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Sazetak:U ovom radu provedena je biokatalia oksidacija heksanola potocijelih stanica pekarskog
kvasca. Reakcija je katalizirana enzimom alkohohidimgenazom (ADH) koji je u stanici kvasca
odgovoran za reakciju redukcije acetaldehida. Enzatkohol dehidrogenaza pripada skupini
oksidoreduktaza, te je za praiemje reakcije oksidacije nuzno prisustvo koenzin&DN Regeneracija
koenzima se provodila dodatkom kisika koji omégje respiratornom lancu stanica kvasca nastajanje
oksidiranog kofaktora. Reakcija oksidacije heksanoprovedena je uz permeabilizirane i
nepermeabilizirane stanicame u vodenom i dvofaz(tmksan-voda) sustavu. Postavljen je mateikiati
model biokatalittke oksidacije heksanola i regeneracije koenzimapEkmenti su provedeni u kotlastom
reaktoru. Produkti biokataltke oksidacije heksanola katalizirane pekarskim &&assu bili heksanal i
heksan kiselina. U vodenom mediju postignuta je%d@@nverzija heksanola kod permeabiliziranih i ne-
permeabiliziranih stanica. Konverzija heksanolavefdznom mediju koriStenjem ne-permeabiliziranih
stanica je cca 40%, dok je s permeabiliziranimistana oko 50%. U svim stajevima iskoriStenje na
heksanalu je bilo izuzetno nisko, a heksan kisgérdetektirana kao glavni produkt reakcije.

Klju éne rijedi: biotransformacija; heksanol;,pekarski kvasac; atkatehidrogenaza; regeneracija NAD
modeliranje

Abstract: Hexanol oxidation catalyzed by whole cells of bakgeast has been performed in this work.
The reaction is catalyzed by the enzyme alcohoydielyenase (ADH) that is in yeast cell responsibie
the reaction of the acetaldehyde reduction. Enzgeehol dehydrogenase belongs to oxidoreductase
which means that for its action requires a pres&fiamenzyme. NADregeneration has been performed
by the addition of oxygen that allows the respinatchain of yeast cell to provide oxidized cofactbhe
reaction of hexanol oxidation was performed by pEahilized and non-permeabilized cells in the water
and biphasic (hexane-water) medium. Mathematicalatsofor both biocatalytic hexanol oxidation and
regeneration of coenzyme were proposed. Experimgete conducted in the batch mode. Hexanal and
hexanoic acid can be detected as the productsochtailytical hexanol oxidation catalyzed by baker's
yeast.In the water medium 100 % hexanol conversi@s achieved by permeabilized and non-
permeabilized cells. Hexanol conversion in the gt medium using non-permeabilized cells was €ca 4
%, while with permeabilized cells it was around%0In all cases the yield on hexanal was extrernualy

and hexanoic acid was the main product of the i@act

Key words: biotransformation; hexanol; baker's yeast; alcotiehydrogenase; NADregeneration;
modeling
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1. UVOD

Postoje dva n#na provaienja biotransformacija: u obliku cijelih stanica kbho izolirani enzimi. Oba se upotrebljavaju u
industriji kao katalizatori. Priprema cijelih staaije jednostavnija i bez visokih troSkova u usgbres izoliranim enzimima s
kojima se s druge strane postizetareselektivnost Kistoca produkata. Prednosti upotrebe biokatalizatorablikw cijelih
stanica su zaggnost od vanjskih utjecaja, stabilnost kroz dufiquk te raznolikost i jednostavnost upotrebe (stet al.
2005). Nedostaci upotrebe su oteZzana difuzija safjast produkata kroz stamu membranu zbog slabe permeabilnosti, te
stvaranje nezeljenih sporednih reakcija zbog prissti drugih enzima (D'Souza 2001). Tretiranjerelitijstanica s povrsinski
aktivnim tvarima povéava se permeabilnost stamé membrane. Time se uklanja zapreka difuziji safsti produkata kroz
membranu, a istovremeno se stanica isprazni odzkmeni ostalih molekula male molekulske masme se smanjuje
mogunost nastajanja sporednih produkata (D'Souza 1999).

Upotreba kvasaca kao biokatalizatora u obliku itijetanica u organskim sintezama, cilj je istradjgavet skoro cijelo
stoljete, te se ovaj mikroorganizam smatra najpopularngjiokatalizatorom u obliku cijele stanice (Rodrigu al, 2011;
Arifin et al, 2011;Benczeet al, 2010;Silva et al, 2010).

Produkti biokatalittke oksidacije heksanola katalizirane pekarskim &gassu heksanal i heksan kiselina. Prvi spoj peapad
skupini " green-note " kemikalija koje su vrlo vazbog svoje primjene u u prehrambenoj i kozitetj industriji (Schadest

al. 2003). PotroSnja ovih proizvoda dobivenih pririmdrputem se procjenjuje na 5-10 tona godiSnje (&gt al 1995). .
Heksan kiselina se koriste u organskoj sinteziaderparfema, farmaceutskoj, prehrambenoj industrijiastima za
podmagzivanje, te u proizvodnji gume i boja (Becetral. 1995).

