tocki 3.3.2 (vezava preko aktivacije nosilca)

Priprava umeritvene krivulje

Pri vezavi encima na nosilec smo vezali nativen (ne oksidiran) encim CaLB. Umeritveno
krivuljo smo pripravili iz sveze pripravljenega nativnega CaLB. Najprej smo pripravili
raztopino encima s konc. 12,4 mg/mL Nato smo red¢ili to raztopino, dokler nismo
pripravili pet redéitev: 3 mg/mL; 2 mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL, ter za slepi vzorec
uporabili dH,0. Nato smo nadaljevali s postopkom po Lowryju opisanem v tocki 3.3.3.

Doloditev koncentracije CalLB v supernatantu

Supernatante, ki smo jih shranili v zamrzovalniku (toc¢ka 3.3.2), smo odtalili in jih red¢ili
2x, ter 4x z destilirano vodo. RedCenim supernatantom smo dolocili koncentracijo
vsebnosti nevezanih encimov po metodi opisani v toc¢ki 3.3.3. Dobljenim vrednostim
absorbanc smo odsteli vrednost absorbance slepega vzorca. Upostevali smo tudi red¢itve
vzorcev, ter nato s pomocjo umeritvene krivulje dolocili koncentracijo nevezanih encimov.

3.3.4 Dolocitev kinetike na nosilec vezanih CaLLB

Kinetiko encimov smo dolocali s pretvorbo p-nitrofenilacetata v p-nitrofenol. Pretvorbo
smo dolocali spektrofotometri¢éno z merjenjem absorbance nastalega produkta pri valovni
dolzini 348 nm. Substrat smo pripravili po protokolu Sigme, in sicer smo v 1 mL metanola
raztopili 6,3 mg p-nitrofenilacetata (Sigma product information ... ,2015). Nato smo 100
uL v metanolu raztopljenega p-nitrofenilacetata dodali k 10 mL dH,0

X
0~ “CHs G
Lipaza 0
+
Hac)kOH
NO» NO,
p-nitrofenilacetat p-nitrofenol

Slika 22: Pretvorba 4-nitrofenilacetata v p-nitrofenol z lipazo

Umeritveno krivuljo za koli¢ino nastalega produkta smo dobili z dolocitvijo vrednosti
absorbanc predhodno pripravljenim red¢itvam produkta. Raztopino produkta smo
pripravili z red¢enjem 20 mM 4-nitrofenilacetata, ki smo ga pripravili tako, da smo 26,2
mg p-nitrofenola raztopili v 9,42 mL dH,0. 100 uL 20 mM 4-nitrofenilacetata smo nato v
destilirani vodi razred¢ili do koncentracije 2 mM ter to redCitev naprej redcCili 1:1 z
destilirano vodo. Pripravljene red¢itve smo prenesli po 250 pL na mikrotitrsko plosco in
jim izmerili absorbanco pri 348 nm valovni dolZini.
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3.3.4.1 Dolocitev kinetike nativnhega CalLB

V 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 16,36 mg encima CaLB ter ga raztopili v 1 mL
dH,0. Nato smo 61 pL [1mg] te raztopine encima prenesli k 10 mL 0,344 mM substrata
(p-nitrofenilacetata) v 50 mL centrifugirki. Centrifugirko smo nato zaprli in jo homogeno
stresali. Na priblizno 5 minut smo homogeno vzoréili 250 uL reakcijske meSanice, ter
vzorec prenesli na mikrotitrsko plo$¢o. Koli¢ino nastalega produkta p-nitrofenol smo
dolo¢ili z meritvijo absorbance pri valovni dolzini 348 nm.

3.3.4.2 Dolocitev kinetike v tocki 3.3.1 pripravljenega CaLB vezanega na nosilec (vezava
preko oksidacije encima)

Predhodno pripravljenim na nosilec vezanim encimom, ki smo jih hranili v hladilniku, smo
odpipetirali pufer, tako da so nam v stekleni¢ki ostali le mokri nosilci z vezanimi encimi.
Reakcijo smo pripravili v 50 mL centrifugirki, v katero smo zatehtali 46,3 mg mokrega
nosilca z vezanim encimom CaLB. V drugi 50 mL centrifugirki smo natehtali 24,3 mg
praznega aktiviranega nosilca, ki je sluzil za negativno kontrolo. Nato smo dodali 10 mL
0,344 mM substrata (p-nitrofenilacetata). Centrifugirki smo nato zaprli in ju homogeno
stresali. Na 5 do 7 minut smo homogeno v 1,5 mL mikrocentrifugirke vzor¢ili 400 pL
reakcijske mesSanice, ter vzorec centrifugirali na 1 minuto pri 10.000 obr/min. Na
mikrotitrsko plo$¢o smo nanesli 250 pL supernatanta. Koli¢ino nastalega produkta p-
nitrofenol smo doloc¢ili z meritvijo absorbance pri 348 nm.

3.3.4.3 Dolocitev kinetike v tocki 3.3.2 pripravljenega CalLB vezanega na nosilec (vezava
preko aktivacije nosilca)

Predhodno pripravljenim na nosilec vezanim encimom, ki smo jih hranili v hladilniku, smo
odpipetirali pufer, tako da so nam v centrifugirki ostali le mokri nosilci z vezanimi encimi.
Reakcijo smo pripravili v 50 mL centrifugirki, v katero smo natehtali 25,1 mg mokrega
nosilca z vezanim encimom CalLB, ki smo ga pripravili v centrifugirki z oznako B (tocka
3.3.2). Nato smo dodali 10 mL 0,344 mM substrata (p-nitrofenilacetata). Vzor¢enje in
meritve absorbanc smo izvedli enako kot pri tocki 3.3.4.2

3.3.4.4 Dolocitev deleza napake pri vzorcenju

Dolocitev natan¢nosti pri homogenem vzorcenju je pomembna za interpretacijo izracuna
aktivnosti. 1,5 mL mikrocentrifugirke z vzorci smo ponovno centrifugirali ter odpipetirali
ves supernatant. Peletu, ki je predstavljal nosilec z vezanimi encimi, smo dodali 400 pL
svezega substrata. Mikrocentrifugirke smo nato zaprli in jih stresali 20 minut. Nato smo jih
ponovno centrifugirali 1 minuto pri 10.000 obr/min. Po centrifugiranju smo takoj prenesli
po 250 pL supernatanta na mikrotitrsko plos€o in pomerili vrednosti absorbanc pri 348 nm.
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3.3.5 Dolocitev koli¢ine encimov v reakciji kinetike.

Pri pripravi vezave encima CaLB smo k oksidiranemu encimu CaLB dodali znano maso
navlazenega nosilca, medtem ko smo v reakcijo Kinetike lahko natehtali samo moker
nosilec z vezanim encimom. V tocki 3.3.3.1 smo dolocili koli¢ino vezanega encima na
navlaZen nosilec. Za izracun aktivnosti vezanih encimoV pa smo potrebovali tocno koli¢ino
encima, ki smo ga skupaj z mokrim nosilcem uporabili v reakciji kinetike (to¢ka 3.3.4.2).
To vrednost smo izracunali s pomo¢jo modelov, ki smo jih razvili posebej za ta poskus.

Metoda je zajemala susenje vzorcev v liofilizatorju.

a) Poskus smo zastavili tako, da smo v mikrocentrifugirko natehtali znano koli¢ino
mokrega nosilca z vezanim encimom. V mikrocentrifugirko smo dali tudi vato, s
katero smo preprecili izhajanje snovi med suSenjem v liofilizatorju. Z dolo¢itvijo
mas smo dobili delez izgube vlage, ter posledi€éno maso suhega nosilca z vezanim
encimom.

b) Vendar, ker pri pripravi na nosilec vezanega encima v tocki 3.3.1 nismo uporabili
suhega nosilca, ampak navlazenega (iz originalne embalaze), smo naredili $e en
poskus, Kjer smo dolo¢ili izgubo vlage pri susenju vlaZznega nosilca.

c) Dobljen odstotek smo potrebovali za dolocitev mase navlazenega nosilca z vezanim
encimom. Upostevali smo ga tako, da smo masi suhega nosilca z encimom pristeli
delez vlage in dobili maso navlazenega nosilca z encimom.

