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Sazetak

Novi potenciometrijski amilazni senzor

Amilaze su vazni bioloski i industrijski enzimi koji kataliziraju hidrolizu Skroba.
Nehidrolizirani $krob, ¢ija je koli¢ina obrnuto proporcionalna koncentraciji amilaze,

stvara kompleks s trijodidom smanjujuéi pritom pocetnu koncentraciju trijodida.

Promjena koncentracije trijodidnog iona (koji postoji jedino uz suvisak jodidnih iona)
izaziva promjenu vrijednosti omjera redoks-para trijodid/jodid, $to prema Nernstovom
izrazu uzrokuje promjenu redoks-potencijala redoks-senzora. Ta je promjena u direktnoj

korelaciji s koncentracijom a-amilaze.
U istrazivanju je predloZzen teoretski model odziva platinskog redoks-senzora.
Eksperimentalni podaci usporedeni su s predlozenim teoretskim modelom uz odabir i

optimiranje parametara senzora i sastava analita.

Senzor je testiran na modelnim i realnim (industrijskim i bioloskim) materijalima koji

sadrze a-amilazu. Rezultati su usporedeni sa standardnom metodom.

Kljuéne rijeci: a-amilaza, potenciometrijski senzor, Skrob, trijodid



Summary

A new potentiometric amylase sensor

Amylases are important biological and industrial enzymes, which catalyse the hydrolysis
of starch. The nonhydrolysed starch, which amount is inversely proportional to the
amylase concentration, forms a complex with triiodide reducing accordingly initial

triiodide concentration.

The change of triodide ion concentration (which exists only in excess of iodide ion)
causes the change of the triiodide/iodide redox-couple ratio, which results with the
changes of the electrode potential of a redox-sensor. These changes are directly

correlated with a-amylase concentration.
Theoretical model for sensor response has been proposed in these investigations. The
experimental data were compared with proposed theoretical model in which the sensor

response parameters and analyte properties were estimated and optimized.

The sensor was tested on the model and real (industrial and biological) a-amylase

containing materials. The results were compared with the standard methods as well.

Key words: a-amylase, potentiometric sensor, starch, triiodide
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1. UVOD

Alfa amilaza (EC 3.2.1.1) je enzim koji hidrolizira unutarnje a-1,4-glikozidne veze u Skrobu,
a produkti su glukoza, maltoza 1 dekstrin. Alfa amilaza nalazi se u biljkama, zivotinjama i
mikroorganizmima. Siroko se upotrebljava kod industrijske hidrolize §kroba u $eéere, u
prehrambenoj industriji, pekarstvu, proizvodnji piva, sokova i drugih napitaka. Alfa amilaza
ima znacajnu ulogu kod industrije detergenata, kao enzim koji u kombinaciji s proteazama
Cisti zaprljanja. Bioloski uzorci, kao §to su serum, urin i slina takoder sadrze alfa amilazu.

Visoka aktivnost amilaze u slini u korelaciji je sa stresom i1 pojavom karijesa.

Kao supstrat za alfa amilazu koristi se $krob. Skrob je jedan od glavnih polisaharida koje
biljke koriste kao pricuvu energije. Sastoji se od amiloze 1 amilopektina. Trijodidni ion ulazi u
njihovu helikalnu strukturu i ispunjava Supljinu, Sto se manifestira pojavom modre boje

kompleksa Skrob-trijodid.

Amiloliticku aktivnost tesko je odrediti, Sto se reflektira u raznolikosti analitickih postupaka
koji su poznati do sada. Postoje tri glavna tipa (redosljednom ucestalosti citiranja): a) metode
koje mjere porast reducirajuée snage (reducing power) mjerenjem reducirajuc¢ih Secera
nastalih hidrolizom supstrata. Postupak se naziva saharogenska metoda, a koristi se metoda s
dinitrosalicilnom kiselinom (DNSA) ili Nelson—Somogyi metoda'. b) mjerenjem obojenosti
preostalog Skroba formiranjem kompleksa Skrob-trijodid u amiloklasti¢noj metodi, koju je
razvio Fuwa®. Metodom se mjeri smanjenje apsorbancije u otopini kompleksa $krob-trijodid
¢) upotrebljavaju se i kolorimetrijske metode gdje je boja® kovalentno vezana za $krob, a

produkt je netopljivi materijal koji se odijeli.

Cilj je ovoga istrazivanja razviti novu, brzu, jeftinu i pouzdanu senzorsku metodologiju za
kvantificiranje amilaze u bioloSkim i industrijskim uzorcima upotrebom potenciometrijskih
senzorskih principa. Uz neke modifikacije metodologije, postoji moguénost potencijalne
primjene za razvoj senzora za kvantifikaciju Skroba i moguénost utvrdivanja botanickog

podrijetla Skroba.

Hipoteza ovog rada bazira se na ¢injenici da a-amilaza hidrolizira Skrob koji stvara kompleks

s trijodidom, koji egzistira samo u velikom suviSku jodidnih iona. Promjena koncentracije
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trijodida (proporcionalna je koncentraciji amilaze) izaziva promjenu vrijednosti omjera
koncentracija redoks-para trijodid/jodid 1 uzrokuje promjenu redoks-potencijala redoks-

s€nzora.
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2. OPCI DIO

2.1. AMILAZE i a-AMILAZA

Amilaze su enzimi koji hidroliziraju molekule skroba, dajuéi pri tom niz produkata,
kao $to su dekstrini i nizi polimeri sastavljeni od glukoznih jedinica*. Danas su ti enzimi od
velike vaznosti u biotehnologiji, a primjena im seZe od prehrambene, tekstilne, papirne pa sve
do industrije detergenata’, sokova i alkoholnih pi¢a. Amilaze se mogu izolirati iz razligitih
izvora, ukljucujuéi biljke, Zivotinje i mikroorganizme, no enzimi izolirani iz mikroorganizama
najvise zadovoljavaju zahtjevima industrijske primjene. Danas je na trziStu prisutan velik broj
amilaza iz mikroorganizama i skoro su u cijelosti zamijenile kemijsku hidrolizu Skroba u

industriji prerade §kroba’.

Povijest amilaze pocela je 1811. godine kad je Kirchhoff otkrio prvi enzim koji
razgraduje Skrob, proucavanjem probavnih enzima i amilaze u sladu. Puno je kasnije
Ohlsson®, 1930, predlozio klasifikaciju enzima koji hidroliziraju slad na a- i B-amilaze ovisno
o anomernom tipu Seéera koji je nastao hidrolizom. Povijest odredivanja aktivnosti a-amilaze
i problemi oko njezine detekcije datiraju ve¢ od 1831., kada je Leuchs zapoceo proucavati
hidrolizu Skroba pomoc¢u sline. Moderna povijest tog enzima zapocela je 1833. kada su
francuski kemicari Anselme Payen i Jean-Frangois Persoz uspjeli izolirati amilazu iz slada, te

su je nazvali dijastaza.

a-Amilaza (EC 3.2.1.1.) je enzim koji hidrolizira unutarnje a-1,4-glikozidne veze u
Skrobu. Osim kao enzim dobiven iz mikroorganizama, a-amilaza Siroko je zastupljen

sekrecijski enzim jer se nalazi u slini, gusteraci, krvi i urinu.
2.1.1. Distribucija a-amilaze

Amilaze su Siroko rasprostranjene u biljkama, zivotinjama i mikroorganizmima.
Tijekom nekoliko proslih desetlje¢a napravljena su znacajna istrazivanja vezana za produkciju
ekstracelularne oa-amilaze koju proizvode mikroorganizmi’. Veliki kapaciteti i laka
manipulacija mikroorganizmima do Zeljenih karakteristika enzima, daju veliku prednost

mikroorganizmima za proizvodnju amilaza koje imaju veliku primjenu u industriji.



Op¢i dio

a-amilaze su Siroko zastupljeni sekrecijski enzimi jer se nalaze u slini 1 gusteraci ¢ovjeka.

Njihova prisutnost u krvi i urinu pokazatelj je nekih bolesti.

2.1.2. Podjela amilaza

Tablica 1. Amiloliti¢ki enzimi i njihov nagin djelovanja na §krob'*

Nacin Napadnute glikozidne
Ime enzima djelovanja veze Glavni produkti
) 210 Smjesa malto-oligosaharida
a-amilaza E.C. 3.2.1.1.% Endo a-D-(1-4) B
s a-konfiguracijom
B-amilaza E.C. 3.2.1.2.%1° a-D-(1-4) B-maltoza
Egzo
o-amilaza E.C. 3.2.1.20. %" o-D-(1-4) a-glukoza
Egzo
Glukoamilaza o-D-(1-4) i
%10 B-glukoza
E.C.3.2.13.7 Egzo a-D-(1-6)
Linearni malto-oligosaharidi do
Izoamilaza E.C. 3.2.1.68. %" Endo a-D-(1-6) 25 glukoznih jedinica
bez bocnih ogranaka
Pululanaza Razni linearni malto-
810 Endo a-D-(1-6) ] o
E.C.3.2.141.7 oligosaharidi
Egzo-maltotetrao-hidrolaza
- a-D-(1-4) Maltotetraoze
E.C.3.2.1.60. " Egzo
Egzo-maltoheksao-hidrolaza
213 a-D-(1-4) Maltoheksaoze
E.C.3.2.1.98. ™~ Egzo

Enzimi koji imaju sposobnost hidrolize Skroba nazivaju se amiloliticki enzimi, a

hidroliziraju a-D-(1-) O-glikozidne veze i a-D-(1-6) O-glikozidne veze. Amiloliticki enzimi

su podijeljeni prema svojoj aktivnosti prema $krobu u nekoliko podrazreda®’. Razdioba je

napravljena prema konfiguraciji anomernog ugljikovog atoma u produktu (Tablica 1).

a-amilaza

a-amilaze su endo-enzimi koji slu¢ajnim odabirom napadaju unutarnje a-D-(1-) O-

glikoidne veze u Skrobu, osim onih koje su na kraju supstrata ili onih koje se nalaze u blizini

tocke grananja. Krajnji produkti su a-ograniceni dekstrini (a-limit dextrins), razgranati
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saharidi koji se ne mogu viSe hidrolizirati, i malto-oligosaharidi s razli¢itim stupnjem

polimerizacije (DP), karakteristi¢cnim za pojedini enzim.

a-amilaze su kalcijevi metaloenzimi i ne mogu funkcionirati u odsutnosti kalcija.
Nasumic¢nim djelovanjem uzduz Skrobnog lanca, a-amilaza kida duge ugljikohidratne lance u

maltotriozu i maltozu iz amiloze, ili maltozu, glukozu i dekstrin iz amilopektina (Slika 1).

a-amilaza
& .
H H H H g .‘:-;-
HO-C* Ho-C* HO-C Ho-C* T\G@s{‘ﬁ{z
H O H H O H H O H H Gt &
I XA KA KT Soobeto
s o 0
H H H H A H H H H
Skrob =
a-amilaza
OH
HO ° OH oH A A Eadar
HO ™~ o reducirajuci seceri
& H
HO OH HO OH
HO OH
W
%%& o T Q
*Qo v %0 vO "o OH
OH
maltoza glukoza

Slika 1. Biokataliticka razgradnja Skroba

Slika 2. [judska a-amilaza (iz gusterace). Kalcijev ion je vidljiv na dijagramu kao bijela

kuglica, dok je kloridni ion zelen.
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a-amilaza djeluje brze od B-amilaze jer moze djelovati bilo gdje na Skrobnom lancu.

Kod zivotinja ona je glavni probavni enzim, a optimalni pH=6,7-7,0.

U ljudskoj fiziologiji postoje amilaze iz gusterace (Slika 2.) 1 sline (Slika 3.). To su
takoder o-amilaze. a-amilaze se nalaze i kod biljaka (jeCam), gljiva (rod Ascomycetes 1

Basidiomycetes).

Slika 3. Slika prikazuje amilaznu molekulu iz ljudske sline. Kalcijev ion je vidljiv na slici kao

bijela kuglica, dok je kloridni ion zelen.

p-amilaza

Druga vrsta amilaze je f-amilaza. B-amilazu sintetiziraju bakterije, gljive i biljke. B-
amilaza djeljuje na nereduciraju¢i kraj Skrobnog lanca 1 katalizira hidrolizu druge o-1,4
glikozidne veze i1 odcjepljuje dvije glukozne jedinice (maltoza) odjednom. Prilikom zrenja
voca B-amilaza razgraduje Skrob u Secer pa zrelo voce ima slatki okus. Obje amilaze prisutne
su u sjemenkama; -amilaza je prisutna prije klijanja, dok se a-amilaze i1 proteaze pojavljuju
kad je klijanje ve¢ pocelo. Amilaza u zitu je kljuéna za proizvodnju slada. Mnogi
mikroorganizmi proizvode amilazu za degradaciju ekstracelularnog $eéera. Zivotinjska tkiva

ne sadrze B-amilazu, iako mozZze biti prisutna kod mikroorganizama u probavnom traktu.
y-amilaza (glukoamilaza)
Pored cijepanja zadnje a-(1-4) glikozidne veze kod nereduciranog kraja amiloze i

amilopektina, proizvode¢i glukozu, y-amilaza cijepa i a-(1-6) glikozidne veze. Suprotno

drugim oblicima amilaza, y-amilaza je najaktivnija kod niskih pH, optimalno pri pH=3.
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2.1.3. Biokemijska svojstva a-amilaza

Specificni supstrat

Opcenito, o-amilaze pokazuju najvecu specifinost prema Skrobu, pa ga slijede

amiloza, amilopektin, ciklodekstrin, glikogen i maltotrioza.

Optimalni pH i stabilnost

Optimalni pH za o-amilaze varira od 2-12'°. a-amilaze iz veéine bakterija i gljiva
imaju optimalni pH od kiselog do neutralnog podrucja.
a-amilaze su opc€enito stabilne kroz Siroko podrucje pH=4-11, medutim nadene su i a-amilaze

koje imaju usko podruéje stabilnosti'®.
Temperaturni optimum i stabilnost

Temperaturni optimum vezan za aktivnost o-amilaze povezan je s rastom
mikroorganizama. Mnogi faktori utjeCu na termostabilnost. Oni ukljucuju prisutnost kalcija,
supstrata i drugih stabilizatora'’.
Inhibitori

Mnogi metalni kationi, posebice ioni teSkih metala, reagensi sa sulthidrilnim grupama,
N-bromosukcinimidi, p-hidroksil merkuri benzojeva kiselina, BSA, EDTA 1 EGTA inhibiraju
a-amilazu.
Kalcij i stabilnost a-amilaze

a-amilaza je metaloenzim, koji sadri najmanje jedan kalcijev ion'’. Afinitet Ca®"

prema a-amilazi puno je jaci od drugih iona. Koli¢ina vezanog kalcija varira od jedan do

deset. U prisustvu kalcija a-amilaze su termostabilnije nego bez kalcija.
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2.1.4. Primjena a-amilaze u industriji

Amilaze spadaju u najvaznije hidroliticke enzime vezane za industriju baziranu na
Skrobu. Komercijalizacija amilaza zapocela je 1984. kao farmaceutski pripravak za lijecenje
probavnih tegoba. Danas amilaze nalaze primjenu za hidrolizu Skroba u mnogim industrijskim
procesima, kao §to su prehrambena, tekstilna, papirna i industrija detergenata. Amilaze su u
potpunosti zamijenile kemijsku hidrolizu u procesnoj industriji hidrolize Skroba. Danas
amilaze zauzimaju najveéi dio svjetskog trzista enzima'®. Dostupno je nekoliko razligitih
pripravaka amilaza razliCitih proizvodaca enzima za specificnu primjenu u razliitim
industrijama. Opsezan izvjestaj o komercijalnim primjenama o-amilaze dali su Godfrey i

West"”.
Industrija proizvodnje kruha i peciva i kao dodatak protiv zgusnjavanja

Amilaze se koriste u pekarstvu. Vrlo Cesto koristi se amilaza iz plijesni, koja izaziva
djelomi¢nu razgradnju Skroba. Treba posebno istaknuti skra¢ivanje vremena pripravljanja
tijesta za 30-50% pri upotrebi amilaza. Pekarski proizvodi ostaju duze svjezi ako im se dodaju
amilaze. Takoder se upotrebljava pri likvefakciji i saharifikaciji Skroba.

Upotreba amilaza u proizvodnji piva, alkohola i vina

Pri upotrebi enzima u pivovarskoj industriji proces proizvodnje piva se ubrzava, a

konacni proizvod je bistriji 1 stabilniji.

Za oSecerenje Skrobnih sirovina u proizvodnji alkohola svi moderni procesi koriste

amilaze. Rezultat njihovog koriStenja oc€ituje se 1 u povecanju iskoriStenja sirovine.
Industrija detergenata

Enzimi su danas sastavni dio detergenata. Oni ¢ine 25-30% u globalnoj potrosnji

. 20 . .. . . .. . .. . .
enzima~ . Glavna je prednost primjene enzima ta $to su uvjeti za pranje puno blazi i manje

10
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agresivni. PrijaSnji su detergenti za automatsko pranje suda bili jako grubi i1 hrapavi pa su
uzrokovali osteéenja na finom kineskom i drvenom posudu. Ta c¢injenica natjerala je
industriju detergenata da potraZe neka njeznija i u¢inkovitija rjesenja®'.

Enzimi takoder dopustaju snizavanje temperature Sto donosi znacajne ustede u energiji te je
ekoloski puno prihvatljivije. Nadalje enzimi zamjenjuju kemikalije koje bi Stetile okoliSu,
mogu se dobiti iz obnovljivih izvora, bioloski su razgradivi i mogu biti pusteni u prirodu bez

Stetnih utjecaja na vodenu floru i faunu®.

a-amilaze koriste se u praskastim detergentima od 1975. Danas 90% svih tekuc¢ih
detergenata sadrzi a-amilazu® i zahtjevi za a-amilazom sve vise rastu. Jedan od limitirajuéih
faktora za a-amilazu u detergentima je osjetljivost enzima na kalcij, pa se stabilnost znacajno
naruSava u okolini s niskim koncentracijama kalcija. Vec¢ina divljih tipova o-amilaze
osjetljiva je na oksidanse koji se opéenito nalaze u svim formulacijama detergenata. Stabilnost
prema oksidansima postignuta je upotrebom kombinacija s proteazama. Znanstvenici iz dvaju
vodec¢ih dobavlja¢a enzima, Novozymes i1 Genencore International, genetiCkim su
inZenjerstvom uspjeli poboljsati stabilnost amilaza prilikom izbjeljivanja**. Poboljsanom
stabilnosti prema oksidaciji poboljSani su uvjeti skladiStenja i svojstva mutiranih enzima
tijekom izbjeljivanja. Genencore International i Novozyme predstavili su svoje nove

proizvode pod zasti¢enim robnim imenima Purafect OxAm® i Duramyl®.

2.1.5. Analiza u klinickoj kemiji

S otkrivanjem novih granica u biotehnologiji, opseg primjene amilaza prosirio se na
mnoga druga podrucja kao Sto su klinicka, medicinska i analiticke kemija. U medicinskim i
klini¢kim podrucjima postoji nekoliko procesa koji ukljuc¢uju primjenu amilaza. Opisana je
primjena tekuceg stabilnog reagensa baziranog na a-amilazi za upotrebu u Ciba Corning

. ey .. 25
Express sistemu za klinicku kemiju™.

Razvijena je metoda za detekciju visih oligosaharida koja takoder upotrebljava
amilazu®®. Tvrdi se da je ta metoda uginkovitija od testa srebrovim nitratom. Za procesno

;. . .. .- .27
pracenje a-amilaze razvijeni Su 1 biosenzori”.
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a-amilaza se takoder nalazi u bioloSkim sustavima, kao $to su gusteraca, slina i urin, te
njezino odsustvo ili visoka aktivnost moze ukazivati na neke bolesti. Primjerice visoka
koncentracija, odnosno aktvnost a-amilaze u slini u korelaciji je sa stresom, zatim klinicki
akutni pankreatitis koji je karakteriziran akutnom abdominalnom boli i povecanom razinom
enzima u krvi i/ili urinu. Studije ukazuju da je pankreasna o-amilaza klinicki osjetljiva 1

dijagnosticki u¢inkovita za dijagnozu akutnog pankreatitisa.