U ovom radu provedena je biokatalka oksidacija heksanola potocijelih stanica (permeabilizirane, ne-permealrdize)
pekarskog kvasca. Navedena reakcija je kataliziranzimom alkohol dehidrogenaza (ADH) koji je u #tarkvasca
odgovoran za reakciju redukcije acetaldehida. Grggim spada u skupinu oksidoreduktaza, te je zaogemje reakcije
oksidacije nuzno prisustvo koenzima NAZa regeneraciju koenzima odnosno oksidaciju NAf@IHSten je lanac prijenosa
elektrona unutar stanica kvasca uz dodatak kisfkaachert & De Mot 1990, Bakket al 2001).

Na temelju podataka iz literature pretpostavljemaaq u vodenom mediju dolazi do oksidacije heksandteksanal uz enzim
alkohol dehidrogenazu, te do daljnje oksidacijesaglala u heksan kiselinu, uz enzim aldehid deh&ragu koji se talder
nalazi unutar stanice kvasca (Kometahil. 1998).U obje reakcije nuzna je prisutnost istogrkmma NAD. U literaturi je
pronaieno da je nastajanje heksan kiseline néegabjeti provadenjem oksidacije heksanola u dvofaznom sustavuyarnz
da su heksanol i heksanal bolje topivi u heksaranzam i koenzim u vodi (Capparet & Larroche 20®tpbga je u ovom radu
navedena reakcija provedena u vodenom mediju iadvaim sustavu heksan-voda.

2. MATERIJALI | METODE
2.1. Kemikalije

Tijekom provaienja eksperimenta koriStene su slijgald&kemikalije: heksadeciltrimetil-amonijev bromidCTAB (Fluka),
heksanol Ilerck), heksanalKluka), heksan kiselinaXcr69, NAD* (Juelich fine chemica)lsNADH (Juelich fine chemica)s
heksan flerck), cikloheksanon@arlo Erba), acetonitril Merck), glicin pirofosfatni pufer fercK), natrij pirofosfat Kemik3,
kalijev dihidrogenfosfatemikg, kalijev hidrogenfosfatNlercK), svjeZi pekarski kvasac (Kvasac d.o.o0.; Hrvatska)

2.2. Priprema permeabiliziranih stanica kvasca

Za permabilizacijiu stanice kvasca su mijeSan@%0otopinom detergenta CTAB U 0mj@Tascald] : Vaetergen{CM®] = 1 : 10
(Gowdaet al. 1991) na sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. ddegrocesa permeabilizacije uklonjen je deterge2 ¢o-tni
CTAB) u svrhu izbjegavanja denaturacije proteirtanfe su oprane u fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7)

2.3. Analitéke metode

Koncentracije heksanola, heksanala i heksan kisedim odrdivane plinskom kromatografijom sa plameno-ionizsidgin
detektorom, koristenjem helija kao plina nosioca, polarnoj koloni ZB-WAX [ = 30 m; ID = 0,53 mm; df = 1um).
Koncentracije heksanola i heksanala sutgma pri slijedéim uvjetima (Karra-Chaabouet al. 2002): injektor: T = 280
°C, linearna brzina = 25 cm/s, kolong = 50 °C (1 min), @/dt = 10 °C/min— 180 °C (2 min),detektolT = 240 °C. Za
ekstrakciju heksanola i heksanala iz vodene otojid@riSten heksan. Vremena zadrzavanja heksakaahala i heksanola
su bila slijedéa: 2,1 min, 5,8 min i 9,6 min. Koncentracija hekddseline odrdivana je pri slijedém uvjetima na GC-u
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(Yang & Choong 2001): injektoff = 280 °C, linearna brzina = 24,5 cm/s, koloma= 75 °C (1 min), @/dt = 6 °C/min—
180 °C, d/dt = 10 °C/min— 230 °C (5 min),detektofT = 240 °C. Koncentracija ispitivane kiseline mjeaga u vodenoj
otopini. Uzorci iz reakcija su prije mjerenja piofrani kroz filter (Sartorius velicina 5H/N) radi odvajanja biokatalizatora.
Vrijeme zadrZavanja heksan kiseline je 19,5 min.

2.4. Provedba biokatalitke oksidacije heksanola u kotlastom reaktoru

Oksidacije heksanola su bile provedene u staklegarainom reaktoru ukupnog volumena 5C.cRadni volumeni reaktora
bio je 40 crd. Nakon pripreme reakcijske otopine atltae koncentracije supstrata, uzimao s&epo uzorak nakon dodavanja
biokatalizatora koji se odmah analizirao na GC-upnethodno opisani &a. Daljnje uzorkovanje bilo je nastavljeno u
pravilnim vremenskim razmacima dok sav supstrat bip potroSen. Volumeni uzoraka su iznosili od-1100pul.