Pri meritvah in izra¢unih smo upostevali tudi zmanjSanje mase zaradi izgube vlage iz kosa
vate. Izguba vlage encima, katerega masa je bila v primerjavi s suhim nosilcem zelo nizka,
je zanemarljivo majhna, zato smo privzeli, da je masa encima med procesom su$enja ostala
nespremenjena.

d) Na koncu smo dobili maso navlaZzenega nosilca z vezanim encimom in deleZ
njegove mase izrazili glede na maso mokrega nosilca z vezanim encimom.

a)

Slika 23: Shema dolo¢itve deleza mase navlaZenega nosilca (pripravljenega v 3.3.1) v primerjavi z
mokrim nosilcem (uporabljenim pri kinetiki v to¢ki 3.3.4.2).

S ¢rtami oznacen pravokotnik predstavlja vlazen nosilec, prazen pravokotnik predstavlja suh nosilec, ¢rn
pravokotnik predstavlja moker nosilec. Zvezdica predstavlja CaLB.
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S pomocjo tega modela smo dobili povezavo med koli¢ino encima vezanega na navlazen
nosilec (podatek dobimo v tocki 3.3.3.1) ter koli¢ino encima, ki smo ga skupaj z mokrim
nosilcem uporabili v reakciji kinetike (podatek dobimo v tocki 3.3.4.2).

Za dolocitev deleza po shemi na sliki 21 smo pripravili tri 1,5 mL mikrocentrifugirke, ki
smo jim v pokrov naredili luknjico. Mikrocentrifugirke smo oznacili z oznakami A, B in C.
V mikrocentrifugirko A smo dali kos vate. V mikrocentrifugirko B smo natehtali 63,03 mg
iz embalaZe vzetega navlazenega nosilca, ter kos vate. V mikrocentrifugirko C pa smo
natehtali 96,82 mg mokrega nosilca z vezanim encimom, ter kos vate. Med dodajanjem
posameznih komponent v mikrocentrifugirko smo izmerili mase posameznim
komponentam (preglednica 15).

Preglednica 15: Potrebne meritve mas posameznih komponent pred suSenjem in po suSenju v
liofilizatorju.

Mase izmerjene pred suSenjem Mase izmerjene po susenju
A | Prazna mikro- Mikro- Prazna mikro- Mikro-
centrifugirka centrifugirka s centrifugirka centrifugirka s
kosom vate, ki suhim kosom
vsebuje vlago iz vate,
zraka
B | Prazna mikro- Kos vate, ki Mikro- Suh kos vate Mikro-
centrifugirka vsebuje vlago iz centrifugirka s centrifugirka s
zraka kosom vate in suhim kosom
praznim vate in suhim
navlazenim praznim nosilcem
nosilcem
C | Prazna mikro- Kos vate, ki Mikro- Suh kos vate Mikro-
centrifugirka vsebuje vlago iz centrifugirka s centrifugirka s
zraka kosom vate in suhim kosom
mokrim vate in suhim
nosilcem, ki ima nosilcem ki ima
vezane nosilce vezane encime
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4 REZULTATI

REZULTATI IMOBILIZACIJE TER STABILIZACIJE ENCIMA KRED
4.1. PRIPRAVA IN DOLOCITEV AKTIVNOSTI AGREGATOV KRED
4.1.1 Umeritvena Krivulja za dolocitev NADPH

Vrednosti na osi Y smo dobili z odstetjem slepe vrednosti, ki ni vsebovala NADP.

0,7 - 0,7 -
0,6 - 0,6 -
0,5 - y = 6,024x 0,5 - y =0,0072x
§ 0,4 - § 0,4 -
<« 0,3 - < 0,3
0,2 - 0,2
0,1 - 0,1
0 \ \ 0 \ )
0 0,05 0,1 0 50 100
Konc. [umol/mL] Konc. [ug/mL]

Slika 24: Umeritvena krivulja NADPH (levo: v pmol/mL, desno: v pg/mL)

4.1.2 Optimizacija obarjanja encima KRED z nasi¢eno raztopino amonsulfata

4.1.2.1 Kinetika z amonsulfatom oborjenega KRED

Z meritvijo Kinetike pripravljenih oblik KRED smo dobili niz nara$¢ajo¢ih vrednosti
absorbanc, ki predstavljajo koli¢ino nastalega NADPH. Reakcijo smo po 25 minutah
prekinili, saj smo za izracun aktivnosti potrebovali le naklon linearnega dela krivulje. Iz
naklona smo dobili hitrost reakcije pretvorbe NADP v NADPH. Ker je pomemben le

naklon, ni potrebno odsteti vrednosti kontrolnega vzorca.

2,5 4
2,0 - —+— Nativen KRED
g 1,5 —— 80% (v/v) amon.sulfata
o 70% (v/v) amon.sulfata
< 1,0
60% (v/v) amon.sulfata
0,5 - ——50% (v/v) amon.sulfata
—&— 40% (v/v) amon.sulfata
0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 Pufer
€as [min]

Slika 25: Kinetika z amonsulfatom oborjenim KRED
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Vrednosti naklonov krivulj so:
Nativen KRED =0,1163

80 % (v/v) amon. sulfat = 0,1086
70 % (v/v) amon. sulfat = 0,1002
60 % (v/v) amon. sulfat = 0,1139
50 % (v/v) amon. sulfat = 0,1177
40 % (v/v) amon. sulfat = 0,1215

4.1.2.2 Koli¢ina encima KRED v reakciji za kinetiko

Med pripravo redCitev za reakcijo kinetike so se lahko pojavile napake pri pipetiranju, zato
smo z NaDS-PAGE elektroforezo dolocili dejansko koli¢ino encima v reakciji. Na gel smo
nanesli tudi tri vzorce z znanimi koncentracijami, ki so sluzili kot standard. Dobljene
vrednosti koncentracije smo primerjali s teoretiénimi ter izrazili delez odstopanja. To
odstopanje smo tudi upostevali pri izracunu aktivnosti encima.

Preglednica 16: DeleZ ujemanja vrednosti koncentracij raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo
reakcij kinetike z amonsulfatom oborjenimi KRED

Vzorec Teoreti¢na koli¢ina v z elektroforezo Odstopanje
analiziranem vzorcu doloc¢ena koli¢ina

Nativen KRED 55,2 pg/mL 55,2 pg/mL 1

80 % (v/v) amon. sulfat 55,2 ng/mL 52,03 pg/mL 0,9426

70 % (v/v) amon. sulfat 55,2 pg/mL 48,41 ug/mL 0,8770

60 % (v/v) amon. sulfat 55,2 ng/mL 50,24 pg/mL 0,9101

50 % (v/v) amon. sulfat 55,2 pg/mL 57,46 pg/mL 1,0410

40 % (v/v) amon. sulfat 55,2 pg/mL 47,86 ug/mL 0,8670

4.1.2.3 Aktivnost z nasiceno raztopino oborjenimi encimi KRED

Za aktivnost neoborjenega KRED in z nasi¢eno raztopino amonsulfata oborjenega KRED
smo potrebovali naslednje podatke. Naklon krivulje kinetike, ki je predstavljal, za koliko
se je vrednost A 340 povecala v eni minuti. Naslednji podatek je bil to¢na masa encima v
reakciji kinetike. Sledila je koli¢ina nastalega NADPH, ki jo podamo v mnoZini. Aktivnost
smo dobili s kvocientom mnozine in maso encima.