Amilaza i stres

Sredinom proslog stoljeéa, 1935., Salye i McKeown®® definirali su stres kao odgovor
covjeka na vanjske stimulanse. Tijekom godina pokusavalo se na razli¢ite nacine izmjeriti
koli¢inu stresa, npr. otkucaji srca, krvni tlak, razina hormona itd. Te metode ukazivale su na
objektivne probleme prilikom mjerenja, tako da je to¢nost rezultata bila upitna. Bilo je tesko

skupiti uzorke neinvazivnim tehnikama u danom trenutku.

Izlu¢ivanje sline, odnosno koli¢ine a-amilaze u slini regulirano je simpatickim
ziv€ano-adrenomedularnim sustavom, koji je pod kontrolom norepinefrina, u zlijezdama
slinovnicama. Problemati¢no je mjerenje razine hormona, a mjerenje aktivnosti a-amilaze u
slini je zapravo u direktnoj korelaciji sa stresom, gdje zlijezde slinovnice djeluju kao pojacalo
niske razine norepinefrina. Mjerenjem aktinosti a-amilaze u slini zapravo se moze
kvantitativno odrediti stres i to unutar par minuta. Tu korelaciju dokazali su Yamaguchi®® i
suradnici, 2001, te su i razvili uredaj za sakupljanje sline i1 jednokratni senzor s

automatiziranom metodom za odredivanje aktivnosti a-amilaze u slini.

12



Op¢i dio

2.2. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI a-AMILAZE

Povijest odredivanja aktivnosti a-amilaze i problemi oko njezine detekcije datiraju veé
od 1831., kada je Leuchs zapoCeo proucavati hidrolizu Skroba pomocu sline. Do 1980.
razvijeno je oko 200 metoda za odredivanje aktivnosti, a baziraju se na devet razli¢itih

principa i na raznovrsnim supstratima.

a-amilaze odreduju se biokataliticki, pri ¢emu se koristi topljivi Skrob ili modificirani
Skrob kao supstrat. a-amilaza (EC 3.2.1.1.) je enzim koji hidrolizira unutarnje a-1,4-
glikozidne veze u $krobu, a produkti su glukoza, maltoza i dekstrin. Za odredivanje aktivnosti
o-amilaze nekoliko je dostupnih metoda®. One se baziraju na smanjenju intenziteta boje
kompleksa trijodid-Skrob, porastu koncentracije reduciraju¢ih Secera, degradaciji supstrata
koji ima kovelentno vezanu boju ili u smanjenju viskoznosti suspenzije Skroba. Pregled nekih

metoda za odredivanje aktivnosti a-amilaza prikazan je u Tablici 2.
2.2.1. Opticke metode
2.2.1.1. Smanjenje intenziteta boje kompleksa trijodid-Skrob, amiloklasti¢ni postupak

Skrob s trijodidom formira kompleks izrazito plave boje’' i s progresivnom hidrolizom
Skroba ta se boja mijenja u crveno-smedu. Na tom se svojstvu bazira nekoliko postupaka za
kvantitativno odredivanje amilaze. Ta metoda odreduje dekstrinizirajuéu aktivnost

(dextrinising activity) a-amilaze smanjenjem intenziteta plave boje’>>",

Wohlgemuth®® je 1908. razvio metodu za odredivanje aktivnosti a-amilaze koja se

bazirala na nestanku plave boje kompleksa skroba i trijodida uslijed hidrolize Skroba.

Smith 1 Roe su 1948. adaptirali prijaSnju amiloklasticnu metodu za odredivanje
aktivnosti a-amilaze. Za to su upotrijebili reakciju Skroba s trijodidom pri ¢emu su koristili
kolorimetar koji je odstranio dotadasnja ogranicenja pri kojima se zavrSna tocka odredivala
vizualno. Tvrdili su da ova metoda zahtijeva manje vremana od saharogenskih metoda, da je

jednostavna i primjenjiva za odredivanje aktivnosti a-amilaze u krvi i urinu. Isti autori su
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1957.%¢ objavili modifikaciju svoje metode, pri emu su smanjili poetne ukupne volumene

reaktanata i dobili joS bolje rezultate.

Odredivanje dekstrinizirajuce aktivnosti

Za odredivanje dekstrinizirajuce aktivnosti a-amilaze koristi se $krob kao supstrat i
nakon inhibiranja reakcije pomo¢u HCl, doda se otopina trijodida. Smanjenje apsorbancije na
620 nm prati se prema kontrolnom uzorku. Smanjenje apsorbancije za 1% ekvivalentno je

jednoj jedinici enzima“.

Neki su autori’”® uspjesno spojili originalne postupke za odredivanje aktivnosti s

analizom injektiranja u protok (FIA) $to je opisano u poglavlju 2.2.4.

Metoda po Sandstedt Kneen i Blishu (SKB)

SKB metoda® najvise se primjenjuje za odredivanje amilaza u pekarskoj industriji.
Djelotvornost amilaza opisuje se SKB jedinicama. Ta se metoda uglavnom Kkoristi za
izrazavanje amiloliticke (dijastaticke) djelotvornosti slada, a ne za samo izrazavanje aktivnosti

a-amilaze.

Metoda iz Indijske farmakopeje/Japanske farmakopeje
Indijska farmakopeja®'

Ova metoda, opisana u Indijskoj farmakopeji, upotrebljava se za izracunavanje
aktivnosti a-amilaze i definira se kao gram hidroliziranog Skroba po dodanom volumenu
enzima. Ovaj postupak ukljucuje inkubaciju pripremljenih, sistematski razrijedenih otopina
enzima, u puferiranom Skrobu (pH=6) kao supstratu u periodu od jednog sata na 40°C.

Otopini se doda otopina trijodida Uzorak koji ne pokazuje plavo obojenje sluzi za
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izraCunavanje aktivnosti po gramu hidroliziranog Skroba. Ta se metoda koristi za odredivanje
aktivnosti a-amilaze kod Zitarica.

Japanska farmakopeja**

OsusSeni $krob doda se u otopinu natrijevog hidroksida pri ¢emu otopina poprima
oblik paste. Pasta se otopi u odmjernoj tikvici u acetatnom puferu. Koncentracija skroba u
otopini definirana je masom Skroba po litri podijeljenoj s molekulskom masom monomernih
jedinica (glukoze). Standardna otopina a-amilaze pripremljena je otapanjem 10 mg
biodiastaze 1000 u 500 ml 0.1 M acetatnog pufera (pH=5.0) koja sadrzi 6 mM CaCl, 1 20 mM

NaCl. Dodatak CaCl, i NaCl otopini amilaze stabilizira enzimatsku aktivnost.

2.2.1.2. Porast reduciraju¢ih Seéera, saharogenski postupak ili metoda s

dinitrosalicilnom kiselinom (DNSA)

Hidrolizom Skroba nastaju Seceri sa reduciraju¢im krajevima. Njihova se koli¢ina
moze izmjeriti ovom metodom, koriste¢i neki oksidans.
Ovom se metodom odreduje porast reducirajucih Secera kao rezultat amiloliticke aktivnosti na
hidrolizu §kroba®’. Glavni je nedostatak ove metode spori nestanak boje i razaranje glukoze

pomoc¢u DNSA reagensa.

Sherman, Kendall i Clark* su 1910. razvili metodu, za to doba, velike preciznosti,
kojom se odreduje aktivnost dijastaze na bazi saharogenskog postupka i reduciraju¢e moéi.
Metoda je prilagodljiva i pogodna za odredivanje aktivnosti dijastaze u krvnom serumu.
Somogyi je 1938. prilagodio tu metodu tako da ju je vremenski skratio na 30 minuta. Metoda
se bazira, kao 1 kod prethodnih autora, na odredivanju reduciraju¢ih Secera koji nastaju
hidrolizom, s bakrovim spojem u jako kiselom mediju. Dotadasnje metode bazirane na ovom
principu imale su nedostatak standardizacije vaznih ¢imbenika kao §to su koncentracija H"
iona i sadrzaj elektrolita, koji izravno utje¢u na aktivnost dijastaze. Cak se i javljao problem u
najosnovnijim zahtjevima u uspostavljanju i interpretaciji odnosa izmedu aktivnosti enzima i

koli¢ine supstrata.

Myers45 1 suradnici 1944. predlozili su upotrebu pikrinske kiseline umjesto bakrovih

spojeva. Sljedeca prednost je boja koja je stabilna i lako se moZe mjeriti, a nastaje
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formiranjem natrijevog pikrata. S tehnickog glediSta metoda je jednostavna i zahtjeva
minimum reagenasa, tehnickog iskustva 1 vremena, a preciznija je od ostalih dotadasnjih

metoda.

Teller*® je 1950. prilagodio metodu za odredivanje koli¢ine glukoze koju je razvio
Nelson 1944. za odredivanje aktivnosti a-amilaze. Nelsonova metoda nije bila pogodna za
odredivanje aktivnosti a-amilaze u bioloskim uzorcima, no javila se potreba za koristenjem
istih reagenasa u laboratorijima, prvenstveno zbog ekonomskih razloga i jednostavnosti.
Modificirana metoda bazirala se na smanjenju koncentracije Skroba gdje otopina postaje
bistra, ¢ime je nestala gresSka koja je nastajala uslijed nehidroliziranih ostataka Skroba koji su

izazivali zamuéenje i nemogucnost to¢nog fotometrijskog odredivanja.

Glavni je nedostatak ove metode spori nestanak boje i1 razaranje glukoze pomocu
DNSA reagensa. Da bi se prevladala ova ograni¢enja, razvijena je nova metoda za
odredivanje reduciraju¢ih 3e¢era’’. Upotrebljavaju se Rochelle-ove soli (kalijev natrijev
tartarat) u koje je dodano 0,05 % natrijevog sulfata da se sprijeci oksidacija reagensa. Od tada
se modificirana metoda pocela intenzivnije koristiti za mjerenje reducirajucih Secera i to bez
daljnjih modifikacija u postupku. Za odredivanje reduciraju¢ih Secera koriste se i druge

4
metode™®.

2.2.1.3. Razgradnja supstrata s vezanom bojom

Nekoliko su godina razliite grupe radile na razvoju nove metode za odredivanje
aktivnosti a-amilaze. Poznato je da a-amilaza ima slabiji afinitet (nekoliko redova veli¢ine) za
supstrate manje molekulske mase. Ove metode su bazirane na upotrebi novih tipova supstrata.
Primjerice, na $krob se kovalentno vezu plave boje kao §to su Remazol brilliant Blue R* ili
Cibacron Blue F3 G-A’® kao alternativan supstrat. Sintezu ovih supstrata razvili su
Rinderknecht i1 sur. 1967, a ona ukljucuje dva glavna koraka. Topljivi Skrob se, pomocu boje,
oboji u alkalnim uvjetima. Rezultat je boja kovalentno vezana za Skrob. Obojeni Skrob je
zatim umrezen (cross-linked) dodatkom 1,4-butandiol diglicidetera. To daje netopljivu mrezu
koja bubri u vodi. Enzimatska hidroliza takvog netopljivog derivata Skroba daje topljive
hidrolizirane ostatke Skroba koji nose boju. Ta metoda je jednostavna i osjetljiva za

odredivanje aktivnosti o-amilaze, ali ¢ak 1 minimalne koli¢ine glukoze mogu dovesti do
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pogresnih rezultata uslijed one&is¢enja $kroba dekstrinom. Takoder je razvijena i brza i
osjetljiva mikrometoda za detekciju a-amilaze temeljena na boji vezanoj za Skrob, a koja

uspjesno moze detektirati niske koncentracije enzima, 0-50 ng’'.

Tablica 2. Pregled metoda za odredivanje amiloliticke aktivnosti

Metoda Supstrat Princip reakcije Detekcija
| Saharogenska metoda
e . 15354 Prirodni ili Alkalni fericijanid(III) reduciran do ..
Fericijanid topljivi &krob ferocijanida(II) Spektrofotometrijska
. . Alkalni bakrov(II) ion reducira se do
Nelson- Prirodni ili . . \ .
1,55 e bakrovog(I) iona, boja pomoc¢u Spektrofotometrijska
Somogyi topljivi Skrob .
arsenomolibdata
Prirodni ili Alkalna 3,5-dinitrosalicilna kiselina
DNS* e reducirana do 3-amino-5- Spektrofotometrijska
topljivi Skrob . - S
nitrosalicilne kiseline
CuSO.- Prirodni ili Alkalni bakrovi(Il) ioni reduciraju se

u bakrove(I) ione, boja s 4,4'- Spektrofotometrijska

[ . 56 e ey
Bikinolin topljivi Skrob dikarboksi-2,2"-bikinolinom

Kromogene metode

Endo-napad nakon hidrolize
Cerealpha™ *>"’ BPNPG7* glukoamilaze/a-glukozidaze na p-NP  Spektrofotometrijska
dio, oslobada se p-NP
Egzo-napad i hidroliza o-

Betamyl™ >* PNPG5" glukozidazom na p-NP dio, oslobada Spektrofotometrijska
se p-NP
Skrob sa vezanom AZCL- Oslobadanje plave boje prilikom Vizualno ili
bojom™ amiloza® hidrolize amiloze spektrofotometrijska

Amiloklasti¢éne metode

Hidrolizom kompleksa amiloza-I;-
(plavo) smanjuje se koncentracija Spektrofotometrijska
kompleksa i plavo obojenje

2,60 Skrob ili

Jodometrijska .
amiloza

Viskozimetrija

Visoka konc. Smanjenje viskoznosti otopine uslijed

. . .+ 10
Viskozimetrija $kroba hidrolize

* Blokirana p-nitrofenolmaltoheptaoza
® p-nitrofenolmaltopentaoza
¢ Azo-boja vezana za amilozu

Kao novi supstrati koriste se i nitrofenilni derivati maltosaharida. Metoda radi na

principu mjerenja slobodnih p-nitrofenilnih grupa.

Takoder je opisana i upotreba nereducirajuceg p-nitrofenil maltoheptozida blokiranog
na zavrietku (BPNPG,)>. Blokirajuéa grupa (4,6-O-benziliden) §titi supstrat od hidrolize
egzo-djelujucih enzima, pa je stoga specificna za a-amilazu. Metoda je jednostavna, pouzdana
1 brza, ali je skupa jer ukljucuje upotrebu sintetickih supstrata i specifi¢nih enzima. Zbog toga

je ova metoda ograni¢ena samo na specifi¢ne testove, a ne za rutinsku analizu. Napravljena je
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usporedba te metode s nekoliko priznatih metoda koji koriste Skrob kao supstrat. Reakcija je
praéena promjenom boje kompleksa §krob-trijodid’*. Dobivena je odliéna korelacija izmedu
svake od provedenih metoda, Sto dovodi do zakljuc¢ka da metode daju toCne i pouzdane
podatke o aktivnosti a-amilaze. Obje su metode dostupne komercijalno, medutim, nadeno je

da o-amilaze pokazuje manji afinitet prema supstratima manje molekulske mase®.

2.2.2. Elektroanaliticke metode

Elektrokemijska mjerenja imaju prednost pred ostalima jer su neovisna od utjecaja

, - . . . 2
zamuéenosti i obojenosti otopine®,

Elektroanaliticke metode za odredivanje aktivnosti a-amilaze ve¢inom se svode na
odredivanje produkata nastalih razgradnjom supstrata, odnosno Skroba ili njegovih derivata do
manjih polisaharida ili oligosaharida i glukoze. U osnovi to su zapravo glukozni senzori koji

mjere koncentraciju nastale glukoze, koja je u korelaciji s aktivnosti a-amilaze.

Drugu vrstu ¢ine senzori koji kao supstrat koriste derivatizirani oligosaharid koji
nakon amiloliticke hidrolize daje elektroaktivnu komponentu. Elektroda se podesi na
potencijal pri kojem derivatizirani oligosaharid nije elektroaktivan, a produkt nastao
ektroaktivan hidrolizom je elektroaktivan. Na taj se nacin moze odrediti promjena struje zbog
elektrokemijske aktivnosti elektroaktivne komponente i ona je u korelaciji s aktivnosti a-

amilaze®.
Amperometrijske metode

Barabino®™ i sur. su 1978. razvili su amperometrijski biosenzor za odredivanje aktivnosti a-
amilaze koji se sastoji od viSeslojnog reaktora s imobiliziranim enzimima za glukozu,
odnosno nastalog vodikovog peroksida. U slojevima se nalaze imobilizirane glukoza
oksidaza, katalaza i glukoamilaza ili maltaza i glukoza oksidaza, a troelektrodni sustav je

mjerio koli¢inu nastalog peroksida.

Batchelor® i suradnici su 1988. razvili amperometrijsku metodu za odredivanje

aktivnosti amilaze. Sustav se bazira na enzimatskoj hidrolizi 4-aminofenil oligosaharida kao
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supstrata, pomocu analita a-amilaze i a-glukozidaze. Produkt reakcije je 4-aminofenol, koji se

moze mjeriti elektrokemijski, pri potencijalu od +150 mV (prema SCE).

Zou® i suradnici su 2008. razvili jednokratnu bioprobu baziran na ferocenu. Taj sustav
koristi skrob kao supstrat i dva enzima, glukoza oksidazu i alfa-glukozidazu, imobilizirane na

grafitnu screen printed radnu elektrodu.

Zheng®® i suradnici su 2010., razvili novi jednokratni biosenzor za odredivanje
aktivnosti a-amilaze. Princip se bazira na obavijanju glukoza oksidaze i a-glukozidaze u
kompozitni film sol-gel/Nafion. Kao medijator u prijenosu elektrona koristio se 1,1-dimetil-3-
(2-amino-1-hidroksietil) ferocen (DMAHFc) koji je bio imobiliziran pomoc¢u Nafiona na
screen printed elektrodu. Pod optimalnim uvjetima taj je senzor mogao detektirati amilaznu

aktivnost u rasponu od of 15-980 IU L™ (R* = 0,9523).

Mahosenaho®’ i suradnicu su 2010. konstruirali jednokratnu tri-enzimsku bioprobu za
odredivanje aktivnosti o-amilaze. Metoda se bazira na koli¢ini maltoze koja se oslobodi
hidrolizom maltopentoze u prisustvu a-amilaze. Biosenzor je izraden koimobilizacijom a-
glukozidaze, glukoza oksidaze i mutarotaze na screen printed elektrodi koja je modificirana s

Prusko plavim. Mjeriti se moze u samo jednoj kapi analita.
Voltametrijske metode

Gnedenko® i sur. su 1997. tvrdili da mogu upotrijebiti ciklitku voltametriju na
rotirajucoj disk elektrodi (CVA/RDE) za promatranje depolimerizacijskih enzimatskih
reakcija u sustavu (ferocen)amiloze kao supstrata i a-amilaze. Rast grani¢ne struje (limiting
current) kroz vrijeme, u prisutnosti enzima, proporcionalan je koliini enzima, odnosno
njegovoj aktivnosti. Usporedili su rezultate dobivene ovom CVA/RDE metodom s 3,5-
dinitrosalicilnom i1 Somogyi—Nelson-ovom metodom, pri ¢emu se ova metoda pokazala

boljom, osobito pri malim koncentracijama enzima. Ovaj je postupak i puno jednostavniji.
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2.2.3. Referentne metode

U ovom radu koriStene su dvije referentne metode za odredivanje aktivnosti a-amilaze.
To su Konelab Arena 30 referentna metoda na autoanalizatoru i Fuwa metoda koja je detaljno

opisana u poglavlju Metodika (3.3).

Autoanalizator Konelab Arena 30

Kao referentna metoda koristi se metoda za odredivanje aktivnosti a-amilaze na
analizatoru (Thermo Clinical Labsystems, Konelab Corporation Espoo, Finland, Model
Konelab Arena 30) koja koristi 4,6-etiliden-(Gy)-1,4-nitrofenil-(G;)-a,D-maltoheptozid
(etiliden-G7PNP) kao supstrat za a-amilazu. Produkt je Zuto obojeni p-nitrofenol i odreduje se

spektrofotometrijski na 405 nm.