2.5. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci ohtaeni su u programskom paketu SCIENTIST (SCIENTIShdieok). Parametri su procijenjeni
nelinearnom regresijom poréiw metode najmanjih kvadrata i simpleks metode kajdrzi navedeni paket. Metode procjene
parametara imaju za cilj profiaminimalni zbroj kvadrata greSke izae seta eksperimentalnih podataka i seta podataka
izracunatih pomoéu modela. Na temelju iz¢éanate sume kvadrata greSke parametri se ponovmaépnavaju sve dok se ne
postigne minimalna pogreska izdue seta eksperimentalnih i izwnatih vrijednosti (SCIENTIST handbook). Na temelju
napisanog modela i procijenjenih parametara prdaodé simulacija rjeSavanjem diferencijalnih jedii@adkoriStenjem
Episode algoritma.

Parametri kao Sto su maksimalna brzina reakcijehiklis-Mentertina konstanta i konstanta inhibicije procijenjeniig
kinetickih mjerenja tj. ovisnosti pi@tne brzine o koncentraciji. Ovi parametri su kem$ za simulacije pondo modela,
odnosno za predd@nje promjena koncentracija produkata i reaktasataemenom u raglitim reaktorskim sustavima.
Parametri kao Sto su konstante brzine reakcija2l réda, nisu se mogli procijeniti iz zasebnihekitkih mjerenja. Stoga su
odredivani iz podataka koncentracija-vrijeme izmjerenibeaktorskim eksperimentima.

2.6. Odréivanije koeficijenta raspodjele i koeficijenta prifisa mase

Koeficijent raspodjele je ravnotezna konstanta edfgde molekula izm#u dviju faza, a réuna se prema omjeru ravnoteznih
koncentracija pojedinih komponenti u vodenoj i orgkoj fazi prema izrazu 1.

C
K - org (1)
Cag

Za odrdivanje koeficijenta raspodijele heksanola i hek&amaijeSano je 10 cfnotopine navedenih komponenata poznate
koncentracije u heksanu sa 103cpufera tijekom 24 h na 2%C. Nakon 24 h oddena je koncentracija komponenta u
organskoj fazi, koja predstavlja ravnoteznu konamiju. |z razlike koncentracija u organskoj faza paetku i na kraju
mijeSanja procijenjena je ravnoteZzna koncentrabg#sanola i heksanala u vodenoj fazi. Koeficijerfeposa mase se
procjenjivao iz izraza za difuziju komponente izeae u organsku fazu (jedn. 2) i obrnuto (jedn. 3).

dCorg ks, DA

0= Corg — K [E 2
a v (Corg = K Eag) 2)

dcyq _ ks, OA

? = v (Corg -K &aq) (3)

aq

Za njegovo odrdivanje praen je pad koncentracije heksanola i heksanala ansi@j fazi u ovisnosti o vremenu. Mjerenja su
radena na 25C u reaktoru volumena 20 érpri broju okretaja mijeSala od 400 rpm. Omjer voeldaze i organske je bio
50:50.

2.7. Matematiko modeliranje procesa

Matematéki modeli reaktora, sastoje se od bilancnih i kitcleh jednadZzbi. Obzirom da su procijenjeni kid&ti parametri
modela, kao i koeficijenti raspodijele i koeficifeprijenosa mase za heksanol i heksanal bilo jgué® razviti matemadki
model reakcije oksidacije heksanola u vodenom mediyofaznom sustavu heksan-voda za kotlasti ceakt
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2.7.1. Matematki model biokatalittke oksidacije heksanola u vodenom sustavu

Reakcija biokatalitike oksidacije heksanola je ravnotezna reakcija.s@a je dvosupstratnom Michaelis—Mentgr@m
kinetikom u koju je ukljdena kompetitivna inhibicija produktima (jedn. 4dki povratna reakcije odnosno reakcija redukcije
heksanala (jedn. 5). Kineéki parametri ovih jednadzbi odteni su eksperimentalno, te su publicirani u pretioma radu
(Preséki & Vasi¢-Ratki 2009) i prikazani u tablici 1. Pored navedenihekickih jednadzbi kinetiki model sadrzi jednadzbu
za oksidaciju heksanala uz aldehid dehidrogenaan(j6), redukciju heksan kiseline uz aldehid delgdnazu (jedn. 7),
NADH oksidaciju uz respiratorni lanac stanica pekag kvasca (jedn. 8) i NADredukciju uz stanice pekarskog kvasca
(jedn. 9)

r = le llkvasacu: heksaan:RlAD+ (4)
1
[Cheksanol+ Khriksaml[l-'- }Eh::lf:.::alll]) EECNAD+ + KT,'\‘IfD+ (1+ Q\II\'IAAD[;—'H j]
i1 i1
V e
r2 = m2 Ilkva.sa(: heksan;b NADH (5)

C
heksanal NADH NAD*
(Cheksanal+ K m )EEC NADH+ K m2 (1+ K NAD* ]J

i2

Tablica 1. Kinettki parametri u reakciji biokatalitke oksidacije heksanola i redukcije heksanala umpabilizirane stanice
pekarskog kvasc&accharomycesp.