Preglednica 17: Izra¢un aktivnosti z amonsulfatom pripravljenimi agregati

Nativen 80 % 70 % 60 % 50 %
KRED
Naklon 0,1163 0,1086 0,1002 0,1139 0,1177
Koli¢ina KRED  [ug] 5 471 4,39 4,55 5,21
Koli¢ina NADPH  [ug] 5,10 4,76 4,39 5,00 5,16
Mnozina NADPH [pmol] 6,06x10°  565x10°  522x10°  5,93x10°  6,13x107
AKTIVNOST [umol x min™ x g™ 1211 1200 1190 1303 1177

Delez [%] 100 99,1 98,2 107,6 97,2
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Slika 26: Aktivnost neoborjenega KRED in z nasifeno raztopino amonsulfata oborjenega KRED
4.1.3 Optimizacija obarjanja encima KRED z acetonom
4.1.3.1 Kinetika z acetonom oborjenega KRED

Z dolo¢itvijo vrednosti absorbanc pri valovni dolzini 340 nm smo dobili niz naras¢ajocih
vrednosti, ki prikazujejo narascaje koli¢ine nastalega NADPH.
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Slika 27: Kinetika z acetonom oborjenim KRED

Nakloni krivulj:

Nativen KRED: k = 0,1015

80 % (v/v) acetona: k = 0,077
70 % (v/v) acetona: k = 0,0755
50 % (v/v) acetona: k= 0,0663
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4.1.3.2 Koli¢ina encima KRED v reakciji za kinetiko

Preglednica 18: DeleZ ujemanja vrednosti koncentracij raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo
reakcij kinetike z acetonom oborjenimi KRED

Vzorec Teoreti¢na koli¢ina v z elektroforezo Odstopanje
analiziranem vzorcu doloc¢ena koli¢ina

Nativen KRED 55,2 ng/mL 55,2 ng/mL 1,00

80 % (v/v) acetona 55,2 pg/mL 38,26 pg/mL 0,69

70 % (v/v) acetona 55,2 pg/mL 35,90 ug/mL 0,65

50 % (v/v) acetona 55,2 pg/mL 28,82 pug/mL 0,52

4.1.3.3 Aktivnost z nasiceno raztopino oborjenimi encimi KRED

Preglednica 19: Izra¢un aktivnosti z acetonom pripravljenimi agregati

Nativen 80 % 70 % 50 %
KRED
Naklon 0,1163 0,1086 0,1002 0,1177
Kolicina KRED [ng] 5 3,47 3,25 2,61
Koli¢ina [ng] 4,45 3,38 3,31 2,91
NADPH
MnoZina [umol] 5,28x10° 4,01x10° 3,931x107 3,45x10°
NADPH
AKTIVNOST  [pmol xmin™ x g'] 1057 1157 1209 1322
Delez [%] 100,0 109,5 114,4 125,1
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Slika 28: Aktivnost neoborjenega KRED in z nasi¢eno raztopino amonsulfata oborjenega KRED

Rezultat: Pri pripravi agregatov smo opazili, da so agregati, pripravljeni z obarjanjem v
acetonu, bolj povezani skupaj in tudi po veckratnem spiranju ostanejo v obliki agregatov,
medtem ko se agregati, pripravljeni z nasi¢eno raztopino amonsulfata, raztopijo, ¢e jih
spiramo v pufru ali destilirani vodi. Odlo¢ili smo se, da bomo pri nadaljnjem delu obarjali
v raztopini, ki bo imela 50 % (v/v), saj smo ugotovili, da ti pogoji obarjanja pripravijo
strukturo, ki ima najvisjo aktivnost.
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Slika 29: Agregati KRED (oborjeni z 50 % v/v acetonom)

4.2 VPLIV ZAMREZEVALCA

Priprava zamreZenih agregatov zahteva uporabo navzkriznega zamrezevalca, njegova
naloga je, da poveze agregate med seboj v trdno strukturo, v kateri se ohranijo lastnosti
encimskih agregatov. Vendar encimska specifi¢nost in njihove razlike v strukturi lahko
predstavljajo izziv pripraviti CLEA, saj lahko zamrezevalec poveze agregate in pri tem
zaradi njegove vezave zmanjSa aktivnost ali celo inaktivira delovanje encima. Zato smo se
odlo¢ili, da bomo testirali vpliv na encimsko aktivnost z uporabo dveh razli¢nih
zamreZevalcev. Najprej smo preverili vpliv glutaraldehida.

4.2.1 Vpliv glutaraldehida na nativni encim KRED

2,0 -
——o— KRED brez glutaraldehida
1'5 | ~i— KRED in neredcen
o glutaraldehid
= 1,0 -
o ——#— KRED in 2x redéen
< glutaraldehid
0,5 - —— KRED in 5x red¢en
SR T rreess gluaraidenid
0,0 w y : 7 —%—KRED in 10 xredten
' glutaraldehid
0 5 10 15 20

. ~0— Pufer
Cas [min]

Slika 30: Kinetika oksidacije IPA, ki jo katalizirajo nativni KRED zamreZeni z raztopino
glutaraldehida

V tej tocki smo testirali vpliv zamreZevalca na nativen encim KRED. Ker smo red¢ili
raztopino KRED brez agregatov, smo predpostavili, da so bile red¢itve reprezentativne.
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Preglednica 20: Aktivnosti encima KRED ob dodatku razredéenega zamreZevalca glutaraldehida

Nativen 10x redcen 5% redcéen 2x redcéen Ne- redcen
KRED
Aktivnost 1382,23 1232,58 1047,57 715,27 135,51
[umol x min™ x g™]
Delez [%] 100 89,2 75,8 51,7 9,8
_ 1600 ©
a0 1400 100 £
¥ 1200 TR
< @ e
£ 80 w5
£ 1000 = @
X 800 60 8 €
2 600 3 s
£ 0 £
= 400 cE
2 200 20 =<
2 o o °
é KRED 10xred 5xred 2xred nered.

25% glutaraldehid

Slika 31: Vpliv glutaraldehida na aktivhost KRED

Zakljucek: Na podlagi rezultatov smo zakljucili, da glutaraldehid negativno vpliva na
aktivnost encima KRED, zato ga pri pripravi KRED CLEA ne bomo uporabili.

4.2.2 Vpliv dekstranaldehida na aktivhost KRED

5 10 15
Cas [min]

20

—&— KRED brez
dekstranaldehida

—— KRED in nered.
dekstranaldehid

KRED in 2x red.
dekstranaldehid

KRED in 5x red.
dekstranaldehid

—— KRED in 10x red.
dekstranaldehid

—@— Pufer

Slika 32: Kinetika oksidacije IPA, ki jo katalizirajo nativni KRED zamreZeni z raztopino

glutaraldehida
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Slika 33: Vpliv dekstranaldehida na aktivhost KRED

Zakljucek: Dekstranaldehid ne vpliva na aktivnost katoreduktaze KRED, zato je primeren
zamrezevalec za pripravo KRED CLEA.

4.3 PRIPRAVA IN DOLOCITEV AKTIVNOSTI CLEA KRED

4.3.1 Doloditev kinetike in naklona reakcije.

1,80 4
1,60 -
1,40 -
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0,40 |
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—o— Nativen KRED CLEA KRED Pufer

Slika 34: Kinetika nativnega KRED in CLEA KRED
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4.3.2. Dolo¢itev koli¢ine encima v reakciji kinetike.

Koli¢ino encima smo doloc¢ali na enak nacin kot pri agregatih encimov, torej z metodo
NaDS-PAGE elektroforeze.

Med barvanjem gela smo v nekaterih zepkih opazili koscke, ki so se obarvali. Na podlagi
tega smo se odlocili, da preverimo, Kkoliko odstotkov CLEA se med kuhanjem in
denaturacijo ne razgradi.

4.3.2.1 Dolocitev deleza CLEA KRED, ki se med pripravo za nanos na gel ne razgradi

Neupostevanja deleza encimov, ki ne vstopijo v gel, lahko privede do napacne dolocitve
koncentracije proteinov v raztopini kinetike. To posledi¢éno privede do napacnih
izraCunanih vrednosti aktivnosti. Pripravili smo raztopine z razlicnimi koncentracijami
nerazgrajenin CLEA KRED in s proteinazo razgrajenih CLEA KRED. S tem smo pokrili
vsa obmocja detekcije lis na gelu. Od zelo intenzivnih lis do Sibkih, lise v linearnem
obmocju smo uporabili za doloCitev deleza CLEA, Ki ne vstopijo v gel.

. 5 . i -l

Slika 36: Slika 1. gela s programom SynGene

Na prvem gelu predstavljata Zepka 1 in 2 standard S koncentracijama 56 in 32 pg/mL. S
slike prvega gela lahko zaklju¢imo, da smo vzorce CLEA preve¢ redcili in zato je bilo v
njih premalo proteinov, ki bi jih lahko detektirali. V luknjo 9 in 10 smo namemoma dali
neredéen vzorec, s katerim smo hoteli potrditi hipotezo o nerazgradnji CLEA med pripravo
za nanos na gel. V luknji 9 je nerazgrajen CLEA vzorec, ki ga nismo tretirali s proteinazo.
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Preveliki delci CLEA KRED niso mogli, kljub mo¢nemu toku, vstopiti v gel, ker so pore
gela manjSe kot nekateri delci CLEA. Zaradi privlaka negativno nabitih delcev k pozitivni
elektrodi na dnu gela so CLEA poskodovali gel in se zazrli vanj (Slika 33).