Nastanak p-nitrofenola moze se promatrati uredajem Konelab 30. Slika 4. prikazuje

tijek reakcije hidrolize etiliden-G7PNP-a do p-nitrofenola.

Aktivnost Duramyla mjeri se u KNU(D) (Kilo Novo a-amylase Units (Duramyl))

prema standardu enzima deklarirane aktivnosti.

Reakcijski uvijeti su:

- pH=7,15

- temperatura = 37°C

- valna duljina = 405 nm

- reakcijsko vrijeme = 5 min

- vrijeme mjerenja = 2 min
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E-GGGGGGGO—@ NOo

etiliden-G;-p-nitrofenil-maltoheptozid

a-amilaza

E-G1 -6 : G1-6 . O_@ NO2

etiliden-G,, G,-p-nitrofenil

a-glukozidaza

G + HO-@NOZ

p-nitrofenol

glukoza P
zut, 405 nm

Slika 4. Tijek reakcije nastanka p-nitrofenola hidrolizom iz 4,6-etiliden-(G7)-1,4-nitrofenil-

(G1)-a,D-maltoheptozida (etiliden-G7PNP)

Specificnost, podrucje i granica detekcije

Metoda je specificna za sve enzime koji mogu hidrolizirati etiliden-G;PNP. Kalcij
stabilizira enzime. Radno podrucje je u rasponu od 0,015 — 0,045 KNU(D)/ml za kona¢nu
otopinu. Granica detekcije je 0,3 KNU(D) za minimalnu pripremu 1,25 g uzorka u 25 mL.
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2.2.4. Mikrofluidi¢ke instrumentalne metode

Analiticki postupak s injektiranjem u protok prvi put su opisali Ruzicka i Hansen
1975. godine®. Na samom pocetku razvoja ove tehnike cilj je bio poveéati brzinu odredivanja
1 ucinkovitost odredivanja serijskom analizom uzoraka. S vremenom su se iskristalizirale 1
druge niSta manje znafajne osobine ove tehnike. Zahvaljujuéi visokom stupnju
automatizacije, moguce je otkloniti subjektivne pogreske analiti¢ara, Sto utjece na to¢nost i

preciznost odredivanja.

Neki su autori’’ uspjeno spojili originalne spektrofotometrijske i amperometrijske
postupke za odredivanje amilaze s analizom injektiranja u protok (FIA) i sekvencijalnom
injekcijskom analizom (SIA). Upotreba senzora™ u protoénim mikrofluidiénim sustavima

poveéava kvalitetu analitickih informacija’".

2.2.4.1. Elektrokemijski senzori

Jedan od novijih primjera je amilazni biosenzor kojeg su razvili Zajoncova’ i
suradnici, 2004. Radi se 0 novom biosenzoru ugradenom u analitiku s injektiranjem u protok.
Metoda se bazira na odredivanju maltoze, koja nastaje kao produkt hidrolize Skroba a-
amilazom. U proto¢nom sustavu maltozu je moguée mjeriti zahvaljujuci upotrebi peroksidne
elektrode s enzimskom membranom. Membrana sadrzi imobiliziranu glukoza oksidazu, o-
glukozidazu i mutarotazu na celofanu. a-glukozidaza hidrolizira maltozu do a-D-glukoze,
koju mutarotaza konvertira u B-D-glukozu. B-D-Glukoza odreduje se pomocu glukoza

oksidaze.

Jo§ jedan biosenzor razvili su Yamaguchi’® i suradnici, 2002. Standardni biosenzori
priredeni su imobiliziranjem enzima na elektrodu (enzimsku elektrodu) i da se mjeri aktivnost
ovisna o supstratu. Ovaj biosenzor zapravo koristi obrnuti princip, jer se mjeri aktivnost o-
amilaze koja nije imobilizirana. Kao supstrat koristi se maltopentaoza, a analiza injektiranjem
u protok koristi se za neprestano doziranje maltopentaoze u sustav. a-glukozidaza
imobilizirana je na prednju membranu, jer ima niZzu enzimatsku aktivnost, a glukoza oksidaza,
s viSom aktivnosti, imobilizirana je na radnu elektrodu, pa funkcionira kao amperometrijski

biosenzor. A-amilaza hidrolizira supstrat maltopentaozu. Produkti koji nastaju, maltoza i
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maltotrioza dalje se hidroliziraju a-glukozidazom do glukoze, koju glukoza oksidaza oksidira
do peroksida koij se mjeri. Ovaj biosenzor razvijen je u svrhu mjerenja aktivnosti a-amilaze u
slini.

Posto je taj sustav relativno velik i glomazan isti je autor sa suradnicima’* 2005,
konstruirao slican minijaturizirani senzor na ravnom Cipu (flat-chip). Radi se o
mikroanalitickom enzimskom senzoru koji radi po principu mikroelektromehanic¢kih sustava
(Micro-Electro-Mechanical Systems, MEMS), a umjesto imobilizirane a-glukozidaze koristi

se maltoza fosforilaza, ¢ime se povecava osjetljivost predloZene metode.

Nikolelis” i sur. napravili su sustav s injektiranjem u protok za odredivanje aktivnosti
a-amilaze, koji ukljucuje glukozu kao krajnji produkt, te elektrokemijski detektor za kisik s
amperometrijskim sustavom od tri elektrode. Ova metoda testirana je na realnim uzorcima

kao Sto su krvni serum 1 urin. Granica detekcija metode je 0,357 U/ml.

Ohura’ i sur. 1998. predlozili su potenciometrijski sustav s injektiranjem u protok.
Sustav je jako osjetljiv 1 bazira se na upotrebi redoks-reakcije heksacijanoferata(Ill) sa
SeCerima koji nastaju kao produkt enzimatske hidrolize Skroba a-amilazom.
Heksacijanoferat(IlIl) prelazi u heksacijanoferat(Il). Upotrebljava se protocni tip redoks-

elektrode. Granica detekcije je 6,0 x 10 U/ml.

2.2.4.2. Opticki senzori

Proto¢ni se sistemi sastoje od injekcijskog ventila, peristalticke pumpe, fotometra s
proto¢nom Celijjom 1 filterom od 570 nm te citata. Uzorci reagiraju sa Skrobom u
inkubacijskoj zavojnici prije nego se doda trijodid. Tada se o€ita apsorbancija na 570 nm. Ta
metoda ima mnoge prednosti, uklju¢ujuéi veliku brzinu uzimanja uzoraka, brzi odgovor,

prilagodljivost i jednostavnu instrumentaciju.

S obzirom na visoku vaznost i1 zastupljenost odredivanja a-amilaze u dijagnostici i
kvaliteti hrane, vrlo je vazno da se njezina aktivnost odredi objektivno i visokoselektivno.
Upotrebom analize s injektiranjem u protok (FIA), mogu se dobiti realni i tocni podaci
kontinuirano. Za on-line mjerenja’® enzimatske aktivnosti u praéenju bioprocesa FIA mjerenja

su vrlo vazna. Recktenwald’’ i sur. predlozili su 1985. spektrofotometrijsko on-/ine pracenje
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enzima u procesima nakon biotehnoloSke obrade u reaktoru. Pregled upotrebe FIA sustava za
odredivanje enzima dali su Luque de Castro i Fernandez-Romero’®.

O'Neil i Gochman” su 1970. opisali automatiziranu metodu baziranu na
Somogyjevom saharogenskom postupku. Kao instrumentaciju su upotrebili uobicajni
autoanalizator. U uzorak, odnosno inkubacijsku smjesu, stavlja se glukoza oksidaza i katalaza
koji razlazu nastalu glukozu. Maltoza i ostali reducirajuéi oligosaharidi koji su nastali
amilolitickom aktivno$¢u 1 mogu se dijalizirati, mjere se pomocu reakcije bakra i
neokuproina, koju je opisao Bitter®. Metoda ima prednosti jer mozZe koristiti male koli¢ine
Skroba, nema interferencija s proteinima i puno je preciznija od do tada razvijenih
automatiziranih jodometrijskih metoda, a i znaCajno je smanjeno vrijeme inkubacije — na 5

minuta.

Hansen®’ je 1984. uklopio spektrofotometrijsku tehniku, baziranu na razgradnji $kroba

pomocu a-amilaze i mjerenju ostataka kompleksa Skrob-trijodid, u FIA sustav.

Lend!l®' i suradnici (1997.) kombinirali su sustav analize s injektiranjem u protok s
FTIR spektroskopijom kao detektorom za simultano odredivanje aktivnosti o-amilaze.
Hidroliza skroba bila je pra¢ena u srednjem IR podrucju, mjerenjem IR-spektra prije i nakon

hidrolize. Intenziteti u razlikama u spektru u direktnoj su vezi s aktivnosti enzima.

Min® i suradnici predlozili su tehniku sekvencijske injekcijske analize (SIA) za
mjerenja amilazne aktivnosti. Detekcija se bazira na prac¢enju gubitka boje kompleksa Skrob-

trijodid.

Staden i Mulaudzi® su 2000. napravili spektrofotometrijski FIA sustav za odredivanje
aktivnosti a-amilaze. Detekcija se bazirala na reakciji maltoze i ostalih reducirajuéih Secera s

dinitrosalicilnom kiselinom, mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 540 nm.

Blanco™ i sur. su 2000. razvili metodu za pracenje enzimatske hidrolize $kroba
pomocu NIR spektroskopije. Metoda je namijenjena za pracenje aktivnosti o-amilaze i
glukoamilaze u industrijskom procesu enzimatske hidrolize Skroba za upotrebu u
prehrambenoj industriji. Spomenuta metoda koristi NIR spektroskopiju, te je uvedena i

viSekomponentna umjeravanje za simultano prac¢enje parametara tijekom hidrolize.
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2.2.5. Ostale metode

Metode bazirane na mjerenju smanjenja viskoznosti otopine Skroba
Viskozimetrijska metoda bazira se na mjerenju smanjenja viskoznosti paste Skroba uslijed
hidrolize dijastazom. Ovu metodu razvijali su Davison®’, Elman i McCaughan®. Metoda je

brza i jednostavna, medutim, netoc¢na je i ima puno objektivnih pogresaka.

Nefelometrijska metoda

Nefelometrijska®” metoda temelji se na smanjenju rasipanja svijetla (light scattering)
supstrata amilopektina uslijed hidrolize. Za to je potreban poseban instrument, standardi i

umjeravanje za svaku novu dozu supstrata.

Viskozimetrija, turbidimetrija i radiometrija

Viskozimetrija, turbidimetrija i radiometrija® predstavljaju metode koje nemaju
prevelikog znacaja u laboratorijskima analizama. Ove se metode opcenito upotrebljavaju u
pekarskoj industriji da bi se poboljSala kvaliteta brasna, a ne odredila aktivnost a-amilaze.
Metode su bazirane na odredivanju reoloskih osobina tijesta. Metode koje spadaju u ovu
skupinu su test opadaju¢ih vrijednosti (falling number test) i Amiligraf ili Farinograf test.
Metoda opadajucih brojeva (FN), medunarodno je standardizirana i prihvac¢ena za odredivanje

aktivnosti a-amilaze u zitaricama u pripravcima braSno-enzim pri 100 °C.
Metoda bazirana na promjeni mase supstrata

Caldwell i Hildebrandt® su 1935. razvili metodu za odredivanje aktivnosti a-amilaze.
Metoda se bazira na direktnom odredivanju ostataka Skroba kvantitativnim taloZenjem u

etanolu, pri ¢emu talog ne sadrzi dekstrin 1 maltozu. Razlika u masi prije i nakon hidrolize je

proporcionalna aktivnosti a-amilaze.
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.. 90
Fluorescencijska metoda

Opisana je metoda koja se temelji na mjerenju smanjenja fluorescencije kompleksa

oktaamiloze i1 2-p-toluidinilnaftalen-6-sulfonata, koji nastaje uslijed enzimatske degradacije.

Za odredivanje kataliticke aktivnosti o-amilaze koriste se jo§ i elektroforeza’,

. v . . 92 . .. o 4
izoelektriéno fokusiranje’”, kromatografija’ i imunoloske metode™.

2.2.6. Komercijalno dostupne metode za odredivanje aktivnosti a-amilaze

Du Pont aca, Automatic Chlinical Analyser, metoda bazirana je na hidrolizi
maltopentoze pomocu a-amilaze 1 glukozidaze u glukozu, koja se heksokinazom prevodi u
glukoza-6-fosfat. Hidrolizat prati redukciju NAD' u NADH. Reakcija se prati

spektrofotometrijski na 340 nm®’.

Konelab metoda koristi se kao referentna metoda u radu i opisana je u odjeljku

referentne metode (2.2.3.).

Phadebas® test, koristi kromogeni supstrat na bazi $kroba. Nakon dodatka Phadebas
tablete otopini amilaze i inkubacije, otopina se filtrira te se mjeri apsorbanicija na 600 nm.
Postoji 1 test traka kojom se dokazuje postojanje amilaze, odnosno sline na forenzickim
uzorcima $to omogucuje DNA analizu (Phadebas Forensic Press test). Takoder je moguce i

mjerenje aktivnosti amilaze u medu.

Ceralpha® metoda™, predlozena 1987., koristi se za odredivanje a-amilaze u
zitaricama 1 mikroorganizmima. Metoda se bazira na upotrebi definiranog supstrata, p-
nitrofenol maltoheptazida blokiranog na kraju, u prisustvu dva egzo-enzima, a-glukozidaze i
amiloglukoamilaze. Blokirajua grupa na nereducirajuéem kraju oligosaharida sprecava
hidrolizu oligosaharida egzo-enzimima. Kad se doda endo-enzim a-amilaza, dolazi do

hidrolize oligosaharida i oslobada se p-nitrofenol koji se mjeri spektrofotometrijski.

QuantiChrom™ a-Amylase Assay Kit koristi kromogeni supstrat za odredivanje

aktivnosti o-amilaze iz krvi, urina, seruma, plazme i drugih bioloskih uzoraka. Kromogeni
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supstrat amiloza—azure prilikom hidrolize oslobada plavu boju ¢iji se intenzitet (apsorbancija)

mjeri na 591 nm i u direktnoj je korelaciji s aktivnosti a-amilaze.

2.2.7. Nadini izraZavanja aktivnosti a-amilaze

1 KNU (Kilo Novo Unit) je koli¢ina enzima koji razgradi 4870 mg Skroba u jednom satu pri

standardnim uvjetima, pH=5,6, 37°C 1 koncentraciji Ca*" 0,3 mM.
U (Units) Jedan Unit (U) oslobodi 1,0 mg maltoze iz Skroba u 3 minute pri pH=6,9 na 20°C.

Katal (KAT) spada u SI sustav za prikazivanje enzimatske aktivnosti. Katal se definira kao

koli¢ina enzima koja je potrebana za obradu 1 mola supstrata u jednoj sekundi. 1U = 16,67kat

FAU - fungalne amilazne jednice (fungal amylase units), | FAU koli¢ina enzima koji

hidrolizira 5.26 g Skroba na sat. 1 FAU = 249,85 SIGMA

SIGMA jedinice — jedna SIGMA jedinica oslobada 1 mg maltoze iz Skroba u 3 minute pri
pH=6,9. 1 FAU = 249,85 SIGMA.

Broj dijastaze (DN) iskazuje aktivnost dijastaze kao ml 1%-tne otopine Skroba Sto je
hidrolizirana enzimom u 1 g meda za jedan sat pri 40°C . Broj dijastaze odgovara broju na
Goetheovoj ljestvici. Aktivnost dijastaze DN = ml 1%-tne otopine Skroba po g meda/h pri
40°C.

Dekstrinizirajuéa aktivnost (D.A.) racuna se po sljedecoj relaciji:

DA - apsorbancija slijepe probe — apsorbacnija uzorka

- 100 (1)
apsorbancija slijepe probe

Jedna jedinica enzimatske aktivnosti definira se kao koli¢ina enzima potrebna da izazove

smanjenje intenziteta boje kompleksa trijodid-Skrob, za 1 %.

Ceralpha jedinica — 1 jedinica je definirana kao koli¢ina enzima koja je potrebna da se

oslobodi 1 pmol p-nitrofenola u jednoj minuti.
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2.3. POTENCIOMETRIJSKI SENZORI

2.3.1. Potenciometrija

Elektroanaliticka metoda kojom se mjeri razlika potencijala izmedu elektroda
elektrokemijskog ¢lanka uz ravnotezne uvjete - napon ¢lanka mjeri se tako da kroz ¢lanak ne
teCe struja odnosno tece tako mala struja da ona ne utjeCe na mjerljivo stanje ravnoteze na

elektrodama naziva se potenciometrija..

Potenciometrijska se mjerenja uvijek odvijaju u sustavu s dvije elektrode: mjerne
elektrode, odnosno indikatorske elektrode i referentne elektrode. Obje elektrode tvore
poluc¢lanke. Kad se zajedno stave u neku otopinu daju razliku potencijala. Ovisno o
konstrukciji samog poluclanka, nastali potencijal zapravo je zbroj nekoliko zasebnih
potencijala. Pretvorbe vezane za odredivanje potencijala uvijek se javljaju na kontaktima faza,

npr. izmedu otopine i povrsine elektrode.

Referentne elektrode: 1dealna referentna elektroda ima potencijal koji je poznat, stalan
1 potpuno neovisan o0 sastavu otopine analita. Zbog prakti¢nosti standardna vodikova
elektroda Cesto se zamjenjuje mnogo pogodnijim sekundarnim referentnim elektrodama.
Potencijali sekundarnih elektroda pomno su odredeni u odnosu na standardnu vodikovu
elektrodu kako bi se mogli prevesti u potencijal standardne vodikove elektrode.

Neki od primjera referentnih elektroda su kalomelova 1 srebro/srebrov klorid elektroda.

Indikatorska elektroda: 1dealna elektroda daje brz i reproducibilan odziv na promjene
koncentracije iona (ili skupine iona) analita. Iako ne postoji indikatorska elektroda koja je
potpuno selektivna, na trzistu je dostupno nekoliko selektivnih elektroda. Postoje dvije vrste

indikatorskih elektroda: metalne i membranske.

Metalne indikatorske elektrode uglavnom se razvrstavaju kao:
a) elektrode prvog reda,
b) elektrode drugog reda

c) inertne redoks-elektrode.
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Mjerenje potencijala i koncentracija iona

Buduéi da je svaki ion okruZen ionima suprotnog naboja, pojednostavljeno, on vise nije tako
efektivan kao slobodan ion (po Debye—Hiickelovom zakonu). To djeluje na reaktivnost i iznos
potencijala na mjernoj indikatorskoj elektrodi. Aktivitet mjerenog iona ay, koji se nalazi i u
Nernstovom izrazu, povezan je s molarnom koncentracijom cy preko koeficijenta aktiviteta
yvE

ay =y fu (2)

Za razrijedene otopine s koncentracijom ¢)<0.001 M koeficijent aktiviteta fy tezi prema 1 i
aktivitet iona priblizno odgovara koncentraciji. Koeficijent f\; je funkcija ukupne koli€ine

aktiviteta elektrolita.

Matematicki odnos izmedu aktiviteta, ay, iona mjerene otopine i izmjerenog
potencijala izmedu referentne i1 indikatorske elektrode, opisan je Nernstovim izrazom. To se
odnosi samo na idealne slucajeve kad elektroda ima odziv samo na jednu vrstu iona.
Potencijali £, 1 E3 koji se pojavljuju kod redoks-elektroda u Nernstovom se izrazu pojavljuju

kao Ey.

2.303«RT
+—

zF

E=E, loga,, 3)

gdje je:

E = izmjereni potencijal

E(= standardi elektrodni potencijal

R = plinska konstanta, 8.314 J K™ mol™
T = temperatura u K (kelvinima)

z =je naboj iona

F = Faradayeva konstanta = 96500 C (kulona)

Izraz ispred logaritma u Nernstovom izrazu naziva se nagib.