Parametar Vrijednost

oksidacija heksanola

Vs [U Gow] 37,800 + 1,271

K e rmmol dm?] 1,360 + 0,165

KN4" Tmmol dm?] 0,689 + 0,104

K" [mmol dm?] 0,024 + 0,003

K A" [mmol dm?] 0,015 + 0,002

redukcija heksanala

Ve [U Qo] 21,981 + 2,537

K2 [mmol dm?] 0,334 + 0,098

Ko™ [mmol dm?] 0,041 + 0,194

K" [mmol dm?] 1,063 £ 0,210
r3 = k1 Ij:kvasacu: heksanat~fNaD* (6)
Iy =Ky [ChasactC neksan kiselinkC nap )
r5 = k3 E:]ADH (8)
re =K, [C 9

Matemattki model u ovom sustavu uz spomenute kifietijednadzbe sadrzi i bilancne jednadzbe (jedn. 14) za kotlasti
reaktor koje su postavljene na temelju sheme peo(stika 1)
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NAD*

pekarski pekarski,

kvasac

NADH + H*

./\/\/U\OH

heksan kiselina

Slika 1. Shema biokatalitie oksidacije heksanola uz stanice pekarskog kvascageneraciju koenzima

dcesan

$‘=rl—r2—r3+r4 (10)

dche Sanoil

d—;':rz—rl (1)

dc

—MADH =, T T H (12)
dt

dc .

=l Pl Pl G0 (S g SN (13)
dt

dC eksan kiselina —
hkdtk : =r-ry, (14)

2.7.2.Matematiki model biokatalittke oksidacije heksanola u dvofaznom sustavu heksda-

Jednadzbe kingtkog modela biokatalitke oksidacije heksanola uz stanice pekarskog kvasegeneraciju koenzima u
dvofaznom sustavu heksan-voda su jednake onimawj@stim za vodeni sustav (jedn. 4 -9). Reaktorskdel se sastoji od
bilancnih jednadzbi za NADH, NADi heksan kiselinu koje su ide&iie onima u vodenom mediju (jedn. 12 - 14)., te od
bilanci za promjenu koncentracije heksanola i he&iau vodenom i organskom mediju prikazanim jedbacha 15-18.

dChek anol, or K hek HA
SR s - SR (Cheksanol,org_ K heksandi® heksano')5 (15)
dt Vorg
dcheksanol aq ksnh k HA
= FEEare (Cheksanol,org_ K heksangrt heksanol)aa r+y (16)
dt Vaq
dCheksanaI org k% hek HA
== Vi (Cheksanal,org_ K heksandiC heksanal’)i 4
dt Vorg
dChek anal, aq kSm hek DA
St TS Grersanatorg” K neksankf heksanald T <1 5 +5 4o
aq
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj rada je bila usporedba raspodjele produkatdiekatalitickoj reakciji oksidacije heksanola uz permeabilig&ai
nepermeabilizirane stanice pekarskog kvasca u wdenediju i dvofaznom sustavu heksan-voda. Obzidanje navedena
reakcija katalizirana enzimom alkohol dehidrogemazwiji za svoju aktivhost u reakcijama oksidacightzjeva prisutnost
koenzima NAD ispitana je njegova regeneracija koriStenjem rasmpinog sustava stanice dodatkom kisika iz zraka
(Verachert & De Mot 1990, Bakket al 2001).

3.1. Odrdfivanje koeficijenta raspodjele i koeficijenta prigsa mase

Da bi mogli modelirati reakciju oksidacije heksamal dvofaznom sustavu bilo je potrebno odreditifiegent raspodjele i
prijenosa mase za heksanol i heksanal iz organskegdeni dio gdje se odvija reakcija i obrnuto. Kcigent raspodjele
mozemo definirati kao ravnoteznu konstantu raspedj®lekula izméu dviju faza (heksan-voda), tec¢tmati prema omjeru
ravnoteznih koncentracija pojedinih komponenti uemoj i organskoj fazi prema izrazu (1). 1z rezalt@ksperimenta
prikazanih u tablici 2. vidimo da je koeficijentsodjele véi za heksanal (5.37) nego za heksanol (1.82). Nelja tih
podataka moZze se zakijti da je heksanal slabije topiv u vodi.

Tablica 2. Prikaz koeficijenta raspodjele za heksaheksanal

Komponental Vrijednost koeficijenta raspodjede,
Heksanol 1,82
Heksanal 5,37

Koeficijent prijenosa mase procjenjivao se prinstivjetima i na isti n&in (temperatura, oblik reaktora, broj okretaja $éjka,
omjer volumena vodene i organske faze) na kojiregqulio reaktorski eksperiment (Slika 2). UmnoZaleficijenta prijenosa
mase i méufazne povrSinekém *A) procjenjivao se nelinearnom regresijom koristenjednadzbe 2 i 3.