' ! - | |
' 4,44
N (v, N— ) W () L—- —— ‘_ﬂ‘ &-‘l A

Slika 38: Slika 2. gela s programom SynGene

Na drugi gel smo nanesli vzorce z visjimi koncentracijami proteinov (CLEA KRED). S
slike gela je lepo razvidna razlika med s proteinazo razgrajenimi vzorci in vzorci, ki jih
nismo tretirali s proteinazo. Pri vzorcih, ki jih nismo dodatno razgradili z encimom
proteinazo, lahko vidimo, da je dolocen delez encimov ostal v Zzepku. Za dolocCitev smo
izbrali vzorec v linearnem delu detekcije, saj premalo ali preve¢ vzorca v zepku ne odraza
realne zveze med koli¢ino proteina, ki je vstopila v gel, in koli¢ino, ki je ostala v zepku. Na
podlagi podrobne analize slike smo za izracun deleZa uporabili Zepka 3 in 4. V Zepek 3
smo nanesli vzorec CLEA KRED, ki ga nismo razgradili s proteinazo, medtem ko je v
zepku 4 CLEA KRED razgrajena s proteinazo.
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Preglednica 21: S programom SynGene dolo¢ene koncentracije proteinov

Luknja na 2. gelu Kolicina Koli¢ina z odsteto slepo
[pg/mL] | [pg/mL]

1 1 15,608 -0,252
2 56

2 1 16,12 0,26
2 32

3 1 45,88 30,02
2 122,2

4 1 19,608 3,748
2 45,64

5 1 23,536 7,676
2 27,328

6 1 18,448 2,588
2 8,12

7 1 55,432 39,572
2 407,712

8 1 36,736 20,876
2 91,44

9 1 97,288 81,428
2 556,312

10 1 29,264 13,404
2 140,008

Pri izraCunu deleza smo tudi upostevali ter odsteli intenziteto prehoda iz zepka v gel. To
vrednost smo dobili iz vrednosti intenzitete prvega in drugega Zepka, ki sta bila prazna, saj
smo Vv njih nanesli raztopino nativnega KRED, za katerega smo vedeli, da ves vstopi v gel.
Povprecna vrednost praznih Zepkov je bila 19,83. To vrednost smo nato odsteli od
vrednosti, ki smo jih dobili pri drugih Zepkih (preglednica 21).

Delez ostanka CLEA KRED v zepku

Koli¢ino encima v zepku smo delili s seStevkom vrednosti v Zepku in koli¢ino, ki je
vstopila v gel. 30,02 / (30,02+122,2) x 100 =19,72%

Po enakem postopku smo izracunali tudi delez ostanka CLEA KRED v Zepku pri s
proteinazo K razgrajenim CLEA KRED. 3,748 / (3,748+ 45,64) x 100 = 7,58%

Delez proteinov v zepku, v katerega smo nanesli vzorec CLEA KRED predhodno
tretiranega s proteinazo K, nam podaja dejstvo, da so CLEA KRED zelo trdne strukture in
Jih tudi s proteinazo K nismo razgradili. Pri rezultatih elektroforeze, s katero smo dolocali
kolicino CLEA v reakciji kinetike, smo upostevali dejstvo, da priblizno 20 % encimov ne
vstopi v gel.
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4.3.3 Priprava KRED CLEA - z dekstranaldehidom

Red¢itvam CLEA KRED, ki smo jih uporabili v reakciji kinetike (toc¢ka 4.3.1), Smo s
pomocjo NaDS-PAGE elektroforeze dolocili koncentracijo in s tem posledi¢no tudi
koli¢ino proteinov, ki smo jih imeli v reakciji kinetike. Pri dolocitvi koli¢ine smo
upostevali tudi delez CLEA (tocka 4.3.2), ki se ni razgradil in ni vstopil v gel.

Preglednica 22: Aktivhost CLEA KRED v primerjavi z nativnim KRED

Nativen KRED KRED CLEA
Aktivnost [mol x min™ x g™ 12211 1483,8
Delez [%] 100 121,51

Slika 39: CLEA KRED pod mikroskopom (1000x povecava)

Zakljucek: Specifi¢na aktivnost KRED-CLEA je sicer visja od specifi¢ne aktivnosti
nativnega encima, vendar so izgube encima v postopku priprave CLEA visje od 30 %.
Ocenjujemo, da bi izgube lahko znizali na priblizno 15 %. Kljub temu ostaja KRED,
oborjen z acetonom, s stalis¢a morebitne aplikacije ter stroskov veliko boljsa opcija.

4.3.4 Priprava KRED CLEA s pomoZnim proteinom BSA

Preglednica 23: Aktivnosti CLEA KRED z razli¢nim deleZem pomoZnega proteina BSA

Z acetonom pripravljeni CLEA Z nasiceno raztopino amonsulfata
pripravljeni CLEA
Sestava Aktivnost Delez Aktivnost [pmol | Delez
CLEA [umol x min™ x | [%] x min™ x g] [%]
9]
Samo Nativen KRED | 1221,12 100
KRED CLEA 1483,80 121,51
15 KRED : | Nativen KRED | 1571,19 100 1515,40 100
1BSA CLEA 1861,73 118,49 1341,37 88,52
5 KRED : | Nativen KRED | 1273,40 100 1309,32 100
1BSA CLEA 1404,59 110,30 1341,37 102,45
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Slika 40: Aktivnosti CLEA KRED z razli¢nim delezem pomoZnega proteina BSA

Zakljucek: Dodatek pomoznega proteina v KRED CLEA ne zvisa aktivnosti KRED, zato
ga ni smiselno uporabiti pri pripravi KRED CLEA. S posrednim poskusom smo ugotovili,
da CLEA med denaturacijo ne razpadejo popolnoma, zato so mozna odstopanja pri
izracunu koncentracije proteina in posledi¢no tudi njegove aktivnosti.

4.4 DOLOCITEV AKTIVOSTI NATIVNEGA IN OBORJENEGA ENCIMA KRED PRI
RAZLICNIH TEMPERATURAH, VREDNOSTIH PH TER PONOVNI UPORABI

4.4.1 Vpliv temperature na aktivnost encima KRED
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KRED ‘OBORJEN‘ KRED ‘OBORJEN‘ KRED ‘OBORJEN‘
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Slika 41: Vpliv razli¢nih temperatur na aktivnost nativnega KRED in oborjenega KRED

Zakljucek: Pri vi§ji temperaturi se aktivnost obeh oblik encima povisSa. Pri temperaturi
30 °C je aktivnost primerljiva z aktivnostjo pri sobni temperaturi. Medtem ko se pri
temperaturi 40 °C aktivnost obeh oblik povisa za 28 %. Pri nadaljnjem povisanju
temperature pride do inaktivacije, tako nativnega encima kot tudi encimskih agregatov.
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4.4.2 Vpliv pH na aktivnost encima KRED
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Slika 42: Vpliv pH vrednosti reakcijske meSanice na aktivnost nativnega in oborjenega KRED

Zakljucek: Encim KRED, oborjen z acetonom, ima pri pH > 8,5 vi$jo specificno aktivnost

od nativnega .

4.4.3 Stabilnost KRED po ve¢ ciklih delovanja

Testirali smo stabilnost ketoreduktaze po ve¢ ciklih delovanja. Uporabili smo sveze
pripravljeno KRED in oborjene KRED.

Aktivnost [umol x min-1 x g-1]
(0]
o
o

1619 1668 1624

1667

1145
940

Cikel

KRED OBORIJENI

Slika 43: Prikaz aktivnosti nativnega KRED in oborjenega KRED po osmih ciklih delovanja

Zakljucek: Oborjeni encim KRED je v primerjavi z nativnim bolj stabilen, saj je po ve¢
ciklih delovanja ohranil svojo aktivnost, medtem ko je pri nativnem encimu KRED
aktivnost po osmih ciklih padla na priblizno 73 % zacetne vrednosti.
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4.5 TESTIRANJE DELOVANJA OBORJENEGA ENCIMA KRED V SIMULIRANEM
INDUSTRIJSKEM OKOLJU OZIROMA REAKCUI

4.5.1 Test v 30 mL serumskih stekleni¢kah (V =15 mL)

Pri simulaciji je $lo za posnemanje realnih, industrijskih pogojev, na katere naletimo v
razli¢nih reakcijskih meSanicah. Le-te so relativno goste in viskozne ter izrazito drugacne
od laboratorijskih, testnih meSanic za Studij osnovnih lastnosti encimov.