_ 2.303RT
zF

S 4)

Pri standardnoj temperaturi (7' = 298 K) i z = +1 njegova je vrijednost 0.059 V. On u
Nernstovom izrazu, kao faktor, predstavlja teoretski nagib elektrode. S odgovara toc¢no

promjeni potencijala uzrokovanoj porastom aktiviteta ay za faktor deset. Nernstov je izraz
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direktno ovisan o temperaturi. Zbog toga je jako bitno uzeti temperaturu u izra¢une prilikom

mjerenja u direktnoj potenciometriji.

Direktna potenciometrijska mjerenja

Direktna potenciometrijska mjerenja su brz i pogodan nacin odredivanja aktiviteta brojnih
kationa 1 aniona. Primjenom te tehnike potrebno je izmjeriti samo potencijal indikatorske
elektrode uronjene u (1) ispitivanu otopinu i (2) otopinu koja sadrzi poznatu koncentraciju
analita. Ako je odziv elektrode nespecifican za analit, kao Sto se Cesto dogada, sastojke uzorka
potrebno je prethodno odijeliti. Direktna potenciometrijska analiza moze se lako prilagoditi za

kontinuirano i automatsko biljezenje analitickih podataka.

2.3.2. Redoks-senzori

Inertne metalne elektrode za redoks-sustave

Metali poput platine, zlata, paladija, ali i nemetal ugljik, pokazuju odziv na redoks-sustave s

kojim su u dodiru (Slika 5).

an I

E>

.'51)LI /r

E;

Slika 5. Shema redoks-sustava. Metalna elektroda — mjerna indikatorska elektroda (lijevo)
E\=redoks-potencijal izmedu otopine i1 metalne povrsine elektrode. Referentna elektroda —
srebro/srebrov klorid (desno) E,=Galvanski potencijal referentne elektrode, E3=difuzijski

potencijal, ay=aktivitet mjerenih iona u otopini.
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Redoks-potencijal za metalne elektrode

Na sli¢an nacin kao i Nernstov izraz moze se prikazati jednadzba za potencijal ovisan o
aktivitetu:

E=E, + 2.303«RT log a,, (5)
zF A,y

E = izmjereni potencijal

Ey= standardi elektrodni potencijal

R = plinska konstanta, 8.314 J K™ mol™

T = temperatura u K (kelvinima)

z = je naboj iona

F = Faradayeva konstanta = 96500 C (kulona)
ao.x = aktivitet oksidirane vrste

areq = aktivitet reducirane vrste

Jednadzba (5) omogucuje izracunavanje potencijala redoks-para na indikatorskoj
elektrodi. Vecina redoks-reakcija ukljucuje protone, stoga izmjereni potencijal ovisi o pH
vrijednosti. U slucaju da se reakcija sa protonima ne moze iskljuciti, bitno je da se pH odredi

ili podesi na odredenu vrijednost.

Kod inertnih redoks-elektroda, povrSina elektrode je inertna na redoks-reakciju.
Metalni ioni se ne otpustaju s povr$ine metala pa metalna povrsSina elektrode koristi samo kao
katalizator. Zlato i platina ve¢inom su kemijski inertni pa se upotrebljavaju za mjerenje
redoks-potencijala. Dakle, redoks-elektrodama nazivamo one metalne elektrode u kojima
metal elektrode sam ne sudjeluje u redoks-reakciji, nego sluzi samo kao nosac elektrona
drugog redoks-para. Njihov je standardni elektrodni potencijal jako pozitivan, uronjene u

otopinu poprimaju potencijal koji ovisi samo o svojstvima redoks-sustava u otopini.
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Platinske elektrode u enzimatskim reakcijama koriste se na dva nacina:

1. za pracenje oksido-redukcijskih reakcija u otopinama, prate¢i promjene koje nastaju
kao posljedica oksido-redukcijskih promjena u otopini uzrokovanih djelovanjem
enzima,

2. platinske elektrode s membranom - konstrukcijom Pt elektrode s membranom dobiva

se na selektivnosti elektrode.

2.3.3. (Bio)kemijski senzori

(Bio)kemijski senzori su uredaji za pretvorbu kemijske ili bioloske veli¢ine u
elektri¢ni signal. Podru¢je primjene kemijskih senzora je raznoliko. Ciljani analiti mogu biti
razni kationi ili anioni, zatim plinovi, otrovne organske pare, razliiti metaboliti, proteini,

mikroorganizmi, itd.

Razvoj 1 izrada kemijskih senzora trenutno je jedno od najaktivnijih podrucja
analitickih istrazivanja. Elektrokemijski senzori predstavljaju vazan podrazred kemijskih
senzora, u kojima se elektrode koriste kao pretvornicki elementi. Takvi uredaji drze vodece
mjesto medu danas dostupnim senzorima, dosegli su komercijalnu upotrebu, i nasli svoju
vaznu primjenu u industriji, poljoprivredi, klini¢koj analitici 1 analitici zaStite okolisa. Polje
senzora je interdisciplinarno i buducée prednosti proizlaze iz povezanosti medu razli¢itim

disciplinama.

Najrazvijenija grupa senzora su elektrokemijski senzori. S obzirom na elektrokemijsku
veli¢inu koju mjere, dijele se na potenciometrijske (napon), amperometrijske (struja) i
konduktometrijske (otpor) senzore. Zajednicka karakteristika im je da koriste elektrode na
kojima se odvijaju kemijske reakcije ili na njima dolazi do izmjene prijenosa naboja. Ime
senzora koje se koristi u praksi ¢esto oblikuje veli¢ina koja biva pretvorena u elektri¢ni signal,
i/ili princip konverzije. Tako se npr. kemijski senzori za detekciju plinova u zraku nazivaju
plinski senzori, kemijski senzor za detekciju vlage skraéeno se naziva senzor vlage,

amperometrijski senzor za odredivanje Secera u krvi glukozni senzor, itd.

Kemijski senzori omogucavaju odredivanje ciljanog analita u prisutnosti
interferirajucih sastojaka. Imaju sposobnost vise ili manje selektivnog prepoznavanja analita

(Slika 6.). Za selektivno vezanje analita na senzor odgovoran je element za prepoznavanje,
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tzv. receptor. Kao posljedica interakcije analita i receptora dolazi do promjene jednog ili vise
fizikalno-kemijskih parametara. Pretvornik ih prevodi u mjerljiv izlazni signal, koji se moze

pojacati, obradivati i prikazivati u pogodnom obliku.

Dobre osobine kemijskog senzora postizu se ispravnim odabirom receptora i
pretvornika. Karakteristike senzora odreduje njegova selektivnost, osjetljivost, stabilnost i
trajnost. Selektivnost pokazuje u kojoj mjeri senzor razlikuje analit od supstanci sli¢ne ili
razli¢ite kemijske strukture i prakticno je odredena elementom za prepoznavanje
(receptorom). Osjetljivost senzora je odredena receptorom i pretvornikom i moze se povecati,

a time 1 sniziti granica detekcije, uvodenjem dodatnih stupnjeva pojacavanja signala.

Element za. Elektronska
Analit prepoznavanje Pretvornik |—— obrada
(Receptor) signala

Slika 6. Shema kemijskog senzora

Kod potenciometrijskih senzora pri interakciji analita 1 receptora dolazi do
promjene elektrodnog potencijala receptora u funkciji koncentracije analita. Pretvornik
pojacava izlazni naponski signal (pri nultoj struji), obraduje ga i prikazuje u pogodnom

obliku.

Svojstva senzora

Tocnost: mjera odstupanja eksperimentalnih rezultata od ocekivanih vrijednosti
(slaganje izmedu to¢ne prihvacene referentne i izmjerene vrijednosti), obi¢no mora biti unutar

+ 5 %.

. Itat - oekivani I
pogreska(%)= dobiveni rezu j[at ‘oce ivani rezultat 100 ()
oc¢ekivani rezultat

Preciznost: je stupanj podudaranja viSe nezavisnih ispitnih rezultata izvedenih iz
istoga homogenog uzorka u propisanim uvjetima. Ukoliko nije prisutna sustavna pogreska,

rasipanje rezultata posljedica je sluc¢ajne pogreske.
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Mjerno podrucje (radno): podrucje unutar kojeg je promjena signala senzora u
ovisnosti o promatranom svojstvu analita (koncentracija, topljivost. povrSinska napetost i sl.)
linearna. Interval izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti (razine) analita unutar kojeg bi

analit bio odreden s odredenom to¢nosti 1 preciznosti.

Osjetljivost. je svojstvo metode ili instrumenta da razlikuje uzorke razlicitih
koncentracija analita uz definiranu razinu pouzdanosti odnosno mjera promjene vrijednosti

izmjerenog signala senzora po jedinici promjene koncentracije analita.

An = A—]fA = metoda uk. mnozine tvari (7)
AS, .
Ac, = — = koncentracijska metoda )

k — konstanta proporcionalnosti (nagib umjerenog pravca)

ASa=najmanji mjerljivi inkrement signala

Selektivnost: Selektivnost je svojstvo metode da identificira ili kvantificira Zeljeni
analit ali se pri tome, za razliku od specifi¢nih reakcija, moraju ukloniti smetnje koje mogu
utjecati na rezultat analize. Selektivnost je najvaznije svojstvo senzora, senzor je selektivan
ukoliko je signal samo funkcija koncentracije analita prisutnog u uzorku. Selektivnost
ponajvise ovisi o selektivnom elementu (element za prepoznavanje), iako 1 vrsta pretvornika

moze pridonijeti veéoj selektivnosti senzora. Uz prisutnost interferencija iznos signala je :

S

work = Oa T8, =kyn, +kin, )
ili
S

worak =94 T8 =kucp k¢ (10)
Suzorak — ukupni signal senzora ili metode kao rezultat svih prisutnih konstituenata uzorka
ka 1 ky— osjetljivosti biosenzora na analit odnosno interferent

na, Ny, A1 c;— mnozine tvari, odnosno koncentracije analita 1 interferenta

Konstanta selektivnosti: K, = Ll , (11)
A
. . KA 1 >+ 1 .
gdje je ’ slaba selektivnost
K, < -l

Al
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ako u jednadzbu (9) odnosno (10) za k; uvrstimo

k =K, ok, (12)
dobijemo

Suzorak =Ka (’7AJr Kar: nl) (13)
Suzorak =Ka (CA + Ky C/) (14)

Koeficijent selektivnosti racuna se iz konstanti &; i k4 ili iz gornjih izraza.

Granica detekcije: statisticka vrijednost kojom se opisuje najmanji iznos analita koji
se moze pouzdano mjeriti. Prema IUPAC-u (Slika 7) granica detekcije je najmanja
koncentracija ili apsolutna koli¢ina analita koja je znacajno veca od signala koji potjece od

slijepe probe. Matematicki gledano, signal analita pri granici detekcije moze se izraziti:

(SA )DL :Sreg+zcreg (15)

(Sa)pL—signal analita pri granici detekcije
Sree - signal dobiven mjerenjem slijepe probe
Oree — Standardno odstupanje dobiveno mjerenjem slijepe probe

z — faktor koji podrazumijeva zeljeni interval pouzdanosti (najé¢escée iznosi 3)

Koncentracija analita ili apsolutna mnozina tvari analita koja predstavlja granicu detekcije

moze se izra¢unati kao:

(e = S i (), = S 16

(ca),, = koncentracija analita pri granici detekcije

(na) = apsolutna mnoZina analita pri granici detekcije
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EA

7

-— _/_E/—

[
?

granica log a
detekcije

Slika 7. Odredivanje granice detekcije za ionsko selektivne elektrode po IUPAC-u.

Vrijeme odziva: kratko vrijeme odziva
It -vrijeme koje je potrebno da se postigne > maksimalne vrijednosti koju ¢e pokazati

senzor u otopini odredene koncentracije nekog analita.

5t- vrijeme koje je potrebno da se postigne 95% maksimalne vrijednosti koju ¢e pokazati

senzor u otopini odredene koncentracije nekog analita.

Vrsta otopine (elektrolita) u kojoj se provodi mjerenje: uvjeti kao $to su pH,

temperatura i ionska jakost utjecu na rad samog senzora.

Relaksacija senzora: vrijeme koje mora proteci kako bi senzor bio spreman za novo

mjerenje, ne smije biti duze od nekoliko minuta.

Radni vijek (vrijeme trajanja): obi¢no je odreden stabilnos¢u elementa za
prepoznavanje. Za bioloske materijale ovo vrijeme moze biti vrlo kratko (nekoliko dana), ali

je Cesto nekoliko mjeseci ili duze.
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Elektroanaliza s potenciometrijskim senzorima

Zahvaljujuéi svojoj specificnosti, osjetljivosti i rasponu mjerljivih koncentracija,
potenciometrijski senzori, bazirani na ionskoj ili enzimatskoj selektivnosti, imaju Sirok
spektar primjene u analitickim odredivanjima. Drugi potenciometrijski senzori koji koriste
elektrode prvog reda (M"'[M), upotrebljavaju se u taloZnim titracijama. Redoks-elektrode
imaju smanjenu primjenu zbog nedostatka selektivnosti jer reagiraju na bilo koju oksidirajucu

ili reducirajucu vrstu.

Upotrebom FIA (analiza injektiranjem u protok)’ sustava s potenciometrijskim senzorima,
njihova primjena postaje sve Sira i nije ogranicena s obzirom na broj uzoraka. Analize postaju
sve krace.. U protonim sustavima mikroprocesori mogu kontrolirati korake eksperimenta i
analizu podataka. Takoder omogucuju i povremenu kalibraciju. Minijaturizacija je opcenito
omogucila porast upotrebe senzora u analizi prehrambenih proizvoda, bioloskoj i klinickoj

analizi.
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2.4. OTOPINA KALIJEVOG TRIJODIDA

Jod spada u grupu halogenih elemenata, ¢vrsta je supstanca, tamnosive boje i
metalnoga sjaja. Pri zagrijavanju jod sublimira, pri ¢emu nastaju ljubicaste pare
karakteristicnog mirisa koje se pri hladenju odmah kristaliziraju. Jod je kao i svi halogeni
elementi veoma reaktivan.

U vodi se jod slabo otapa (0.3350 g I, u 1.00 L vode pri 25 °C). Vodena otopina joda
je zuto-smede boje (dipolne molekule vode polariziraju molekule joda). Topljivost joda u vodi
se povecava u prisutnosti jodidnog iona I' zbog nastajanja trijodidnog iona I3, Sto se
primjecuje po promjeni boje iz smede u tamnocrvenu. Otopine napravljene otapanjem joda u
koncentriranoj otopini jodida zapravo bi trebalo zvati otopine trijodida. Medutim, u praksi se
one zovu otopine joda, a naziv se odnosi na njihovo stehiometrijsko ponasanje. Trijodid je

poznat i u &vrstom stanju npr. NH4I;"’.

Trigonalana
hipiramida

Vezm kut

Slika 8. Struktura trijodidnog iona.

Trijodidni ion ima linearnu strukturu, $to ne mozemo objasniti po pravilu okteta (Slika
8). Njegova struktura tumaci se veli¢inom jodova atoma i malenim energetskim razlikama
izmedu p- i d- orbitala O-ljuske, tako jod moze u zadnjem energetskom nivou imati vise
valentnih elektrona. To se objasnjava sp’d hibridizacijom centralnog atoma joda, pri ¢emu
njega okruzuju tri nepodijeljena elektronska para u ekvatorijalnoj ravnini trigonske

bipiramide, a ostali atomi nalaze se na aksijalnim polozajima.

Boja joda moze se opaziti u otopini koja sadrzi oko 5 x 10°® M I, a to je koncentracija
koja odgovara dodatku 0.0500 M otopine (manje od jedne kapi) u 100 mL. Ako je otopina
analita bezbojna jod moze posluziti kao sam svoj indikator, no mnogo ¢es¢e se kao indikator

koristi Skrob.
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U vodenom mediju dogada se reakcija disproporcioniranja. I, disproporcionira , $to prikazuje

sljedec¢a ravnotezna reakcija:

31, +3H,0 = 10, +5I +6H" (17)

Disproporcioniranje se odvija u dva koraka:

korak 1: 1, + HLO=HI+1 + H" (brzo) (18)

korak 2: 3HOI = 10; +21 +3H" (sporo) (19)

Reakcija je zavisna pH, pa [H'] utje¢e na brzinu reakcije. Reakcija je potaknuta u baziénoj

otopini.
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2.5. KOMPLEKS SKROB-TRIJODID

2.5.1. Skrob

Skrob je ugljikohidrat, polisaharid, izgraden od ugljika, vodika i kisika u omjeru
6:10:5, op¢e formule (C¢H;¢Os),. Nastaje kao produkt asimilacije u lis¢u zelenih biljaka te se
nagomilava u sjemenkama, plodovima, korijenu i gomoljima biljaka u obliku Skrobnih
granula koje se koriste kao rezervna hrana tijekom mirovanja, klijanja i rasta biljke. Skrob je
fini bijeli prah, neutralan, bez mirisa, okusa po braSnu, netopljiv u hladnoj vodi®®. Osnovne
sirovine iz kojih se u industrijskim razmjerima proizvodi $krob su: kukuruz, krumpir, tapioka,

pSenica i riza.

Skrob se u prirodi javlja u obliku granula (zrnaca)”. Granula se sastoji od dva
polisaharida, amiloze i amilopektina, koji ¢ine 98-99 % suhe tvari'”. Oba polisaharida su
izgradena od a-D-glukoze. Amiloza je linearni polisaharid gdje su molekule a-D-glukoze
povezane a-1—4 vezama, dok je amilopektin razgranata molekula u kojoj su molekule osim
a-1—4, povezane i 0-1—6 vezama. Oblik i veli¢ina granule te udio amiloze i amilopektina su

karakteristi¢ni za botanicko porijeklo skroba.

S obzirom na udio amiloze 1 amilopektina Skrobove dijelimo na:
- vostane Skrobove (sadrze manje od 15 % amiloze);
- normalne Skrobove (sadrze 20-35 % amiloze);

- visoko-amilozne Skrobove (sadrze preko 40 % amiloze).

Osim amiloze i amilopektina granula Skroba moze sadrzavati razliite proteine, minerale i

lipide.
Amilopektin
Amilopektin je razgranati polimer izgraden od o-D-glukoze te jedna od najvecih

molekula u prirodi sa molekulskom masom 107 - 10°. Molekule glukoze u amilopektinu su

povezane a-1—4 glikozidnim vezama u strukturu ravnog lanca te a-1—6 vezama na mjestima
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grananja. Sastoji se od nekoliko stotina lanaca gdje svaki lanac ima oko 20 — 25 jedinica a-D—

glukoze'"".

6
CH,OH

bocni lanac  ----

glavni lanac --- glavni lanac

OH

Slika 9. Struktura amilopektina

Amilopektin zbog svoje razgranate strukture ne moze formirati stabilne komplekse sa
jodom, odnosno zbog kratkih bo¢nih lanaca veZze samo manju koli¢ina joda (<0,6 %).
Amilopektin-jod kompleks ima crveno-smedu boju (Ama=530-540 nm). Sto su boéni lanci

amilopektina duZi to se A, navedenog kompleksa povecava.

Amiloza

Amiloza je gotovo nerazgranata molekula izgradena kao i amilopektin od jedinica a-
D-glukoze medusobno povezanih a-1—4 glikozidnim vezama. Medutim, molekula amiloze
sadrzi 9 - 20 boc¢nih lanaca stupnja polimerizacije izmedu 4 1 100, vezanih na glavni lanac a-
1—6 glikozidnim vezama. Stupanj grananja amiloze ovisi o molekulskoj masi 1 raste sa

povecanjem molekulske mase.

Slika 10. Struktura amiloze

Molekule amiloze imaju hidrofobnu (lipofilnu) unutrasnjost $to im omogucéava

formiranje kompleksa sa jodom (slika 11). Jod (kao I3") stvara komplekse sa amilozom i
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amilopektinom. Amiloza-jod kompleks ima plavu boju §to se koristi za odredivanje Skroba i

. . ey . v 102
odredivanje koli¢ine amiloze u §krobu'”.