14 14
_ _ \g organska faza
E 1w . organska faza E 1w
S g * S g
€ € b
E s a) E s )
g ai s * g 4
S vodena faza g .
w L]
. o/ vodena faza
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
t [min] t [min]

Slika 2. Promjena koncentracije a) heksanola idikshnala u organskoj i vodenoj fazi u vremevifh¢ksanola i heksanala u
heksanu) = 10 ctV(glicin-pirofosfatni pufer) = 10 cfil = 25°C, 400 rpm )Procijenjene vrijednosti umnoska kagfita
prijenosa mase i idefazne povrsine dane su u tablici 3.

Tablica 3. UmnoZak koeficijenta prijenosa mase dufi@zne povrSine za heksanol i heksanal

Komponenta KemlA [cnPmin]
Heksanol 3,204
Heksanal 0,772

Vidljivo je da je koeficijent prijenosa mase za kakol (3,204 cdmin®) oko ¢etiri puta vei nego za heksanal (0,772 #min

1y . 1z navedenog se moze zakifiida je heksanal i slabije topiv u vodenoj fazld je njegova brzina difuzije iz organske u
vodenu fazu vrlo niska. Time seakivalo da prilikom provedbe biokatatike reakcije oksidacije heksanola u dvofaznom
sustavu koncentracija heksanala ne bi trebalab#iatna za daljnju oksidaciju u heksan kiselinu.

3.2. Oksidacija NADH ponga stanica pekarskog kvasca uz dodatak kisika

Obzirom na kinetike parametre prikazane u tablici 1, te na rezuldai@vene u prethodnim istrazivanjima (Prédgeet al.
2011) moze se vidjeti da ravnoteza oksidacije heksanije pomaknuta u Zeljenom smjeru. Stoga jproaedbu ove reakcije
nuzna regeneracija koenzima (NADne samo zbog njegove visoke cijene nego i zlmgiganja ravnoteZe. U ovom radu se
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ispitivala mognost njegove regeneracije uz panespiratornog sustava stanice (Verachert & De Mi&0). Prije provedbe
samih eksperimenta ispitana je oksidacija koen2itABH uz stanice kvasca dodatkom zraka u svrhuddaaja kinetike te
reakcije. Reakcija je provedena koriStenjem periiliebnih i nepermeabiliziranih stanica pekarskiogasca pri raztitim
omjerima vodene i organske faze. Rezultati oksjdablADH provedenih sa nepermeabiliziranim i permkzbanim
stanicama pekarskog kvasca pri réttn omjerima vodene i organske faze prikazani aslikama 3. i 4.
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Slika 4. Oksidacija NADH Katalizirana permeabila@iim stanicama pekarskog kvasca (glicin pirofosfatrier pH = 9,T =
25 °C,Qzrak = 30 dnd I, cwvasac= 200 g drm¥): a) vodena faza; b) heksan: vodena faza = 7.8ek$an: vodena faza = 5:5

Kinetika reakcije oksidacije NADH opisana je kiketn drugog reda u vodenom sustavu, dok je u dvofazsustavu ista
opisana kinetikom prvog reda (jedn. 8). U dvofazreumstavu i uz permeabilizirane i uz nepermeabidlisy stanice kvasca

dolazi do povratne reakcije, tj. do reakcije redigk®NAD* (jedn. 9). Parametri navedenih reakcija su prof@e iz gore
prikazanih eksperimenata i prikazani su u tablici 4

Tablica 4. Kineitki parametri u reakciji oksidacije NADH kataliziraistanicama pekarskog kvasca

stanice voda:heksan | ks[min™?] | ks[min?]
1.0 0,517 0

nepermeabilizirane 5:5 0,0328 0,0140
3.7 0,0260 0,0215
1.0 0,908 0

permeabilizirane 5:5 0,1460 0,0828
3.7 0,1195 0,0221

Ono Sto se moze primijetiti iz dobivenih parameijarda je reakcija oksidacije NADH znatno brza eenpeabilizirane stanice
kvasca. Brzina iste reakcije katalizirane i sa mbiliziranim i nepermeabiliziranim stanicama kw$pada sa porastom
udjela heksana u sustavu. Navedeno se moZze objslsttitjim otapanje kisika u prisutnosti de= kolicine organske faze u

sustavu.

3.3 Biokataliticka oksidacija heksanola u kotlastom reaktoru
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Za biokatalittku oksidaciju heksanola uz regeneraciju koenzimaStamjem respiratornog sustava stanice postaygen
matemaitiki model koji je prikazan u prethodnom poglavljuteanelju sheme reakcija (slika 1). Kinddi parametri u reakciji
oksidacije heksanola kao i redukcije heksanalaligatne permeabiliziranim stanicama pekarskog ksaprocijenjeni su
nezavisnim mjerenjima metodomdadnih brzina i prikazana su u tablici 1. Paramiedo Sto su maksimalna brzina reakcije
(Vm1 1 Vm2) U navedenim reakcijama koje su katalizirane napabiliziranim stanicama pekarskog kvasca su @ojepe iz
reaktorskih eksperimenata. Naime pretpostavka jgeda@bog slabe propusnosti membrane reakcija rgstoija. U sldaju
nepermeabiliziranih stanica pretpostavka je dassametri kao Sto su Michaelis-Ment&na konstanta i konstante inhibicija
istih vrijednosti kao i kod permeabiliziranih steai