Substrat ter produkti pripravljene reakcije v kontekstu Studija ucinkovitosti KRED
agregatov proti nativnemu encimu KRED niso relevantni. Relevantni so samo v smislu
nizanja ucinkovitosti izmenjave snovi v reakcijski meSanici ter predvsem zaradi lazjega
spremljanja ucinkovitosti redukcije NADP v NADPH oziroma »dostave« le-tega drugi
oksidoreduktazi. Nastanek produkta, ki je bil pogojen z udinkovitostjo regeneracije ter
dostave NADPH, smo spremljali s pomoc¢jo TLC ter analiz HPLC in iz hitrosti pretvorbe
doloc¢ili u¢inkovitost obeh oblik KRED: agregatov in nativnega encima.

4.5.1.1 Test v 30 mL serumskih steklenickah s 3,25 mg oborjenega KRED

Med procesom smo s TLC testom kvalitativno spremljali porabo intermediata, ter nastanek
produkta. Na podlagi rezultatov, ki smo jih pridobili z metodo TLC, smo lahko zakljuéili,
kdaj je reakcija priSla do konca in smo lahko zakljucili proces. Vzorce smo nato
kvalitativno analizirali z metodo HPLC.

Preglednica 24: Delez produkta v prvih $estih urah (3,25 mg KRED)

OBORJEN KRED (3,25 mg) NATIVEN KRED (3,75 mg)
Vzorec 1 2 povprecje 8 4 povprecje
0 0% 0% 0% 0% 0% 0%
= 2 20,9 % 21,3 % 21,1 % 20,9 % 18,48 % 19,7 %
5 4 42,4 % 44 % 43,2 % 43,1 % 38,2 % 40,65 %
6 64,2 % 67,3 % 65,75 % 65,9 % 60 % 63 %
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Slika 44: Primerjava aktivnosti oborjenega KRED in nativhega KRED (3,25 mg KRED)

4.5.1.2 Test v 30 mL serumskih steklenickah z 2 mg oborjenega KRED

Med procesom smo s TLC testom kvalitativno spremljali porabo intermediata ter nastanek
produkta. Na podlagi rezultatov, ki smo jih pridobili z metodo TLC, smo lahko zakljuéili,
kdaj je reakcija prisla do konca in smo lahko zakljucili proces. Vzorce smo nato

kvalitativno analizirali z metodo HPLC.

Preglednica 25: Delez produkta v prvih Sestih urah (drugi poskus — 2 mg)

OBORIJEN KRED (2 mg) NATIVEN KRED (2 mg)
Vzorec 1 2 povprecje 3 4 povprecje
0 0% 0% 0% 0% 0% 0%
=, 2 15,3 % 15,3 % 15,3 % 21,7 % 19,9 % 20,8 %
)é 4 32,6 % 31,9% 32,25% 46,8 % 43,45 % 45,1 %
6 49,2 % 48,8 % 49 % 69,8 % 66,6 % 68,2 %
80 -
70 -
60 - y = 11,445x - 0,81
X
s 50 -
T 40 -
S
£ 30
¥ 20 - y = 8,1975x - 0,455
10
O T T T 1
0 2 4 6 8
Ura [h]
OBORIJEN NATIVEN

Slika 45: Kinetika nastalega produkta v prvih $estih urah (2 mg KRED)
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Slika 46: Primerjava aktivnosti oborjenega KRED in nativhega KRED (2 mg KRED)

4.5.2 Test v reaktorju (V =2L)

Preglednica 26: Konverzija substrata v simuliranem industrijskem okolju, z agregati KRED (V = 2L)

Cas [h] Konverzija [%]
0 0

2 18

4 31,7

6 45,9

10 66,5

14 79,2

18 87,4

22 92,3

26 95,8

Preglednica 27: Konverzija substrata v simuliranem industrijskem okolju, z nativnim KRED (V =2L)

Cas [h] Konverzija [%]
0 0

2 21,3

4 32

6 47,8

10 69,1

14 80,9

19 96,4

27,5 98,2
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Slika 47: Hitrost nastajanja proizvoda — primerjava udinkovitosti oborjenega in nativnega encima v
simuliranem industrijskem okolju oziroma reakciji (V = 2L)
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Slika 48: Primerjava aktivnosti oborjenega KRED in nativnega KRED (V =2L)
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REZULTATI IMOBILIZACIJE TER STABILIZACIJE ENCIMA CalLB
4.6 USPESNOST VEZANJA ENCIMA CaLB NA NOSILEC
4.6.1 CaLB vezan na nosilec (vezava preko oksidacije encima)

4.6.1.1 Umeritvena krivulja za oksidiran CaLB
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Slika 49: Umeritvena krivulja za oksidiran CaLB
4.6.1.2 Dolocitev koli¢ine vezanega encima na nosilec

Preglednica 28: Izmerjene koncentracije proteinov v razli¢nih red¢itvah supernatantov ter delezi
odstopanja

A 750 A 750 - Konc. Konc. Delez odstopanja
A negativne [mg/mL] (upostevane od povprecne
kontrole redditve) vrednosti [%6]
10 x redéen  0,1620 0,1098 0,211 2,108 4,19
5% red¢en 0,3044 0,2522 0,484 2,421 10,03
2 x redéen 0,5918 0,5396 1,036 2,072 5,83

Povprec¢na vrednost: 2,2 mg/mL
Najvecje odstopanje: 10 %

Preglednica 29: Izra¢un vezanega CaLB na 1 g vlaZnega nosilca

VlazZen nosilec 1,849 1g
Koli¢ina CaLB dana v reakcijo 276 mg 150 mg
Nevezan CaLB 176 mg 95,65 mg
Vezan CalLB 100 mg 54,35 mg

Na en gram navlazenega nosilca iz embalaze je vezanega 54,35 mg CalB.
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4.6.2 CaLB vezan na nosilec (vezava preko aktivacije nosilca)

4.6.2.1 Umeritvena krivulja za nativen CaLB
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Slika 50: Umeritvena krivulja za nativen CaLB

4.6.2.2 Dolocitev koli¢ine vezanega encima na nosilec

Vrednosti smo doloé¢ili enako kot pri tocki 4.6.1.2. Izmerjenim vrednostim absorbanc pri
valovni dolzini 750 nm smo odsteli slepo vrednost. Nato smo z iz naklona umeritvene
krivulje izraCunali koncentracijo ter Se upostevali redCitev vzorca.

Preglednica 30: Dolo¢ene koncentracije nevezanih encimov v supernatantih

A (20 mg) B (50 mg) C (100 mg)
Neredcen 1,505 mg/mL 1,9789 mg/mL 3,0239 mg/mL
2x red¢en 1,453 mg/mL 2,1705 mg/mL 3,5099 mg/mL
4x redéen 1,351 mg/mL 2,4377 mg/mL 3,8840 mg/mL
povpredje 1,436 mg/mL 2,196 mg/mL 3,473 mg/mL
odstopanje 6 % 11% 13 %

Preglednica 31: Izra¢un vezanega CaLLB na 1 g¢ mokrega nosilca

A B C
Masa mokrega nosilca 1lg lg 1lg
CalLB na voljo za vezavo 20 mg 50 mg 100 mg
Nevezan CaLB 5,76 mg 8,8 mg 13,88 mg
Vezan CaLB 14,25 mg 41,2 mg 86,12 mg
Odstotek [%6] 71,2 % 82,4 % 86,12 %

Na podlagi rezultatov sklepamo, da z encimi nismo zasedli vseh mest na nosilcu. Na$
namen je bil ugotoviti u¢inek imobilizacije na aktivnost oz. stabilnost encima, zato podatek
o maksimalni kapaciteti vezave encima na aktiviran nosilec ne igra klju¢ne vloge pri
dolo¢itvi aktivnosti. Za dolo¢anje aktivnosti smo uporabili vezane encime iz to¢ke B, Kjer
se je na 1 gram mokrega nosilca vezalo 41,2 mg encima CaLB.
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4.7 DOLOCITEV AKTIVNOSTI NA NOSILEC VEZANIH CaLB

4.7.1 Kinetika na nosilec vezanih CaLB
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Slika 51: Kinetika nativnhega CaLB brez nosilca (levo)