2.5.2. Stvaranje kompleksa Skrob-trijodid

Reakciju izmedu joda i $kroba otkrili su rane 1841. godine Colin i Claubry'”

. Mnogi
su se istrazivaci bavili reakcijom trijodida sa Skrobom, pri ¢emu nastaje Skrob-trijodidni
kompleks. Unato¢ brojnim istrazivanjima koja su pokusala objasniti prirodu kromatofora koja
apsorbira na 620 nm i daje kompleks Skrob-jod, odnosno karakteristi¢no ,,jodno plavo*
(iodine’s blue) duboko plavo obojenje'™, do danas jos uvijek postoje mnoge kontroverze koje

se pokuSavaju objasniti na razli¢ite nacine.

Analiza amiloze X-zrakama pokazuje da su lanci Skroba u obliku heliksa spiralno
spleteni, tako da unutar njih ima dovoljno mjesta da se smjesti molekula trijodida, pri cemu
nastaje kompleks amiloza-trijodid odgovoran za plavu boju kompleksa Skrob-trijodid (boja
ovisi o vrsti i prirodi §kroba'®).

Amilopektin s jodom stvara crveno obojenje, ali ta reakcija nije dovoljno reverzibilna, te je
zbog toga nepozeljna. Stoga topljivi Skrob koji se upotrebljava kao indikator sadrzi uglavnom

amilozu iz koje je odstranjen amilopektin.

Slika 11. Prikaz spiralne strukture kompleksa Skrob-trijodid.

Jednadzba (20) prikazuje kemijsku reakciju i stvaranje kompleksa skrob-trijodid
nakon dodatka Skroba u otopinu kalijevog trijodida:
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[K1,], +[KI], +8krob = [ 8krob K1, ] +[KI, | +[KI], (20)

KIS] = pocetna koncentracija kalijevog trijodida

0

, = poCetna koncentracija kalijevog jodida

Skrob -KI, ] = koncentracija kompleksa Skrob-trijodid

KI3] = koncentracija nevezanog kalijevog trijodida

1
Struktura i mehanizam vezanja

Sam $krob se sastoji od razgranatog amilopektina i nerazgranate, linearne amiloze koja
je povezana samo o(1-4) glikozidnim vezama. Samo amiloza stvara plavi kompleks sa jodom,

pa je stoga taj kompleks najtocnije nazvati amiloza-jod kompleks.

Godine 1947. Swanson'” je u &etvrtom dijelu svojih Studija o strukturi polisaharida
dao osobno videnje, uz eksperimentalne rezultate, o dotadasnjem odnosu izmedu strukture
polisaharida 1 boje koja nastaje dodatkom otopine joda (trijodida). Dokazao je da boja
kompleksa ovisi o duljini nerazgranatog polisaharida. Smjesa dvaju razli¢itih polisaharida
pokazuje da svaka dodana komponenta dodatno doprinosi jacem efektu konacne boje.
Rezultati su takoder ukazivali na to da lanci dugacki od 4-6 glukoznih jedinica ne stvaraju
komplekse sa jodom (trijodidom), odnosno ne pojavljuje se obojenje. Lanci dugacki od 8-12

jednica daju crvenkasto obojenje, a oni od 30-35 jedinica plavo.

Hanes (1937) je predlozio izgled kompleksa skrob-jod. Po njemu se kompleks Skrob-
jod sastoji od linearnog niza atoma joda koji ispunjavaju Supljinu zavojite strukture molekule
polisaharida. Tu tezu je kasnije, 1943, analizom difrakcije X-zraka, potvrdio Rundle sa
suradnicima. Dokazano je da ta struktura postoji ne samo u kristalnom stanju, ve¢ i u

otopini'**.
Usprkos mnogim istrazivanjima i rezultatima, do 1960. postoji velika nesigurnost oko

samog mehanizma i stehiometrije formiranja kompleksa trijodid-Skrob. Vecina literaturnih

podataka o kompleksu Skrob-jod bazira se na vodenim otopinama, gdje veéina istrazivaca
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smatra da je za stvaranje kompleksa u otopini potreban jodidni ion. On je zapravo zacetnik

. .. . . . v 1
kompleksiranja izmedu joda i amiloze, odnosno kroba'?’.

Hiromi'® et al. (1970) uvodi termin »amiloza-trijodid kompleks* koji predstavlja

polijodidni lanac sastavljen od trijodidnih iona u spiralnoj strukturi amiloze.

Dobar pregled dotadanjih istraivanja dali su Banks i Greenwood (1975)'*. Na
temelju istrazivanja koja su do tada provedena, a upucivala su na spiralnu strukturu amiloze u
molekuli Skroba, i na temelju potenciometrijskih titracija amiloze s jodom, doSlo se do

pretpostavke da unutar heliksa amiloze dolazi do kolinearnog slaganja joda i jodida.

Tako su istraziva&i'® relativno nedavno, 1999. godine, postavili sumnju u jodid kao
najvaznijem zacetniku reakcije stvaranja kompleksa, za to postoje mnogi dokazi. U vodenim
otopinama koncentracija jodidnog iona je vazan faktor koji odreduje koliko se joda veze sa
Skrobom, te je velik dio koli¢ine vezanog joda jodidni ion. Taj se sustav zove kompleks

Skrob-trijodid.

Mukherjee i Bhattacharyya''® (1946.) su koristili NaCl da bi isolili kompleks joda i

amiloze iz vodene otopine koja je sadrzavala razlicite koncentracije jodida. Ako koncentracija
KI varira od 0,046 do 1,21 M, omjeri izmedu /™ /I, raste od 0.,41 do 0,470. Niza vrijednost

je odgovarala kolicini od 15 atoma joda po negativnom naboju, a visa je bila bliska omjeru za

trijodidni ion.

Potenciometrijska mjerenja koja su izveli Knutson, Cluskey, and Dintzis''' (1982.)
pokazala su da kad se 100 mg amiloze iz pSenice tretira s velikim suviSkom otopine 7, u KI,
oko 30 mg ukupnog joda (molekulski jod i jodid zajedno) se veze za Skrobni supstrat. Njihova
istrazivanja upucivala su da je pri 0,2 M KI omjer atoma joda po negativnom naboju 3.3,

vrijednosti koja je jako blizu vrsti /5 .

U kompleksu $kroba, amiloza tvori helikalnu strukturu s razmakom od 8,0 A s
vanjskim dijametrom od 13.0 A, 5,0 A Sirokom centralnom Supljnom i 6 glukoznih jedinica
po okretu. Sama Supljina pruza dovoljno prostora za smjestanje atoma joda. Oni se linearno

poredaju u polijodidni lanac s prosje¢nim razmakom od 3,1 A izmedu 7 — I , karakteristi¢cnom

44



Op¢i dio

udaljenos¢u koja je uoc€ljiva i1 kod drugih jodnih kompleksa koji su intenzivno obojeni zbog
prisutnosti polijodidnih lanaca. Kasnije su provedena detaljnija istrazivanja sa X-zrakama i
modelnim izraCunima koja ukazuju da je heliks koji formira amiloza-jod kompleks, a naziva
se V-amiloza (V-Verkleisterung), vjerojatno lijevog smjera te je stabiliziran meduglukoznim

vodikovim vezama''?. To¢na forma smijestaja i izgleda tih polijodida istrazivana je Raman

.. 11 . v . . . 114 . .. 11
spektroskopijom'® i kruznim  dikroizmom'", MGdssbauerovom  spektroskopijom''”,

kalorimetrijom i ostalim fizikalnim metodama''® i teorijama. Dobiveni podatci'’
interpretirani su kao linearni lanac jednako udaljenih atoma joda (/,) i velikih asocijata
trijodida (/5 ), pentajodida (/) 1 viSih jodida ili smjesa tih specija prema modelnoj ravnotezi
uz pretpostavku o sunazocnosti /; 1 I; substruktura u kompleksu amiloza-jod, a ¢iji odnos

ovisi o eksperimentalnim uvjetima.
Udio vezanog trijodida

Istraziva¢i su kroz povijest pokusali izracunati udio vezanog joda u kompleksu

amiloza-jod. Rezultati variraju od 26 — 33,7 %'"®. Nema objavljenih izratunavanja za
maksimalni udio joda u kompleksu, baziranom na duljini linearnog trijodidnog iona, I, .
Moze se zakljuciti da je takav ion najdominantnija vrsta koja se veze u amiloza-jod kompleks
formiran u vodenom mediju uz visoku koncentraciju jodidnog iona, /~. Zbroj duljina dvije

kovalentne veze u I je 5,92 A'. Ako se pretpostavi da je van der Waalsov radijus za svaki

od terminalnih atoma u 7; 2,15 A", onda bi duljina trijodidnog iona bila 10,22 A, a

prosjeéni meduatomski razmak 3,41 A. Ako se uzme dodatna pretpostavka da negativni
naboji u linearnom lancu atoma joda nemaju vazan efekt na raspoloZiv prostor unutar

helikalne strukture amiloze, tad bi maksimalno izra¢unati maseni udio joda bio oko 30,7 %

sadrzi samo nenabijene atome joda.
Skrob kao indikator za jod
Skrob koji s trijodidnim ionom stvara plavi kompleks specifian je indikator za

redoks-reakcije u kojima je jod oksidans ili reducens. No, otopina Skroba koja sadrzi malu

koli¢inu trijodidnog ili jodidnog iona moZe djelovati 1 kao pravi redoks-indikator. U
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prisutnosti suviska oksidirajueg reagensa koncentracijski omjer joda i jodida je visok, $to
otopini daje plavu boju. U suvisku reducirajueg reagensa prevladava jodidni ion, te nema
plave boje. Zbog toga indikatorski sustav mijenja boju tijekom titracije mnogih reduciraju¢ih
reagenasa s razli¢itim oksidiraju¢im reagensima od bezbojnog u plavo. Ta promjena boje je
prilicno neovisna o kemijskom sastavu reaktanata, a ovisi samo o potencijalu sustava u tocki

. o1
ekvivalencije.'”’

Skrob je vrlo osjetljiv indikator; u idealnim uvjetima on pokazuje prisutnost joda i u
koncentracijama manjim od 2 x 107 M. Svojstva kroba kao indikatora mogu zavisiti o
sastavu otopine analita. Zapazeno je da neophodno mora biti prisutan jodid; ako je njegova
koncentracija premala (< od 4 x 10 M) smanjuje se intenzitet modre boje. Velika koli¢ina
joda u otopini smeta promjeni boje, jer nastaje stanovita razgradnja Skroba, a razgradni

obojeni produkti nemaju reverzibilna svojstva.
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Slika 12. Molarna apsortivnost kompleksa $krob-trijodid u ovisnosti o valnoj duljini.

Organski spojevi koji sadrze jod, sumpor i brom apsorbiraju u UV-VIS podrucju jer ti
elementi imaju slabo vezane nepodijeljene elektrone koji se lakSe pobuduju od podijeljenih

elektrona u zasi¢enim vezama.

Kompleks skrob-trijodid spada u komplekse s prijenosom naboja $to je osobito vazno
za kvantitativne svrhe, jer dovodi do vrlo visokih vrijednosti molarnih apsorptivnosti (&max >
10.000), sto omogucuje veliku osjetljivost pri odredivanju ovog kompleksa

spektrofotometrijskim metodama (Slika 12).
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3. METODIKA

3.1. POTENCOMETRIJSKA MJERENJA

3.1.1. Instrumentacija i elektrodni sustav

Za izvodenje potenciometrijskih mjerenja odziva redoks-sustava koristeni su Metrohm
780 pH metar, magnetska mjesalica 728 Stirrer, Metrohm 765 Dosimat jedinica za doziranje
preciznosti 0.001 mL (svi od proizvodaéa Metrohm, Svicarska), poseban program razvijen za
potrebe mjerenja Metrohml 2, platinska redoks-elektroda 1J64 (Ionode, Australija). Kao
referentna elektroda koriStena je srebro/srebrov(l) klorid referentna elektroda (Metrohm,

Svicarska).

Za inkubaciju oa-amilaze koriSten je termostat (PolyScience Thermostat, SAD). Za
direktna potenciometrijska mjerenja upotrebljavali su se 4-kanalno pH/mV pojacalo eDAQ
168 Quad Amp pH/mV, eDAQ e-corder 821 8-kanalni uredaj za akviziciju (obradu) podataka
(svi od priozvodaca eDAQ, Australija), 1J64 platinska redoks-elektroda (Ionode, Australija) i

srebro/srebrov(I) klorid referentna elektroda (Metrohm, Svicarska).
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3.1.2. Reagensi

U radu su koriStene sljedece kemikalije:

o-amilaza (EC 3.2.1.1) iz mikroorganizma Aspergillus oryzae (Fluka, Svicarska),

aktivnost 36 U/mg

- granulirana industrijska a-amilaza Duramyl 120 T (Novozymes A/S, Danska),
aktivnost 120 KNU/g

- enzimski kogranulat a-amilaze i proteaze Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T (Novozymes
A/S, Danska), aktivnost 66 KNU/g

- topljivi 8krob, (CsH;0Os), p.a. (Kemika, Hrvatska)

- kalijev jodid, KI p.a. (Sigma-Aldrich, SAD)

- jod, I p.a. (Kemika, Hrvatska)

- natrijev acetat trihidrat, CH3;COONa x 3H,0 p.a. (J. T. Baker, Nizozemska)

- ledena octena kiselina, CH;COOH (Panreac, Spanjolska)

- natrijev klorid, NaCl p.a. (Sigma-Aldrich, SAD)

- kalcijev klorid, CaCl; p.a. (Kemika, Hrvatska)

- deionizirana voda
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3.1.3. Priprema otopina

Priprema otopine Skroba

Pocetna koncentracija Skroba bila je 5 g/L. Otopina je pripremljena dodavanjem 0,5 g
suhog skroba otopini acetatnog pufera, 0,1 M, pH=6,0, u odmjernu tikvicu od 100 mL. Nakon
zagrijavanja 1 intenzivnog mjeSanja otopine, 10 minuta na 80°C, otopina se ohladi na sobnu
temperaturu, tikvica se nadopuni deioniziranom vodom do 100 ml, te je spremna za daljnju
uporabu. Na isti su na¢in pripremljene otopine §kroba koncentracija 213 g/L.

Svaki dan priprema se svjeZza otopina S$kroba, zbog retrogradacije Skroba s vremenom i

razvoja mikroorganizama u otopini.

Priprema standardne otopine a-amilaze

Standarda otopina a-amilaze 10 mg/L pripremljena je u odmjernoj tikvici od 500 mL
otapanjem 5 mg a-amilaze (Fluka, Svicarska, 0.36 U/mL) u acetatnom puferu, 0,1M, pH=6,0.
u kojem je otopljeno i 6 mM CaCl, i 20 mM NaCl. Dodatak CaCl, i NaCl otopini amilaze
stabilizira enzim. Ovako pripremljenu otopinu a-amilaze treba drzati u hladnjaku. Zbog
samorazlaganja dolazi do smanjenja aktivnosti amilaze, pa ju je najbolje upotrijebiti unutar 3

dana od pripreme (aktivnost joj se smanjuje oko 3 % unutar 3 dana)’’.
Priprema otopina industrijske a-amilaze
Priprema otopine granulirane industrijske a-amilaze Duramyl 120 T
Otopina se priprema na isti nacin kao i standardna otopina a-amilaze uz prilagodenu

odvagu uzorka a-amilaze. Koncentracija granulirane industrijske a-amilaze Duramyl 120 T je

100 mg/L.
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Priprema otopine enzimskog kogranulata o-amilaze i proteaze Everlase/Duramyl 8,0

17760 T

Otopina se priprema na isti nacin kao i standardna otopina a-amilaze uz prilagodenu
odvagu uzorka a-amilaze. Koncentracija enzimskog kogranulata a-amilaze 1 proteaze

Everlase/Duramyl 8,0 T/60 T je 200 mg/L.

Priprema otopine za kondicioniranje (CS)

Otopina za kondicioniranje pripremljena je na isti nacin kao i standarda otopina a-

amilaze, samo bez dodatka o-amilaze.

Priprema inhibicijske otopine trijodida s octenom kiselinom (ATIS)

Otopina kalijevog trijodida pripremljena je otapanjem krutog joda (¢c=100 pM) u
malom volumenu otopine kalijevog jodida, (c=0.05 M). Ledena octena kiselina dodana je
otopini te se tikvica nadopuni deioniziranom vodom do konacne koncentracije kiseline 1M.
Pripremljena otopina trijodida s octenom kiselinom koristi se za inhibiciju aktivnosti a-

amilaze i reakciju trijodida s nehidroliziranim Skrobom.
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3.1.4. Postupak

Optimizacija otopine kalijevog trijodida

Otopina kalijevog jodida pripremljena je s ultrac¢istom deioniziranom vodom 1 sadrzi
konstantnu koncentraciju joda (5 mM) i promjenjivu koncentraciju kalijevog jodida (0,02,
0,05, 0,1 i 0,5M). Prethodno navedene otopine kalijevog jodida, pripremljene su svaka

zasebno.

Odziv platinske redoks-elektrode mjeren je preciznim i to¢nim inkrementalnim
dodavanjem otopine trijodida u 20 mL otopine kalijevog jodida koji je imao ekvivalentnu
koncentraciju jodida. Na taj je nacin, pri konstantnoj koncentraciji jodida, bilo moguée mjeriti
odziv platinskog redoks-senzora samo na ¢isti trijodid. Tijekom dodavanja i mjerenja trijodida

otopina je kontinuirano mijeSana.
Odabir i optimizacija kompleksa trijodid-Skrob

Mjeren je odziv platinskog redoks-senzora dodatkom S$kroba otopini trijodida.
Odredeni inkrementi otopine Skroba promjenjivih koncentracija (2, 3 i 5 g/L) dodaju se
jedinicom za doziranje (Metrohm 765 Dosimat), u intervalima od 60 s, u ¢asicu s 8 mL
otopine kalijevog trijodida pri razli¢itim koncentracijama trijodida i konstantnoj koncentraciji
jodida (0,05 M). Otopina se tijekom doziranja i mjerenja neprestano mijesa.
Optimizacija analitickog postupka za odredivanje aktivnosti a-amilaze
Optimizacija pH

U nekoliko kiveta stave se otopine Skroba u rasponu pH=4-8, te se vrsi inkubacija a-

amilazom (10 mg/L) na konstantnoj temperaturi od 40°C. Nakon inhibiranja amilaze u otopini

dodatkom otopine ATIS, izmjeri se potencijal otopine.
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Optimizacija temperature i vremena inkubacije

U kivete se stavi otopina Skroba konstantne vrijednosti pH=6. Otopina se inkubira
dodatkom a-amilaze (10mg/L), a inkubacija se vrSi u vremenskim intervalima od 5 minuta
nakon kojih se dodaje inhibicijska ATIS otopina. Istovremeno se varira 1 temperatura

inkubacijskih uvjeta i to na 35, 40 1 45°C.

Mjerenje koncentracije/aktivnosti a-amilaze

Hidroliza skroba odvijala se u kivetama koje su bile uronjene u termostatiranu kupelj.
Puferirane otopine o-amilaze razliitih koncentracija dodavane su u otopinu $kroba, a
inkubacija je obavljana pri razli¢itim vrijednostima temperature, pH i vremena. Volumen
reakcijske smjese odrzavan je konstantnim, Sto se postiglo dodatkom otopine CS (otopina za
kondicioniranje). Nakon inkubacije reakcija je prekinuta dodatkom 5 mL ATIS otopine.
Hladenjem smjese na sobnu temperaturu, pomocu hladne vodene kupelji s vodovodnom
vodom, izmjeren je redoks-potencijal otopina koriste¢i pri tom prethodno opisani platinski

redoks-senzor.
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3.2. Spektrofotometrijska mjerenja

3.2.1. Instrumentacija

Za snimanje spektara u UV-VIS podrucju koriSteni su Avantes AvaSpec-2048-2
(Avantes, Nizozenska), spektrometar s optickim vlaknima i Shimadzu 1800 UV-VIS
spektrofotometar (Shimadzu, Japan) u spektralnom podrucju od 190 do 900 nm. Svi spektri
snimljeni su uz upotrebu kvarcnih kiveta Sirine 1 cm. Programi 4VASoft software (Avantes) i

UV probe software (Shimadzu) koristili su se za prikupljanje i obradu podataka.