Kinetika reakcije oksidacije heksanala i redukdigksan kiseline (jedn. 6 i 7) nije posebno ispitabag kompleksnosti
sustava unutar stanice i interferencije ostalitkega na t@nost odrdivanja parametara. Stoga su kinetike ovih reakcija
opisane kinetikom drugog reda, te su parametrigddbe procijenjeni iz reaktorskih eksperimenta.efitki parametri u
reakcijama oksidacije NADH i redukcije NAD(jedn. 8 i 9) odréeni su poméu nezavisnih eksperimenata prikazanih u
prethodnom poglavlju (tablica 4)

Produkti biokatalitke oksidacije heksanola katalizirane p@unaijelih stanica pekarskog kvasca su heksandksdme kiselina.

Nastajanje heksan kiseline je méguzbjei provadenjem oksidacije heksanola u dvofaznom sustavu(@apg Larroche
2004), te je u ti svrhu u ovom radu navedena rgakmiovedena u vodenom mediju i dvofaznom sustasksdn-voda
koriStenjem raztiitih omjera.

3.3.1. Biokatalittka oksidacija heksanola pofonepermeabiliziranih stanica pekarskog kvasca

Eksperimenti provedeni pordo nepermeabiliziranih stanica pekarskog kvascaapahki su na slici 5. Svi prikazani
eksperimenti provedeni su pri protoku zraka od 8@hd iz razloga, 5to je pri nizim protoku reakcija b#aatno sporija
(rezultati nisu prikazani). Uzrok tome je brzinakeije regeneracije NADkoriStenjem respiratornog sustava stanice koja je
bila znatno niZza (cca 10 puta) pri protoku zrakal®ddn?h? ( ks = 0,047 min'). Naime brzina te reakcije je proporcionalna
koncentraciji kisika u mediju koja je pri nizem poku vjerojatno bila preniska. Koncentraciju kisikige bilo moguée mijeriti s
kisikovom elektrodom zbog previsoke koncentractgniga kvasca u sustavu. Stoga je u ovom ekspetiméwpna brzina
reakcije oksidacije heksanola bila limitirana bozimregeneracije koenzima.
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Slika 5. Biokatalittka oksidacija heksanola uz nepermeabiliziran@oi = 0,55 MM;Cwasac= 200 g/L) stanice pekarskog
kvasca uz regeneraciju koenzima dodatkom kisikaudora= 40 mL, T = 25 °© C, glicin pirofosfatni pufer pH = ®uter = 40
mL, gzak= 30 dnihl) a) vodena faza; b) heksan: vodena faza = 7#8ek3an: vodena faza = 5:5

NajviSa konverzija heksanola od 100% je postignutaodenom mediju (Slika 5 a) Sto je u skladu saltatima dobivenim
prilikom ispitivanja oksidacije NADH kataliziran@ <ijelim stanicama kvasca. Naime jedino u vodemnoediju nije doSlo do
povratne reakcije redukcije NAQtablica 5). To zn& da je u ovom sustavu uz konstantan dovod zrakedwtracija NADH
uvijek priblizno jednaka nuli to dovodi do pomigamavnoteZe u smjeru oksidacije heksanola. Korijgetzeksanola u
sustavima sa heksanom je iznosila oko 40 % (sliBabgc). U svim eksperimentima kao glavni prodektptektirana heksan
kiselina Sto zné da odabrani dvofazni sustav nije uspio sgiijelaljnju oksidaciju heksanala u heksan kiselinu.

Matematéki model je dobro opisao provedene eksperimense fgarametri kao Sto se maksimalne brzine reaRéijai Vimy) i
konstante brzine reakcija katalizirane enzimom Al{Hi ko) procijenjeni iz eksperimenata prikazanih na Sidani u tablici
5.
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Tablica 5. Kinettki parametri u reakciji biokatalitke oksidacije heksanola katalizirane ADH i reakolsidacije heksanala
uz AIDH - nepermeabilizirane stanice pekarskog ka&@accharomycesp.

Parametar Vrijednost
V., [U g 21,356

V., [U gw?] 17,545

ki [min] 7,249

ko [min] 0,098

Iz procijenjenih parametara vidi se brzina reakoisidacije heksanola uz nepermeabilizirane staokedva puta sporija
nego uz permeabilizirane (tablica 1.). Tako moZe se zakljiti da je reakcija oksidacije heksanola uz enzinDWAI

pomaknuta u smjeru nastajanja heksan kiselineesto $kladu s dobivenim rezultatima obzirom da ja gtavni produkt
reakcije.