Slika 52: Kinetika CaLB preko oksidacije encima vezanega na nosilec (desno)
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Slika 53: Kinetika CaLB vezanega na z glutaraldehidom aktiviran nosilec

4.7.2 Dolocitev napak pri vzoréenju za kinetiko

Preglednica 32: Delezi odstopanj nastalih pri vzoréenju med reakcijo Kinetike

1 2 3 4 5
Absorbanca pri 348 nm 0,3583 0,3502 0,3730 0,4293 0,4005
Delez odstopanja od -6,2680 -8,3870 -2,4224 12,3058 4,7716

povprecja [%]
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4.7.3 Dolocitev koli¢ine CaLB v reakciji kinetike
4.7.3.1 Reakcija kinetike pripravljena z na nosilec preko oksidacije encima vezanim CaLB

Izmerjene mase posameznih komponent:

A) dolocitev zmanj$anja mase na racun izgube vode iz kosa vate
m (kos vlazne vate) = 85,96 mg
m (kos suhe vate) = 81,9 mg
izguba mase zaradi zracne vlage je 4,7 %

B) dologitev deleza vode v nosilcu vzetem iz originalne embalaze
m (prazen vlazen nosilec vzet iz originalne embalaze) = 63,03 mg
m (prazen suh nosilec) = 27,74 mg
56 % mase praznega nosilca predstavlja maso vode.

C) Dolocitev deleza vode v mokrem nosilcu z vezanim encimom
m (moker nosilec z vezanim encimom) = 96,82 mg
m (suh nosilec z vezanim encimom) = 28,32 mg
70,7 % mase mokrega nosilca z vezanim encimom predstavlja maso vode.

96,82 mg
63,03 mg A33,5 %
y (100%)
+227,2% - 56% -70,7% 64,35 mg
(100%)
\ 4
27,74 mg + 207.2%
(44%)

28,32 mg /’

Slika 54: Shema doloc¢itve deleZa mase navlaZenega nosilca v primerjavi z mokrim nosilcem z vezanim
encimom.

V reakcijo kinetike smo natehtali 46,3 mg mokrega nosilca z vezanim encimom. Ker masa
navlaZenega nosilca z vezanim encimom predstavlja 66,5 % mase mokrega nosilca, je bilo
v reakciji kinetike 30,77 mg navlaZenega nosilca z vezanim encimom. Podatek smo
dolo¢ili z upostevanjem 33,5 % razlike med masama. Izguba vode pri vezanem encimu je
zanemarljivo majhna, saj predstavlja masa vezanega encima le 5 % celotne mase.

Od skupne mase 1054,35 mg vlaZznega nosilca z vezanim encimom predstavlja 54,35 mg
maso encima. Ker smo v reakcijo kinetike dali 30,77 mg vlaZznega nosilca z vezenim
encimom, sledi, da je bilo v reakciji 1,586 mg encima CaLB.
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4.7.3.2 Reakcija kinetike pripravljena z encimom CaLB vezanega na aktiviran nosilec

Pri pripravi vezave encima na nosilec smo ugotovili, da od skupne mase nosilca in encima
1041,2 mg predstavlja masa encima 41,2 mg. V reakcijo kinetike vezanega encima na
oksidiran nosilec smo natehtali 25,1 mg mokrega nosilca z vezanim encimom CaLB. Na
podlagi prejSnje ugotovitve sledi, da je bilo v reakciji kinetike 0,9932 mg encima CaLB.

4.7.4 Umeritvena krivulja za p-nitrofenol

2,00 +
1,50 - y =3,5217x
S
o 1,00 -
<
0,50 -
0,00 ‘ ‘ ‘
0 0,2 04 0,6
Konc. P-Nitrofenola [mM]
Slika 55: Umeritvena krivulja za p-nitofenol
4.7.5 Aktivnost
Legenda:
140 130,8 CaLB —nevezan encim CaLB
120
100,0
= 100 - ' Cal B/glutaraldehid — encim
X 81,8 . o
= 80 - ’ CaLB imobiliziran na z
§ glutaraldehidom aktiviran
2 60 - nosilec
I 40 -
20 - CalLB/oksidiran — oksidiran
0 ‘ | encima CaLB imobiliziran na
CalB CalB/ CalB / oksidiran nosilec

glutaraldehid

Slika 56: Aktivnost razli¢no pripravljenih vezanih CaLB v primerjavi z nevezanim CaL.B
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5 RAZPRAVA

Stabilizacija KRED

Glede na relativno skope podatke iz literature o stabilizaciji ketoreduktaz in alkoholnih
dehidrogenaz ter zaradi zelo omejenih podatkov o encimu KRED, ki je bil predmet nasih
raziskav moznosti stabilizacije encimskega delovanja, smo vecji del razpolozljivega Casa
namenili dolo€itvi pogojev obarjanja encima ter preverjanja vplivov fizikalno kemijskih
dejavnikov postopka priprave novih oblik KRED na aktivnost encima.

Oksidoreduktaze so praviloma manj robustne od hidrolaz, poleg tega za svoje delovanje
potrebujejo kofaktorje, v naSem primeru NADP. S staliS¢a aplikacij je njihova uporaba bolj
omejena in pogosto izrazito specifi¢na, cemur ustreza tudi njihova proizvodnja, ki je v
vecini primerov zahtevnej$a in veliko drazja od proizvodnje vrste hidrolaz. Slednje so se
namre¢ z razvojem industrijskih pralnih sredstev ter predvsem detergenov za pranje perila
in posode izdatno pocenile.

Pri razvoju novih oblik KRED smo izhajali iz splo$nih znanj o obarjanju encimov za
pripravo njihovih aktivnih (aktivnejs$ih) oblik ter tehnik obarjanja, priprave agregatov,
povezave agregatov med seboj s pomoznimi proteini ali brez njih, vezave encimov na trdne
nosilce in podobno.

Pripravili smo postopek za razvoj stabilnejSe oblike encima KRED. Ugotovili smo, da
imajo oborjeni encimi KRED visjo aktivnost v primerjavi z nativnimi. Rezultati obarjanja
KRED so pokazali razlike pri obarjanju z razlicnimi obarjalnimi sredstvi. Uporabili smo
sol (nasi¢ena raztopina amonsulfata) ter organsko topilo (aceton). Gre za dva principa
obarjanja, ki temeljita na razli¢nih interakcijah med topilom in obarjalnim sredstvom.
Topnost beljakovin je odvisna od ve¢ dejavnikov. Predpostavljamo, da so razlike med
rezultati obarjanja KRED z razlicnimi obarjalnimi sredstvi posledica razli¢nih interakcij
med proteinom in obarjalnim sredstvom. Ugotovljeno je bilo, da se pri nizki koncentraciji
soli, topnost proteinov obi¢ajno nekoliko poveca, medtem ko se pri visokih koncentracijah
soli topnost proteinov moc¢no zmanjsa. Slednji pojav imenujemo izsoljevanje.

KRED smo obarjali tudi z acetonom, ki je organsko topilo. Dodatek organskih topil zniza
dielektri¢no konstanto topila, kar povzro€i, da pride do vecjih elektrostatskih interakcij
med nabitimi deli proteina. Izpostavljanje hidrofobnih povrsin topilu privede do obarjanja
proteinov, saj dodatek organskih topil povzro¢i zmanjSanje razprsitve molekul encima v
mediju.

Pri spiranju agregatov smo opazili, da se agregati, pripravljeni z nasi¢eno raztopino
amonsulfata, med spiranjem v pufru raztopijo. Agregate smo pripravili v ionskem okolju,
kjer je bila s pomo¢jo amonsulfata odvzeta vsa voda, ki je bila na voljo proteinu.
Predpostavljamo, da je tak nacin obarjanja reverzibilen in ob spremembi okolja (pufer je
imel nizko ionsko jakost) smo dosegli, da so molekule proteina ponovno raztopljene. Pri
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obarjanju z acetonom so strukture trdnejse, kar je lahko posledica spremembe strukture pri
obarjanju zaradi vzpostavitve Stevilnih elektrostatskih interakcij. Da je prislo do sprememb
v strukturi proteinov, kaze tudi dejstvo, da smo z encimskimi agregati, pripravljenimi z
acetonom, dosegli visjo aktivnost, kot pa je le-ta bila pri nativnih, neoborjenih oblikah
encima. NajverjetnejSa razlaga je v manjsih spremembah v strukturi predelov encimov z
aktivnim mestom, kjer so lahko nastale za substrat dostopnejSe oblike. Pri procesu
obarjanja se prekinejo Stevilne vodikove vezi, kar privede do premika celotnih predelov
proteinov (alfa-vijacnice, beta-plosce). Pri teh strukturnih spremembah se prej v notranjost
skriti hidrofobni predeli proteina prerazporedijo in nekateri se umestijo tudi na povrsino
proteina, kar vpliva na topnost proteinov.