3.2.2. Reagensi

U radu su koriStene iste kemikalije kao i1 za potenciometrijska mjerenja (poglavlje 3.1.2.)

3.2.3. Priprava otopina

Priprava otopine kalijevog trijodida

Priprava osnovne otopine kalijevog jodida-trijodida sastava

U tikvicu od 100 mL dodano je 0,4980 g kalijevog jodida i otopljeno u malo
deionizirane vode. U tako dobivenu otopinu dodano je 0,0761 g I,. Kristale joda treba otopiti
u malom volumenu koncentrirane otopine kalijeva jodida uz snazno mijeSanje, pri cemu treba
paziti da se koncentrirana otopina ne razrjeduje prije nego li se otopi i zadnji trag krutog joda
(inaCe ¢e se koncentracija joda u otopini s vremenom povecavati). Kad se sav jod otopi,
tikvicu nadopuniti destiliranom vodom do oznake. Priredene otopine trijodida (c(KI) =3 x 10°
M, ¢(I) = 3 x 10 M) nisu osobito stabilne zbog hlapljivosti joda, osim toga jod polako
reagira s organskim tvarima, te se boce s otopinom trijodida nikad ne zatvaraju gumenim ili
plutenim ¢epovima. Oksidacija na zraku takoder uzrokuje promjene koncentracije otopine, a

ubrzavaju je prisutnost kiseline, toplina i svjetlo.
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Priprava otopine kalijevog jodida

U volumetrijsku tikvicu od 250 mL kvantitativno se prenese 20,5120 g kalijevog
jodida i otopi u malom volumenu destilirane vode. Tikvicu potom nadopuniti destiliranom
vodom do oznake (¢(KI) = 0,5 M).
Priprava otopine Skroba

Otopina Skroba (2 g/L) priprema se na prethodno opisani nacin.

Priprava otopine alfa-amilaze

Otopina a-amilaze (pH-6, 2 mg/L) priprema se na prethodno opisani na¢in. 1.00 mg

enzima otopljen je u 500 mL acetatnog pufera.

Priprava otopine za kondicioniranje

Otopina za kondicioniranje (pH=6) pripremljena je na isti na¢in kao i standarda otopina o-

amilaze, samo bez dodatka o-amilaze.
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3.2.4. Postupak

Spektrofotometrijska istraZivanja nastajanja kalijevog trijodida

U volumetrijsku tikvicu od 25 mL pipetirano je 10,00 mL radne otopine jodida-
trijodida (c(KI) = 1 x 10° M, ¢(I,) = 1 x 10™* M) te alikvoti (0,50 do 10,00 mL) standardne
otopine kalijevog jodida (c = 0,5000 M). Sadrzaj tikvice dopunjen je destiliranom vodom do

oznake 1 potom snimljen spektar dobivene otopine.

Za snimanje spektara (apsorbancija) je koriSten spektrometar s optickim vlaknima

AVANTES (AvaSpec-2048-2).

Spektroskopska studija nastajanja kompleksa Skrob-trijodid

U odmjernu tikvicu od 25 mL pipetirano je 10,00 mL radne otopine jodida-trijodida,
8,00 mL standardne otopine kalijevog jodida (¢ = 0,5000 M) i alikvoti (0,20 do 1,60 mL)
otopine Skroba. Sadrzaj tikvice dopunjen je destiliranom vodom do oznake i potom snimljen

spektar dobivene otopine.

Za snimanje spektara (apsorbancija) je koriSten spektrometar s optickim vlaknima

AVANTES (AvaSpec-2048-2).

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije alfa-amilaze

U sve kivete je dodano 2,50 mL otopine Skroba (2 g/L) i inkubirano u termostatu na
temperaturi od 45°C. Kada je otopina u termostatu dostigla zeljenu temperaturu dodani su u
kivete razli¢iti volumeni otopine alfa-amilaze (3.3.5.), osim u prvu kivetu, u koju je umjesto
otopine amilaze dodano 2,50 mL otopine za kondicioniranje (3.3.6.). Nakon toga kivete su
termostatirane 10 minuta na 45°C. Reakcija je zaustavljena dodatkom 5 mL 1 M octene
kiseline. Otopine iz kiveta su kvantitativno prenesene u Erlenmayerove tikvice od 50 mL,
dodano 5,00 mL otopine kalijevog jodida-trijodida i tikvice su potom dopunjene destiliranom

vodom do oznake. snimljeni su spektri nastalih Skrob-trijodid kompleksa.
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3.3. Referentne metode

Autoanalizator Konelab Arena 30

Kao referentna metoda koriStena je metoda za odredivanje aktivnosti a-amilaze na
analizatoru (Thermo Clinical Labsystems, Konelab Corporation Espoo, Finland, Model
Konelab Arena 30) koja koristi 4,6-etiliden-(G7)-1,4-nitrofenil-(G;)-a,D-maltoheptozid
(etiliden-G7PNP)  kao supstrat za o-amilazu. Hidrolizom supstrata, etiliden-G;PNP-a,

oslobada se boja ¢iji se intenzitet mjeri na 420 nm (2.2.3.).

Odredivanje dekstrinizirajuce aktivnosti Fuwa metodom

Amiloliti¢ka aktivnost a-amilaze odreduje se Fuwa metodom®. Ukupni volumen od 1
mL reakcijske smjese sadrzi 0,5 mL otopine topljivog Skroba (1%, pripremljen u 0,2 M citrat-
fosfatnom puferu, pH=6) s pripadajuéom odredenom koli¢inom razrijedenog enzima.
Inkubacija traje 10 minuta pri temperaturi od 60°C. Reakcija se zaustavi dodatkom 1 M HCI.
U tu se otopinu doda 0,1 mL otopine trijodida (0,3% joda u 3% kalijevom jodidu). Razvija se
plavo obojenje a tikvica se nadopuni do 25 ml. Mjeri se apsorbancija uzorka na 600 nm.

Slijepa proba priprema se dodavanjem vode umjesto enzima.
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3.4. Programski alati za viSeparametarsku analizu'*'

Solver

Solver je optimizacijski modelni sustav inkorporiran u MS Excel programski paket za
Windowse. MozZe se upotrijebiti za rjeSavanje cijelog niza linearnih i nelinearnih problemskih

zadataka.

Aktivira se odabirom Add ins... postavke u izborniku Tools. Upotrebljava se za
usporedbu niza podataka predvidenih modelom s eksperimentalnim podacima, varirajuci
vrijednosti zavisnih varijabli. Nakon te operacije racuna se suma kvadrata rezidua (SSR)
izmedu dva niza variraju¢i vrijednosti parametara. IzraCunavanje se bazira na algoritmu koji
smanjuje greSku (SSR) izmedu dva seta podataka na minimalnu mogucu vrijednost u

usporedbi sa zadanom vrijednosti (obi¢no je to 0).

Goal seek

Newton—Raphsonova metoda se obi¢no koristi pri rjeSavanju problema koji ukljucuje
jednu varijablu, a implementiran je u Excel kao alat Goal Seek. Metoda zahtjeva da se
funkcija F(x) formulira kao eksplicitni matematicki izraz unutar varijable x. Ako hoéemo
znati za koju vrijednost x funkcija F(x) ima odredenu vrijednost, A. Newton—Raphsonova
metoda trazi vrijednost x za koju je F(x) jednaka A. Obi¢no se izabere A=0, u tom se slucaju

odgovarajuca vrijednost x zove korijen funkcije F(x).

Excel sadrzi naredbe za provodenje Newton-Raphsonovih aproksimacija: to je Goal
Seek naredba u Tools izborniku. Goal Seek varira vrijednosti odabrane celije (promjenjive
¢elije) da bi dobio vrijednost druge ¢éelije (Target cell) 1 tako doSao do zeljene vrijednosti.
SolvStat makro

SolvStat makro je naredba koja provodi regresijsku statisticku analizu za Solver. Ovaj

makro izraCunava standardnu devijaciju koeficijenata, koeficijent korelacije i standardnu

greSku SE(y); 1 moZe se primijeniti za linearnu 1 nelinearnu regresiju. Makro SolvStat
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1zraunava SSrezidque, SSregresiic 1 SE(Y) 1z poznatih i izraCunatih y vrijednosti (izraCunatih

Solverom).
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Rezultati i rasprava

4. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Optimizacija sustava jodid/trijodid

Kalijev trijodid pripremljen je otapanjem joda u kalijevom jodidu prema sljedecoj jednadzbi:

L+I =1, 21).

Taj sustav moze se opisati odgovaraju¢om kostantom ravnoteze:

K — Iy ~ 5 (22) .
aga. ¢c

Niska vrijednost konstante formiranja (K=710) upucuje na to da je za odrzavanje konstantne

vrijednosti koncentracije trijodida potreban kalijev jodid u velikom suvisku.

JednadZba (22) mozZe se prosiriti na jednadzbu (23):

c.
K= y (23),

(C(lz)o 6 )(C(l‘)o % )

gdje donji indeks 0 oznacava pocetnu (inicijalnu) koncentraciju joda i jodida nakon kona¢nog

razrjedenja i prije postizanja ravnoteze.

Koncentracija trijodida, ¢_, u ravnoteZi moZe se izraunati rjeSavanjem kvadratne jednadzbe
3

N “u»o)“}iﬂ’{("o-x *%%)“T ~H G

(Cli )1,2 B 2K 9.

(24):

Realno rjesenje jednadzbe (24) je:

Ko “«»J”H{K(‘Irx *%J”T ~H G

= 25).
L K (25)
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Rezultati i rasprava

3.1.1. Potenciometrijska mjerenja

Da bi se provjerio utjecaj koncentracije jodida na konverziju joda u trijodid (jedn. (21)) bilo je
potrebno izracunati postotak nastalog trijodida u odnosu na dodani jodid. Postotak se racunao
prema jednadzbi (25) pri Cetiri koncentracijska nivoa jodida: 0,02; 0,05; 0,1 1 0,5 M. Rezultati

su prikazani na Slici 13.
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0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
c,(1L,)M

Slika 13. Utjecaj koncentracije jodida na konverziju joda u trijodid pri Cetiri razlidite

koncentracije jodida: 0,02 (®); 0,05 (®); 0,1 (4)i0,5M (AQ).

Iz Slike 13 mogu se izvu¢i sljedeci zakljucci:
a) S porastom koncentracije jodida povecava se konverzija joda u trijodid,
b) Za nize koncentracije joda (¢, < 1 mM) konverzija joda u trijodid je gotovo potpuna,
¢ak 1 pri nizim koncentracijama jodida,
¢) Pri visokim koncentracijama jodida (¢_> 0,1 M), njegova koncentracija neznatno se

mijenja i moze se smatrati konstantnom.
Slika 14. prikazuje povrSinski 3D graf konverzije joda u trijodid, izraZenu kao

postotak formiranog trijodida u odnosu na uzeti jod, kao funkciju pocetnog odnosa jodid/jod i

koncentracije joda. Maksimum konverzije vidi se kod otopina nizih koncentracije joda (< 1
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Rezultati i rasprava

mM) i koncentriranijih otopina jodida (¢.> 0,1 M) pri vrijednosti po€etnog odnosa jodid/jod

> 100.

ool 106 eal 1, b 100k

1)

colb LW end L, b

Slika 14. Stupanj konverzije joda u trijodid kao funkcija vrijednosti pocetnog odnosa

jodid/jod 1 koncentracije joda.

3.1.1.1. Odgovor platinskog redoks-senzora na trijodidni ion

Za mjerenje odziva redoks-senzora na trijodidni ion koriStena je sljedeca jednadzba:
I +2e =3I (26),
a odgovaraju¢i se redoks-potencijal moze opisati Nernstovom jednadzbom:

C. C.
=+ Xy, L=E + 8 log— (27),
2F ¢, c,

gdje je S=10,0296 V.

Na Slici 15. prikazane su karakteristike odziva platinskog redoks-senzora prema trijodidnom

ionu pri razlicitim konstantnim koncentracijama jodida (c¢.= 0,02 — 0,5 M), dok je

odgovarajuca (pripadajuca) statistika prikazana u Tablici 3.
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Slika 15. Karakteristike odziva platinskog redoks-senzora na trijodidni ion pri Cetiri

konstantna koncentracijska nivoa jodida [¢_= 0,02 M (0);¢.= 0,05 M (e®);c_= 0,1 M (0);

¢, =0,5M (m)].

Tablica 3. Statistika odziva platinskog redoks-senzora na trijodidni ion pri razli¢itim

koncentracijama jodida + granice pouzdanosti (p = 0,95)

/M
Parametri
0,02 0,05 0.1 0,5
Nagib
(mV/dekada aktivnosti) 29,7+0,4 29,5+0,3 30,1 +0,1 29,1+0,2
Koeficijent korelacije
5 0,9993 0,9995 0,9999 0,9997

(R
Izraz za konstantni

481,8 1,7 449,3 £ 1,0 426,1 £0,3 372,7+0,9

potencijal (Const))

Linearno koncentracijsko
Podrucje ¢ /M
3

7,5x10° — 1,7x107

5x10° - 2,5x107

5x10° - 2,5x10°

5x10° - 2,5x107
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Rezultati i rasprava

Na osnovi prikazanih rezultata iz Slike 15 1 Tablice 3 moze se zakljuciti da senzor ima

Nernstovski odziv i visoku korelaciju £ — log(cl_) pri svim ispitivanim koncentracijama
3

jodidnog iona. Za odredivanje amilaze koncentracije trijodidnog iona bile su uvijek unutar

linearnog odziva senzora.

3.1.2. Spektrofotometrijska mjerenja

Stvaranje kompleksa trijodidnog iona prac¢eno je spektrofotometrijski. Snimljeni su

UV-VIS spektri otopina fiksne koncentracije joda (¢, = 0.1 mM) i varijabilne koncentracije

kalijevog jodida (Slika 16). Apsorpcijski spektar otopine kalijevog trijodida karakteriziraju
dva apsorpcijska maksimuma, na 288 i 351 nm. Za izraCune vezane uz optimizaciju sastava

otopine trijodida koristio se apsorpcijski maksimum na 351 nm (&351,m = 30.000 M'em™).

Slika 16. UV-VIS spektri otopine sustava jodid-trijodid pri konstantnoj koncentraciji joda
(¢, = 0,1 mM) 1 varijabilnoj koncentraciji jodida. Slova u legendi predstavljaju omjer ¢ /c, ,

gdje su A-10, B-260, C-510, D-1010, E-1510, F-2510, G-5010 i H-7510.
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1z Slike 16. vidljivo je da koncentracija trijodida raste s porastom koncentracije jodida.
Vrijednosti apsorbancija za ispitivane otopine, mjerene na 351 nm, pokazuju trend
priblizavanja konstantnoj vrijednosti s porastom vrijednosti odnosa jodid/jod pri fiksnoj

koncentraciji joda (Slika 17.)

084 o

0,64

A351

0,4 1

0,2

0,0

T T T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000
c,(KI) /cyl,)

Slika 17. Ovisnost vrijednosti apsorbancija otopine trijodida, mjerene na 351 nm, kao

funkcija vrijednosti odnosa jodid/jod pri fiksnoj koncentraciji joda (¢, = 0,1 mM).

Slika 18. prikazuje 3D povrsinski graf konverzije joda u trijodid, izraZzene kao
vrijednost apsorbancije mjerene na 351 nm u funkciji slobodnog trijodida i vrijednosti

pocetnog odnosa jodid/jod.
Vrijednosti apsorbancija isptivanih otopina, mjerenih na 351 nm, rastu i ispoljavaju

tendenciju priblizavanja konstantnoj vrijednosti s porastom omjera koncentracija jodida i joda

1 pri rastu¢oj koncentraciji trijodida.
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Slika 18. Promjena vrijednosti apsorbancije, mjerena na 351 nm, kao funkcija slobodnog

trijodida 1 vrijednosti po¢etnog odnosa jodid/jod.
3.2. Priprema kompleksa Skrob-trijodid i odabir koncentracije supstrata

Skrob s trijodidnim ionom stvara modri kompleks. Boja ovisi o prirodi §kroba.

Formiranje kompleksa $krob-trijodid moze se opisati sljede¢om jednadzbom:

[K1, ], +[KI], +8krob = [KI,«8krob ] +[KI, ], +[KI] (28)

0

[KI3]O 1 [KI]0 = pocetna koncentracije trijodida i jodida, 1
[KI3] . = koncentracija slobodnog, (nevezanog) trijodida.

Jodidni ion mora biti prisutan u velikom suvisku (koncentracija jodida treba biti viSe
od 500 puta veca od pocetne koncentracije trijodida) i njegova koncentracija moze se smatrati

konstantnom. Zbog toga se jednadzba (28) moze pojednostaviti:

[K1, ], +8krob <= [KI, - &krob] +[KI, . (29).
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3.2.1. Potenciometrijsko istrazivanje nastajanja kompleksa Skrob-trijodid

Da bi se odredila osjetljivost predlozene metode, bilo je potrebno istraziti odziv
platinskog redoks-senzora pri razli¢itim koncentracijama trijodidnog iona i otopina Skroba
(koji se koristi kao supstrat), simuliraju¢i na taj nacin promjene koje nastaju biokatalitickom
razgradnjom Skroba . Za otopinu odgovaraju¢e koncentracije Skroba izraCunata je masa
dodanog skroba. Razlikujemo podruc¢je niskih masa Skroba (koncentracija dodavanog Skroba
2 g/L), srednjih masa Skroba (koncentracija dodavanog Skroba 3 g/L) i visokih (koncentracija

dodavanog Skroba 5 g/L).

360
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Slika 19. Odziv platinskog redoks-senzora na skrob u podru¢ju malih masa Skroba (0 - 4 mg),
pri razli¢itim koncentracijama trijodida (5x10™* M (m), 2,5x10*M (A), 1x10* M (#), 2,5x107
M (), 1x10° M (A), 2,5x10° M (0)) i konstantnoj koncentraciji jodidnih iona ¢_= 0,05 M.

Slika 19. prikazuje odziv platinskog redoks-senzora na Skrob u podru¢ju malih masa
Skroba (0 - 4 mg) pri razliitim koncentracijama trijodida i konstantnoj koncentraciji jodidnih

iona ¢_= 0,05 M. Odziv senzora bio je linearan u cijelom podrucju ispitivanih koli¢ina Skroba
(0 - 4 mg), pri pocetnoj koncentraciji trijodida (cl_) = 0,1 mM. Najveca osjetljivost (6,55

mV/mg Skroba) bila je pri upotrebi pocetne koncentracije trijodida (cl,) = 0,025 mM u
3 /0
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Rezultati i rasprava

rasponu od 0 - 2 mg Skroba, tj. 8,50 mV/mg Skroba, upotrebom pocetne koncentracije

trijodida e,

3

) = 0,01 mM, u rasponu od 0 — 0,8 mg Skroba.
0

Slika 20. prikazuje odziv platinskog redoks-senzora na $krob za podrucje srednjih
masa Skroba od 0 - 9 mg, pri razliitim koncentracijama trijodida i konstantnoj koncentraciji

jodidnih iona ¢ = 0,05 M. Odziv senzora bio je linearan u cijelom podrucju ispitivanih

koli¢ina Skroba (0 - 9 mg), pri po€etnim koncentracijama trijodida (cl, ) = 0,25 mM. Najveca
3 /o

osjetljivost (3,35 mV/mg Skroba) bila je pri upotrebi pocetne koncentracije trijodida (cl_ ) =
3 /0

0,1 mM, u rasponu od 0 — 5,4 mg Skroba, tj. 7,44 mV/mg Skroba upotrebom pocetne

koncentracije trijodida (cl,

3

) = 0,025 mM, u rasponu od 0 — 1,8 mg Skroba.
0
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Slika 20. Odziv platinskog redoks-senzora na $krob za podrucje srednjih masa skroba od 0 - 9
mg, pri razli¢itim koncentracijama trijodida (2,5x10*M (4), 1,25x10*M (V), 1x10* M (),
2,5x10”° M (o)), i konstantnoj koncentraciji jodidnih iona C - =0,05M.