3.3.2. Biokatalittka oksidacija heksanola podwopermeabiliziranih stanica pekarskog kvasca

Eksperimenti provedeni poréo permeabiliziranih stanica pekarskog kvasca pakagu na slici 6. Da se izbjegne limitiranost
kisikom u sustavu svi prikazani eksperimenti pramdsu pri protoku zraka od 30 ém.
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Slika 6. Biokatalittka oksidacija heksanola uz permeabilizirangd+ = 0,55 mMM;Cwasac= 200 g/L) stanice pekarskog kvasca
uz regeneraciju koenzima dodatkom Kisi¥adkora= 40 ML, T = 25 © C, glicin pirofosfatni pufer pH = Yputer = 40 ML, Qzrak =
30 dnth?) a) vodena faza; b) heksan: vodena faza = 7#3ck3gan: vodena faza = 5:5

Kao i uz nepermeabilizirane stanice najviSa konjeerad 100 % je postignuta prilikom oksidacije hafkela u vodenom
mediju. U dvofaznom sustavu ista je bila oko 50 §6,0ko 10 % viSa nego uz nepermeabilizirane st&nieroces
permeabilizacije je doprinio po¥anju brzine reakcije te su ravnotezne konverzijgtigoute i do u dva puta kiam vremenu
nego uz nepermeabilizirane stanice (slika 5). Namede u skladu sa procijenjenim parametrima makisienbrzine reakcije
(Vm1, Vmz, tablica 1 i 5) za obje vrste koriStenih stanibtatematéki model pokazuje dobro slaganje sa eksperimemtalni
podacima. Parametri u reakciji oksidacije heksafala k;) katalizirane sa enzimom AIDH iz pekarskog kvasuasti kao i
kod nepermeabiliziranih stanica (tablica 5).

3.4. Usporedba eksperimentalnih rezultata

Biokataliticka oksidacija heksanola provedena je pém@ermeabiliziranih i nepermeabiliziranih stanicaasca sa
regeneracijom koenzima (NAIDdodatkom kisika. Reakcija se provodila u vodenaiwofaznom sustavu heksan-voda, a kao
produkti reakcije detektirani su heksanal i heksaalina

Usporedba provedenih eksperimenata na bazi dolbivamiverzija heksanola, te iskoristenja na heksanaéksan kiselini su
prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Usporedba rezultata biokataké oksidacije heksanola potonerasttih stanica pekarskog kvasca

| stanice | voda:heksan| Xneksanol | | heksanal | | heksan kiselinal
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1.0 99,3 0,5 99,5
nepermeabilizirane 5:5 36,6 5,0 95,0
3.7 42,8 11,0 89,0
1.0 100 0 100
permeabilizirane 5:5 50,4 3,7 96,3
3.7 47,7 7,16 92,8

Moze se vidjeti se da je najviSa konverzija hek&anhoajvee iskoriStenje na heksan kiselini dobiveno u vodesoistavu uz
permeabilizirane stanice pekarskog kvasca (100 Béy obzira 5to se nije mogla izbjeproizvodnja heksan kiseline u
odabranom dvofaznom sustavu, moze se vidjeti daveoa iskoriStenja na heksanalu rastu sa porastjeiauheksana u
sustavu. Navedeno ukazuje da je heksan ipak u menj@i uspio sprijéiti oksidaciju heksanala. NajviSe iskoriStenje na
heksanalu (11 %) dobiveno je u dvofaznom sustaksdrevoda=3:7 uz nepermeabilizirane stanice pekgrkiasca.

4. ZAKLIWAK

Biokataliticka oksidacija heksanola uz enzim ADH iz pekarskogska je ravnotezna reakcija. Ravnoteza reakcije je
pomaknuta u lijevo, te je iz tog razloga nuzndinefektivan sustav za regeneraciju koenzima. Pridoiokataliticke
oksidacije heksanola uz pekarski kvasac su heksaretsan kiselina. Regeneracija koenzima dodatkisika koriStenjem
respiratornog sustava stanice pokazala se kKakavita metoda u ovom sustavu. Oksidacija heksamnal permeabilizirane
stanice kvasca je znatno brza nego uz nepermeednikz

U vodenom sustavu postignuta je 100 %-tna konwetmksanola. U dvofaznim sustavima uzrok nize kiijgeheksanola je
spontana reakcija redukcije koenzima NAKatalizirane sa stanicama kvasca u reakciji reg&ije koenzima dodatkom
kisika. IskoriStenje na heksanalu u dvofaznom swstaste sa porastom udjela heksana u sustavur leblsana kao
organskog otapala u dvofaznom sustavu se nije jpokabbar jer nije izbjegnuta daljnja oksidacija dakala u heksan
kiselinu. Pretpostavljeni mateméti model biokatalittke oksidacije heksanola uz permeabilizirane i n@gabilizirane
stanice kvasca dobro je opisao pokuse provedeondenom i dvofaznom sustavu.

SIMBOLI

c molarna koncentracija [mmol dth
d promjer kivete spektrofotometra [cm]

I iskoristenje [-, %]

k konstanta brzine reakcije prvog ili drugog redanfin mmot*dnmmin?]
K koeficijent raspodjele [-]

Ki konstanta inhibicije [mmol dr

Km Michaelis-Menteriina konstanta [mmol dif}

Ksm koeficijent prijenosa mase [cm i

Ozak  Vvolumni protok zraka [dfh]

reakcijska brzina [U crf) U dnd]

volumen [cnd]

maksimalna brzina reakcije [U migU gw™]

vrijeme [min]

temperatura [°C]

konverzija [-, %]

><—|"’3<<"‘

LITERATURA

Arifin A.A., M.M. Don and M.H. Uzir (2011). Bak&yr yeast mediated biotransformation of geranial aitronellol using a
continuous closed-gas-loop bioreactor (CCGLB) sys&iochem Eng, b6, 219-224.