Pripravili smo tudi zamrezene agregate KRED imenovane CLEA KRED. Prednost te
oblike je, da so predhodno pripravljeni agregati encimov povezani v skupke, s katerimi je
lazje operirati v proizvodnem procesu. Ugotovili smo, da zamrezevalec glutaraldehid ni
primeren, saj mo¢no zmanjSa aktivnost encimov KRED. Glutaraldehid za zamreZenje
potrebuje aminske skupine, ki pa se nahajajo tudi v aktivnem mestu nasega encima KRED.
Aminska skupina v aktivnem mestu ketoreduktaz skupaj z aspartatom zmanjSata pKa
tirozina, ter tako omogo¢i nastanek protonskega donorja za NADP. V §tudiji so Jez in sod.,
1997, analizirali ter primerjali ohranjene regije ter ugotovil, da je lizin vedno prisoten v
aktivnem mestu razlicnih aldo-ketoreduktaz, ter da mutacija lizina povzro¢i izgubo
aktivnosti encima. Z vezavo glutaraldehida na lizinske ostanke povzroc¢i tako stericno
oviranje za NADP kot tudi izgubo funkcije encima, saj lizinski ostanki niso na voljo.

Kot alternativo glutaraldehidu smo uporabili dekstranaldehid, ki je vecja molekula in ne
vstopi v aktivno mesto encima. Tako pripravljeni CLEA KRED so imeli aktivnost visjo
za21,5% v primerjavi z nativnim KRED, vendar so bile izgube encima v postopku
priprave CLEA z dekstranaldehidi visje od 30 %.

V okviru zastavljenih ciljev smo zeleli najti ¢im boljSo reSitev za stabilizacijo KRED, zato
smo preverili tudi druge mozZnosti. Pri pripravi CLEA je zamreZenje kritini korak.
Nekateri encimi, ki imajo na povrsini zelo malo lizinskih ostankov, ne morejo biti pravilno
zamrezeni. Encim KRED ima $e dodatno tezavo, saj ima lizin v aktivnem mestu encima. V
takSnih primerih se posluzujemo dodatka polimerov oz. proteinov, ki imajo na povrSini
proste aminske skupine. Z dodatkom BSA h KRED smo zeleli povecati ucinkovitost
zamrezenja, ne da bi aldehidni ostanki reagirali z lizinskimi ostanki encima KRED, ter s
tem posledicno povecati aktivnost zamrezenih encimov. Na podlagi rezultatov smo
zakljucili, da dodatek BSA ni pripomogel k visji aktivnosti, zato ga po naS§em mnenju ni
smiselno uporabiti pri pripravi CLEA KRED.

Specificna aktivnost CLEA KRED je sicer vi$ja od specifi¢ne aktivnosti nativnega encima,
vendar so izgube encima v postopku priprave CLEA visje od 30 %. Ocenjujemo, da bi
izgube lahko znizali na priblizno 15 %. Kljub temu ostaja KRED, oborjen z acetonom. s
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staliS$¢a morebitne trenutne aplikacije ter stroskov veliko boljSa opcija. V primeru, da izgub
pri pripravi CLEA oblik ne bi imeli, bi bilo smotrno uporabiti CLEA KRED oblike, saj so
robustnejse za uporabo ter hkrati stabilnejSe proti raztapljanju v vodnih medijih.

Koncentracijo proteinov v vzorcih smo dolocevali z elektroforezo, in sicer z NaDS-PAGE
elektroforezo. Menimo, da koncentracije nevezanih proteinov v supernatantu pri pripravi
agregiranih oblik ni primerno doloCiti s spektrofotometriéno metodo, saj med
centrifugiranjem ostane nekaj agregatov v supernatantu. Spektrofotometricno doloCanje
proteinov v raztopini s skupki ni pravilno. Raztopina mora biti bistra (ne le na videz).
Centrifugiranje pri vi§jih obratih, s katerimi bi posedli vse encimske skupke v pelet, ne
pride v postev, saj se pelet, ki vsebuje oborjene encime, preve¢ sprime in ga kasneje tezko
resuspendiramo za pripravo red¢itev. Drugi razlog, zakaj smo koncentracijo dolocevali z
elektroforezo, je tudi povezan z encimskimi skupki. Zaradi agregatov v raztopini tezko
zagotovimo homogeno suspenzijo in pri pripravi redCitev, kjer veckrat zaporedno
prenasamo dolo¢en alikvot raztopine, privede do odstopanj. Metoda dolo¢evanja proteinov
z elektroforezo se je zato izkazala za najprimernejSo.

Pri pripravljenih CLEA KRED se je izkazalo, da so te po pri¢akovanjih zelo trdne z
kovalentnimi vezmi povezane strukture, ki med pripravo za nanos na gel (kuhanje v pufru
z NaDS in merkaptoetanolom) ne razpadejo popolnoma, zato so mozna odstopanja pri
izraunu koncentracije proteina in posledicno tudi aktivnosti le-tega. S posrednim
poskusom smo dolo¢ili delez CLEA KRED, ki ostane v zepku gela (priblizno 20 %), in to
vrednost upostevali pri izracunu koncentracije proteinov v vzorcih.

Stabilnost encimov KRED, oborjenenih z acetonom, smo testirali pri vi§ji temperaturi,
alkalnih pogojih in v zaporednih reakcijah testirali sposobnost ohranjanja ustrezne
aktivnosti tudi po veckratni uporabi. Encimi KRED, oborjeni z acetonom, so aktivnejsi v
alkalnih pogojih (pH 8-8,5). Ugotovili smo tudi, da so oborjeni encimi KRED v primerjavi
z nativnimi bolj stabilni, saj so po osmih ciklih ohranili zacetno aktivnost, medtem ko je
pri nativnih encimih KRED aktivnost po osmih ciklih padla na priblizno 73 % zadetne
vrednosti.

Na podlagi prej omenjenih ugotovitev o oborjenemu KRED smo se odloc¢ili, da njegove
lastnosti testiramo v simuliranem industrijskem okolju oziroma reakciji. V konkretnem
sistemu smo KRED uporabili samo kot pomozne encime, za regeneracijo/redukcijo NADP
v NADPH. Najprej smo testirali delovanje v 15 mL sistemu in dolocili dozo KRED tako,
da je bila edini oziroma klju¢ni limitni dejavnik. Nato smo poskus izvedli Se v 2 L merilu.
Reakcija je potekala v gosti suspenziji meSanice reagentov, ki je postajala sCasoma
viskoznejSa. Zato je bila po pricakovanjih v zacetku reakcije hitrost reakcije primerljiva
med obema oblikama/vzorcema KRED, kasneje pa se pri sistemu z oborjenimi KRED
hitrost reakcije zmanjSa. Dobljen rezultat pripisujemo spremenjeni reologiji reakcijske
mesanice. Ker so v sistemu z nativnimi KRED encimi bolj enakomerno razporejeni po
reakcijski mesanici, lahko NADP hitro vstopi v aktivho mesto encima ter nato NADPH
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naprej do druge oksidoreduktaze. Pri sistemu z oborjenimi KRED pa so encimi razporejeni
v redkejSih grucah, zato je povprecen Cas redukcije ter »dostave« reduciranega NADP do
mesta uporabe druge oksidoreduktaze daljsi. V obeh primerih je reakcija potekla do konca,
vendar je v primeru uporabe oborjenih encimih trajanje pretvorbe podaljsalo za 30 %.

Imobiliziran CaLB

V svojem delu smo uspesno imobilizirali encime CalLB na nosilec sepabeads EC-HA.
Vezavo smo izvedli na dva razlicna nacina, preko oksidacije encima in preko aktivacije
nosilca. Pri svojem delu smo uporabili protokole za imobilizacijo iz strokovne literature.