Slika 21. prikazuje odziv platinskog redoks-senzora na Skrob u podrucju vecih masa skroba (0
- 15 mg) pri razli¢itim koncentracijama trijodida 1 konstantnoj koncentraciji jodidnih iona

¢, = 0,05 M. Odziv senzora bio je linearan u cijelom podrucju ispitivanih koli€ina Skroba (0 -
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15 mg) pri po€etnim koncentracijama trijodida (cl, ) = 0,25 mM. Najveca osjetljivost (3,68
3 /0

mV/mg Skroba) bila je pri upotrebi pocetne koncentracije trijodida (cl,) = 0,1 mM, u
3 /o

rasponu od 0 — 6,0 mg Skroba.
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Slika 21. Odziv platinskog redoks-senzora na Skrob u podrucju vec¢ih masa Skroba (0 - 15
mg), pri razli¢itim koncentracijama trijodida (2,5x10*M (4), 1,25x10™*M (V), 1x10™* M (),

1 konstantnoj koncentraciji jodidnih iona ¢_= 0,05 M.

Usporedba odziva platinskog redoks-senzora u otopinama Skroba razli¢itih

koncentracija (2 - 5 g/L), pri pocetnoj koncentraciji trijodida (cl_ ) = 0,1 mM i konstantnoj
3/0

koncentraciji jodidnog iona ¢, = 0,05 M prikazana je na Slici 22.
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Slika 22. Odziv platinskog redoks-senzora prema otopinama Skroba razlicitih koncentracija (2

(A),3 (w)i5 g/L (A)), pri poCetnoj koncentraciji trijodida (clé )O = 0,1 mM 1 konstantnoj

koncentraciji jodidnog iona ¢, = 0,05 M.

Iz Slike 22 moze se zakljuciti da su relativne promjene potencijala najvece pri koristenju
otopine Skroba koncentracije 5 g/L. Objasnjenje lezi u Cinjenici da za dodatak jednake
koli¢ine Skroba treba dodati ve¢i volumen otopine Skroba manje koncentracije, ¢ime se
ukupni volumen mjerne otopine povecava. Posljedica toga je smanjenje molarne
koncentracije trijodida, §to prema jednadzbi (27) rezultira i smanjenjem potencijala platinskog
redoks-senzora uronjenog u mjerni sustav. Stoga su pri daljnjim ispitivanjima koriStene

otopine Skroba vecih koncentracija (315 g/L).

U Tablici 4. naveden je pregled rezultata karakteristika odziva platinskog redoks-senzora

prema otopinama Skroba razli€itih koncentracija, pri fiksnoj koncentraciji jodidnog iona ¢ =

0,05 M.
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Tablica 4. Pregled rezultata karakteristika odziva platinskog redoks-senzora prema otopinama skroba razli¢itih koncentracija (2, 3 1 5 g/L), pri

konstantnoj koncentraciji jodida ¢ = 0,05 M.

AE —linearno  mg(linearno

c(I3)o /pM E(mg=0)/mV S/(mV/dekada) Const podrudje podrucje) Osjetjivostf k logk
AE=f(ms)/mV mg e
2,5 299.4 26,35 446,80 5 0,8 6,25 7,943E-06 -5,100
10 308,4 57,23 594,40 6,8 0,8 8,50 2,005E-05 -4,698
25 318,7 59,65 592,73 13,1 2 6,55 3,197E-05 -4,495
100 334,4 60,95 578,20 12,7 4 3,18 4,662E-05 -4,331
25 317,2 115,62 849,06 13,4 1,8 7,44 1,957E-05 -4,708
100 334,8 80,01 654,64 18,1 5,4 3,35 4,157E-05 -4,381
125 337,5 61,06 576,10 15,2 5.4 2,81 5,946E-05 -4,226
250 347,5 40,64 493,95 14,5 9 1,61 9,094E-05 -4,041
100 334,2 169,73 1012,80 22,1 6 3,68 1,993E-05 -4,701
125 3373 120,28 806,49 20,3 6 3,38 3,723E-05 -4,429

250 3473 52,02 534,72 16,6 9 1,84 9,369E-05 -4,028




Relativna osjetljivost definira se kao omjer promjene elektromotorne sile E.,; u
podrudju linearnog odgovora i promjene odgovaraju¢e koncentracije Skroba. S obzirom da je
u ispitivanim otopinama ionska jakost bila jako visoka, odziv platinske redoks-elektrode bio
je izrazito stabilan i visoko ponovljiv. Iz Tablice 5 vidljivo je da se osjetljivost povecava sa
smanjenjem koncentracije Skroba, ali podrucje linearnog odziva postaje uze. Iz toga se moze
zakljuciti da se nize koncentracije/aktivnosti amilaze mogu tocnije i preciznije odrediti
upotrebom nize koncentracije Skroba/supstrata, Sto (koji) uzrokuje vecu relativhu promjenu

elektromotorne sile, emf.

Tablica 5. Relativna osjetljivost platinskog redoks-senzora prema Skrobu, pri razlicitim

koncentracijama trijodida i Skroba te konstantnoj koncentraciji jodida (¢ = 0,05 M).

Relativna
AE (linearno mg (linearno
(CI. ) MM ¢/(mg/L) osjetljivost/
370 podrucje)/mV podrucdje)/mg
(mV/mg)
25 2 13,1 2 6,55
100 2 12,7 4 3,18
25 3 13,4 1,8 7,44
125 3 15,2 5,4 2,81
100 5 22,1 6 3,68
250 5 16,6 9 1,84

Tablica 6. Parametri senzora i analita dobiveni modeliranjem potenciometrijskih podataka

nakon optimizacije Solverom zajedno s odgovaraju¢om regresijskom statistikom dobivenom

SolvStatom.
Nagib*/ . . 5
Const /mV Log(k) R SE(y)
(mV/dekada)
28,47 £ 1,25 425,1£5.2 3,283 £ 0,051 0,9984 0,405

" vrijednost + standardno odstupanje



Rezultati i rasprava

Na Slici 23 je povrSinski 3D graf, koji prikazuje relativnu promjenu redoks-potencijala
platinskog senzora u funkciji koncentracija trijodida 1 Skroba. Najveéa promjena potencijala

bila je kod koncentracije trijodida 100 uM 1 otopine Skroba (supstrata) koncentracije 5 g/L.

AF MY 15

el T, 1pT

Slika 23. Relativnha promjena redoks-potencijala platinskog redoks-senzora kao funkcija

pocetne koncentracije trijodidnog iona i Skroba.

3.2.2. Direktno potenciometrijsko odredivanje Skroba

3.2.2.1.Mehanizam odgovora platinske redoks-elektrode u odnosu na skrob

c. c.

Transformacijom jednadZbe (27) E=E" + % In —=E"+ 8 log— dolazi se do sljedeceg
¢, ¢,

izraza E=Const + S logc, (30),

gdje je Const = E° - S loge.’ = E® — 83 logc, 0.

Jodid je prisutan u velikom suviSku i moZe se smatrati konstantnim.
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Jednadzba (32) opisuje ravnotezne koncentracije trijodidnih iona nakon dodatka odredene
koli¢ine otopine Skroba otopini jodida i trijodida, konstantne koncentracije trijodida i

konstantnog suviska jodida.

(Cls )f B (CI; )0 '(Cls )b (32),

(cl_ ) = koncentracija slobodnog trijodida
3 /g

(cl_ ) = pocetna koncentracija trijodida, i
0

3

(CI, ) = koncentracija trijodida vezanog za Skrob.
37b

Koncentracija vezanog trijodida proporcionalna je koncentraciji (masi) Skroba my:
(clg )b = kxmg (33),

gdje je k = faktor proporcionalnosti,
ms= masa Skroba

Supstitucijom jednadZzbe (33) u jednadZzbu (32) dobije se sljedeci izraz:
(e, )f =(e, ) —kxmy (34).

1z jednadzbe (34) moze se izraCunati m;:

m, = _(013 )0 _(Clg )f (35)
N k :
Jednadzba (35) omogucava odredivanje koncentracije (mase) Skroba u nepoznatom uzorku

Skroba. Odredivanje se moZe izvesti mjerenjem odziva platinskog redoks-senzora (kalibracija)

u seriji otopina Skroba razlicitih koncentracija.
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3.2.2.2. Optimizacija upotrebom Solvera

Optimizacija Solverom i8la je u sljede¢im koracima:

a) Generiran je radni list (Slika 24.) koji sadrzi podatke, s nezavisnom
varijablom E (redoks-potencijal u mV) i zavisnom varijablom mg (koncentracija/koli¢ina

Skroba u mg) koje se trebaju podesiti.

b) Dodana je kolona (H) koja sadrzi E.4., koji se izraCuna iz izraza 30, a
opisuje odziv platinskog redoks-senzora i ukljuuje odgovarajaéi broj parametara koji se
variraju: nagib senzora S, izraz za konstantni potencijal (constant potential term) Const i
faktor proporcionalnosti £.

Umjesto vrlo male vrijednosti veli¢ine k (red veli¢ine 10™) koristi se logk. Variranjem
razlicitih setova pocetnih uvjeta omoguéava se da Solver nade globalni minimum.

¢) Dodana je kolona (J) u kojoj se ra¢una kvadrat razlika sr (residuals), E-E .,
za svaki podatak.

d) IzraCuna se suma kvadrata razlika ssr (residuals) (Target Cell)

e) Solver izraCunava minimalnu sumu kvadrata razlika ssr (Target Cell)
variranjem odabranih parametara iz jednadzbe 30 (Changing Cell). Za varijable nisu

primijenjena nikakva ogranicenja.

N34 - [
A B E F G H I J

3 Vs iml m, uzeto / mg ElmV cirim C () Ecate res sr
4 0 0 3375 0.0500 1.250E-04 33738 -0.269233453 | 0.072486652
| 5 | 03 09 3357 0.0482 1.140E-04 3353 0365618858 | 0.133677149
| 6 | 06 1.8 3329 0.0465 1.038E-04 3328 0.050720667 | 0.002572586
| 7| 09 27 3303 0.0449 9.432E-05 3303 -0.001047875 | 1.09304E-06
8| 1.2 36 3276 0.0435 8.543E-05 3277 -0.07496572 | 0.005619859
9| 1.5 45 3247 0.0421 7.710E-05 3250 -0.253853695 | 0.064441693

10 1.8 54 3223 0.0408 5.928E-05 3221 0182761086 | 0.033401615

"

12 | ssr | 0312 |

13

14 Varijable Solver Statistika
115 s 61.06 S Const log(k)
|16 | Const 576.10 51.06 576.10 -4.2258
117 k 5.946E-05 Stand. dev. 145673 57.015 01293

18 log(k) -4.2258 Corr. coeff. R? | 09984
19 SE(y) 0.2794

Slika 24. Rezultati potenciometrijskih mjerenja (dio) i parametri modela za direktno

potenciometrijsko odredivanje skroba dobiveni primjenom programa Solver (Excel).
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Rezultati i rasprava

f) Makro SolvStat daje regresijsku statistiku za Solver izracunavajuci
standardnu devijaciju parametara, koeficijent korelacije i standardnu pogresku vrijednosti
procijenjenog elektrodnog potencijala SE(y).

g) Izabrani podaci se nalaze u linearnom dijelu odziva platinskog redoks--

senzora koriSteni su za izraCunavanje slobodnog trijodida (cl_) , koncentracije/mase Skroba
3/f

koja se nalazi u otopini u promatranoj tocki elektrodnog potencijala, a potom i % iskoriStenja.

U tu svrhu koriSten je program Goal seek (Excel). Posebno je provedena odgovarajuca

statistika izracunatih iskoristenja. Rezultati izracunavanja (dio) prikazani su na Slici 25.

Loy - I
A B B ) E F ® H [ J
24 VoimL meuzeto img| E!/mV |m; nadenoimg|lIskoristenje (% | C()IM C(ly)y E gate res sr
6| 06 15 3320 1755 97486 4T62E.02 | 1041E-04 | 33203 | -0.02907 | 6450E-04
26 09 27 3303 2686 99 486 AMAE02 | 9441E-05 | 33033 | -002709 | 7.339E-04
El 12 36 3976 3627 100,727 4343602 | 8528E-05 | 232762 | -0.02167 | 4697E-04
| 28 15 45 247 4 608 102 398 4 211E-02 7 B42E-05 32472 -0.02051 4 207E-04
2 18 54 1223 5311 23347 4082602 | 5987605 | 22232 | 002382 | 5677604
30
El
12 Statistika iskoristenja
| 33 | Model
| 34 | Srednja vrijednost = 99 691
Ed STDEV = 1.945
3 CV(%) = 1.951
Ed

Slika 25. Rezultati (dio) izra¢unavanja slobodnog trijodida (CI, ) , koncentracije/mase skroba
3 /¢

koja se nalazi u otopini u promatranoj tocki elektrodnog potencijala, a potom i1 % iskoristenja,

dobiveni primjenom programa Goal seek (Excel).

3.2.2.3. Karakteristike odziva senzora u odnosu na §krob

Iz slike 26 vidljivo je da se redoks-potencijal linaerno smanjuje s porastom koncentracije
Skroba. To se moze objasniti kontinuiranim vezanjem slobodnog trijodida na Skrob, Sto
rezultira smanjenjem redoks-potencijala prema jednednadzbi (30). Pri viS§im koncentracijama
Skroba veze se skoro sav trijodid, a preostali trijodid odgovara njegovoj ravnoteznoj
koncentraciji prema jednadzbi (29). Daljnje postupno smanjenje koncentracije trijodida

posljedica je efekta razrjedenja
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Rezultati i rasprava

340

330

E/mV

320

310

Slika 26. Karakteristike odziva platinskog redoks-senzora u odnosu na Skrob ( ¢, (13‘ ) =0,125

mM, ¢, (1")=0,05 M).

Stoga se koncentracija Skroba treba raCunati u podrucju linearnog odziva platinskog

redoks-senzora. Slika 27 prikazuje graf linearnog odziva platinskog redoks-senzora.

340+

335+

330

E/mV

325

320

m  eksper.
® model

N -

mg/ mg

Slika 27. Linearni dio odziva platinskog redoks-senzora u odnosu na $krob (¢, (13‘ ) =0,125

mM, ¢, (I")=0,05 M).
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Rezultati i rasprava

Procjene parametara modela i senzora dobivene optimizacijom pomocu Solvera

prikazane su u tablici 7.

Tablica 7. Parametri senzora i modela za kompleks trijodid-Skrob dobiveni iz njihovih

potenciometrijskih podataka nakon optimizacijskog postupka upotrebom Solvera.

Parametar | Vrijednost
S 26,3
Const. 446,8
log(k) -5,148
R’ 0,9984
SE(y) 0,28

Potvrdena je visoka korelacija (R* = 0,9984) izmedu $kroba, koncentracije trijodida i

odziva platinskog redoks-senzora (Tablica 7).

3.2.2.4. Odredivanje Skroba upotrebom direktne potenciometrije

Rezultati odredivanja sadrzaja Skroba u tri podruc¢ja koncentracija primjenomom direktne

potenciometrije (3.1.4.) navedeni su u Tablicama (8-10)

Tablica 8. Rezultati odredivanja sadrzaja Skroba u podrucju nizih masa Skroba (0-2 mg)

primjenom direktne potenciometrije (¢, (I N ) =0,025 mM, ¢, (1 ’) =0,05 M).

my (uzeto)/mg E/mV my (nadeno)/mg IskorisStenje/%
0,4 3153 0,408 101,971
0,8 312,6 0,837 104,671
1,2 309,6 1,308 109,032
1,6 307,1 1,654 103,350
2 305 1,913 95,644
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Rezultati i rasprava

Tablica 9. Rezultati odredivanja sadrzaja Skroba u podrucju srednjih masa Skroba (0-4 mg)

primjenom direktne potenciometrije ( ¢, (1 N ) =0,1 mM, ¢, (I ") =0,05 M).

my(uzeto)/mg E/mV my(nadeno)/mg IskorisStenje/%
0,8 3314 0,790 98,690
1,6 329 1,538 96,113
2,4 326,3 2,452 102,150
3,2 324 3,128 97,755
4 3214 3,946 98,638

Tablica 10. Rezultati odredivanja sadrzaja Skroba u podrucju visih masa skroba

(0-9 mg) primjenom direktne potenciometrije ( c, (13‘ ) =0,25mM, ¢, (I ‘) =0,05 M).

my (uzeto)/mg E/mV my (nadeno)/mg Iskoristenje/%
3 342.6 2,864 95,473
4.5 339,8 4,473 99,395
6 336,7 6,165 102,745
7,5 333,7 7,648 101,978
9 331 8,827 98,076

Rezultati odredivanja sadrZaja Skroba, prikazani kao statistika iskoriStenja, dati su u Tablici

11.

Tablica 11. Statistika iskoriStenja direktnog potenciometrijskog odredivanja Skroba u tri

razlicita podrucja mase Skroba, izraCunata na temelju 5 razli¢itih mjerenja u svakom podrucju.

Podrucje odredivanja (mg Skroba)

Parametri
0-2 0-4 0-9
Srednja vrijednost (%) 102,93 98,67 99,53
Stand. odstupanje 4,86 2,21 2,95
CV (%) 4,72 2,24 2,97
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Rezultati i rasprava

Za srednje 1 velike mase Skroba greSka odredivanja manja je od 2%, Sto je
zadovoljavajuce za direktno potenciometrijsko odredivanje. Samo za niZe mase Skroba (manje

od 2 mg Skroba) greska je vecéa (2,93%), Sto je prihvatljivo za to koncentracijsko podrucje.
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Rezultati i rasprava

3.2.3. Spektrofotometrijsko istraZivanje

Formiranje kompleksa trijodid-S8krob, bazirano na jednadzbi (28) studirano je i
spektrofotometrijski. Slika 28. prikazuje UV-VIS apsorpcijski spektar kompleksa trijodid-

Skrob pri razli¢itim koncentracijama Skroba.

0,0

T T T T T T T
300 400 500 600

Slika 28. UV-VIS apsorpcijski spektar kompleksa trijodid-Skrob pri razli¢itim

koncentracijama $kroba. Brojevi u legendi predstavljaju koncentracije Skroba u mg/25 mL.

Apsorpcijski  spektar kompleksa trijodid-Skrob karakteriziraju tri apsorpcijska
maksimuma. Dva od njih se odnose na trijodidni ion (na 288 i 351 nm), dok se tre¢i (na 550
nm) odnosi na kompleks trijodid-Skrob. Taj se maksimum moze iskoristiti za spektroskopsko
odredivanje Skroba. S porastom koncentracije Skroba, apsorpcijski maksimum na 550 nm
raste. Razlog je formiranje kompleksa trijodid-Skrob. U isto vrijeme apsorpcijski maksimumi

na 288 i 351 nm padaju, zbog smanjenja koncentracije trijodida koji se veze sa Skrobom.

3.2.4. Usporedba metode za odredivanje Skroba direktnom potenciometrijom i

spektrofotometrijom
Rezultati dobiveni upotrebom predlozenog senzora usporedeni su s rezultatima

dobivenim odgovarajuéom spektrofotometrijskom metodom'** i prikazani su u tablici 12.

Evaluacija rezultata primjenom Studentovog t-testa pokazala je da nema statisticki znacajne
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Rezultati i rasprava

razlike u srednjim vrijednostima dobivenim dvjema metodama za interval pouzdanosti od
95%. Slaganje rezultata dobivenim dvjema metodama je zadovoljavaju¢e za rutinsko

odredivanje skroba.

Tablica 12. Usporedba rezultata dobivenih spektrofotometrijom 1 direktnom

potenciometrijskom metodom s redoks-senzorom.