TEDI Vol 6 (2016) page 66



International Interdisciplinary Journal of Young Scientists from the Faculty of Textile
Technology

Bakker, B. M., K.M. Overkamp, A.J.A. van Maris, Rotter, M.A.H. Luttik, J.P. van Dijken and J. T.dhk (2001).
Stoichiometry and compartmentation of NADH metasmolin Saccharomyces cerevisid€EMS Microbiol Rey25, 15-
37

Becerra A.J., R. Martinez, M.C. Huff and M.A. Bate (2005). Catalytic synthesis of butylketene ardytketene from
hexanoic acid and octanoic acid on functionalizkcasmonoliths at short contact time3atal Today,107-108 244-249.

Bencze L.C., C. Paizs, M.I. and §g F.D. Irimie (2010). Substituent effects on tterenchemical outcome of the baker's
yeast-mediated biotransformationcehydroxy- ando-acetoxymethyl-5-phenylfuran-2-yl-ethanoné&strahedron:
Asymmetry21, 356-364.

Capparet, L. and C. Larroche (2004). Oxidation ahiature of 2-(R) and 2-(S)-heptanol to 2-heptanbgeSaccharomyces
cerevisiagn biphasic systenBiocatal Biotransform22, 291-296.

D'Souza, S.F. (1999). Immobilized enzymes in biopss Curr Sci India,77, 69-79.

D'Souza, S.F. (2001). Microbial biosens@®sens Bioelektrgrl6, 337-353.

Gowda, L.R., N. Bachhawat and S.G. Bhat (1991)mRabilization of baker's yeast by cetyltrimethylaomimm bromide for
intracellular enzyme catalysi&Enzyme Microb Tech,3, 154-157.

Ishige, T., K. Honda and S. Shimizu (2005). Whaigamism biocatalysi€Curr Opin Chem Biql9, 174-180.

Karra-Chaabouni, M., S. Pulvin, A. Meziani, D. ThasnD. Touraud, W. Kunz (2003). Biooxidation of exhnol by alcohol
oxidase and catalase in biphasic micellar systeitt®ut solventBiotechnol Bioeng81, 27-32.

Kometani T., Y. Sakai, H. Urai, M. Goto and R. Mats (1998). Effect of aeration conditions on aldihylehydrogenase
activity in yeast cultivation] Ferment Bioeng86, 617-619.

Muller B.L., C. Dean and .M. Whitehead (199bhe industrial use of plant enzymes for the potidn of natural "green
note" flavour compound#n: Etievant P, Schreirer P, ed@ioflavour 95,Dijon (France).

Rodriguez P., B. Reyes, M. Barton, C. Coronel, Bnéhdez, D. Gonzalez and S. Rodrig{Z&11). Stereoselective
biotransformation ofi-alkyl-p-keto esters by endophytic bacteria and yeatol Catal B: Enzym71, 90-94.

Schade, F., J.E. Thompson and R.L. Legge (2003).d0s plant-derived enzyme template for the pradooof the green-
note volatile hexanaBiotechnol Bioeng84, 265-273.

SCIENTIST handbook, (1986—1995). 110-300, Micror@atBalt Lake City.

V.D. Silva, B.U. Stambuk and M.G. Nascimento (20E€f)cient chemoselective biohydrogenation of 1i8rd-2-propen-1-
ones catalyzed b$accharomyces cerevisigeasts in biphasic systethMol Catal B: Enzym63, 157-163.

Verachert H and R. De Mot (199¥pasts: Biotechnology and Biocatalysid2-113, Marcel Dekker, New York.

Vrsalovic Preséki, A. andb. Vasi-Ratki (2009). Mathematical modelling of the dehydroges catalyzed hexanol oxidation
with coenzyme regeneration by NADH oxidaBeocessBiochem 44, 54-61.

Vrsalovic Preséki, A., K. MakovSek and. Vasi-Ralki (2012). Coenzyme regeneration in hexanol oxadatatalyzed by
alcohol dehydrogenasappl. Biochem. Biotechndl67, 595-611.

Yang, M.H. and Y.M. Choong (2001). A rapid gas chatograpic method for direct determination of stobwin (G-Ci»)
volatile organic acids in foodcood Chem75, 101-108.

Bakker, B. M., K.M. Overkamp, A.J.A. van Maris, Rotter, M.A.H. Luttik, J.P. van Dijken and J. T.dhk (2001).
Stoichiometry and compartmentation of NADH metasmolin Saccharomyces cerevisid€EMS Microbiol Rey25, 15-
37

TEDI Vol 6 (2016) page 67