Med dolo¢itvijo nevezanih encimov v raztopini smo ugotovili, da se oksidiranim encimom
struktura spremeni do takSne mere, da sprememba vpliva na rezultat pridobljen z
spektrofotometricnimi metodami. To dejstvo smo upostevali pri zasnovanju metode za
dolocanje koncentracije nevezanih encimov. Pri metodi z vezavo oksidiranega encima na
nosilec smo za doloCevanje deleza nevezanih encimov pripravili umeritveno krivuljo
oksidiranega CalLB. V tem koraku se nasa metoda razlikuje od metode uporabljene v
literaturi, saj v ¢lanku ni bilo poudarjeno, da so pri pripravi umeritvene krivulje uporabili
oksidiran encim.

V reakciji kinetike smo upostevali tudi fizikalne lastnosti nosilcev. Zelo pomembno je, ali
smo natehtali suh, navlaZzen ali moker nosilec. Te razlike v masi smo upostevali pri
izraunu aktivnosti na nosilec vezanih encimov. Ugotovili smo, da ima na nosilec vezan
encim s postopkom aktivacije nosilca encim aktivnost za 30 % visjo v primerjavi z
nevezanim encimom. Metoda se je po pricakovanjih izkazala za zelo ucinkovito in se
sklada z znanimi podatki iz literature.

Med oksidacijo encima se zaradi oksidacije hidroksilnih skupin, nekaterih aldehidnih
skupin porusijo in na novo izoblikujejo predvsem vodikove vezi. Proteini so izredno
fleksibilni in nativna konformacija ni staticna oz. toga, to pa omogoca Stevilne razli¢ne
konformacije v dani proteinski strukturi. Ker je omogocena precej$na fleksibilnost, majhne
spremembe v konformaciji pogosto ne privedejo do popolne izgube aktivnosti encima.
Ohranjeno encimsko aktivnost po oksidaciji smo dolo¢ili tudi v svojem delu. Pri vezavi
oksidiranih encimov CaLB na nosilec je bila aktivnost encimov za 18,2 % nizja kot pri
nevezanih encimih. Z oksidacijo smo povzro€ili neselektivne spremembe, ki so znizale
aktivnost encimske doze. Ne vemo, ali je priSlo do popolne inaktivacije dela encimskih
molekul, preostanek pa je ohranil enako specifino aktivnost, ali je priSlo do manjsih
sprememb strukture pri vecini encimskih molekul ter posledicno do nizje specifi¢ne
aktivnosti ali pa dejansko do meSanice vplivov. Vsekakor pa menimo, da je oksidacija
encimskih molekul — priprave aldehidnih ostankov za vezavo na aminske skupine nosilca
pri obeh testiranih encimih najslabsa ter najmanj ustrezna varianta.
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6 SKLEPI

e Priprava agregatov je enostaven postopek s katerim encimom KRED povisamo
aktivnost za 25 %.

e Pri postopku priprave CLEA KRED se pojavijo 30 % izgube proteina, kar z vidika
ekonomike procesa v industrijskem merilu praviloma ni ugodno.

e Izboljsana stabilnost ketoreduktaze v alkalnih pogojih reakcije.

e V gostih, viskoznih reakcijskih meSanicah so agregati manj ucinkoviti. Prednost
pred nativnim encimom bi imeli le v primeru, ¢e bi agregate KRED lahko iz
reakcijske meSanice reizolirali in ponovno uporabili, kar pride v postev pri bistrih
raztopinah. V gostih suspenzijah ali emulzijah pa je separacija aktivnih encimskih
agregatov zelo tezko izvedljiva in je verjetno neekonomicna.

e V nalogi smo uspesno pripravili lastno imobilizirano lipazo CaLB. Vezali smo jo
na nosilec Sepabeads EC-HA ter ugotovili, da je po svojih klju¢nih lastnostih
primerljiva s komercialnimi razli¢icami imobiliziranih CaLB.

NADALJINJE POTI RAZISKOVANJA

e Preveriti tudi druge vrste imobilizacije KRED, kot sta na primer nekovalentna
vezava ter uporaba poroznih silikatnih delcev.

e Testiranje stabiliziranih oblik KRED v sistemih, kjer je ta tudi klju¢ni encim za
pretvorbo ciljnih molekul v proizvode (ketoredukcija).

e Priprava mesanih encimskih agregatov ali imobiliziranih oblik.

e Dolociti maksimalno koli¢ino encima CalB, ki ga lahko veZemo na nosilec
Sepabeads EC-HA.

e Preizkus novih mutiranih oblik CaLB, ko bodo komercialno dostopne, in sicer
predvsem tistih, s spremenjeno enantioselektivnostjo.
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7 POVZETEK

Ketoreduktare so zaradi svoje sposobnosti regeneracije kofaktorjev prisotne v Stevilnih
procesih. Prav tako so tudi lipaze zaradi svoje visoke selektivnosti zelo pomembni
biokatalizatorji v moderni kemijski in farmacevtski industriji. Razgradijo Sirok spekter
substratov in ne potrebujejo kofaktorjev za svoje delovanje. Stevilni postopki, v katerih se
uporabljajo encimi, so zastavljeni tako, da po koncu Sarze encime zavrzemo. Zaradi teznje
po ekonomicnosti procesa smo posegli po imobilizaciji encimov. Imobilizirani encimi
ponujajo nekatere operativne prednosti v primerjavi z raztopljenimi encimi. V preteklosti
so razvili §tevilne postopke imobilizacije encimov, vendar je potrebno za vsak tip encima
postopek imobilizacije optimizirati. V nalogi smo se odlocili uporabiti tudi imobilizacijo
encimov brez uporabe nosilca, ki se je uveljavila v zadnjem casu.

Encim KRED smo imobilizirali brez uporabe nosilcev, in sicer s pripravo encimskih
agregatov. Pripravili pa smo tudi zamrezene encimske agregate imenovane CLEA KRED.
Ugotovili smo, da ima imobilizirana oblika KRED v obliki encimskih agregatov za 25 %
vi§jo aktivnost v primerjavi z neoborjenimi KRED. Tudi karakteristike encima pri
spremenjenih pogojih so potrdile, da so oborjeni encimi dalj ¢asa stabilni, saj so po veé¢
ciklin delovanja ohranili svojo prvotno aktivnost, medtem ko je pri neimobiliziranih
encimih aktivnost padla po osmem ciklu delovanja na 73 % zacetne aktivnosti. Dolocili pa
smo tudi pH obmogje, v katerem imajo imobilizirani encimi najvi§jo aktivnost. Delovanje
agregiranega encima KRED smo tudi testirali v simuliranem industrijskem okolju oziroma
reakciji, kjer je hkrati prisotnih ve¢ med seboj odvisnih encimov. Izkazalo se je, da je
hitrost kinetike reakcije primerljiva, vendar se proti koncu procesa pri oborjenih KRED
hitrost zmanjsa, kar je posledica spremembe reologije reakcijske mesanice.

Encime lipaze B smo na dva razlicna nacina uspe$no imobilizirali na trden nosilec
imenovan Sepabeads EC-HA. Z vezavo preko aktivacije nosilca smo pripravili
imobilizirane CaLB, katerih aktivnost je bila v primerjavi z aktivnostjo nevezanih encimov
130,8 %. Z vezavo preko oksidacije encimov pa smo pripravili vezane encime, ki so imeli
81,8 % aktivnost v primerjavi z aktivnostjo nevezanega encima.
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PRILOGA A

Primer izpisa podatkov analize gela s programom SYN Gene, ter vrednotenje koli¢ine proteina v
vzorcu

Capture

Digitizer G:BOX (MOQT) - Gel Sample (EDR)

Camera Factory Configuration, EtBr/UV filter, Trans UV, with EDR, motorised lens
Settings GeneSnap version 7.07.01

Exposure Time: 0,040 seconds

Frame accumulation: Off

(Stop on saturation: Off)

Darkroom lighting: Transilluminator
EDR: On

Camera Resolution: 0,29 MPixel (1x1 bin)
Camera Serial 1D: 9010090

GrabberChain Image resampler
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Molecular weight calibration details

Curve type

Distance measurement

Propagation method

No molecular weight standards are defined !

Quantity calibration details

Curve type
Calibrate

Units

Calibrated quantity
80 —

10 —

Log piecewise linear
From Rf baseline

Interpolate between standards

Linear ( multiple standard values)

All tracks to a single curve

T T T T T
660160 2,44791e+006

Raw volume (Y= -7,81 +2,08e-005 *x

T
4,23565e+006