Nadeno Skroba (mg)*

Uzorak Spektrofotometrijska
. Redoks-senzor
A 0,378 £0,011 0,393 £ 0,015
B 1,27+ 0,03 1,29 £ 0,04
C 2,82+ 0,07 2,79+ 0,08
D 437+ 0,09 442 +0,08
E 7,54 £0,10 7,63+0,11
F 8,80+ 0,13 8,85+0,13

" Srednja vrijednost za 5 odredivanja + oy

3.3. Direktno potenciometrijsko odredivanje koncentracije a-amilaze
3.3.1. Mehanizam odziva platinskog redoks-senzora u odnosu na a-amilazu

a-amilaza katalizira hidrolizu Skroba. Nehidrolizirani Skrob, ¢ija je koncentracija
obrnuto proporcionalna koncentraciji a-amilaze, stvara kompleks s trijodidom (jednadzba 28),
smanjujuci pri tom pocetnu koncentraciju trijodida.

Promjena koncentracije trijodida (koji postoji samo uz veliki suvisak jodidnog iona)
uzrokuje promjenu odnosa koncentracija redoks-para trijodid/jodid, §to prema jednadzbi (27).
uzrokuje promjenu elektrodnog potencijala platinskog redoks-senzora. Te su promjene u

direktnoj korelaciji s koncentracijom a-amilaze.

Jodidni ion prisutan je u velikom suvisku, njegova je koncentracija vise od 500 puta

veca od pocetne koncentracije trijodida i mozZe se smatrati konstantnom.
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U pocetku, prije dodatka amilaze 1 pri konstantnoj koncentraciji Skroba, elektrodni potencijal

platinskog redoks-senzora moze se opisati sljede¢im izrazom:

E= Const+S10g(clé) (36)

0
gdje je
E = elektrodni potencijal (mV),

S = nagib senzora (mV/dekada aktivnosti), i

(013 )0 = pocetna koncentracija trijodida (mol/L).

Nakon dodatka a-amilaze koncentracije ca, dobije se sljede¢i izraz:

E= Const+Slog(cI;) (37),

f

gdje je
(c). =(e,). *(e), (38).
Nakon uvrstavanja jednadzbe (38) u (37), dobije se sljedeci izraz:
E = Const + Slog[(ch ) +(e, H (39),
gdje je
(cl_ ) = porast koncentracije trijodida (mol/L).

3 /1

Porast koncentracije trijodida proporcionalan je aktivnosti (koncentraciji) a-amilaze:
(cl,s )1 = kxm, (40),
gdje je

k = faktor proporcionalnosti

m, = koncentracije a-amilaze (ug)

Uvrstavanjem jednadzbe (40) u (38), dobije se:
(Cli )f :(Cli )o+k><mA (41)
Nakon uvrstavanja jednadzbe 40 u 39, dobije se sljedeci izraz:

E =Const + Slog[(cl_ ) +kxmA} (42).

0

84



Rezultati i rasprava

Iz jednadzbe (41) mozZe se izracunati koncentracija a-amilaze:

. C.
my =~ 2% (43).

3.3.2. Optimizacija analitickog postupka za direktno potenciometrijsko odredivanje

koncentracije a-amilaze

Aktivnost a-amilaze ovisna je o temperaturi, pH i prisustvu metalnih iona. Ispitana je
kinetika hidrolize Skroba o-amilazom u cilju definiranja optimalnih uvjeta analitickog

postupka.
Utjecaj pH

Ispitan je utjecaj pH na brzinu hidrolize Skroba u podrucju vrijednosti 4-8. Nadeno je
da je maksimum hidrolize bio pri pH 5,5. Taj pH uzet je kao optimalni u daljnjim

istrazivanjima (Slika 29).
25
20 ~

15 -

AE / mV

10

pH

Slika 29. Odziv platinskog redoks-senzora na a-amilazu pri razli¢itim pH-vrijednostima
(koncentracija o-amilaze je 10 pg (aktivnosti 0,36 U/mg), temperatura 40 °C, vrijeme

inkubacije 10 minuta, koncentracija Skroba 5 mg/mL).
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Utjecaj temperature i odabir vremena inkubacije

Da bi se smanjili troskovi analize, potrebno je odabrati odgovarajué¢u temperaturu i

vrijeme hidrolize.

Cilj ovog istraZivanja bio je odrediti najnizu temperaturu hidrolize i najkrace vrijeme
inkubacije pri kojima bi se dobili jo§ uvijek analiticki upotrebljivi podaci. Rezultati hidrolize
Skroba pri konstantnim koncentracijama $kroba (5 mg/ml) i a-amilaze (10 pg) dani su na Slici
30. Moze se vidjeti da je a-amilaza skoro u potpunosti hidrolizirala Skrob pri temperaturi od

40°C 1 vremenu od 10 minuta. Ti su parametri koriSteni u nastavku istrazivanja.

Povecanje vremena i temperature hidrolize neznatno utje¢e na veli¢inu promjene

odziva senzora (Slika 30).

40 -
40°C
30- 0, ”--_-._.-___-_
— — 45°C =
. — - -35°C //‘//
s //',’
520- /'_/
Pt
yad
2 °
10 - A
Y 4
0 T T 1
0 5 10 15
t/ min

Slika 30. Utjecaj temperature i vremena hidrolize na odziv platinskog redoks-senzora prema
a-amilazi (koncentracija a-amilaze je 10 pg (aktivnosti 0.36 U/mg), koncentracija $kroba 5

mg/mL).
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3.3.3. Odredivanje koncentracije/aktivnosti a-amilaze u ¢istim i industrijskim uzorcima

3.3.3.1. Optimizacija upotrebom Solvera

Optimizacija Solverom i8la je u sljede¢im koracima:

a) Generiran je radni list (Slika 31) koji sadrzi podatke s nezavisnom
varijablom E (redoks-potencijal u mV) i zavisnom varijablom m, (koncentracija/koli¢ina

amilaze u mg) koje se trebaju podesiti.

b) Dodana je kolona (G) koja sadrzi E.4., koji se izracuna iz jednadzbe (37), a
opisuje odziv platinskog redoks-senzora i ukljuuje odgovarajaéi broj parametara koji se
variraju: nagib senzora S, izraz za konstantni potencijal (constant potential term) Const 1
faktor proporcionalnosti k.

Umjesto vrlo male vrijednosti veli¢ine & (red veli¢ine 10 koristi se logk. Variranjem

razlicitih setova pocetnih uvjeta omoguéava se da Solver nade globalni minimum.

¢) Dodana je kolona (I) u kojoj se racuna kvadrat razlika sr (residuals), E-E. .,

za svaki podatak.

d) IzraCuna se suma kvadrata razlika ssr (residuals) (Target Cell)

e) Solver izraCunava minimalnu sumu kvadrata razlika ssr (Target Cell)
variranjem odabranih parametara iz jednadzbe (37) (Changing Cell). Za varijable nisu
primijenjena nikakva ogranicenja.

f) Makro SolvStat daje regresijsku statistiku za Solver izraCunavajuci

standardnu devijaciju parametara, koeficijent korelacije i standardnu gresku vrijednosti

procijenjenog elektrodnog potencijala SE(y) (Slika 32).
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Al B C | D | E | F | [ | H | 1
ﬂ
128 Va/mL m.uzeto / mg | Eimv | cinim | Cily) | E e | res | sr
123 0.00 0.00 3114 0.029411765  1.000E-04 J1.21 0.18932 3.584E-02
120 0.15 1.50 j18.8 0.029411765  1.920E-04 319.27 -0.47305 2.238E-01
E 0.30 3.00 3241 0.029411765 2.839E-04 324.11 -0.01213 1.473E-04
132 0.45 4.50 j2r.2 0.029411765  3.759E-04 327.58 -0.38101 1.452E-01
E 0.60 6.00 330.5 0.029411765 4.678E-04 330.29 0.21319 4.545E-02
134 0.75 7.50 333 0.029411765  5.598E-04 33251 0.49454 2.446E-01
135 0.90 9.00 3348 0.029411765 6.518E-04 334.39 0.41412 1.715E-01
138 1.05 10.50 336.4 0.029411765 7.437E-04 336.02 0.38230 1.462E-01
137 | 1.20 12.00 3374 0.029411765 8.357E-04 337.46 -0.05903 3.485E-03
138 1.35 13.50 3384 0.029411765 9.276E-04 338.75 -0.34974 1.223E-01
124 1.50 15.00 339.5 0.029411765  1.020E-03 339.92 -0.41835 1.750E-01
el
[121]
142 | SSI 1.31
143
144] Varijable Solver Statistika
145 | s 2847 s [ Const [ Iogik)
146 Const 42508 2847 425.08 -3.283
E k 5.211E-04 Stand. dev. 1.25 a.16 0.081
143 logik} -3.2831 Corr. coeff. R 09984
10| SE(v) 0.405
1150 |
[151]

Slika 31. Rezultati potenciometrijskih mjerenja (dio) i parametri modela za direktno
potenciometrijsko odredivanje koncentracije a-amilaze dobiveni primjenom programa Solver

(Excel).

g) Izabrani podaci koji se nalaze u linearnom dijelu odziva platinskog redoks-

, koncentracije/mase a-
f

senzora koriSteni su za izraCunavanje slobodnog trijodida (CI_)

3
amilaze koja se nalazi u otopini u promatranoj tocki elektrodnog potencijala, a potom i %
iskori$tenja. U tu svrhu koriSten je program Goal seek (Excel). Posebno je provedena

odgovarajuca statistika izracunatih iskoriStenja. Rezultati izratunavanja (dio) prikazani su na

Slici 32.

J K L | M | N [ =] | F | Q | R | s
128
130 mguzeto /mg EimV | m; nadenc /mg | Iskoristenje / % ‘ cin/m | Cily ) | E @ | res | I
134 4.50 327.2 4.301 95.58 0.02941176 | 3.637E-04 32717 0.02632 | 6.929E-04
E 6.00 330.5 6.120 102.00 0.02941176 | 4.752E-04 330.48 0.02029 | 4.117E-04
1133 | 7.50 333 7.895 105.26 0.02941176 | 5.840E-04 333.03 -0.02886 | 8.330E-04
| 134| 9.00 3348 9.386 104.28 0.02941176 | 6.754E-04 334.83 -0.02637 | 6.952E-04
135 10.50 336.4 10.908 103.89 0.02941176 | 7.687E-04 336.43 -0.02690 | 7.234E-04
126 |
127 |
B Statistika iskoristenja
REE] Model
140 | Srednja vrijednost = 102.20
141 STDEV = 3.89
4z | CVi%) = 2.80

Slika 32. Rezultati (dio) izraCunavanja slobodnog trijodida (C ) , koncentracije/mase a-
f

I

amilaze koja se nalazi u otopini u promatranoj tocki elektrodnog potencijala, a potom i %

iskoriStenja primjenom programa Goal seek (Excel).
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Rezultati i rasprava

3.3.3.2. Cista o-amilaza

Eksperimentalni podaci (Slika 33.) usporedeni su s odgovarajuéim teoretskim
modelom u kojem su, upotrebom Solvera, optimizirane karakteristike senzora i analita (nagib
senzora S, izraz za konstantni potencijal Const, koeficijent proporcionalnosti k). Solver koristi
metodu najmanjih kvadrata da bi teoretsku krivulju prilagodio eksperimentalnim podacima 1
izratunao vrijednosti varijabli koje maksimalno smanjuju sumu razlika kvadrata izmedu

teoretske i eksperimentalne krivulje.

T 10.0

B Experimental
340 _ —A—Model A
——RR

E /mV

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
a-amylase / U

Slika 33. Usporedba eksperimentalnih (m) i modelnih (A) karakteristika odziva platinskog
amilaznog redoks-senzora na a-amilazu (¢, (I;) =0,1 mM, ¢, (I) =0,05 M, koncentracija

Skroba 5 mg/mL). Na sekundarnoj Y-osi prikazane se vrijednosti kvadrata rezidua RR(0).
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Rezultati i rasprava

Vrijednosti tih parametara i odgovarajuca regresijska statistika dobiveni su upotrebom

makroa SolvStat (Excel) i prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Vrijednosti parametara senzora i analita dobivenih optimizacijom pomocéu

Solvera 1 odgovarajuce regresijske statistike upotrebom makroa SolvStat

Nagib* / . . 5
Const / mV Log(k) R SE(y)
(mV/dekada)
28,47 + 1,25 425,1 £5,2 3,283 +£ 0,051 0,9984 0,405

" vrijednost + standardno odstupanje

Teoretski model se zadovoljavajuc¢e slaze s eksperimentalnim vrijednostima za
ispitivanu koncentraciju a-amilaze. Vrijednosti nagiba dobivenih modeliranjem u skladu su s

teoretskom Nernstovom vrijednosti prema jednadzbi (27).

Rezultati odredivanja a-amilaze za 0-0.54 U (0-15 ug) a-amilaze primjenom metode

standardnog dodatka dati su u Tablici 14. Granica detekcija iznosila je 1.944 mU a-amilaze.

Table 14. Rezultati i statistika direktnog potenciometrijskog odredivanja aktivnosti a-amilaze

m, (uzeto)/ Aktivnost a-amilaze/U " Stand. Interval

_ _ Iskoristenje /% .

ng Ocekivano Nadeno odst. pouzdanosti
4,50 0,162 0,163 100,6 0,006 + 0,004
6,00 0,216 0,224 103,8 0,004 + 0,003
9,00 0,324 0,339 104,8 0,010 + 0,009
12,00 0,432 0,445 103,0 0,010 + 0,007
13,50 0,486 0,488 100,5 0,009 + 0,007

"bazirano na deklariranoj enzimatskoj aktivnosti 36 U/mg

“srednja vrijednost za 5 mjerenja
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3.3.3.3. Industrijska a-amilaza

Senzor je testiran i na dva uzorka granulirane industrijske a-amilaze Duramyl
(Novozymes A/S, Danska): Duramyl 120 T i enzimski kogranulat o-amilaze i proteaze
Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T. Duramyl standard dobiven je iz referentnog laboratorija

proizvodaca - Novozymes A/S, Danska.

Eksperimentalni i modelni odzivi platinskog amilaznog senzora na razliite
koncentracije spomenuta dva uzorka enzima prikazani su na Slikama 34. 1 35. Rezultati
dobiveni upotrebom platinskog amilaznog senzora usporedeni su s rezultatima potpuno
automatiziranog analizatora (Thermo Clinical Labsystems, Konelab Corporation Espoo,

Finland, Model Konelab Arena 30) prikazani su u Tablici 15.
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Tablica 15. Rezultati dobiveni za aktivnost a-amilaze u granuliranom komercijalnom uzorku za praskaste detergente (a-amilaza Duramyl 120 T i

kogranulat amilaze i proteaze: Everlase/Duramyl 8.0 T/6.0 T) dobiveni direktnim potenciometrijskim odredivanjem i upotrebom Konelab Arena

autoanalizatora.
Aktivnost a-amilaze/mKNU
Duramyl 120 T Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T

my (uzeto)/ ST Autoanalizator Direktna ) my (uzeto)/ P Autoanalizator Direktna *
ng metoda potenciometrija ng metoda potenciometrija
20 2,40 2,35 2,27 40 2,64 2,56 2,48
30 3,60 3,64 3,60 60 3,96 3,90 3,85
40 4,80 4,80 4,80 80 5,28 5,38 5,40
50 6,00 6,00 5,99 100 6,60 6,61 6,78
60 7,20 7,20 7,45 120 7,92 7,92 7,98

" Izradunato na temelju podataka iz laboratorija Novozymes (Bagswaerd, Danmark); aktivnost o-amilaze je 120 KNU/g

" Srednja vrijednost za 5 mjerenja

™" Izratunato na temelju podataka iz laboratorija Novozymes (Bagswzrd, Danmark); aktivnost a-amilaze je 66 KNU/g



Rezultati i rasprava
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Slika 34. Usporedba eksperimentalnih (m) i modelnih (A) karakteristika odziva platinskog
amilaznog redoks-senzora na a-amilazu Duramyl 120 T (c, (I;) =0,1 mM, c, (I')=0,05 M,

koncentracija Skroba 5 mg/mL).

Metoda s analizatorom temelji se na cijepanju 4,6-etiliden-(G7)-1,4-nitrofenil-(G1 )-
a,D- maltoheptaozida a-amilazom i hidrolizom produkata degradacije u p-nitrofenol pomocu
a-glukozidaze, rezultiraju¢i oslobadanjem kromofora. Mjerenja se izvode na valnoj duljini od

420 nm.

Granica detekcije platinskog amilaznog senzora nadena za Duramyl 120 T iznosila je
0,030 mKNU u rasponu od 0-9,6 mKNU (0-80 pg) i 0.032 mKNU za industrijski enzimski
kogranulat a-amilaze i proteaze Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T u rasponu od 0-9,24 mKNU (0-

140 pg).

93



Rezultati i rasprava
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Slika 35. Usporedba eksperimentalnih (m) i modelnih (A) karakteristika odziva platinskog

amilaznog redoks-senzora na industrijski enzimski kogranulat a-amilaze i proteaze

Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T (00(15)20,1 mM, co(I'):0,05 M, koncentracija Skroba 5

mg/mL).
Odzivi novog senzora su vrlo stabilni 1 ponovljivi zbog visoke ionske jakosti redoks-

pufera 1 otopine ispitivanih uzoraka, Sto je omogucilo odredivanje o-amilaze sa

zadovoljavaju¢om preciznosti i to¢nosti.

94



Rezultati i rasprava

3.3.3.4. Usporedba rezultata odredivanja a-amilaze dobivenih novim amilaznim redoks-

senzorom sa spektrofotometrijskom metodom

Rezultati dobiveni upotrebom novog senzora usporedeni su sa spektrofotometrijskom

Fuwa’ metodom prikazani su u Tablici 16.

Evaluacija rezultata primjenom Studentovog t-testa pokazala je da nema znacajne
razlike u srednjim vrijednostima dobivenim dvjema metodama za interval pouzdanosti od
95%. Manja preciznost rezultata dobivenih s obje metode za industrijske a-amilaze Duramyl
120 T i Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T moze se pripisati one¢iS¢enjima i kompleksnosti

proizvoda (Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T).

Tablica 16. Usporedba rezultata dobivenih Fuwa spektrofotometrijskom metodom i novim

redoks-senzorom

Aktivnost a-amilaze”

Uzorak
Fuwa metoda Redoks-senzor

a-Amilaza (Fluka) 0,157 +£0,007 0,150+ 0,006

(8))} 0,296 + 0,004 0,292 + 0,003
Duramyl 120 T 2,48 £0,12 2,32 +0,11
(KNU) 4,91 +£0,08 4,80+ 0,07
Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T 4,20+ 0,16 3,99 +0,14
(KNU) 4,99 +£0,12 4,88 +0,10

" Srednja vrijednost za 5 mjerenja =+ oy
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5. ZAKLJUCCI

U radu je opisana upotreba platinskoga redoks-senzora kao novog, brzog, pouzdanog i
jeftinog senzora za direktno potenciometrijsko odredivanje aktivnosti a-amilaze. Mehanizam 1
djelovanje senzora baziraju se na mjerenju oslobodenog trijodida iz kompleksa trijodid-skrob

nakon biokataliticke razgradnje $kroba a-amilazom.

Optimizirani su sastav 1 stabilnost otopine kalijevog trijodida. Potenciometrijski je
karakteriziran kompleks trijodid-Skrob pri promjenjivim koncentracijama Skroba i trijodida.

Predlozen je mehanizam odziva platinskog redoks-senzora na a-amilazu. Istrazeni su
reakcijski parametri (vrijeme reakcije, temperature, sastav pufera) za biokataliticku razgradnju
Skroba a-amilazom. IzvrSena je njihova optimizacija §to je rezultiralo znac¢ajnim smanjenjem

vremena 1 troSkova analize.

Eksperimentalni podaci usporedeni su s odgovaraju¢im teorijskim modelom. Upotrebom
Solvera, koji koristi metodu najmanjih kvadrata optimizirane su karakteristike senzora i

analita (nagib senzora S, izraz za konstantni potencijal Const, factor proporcionalnosti k).

Testiran je odziv senzora na ¢istu o-amilazu (EC 3.2.1.1, Fluka, Svicarska), industrijski
granulat o-amilaze  Duramyl 120 T 1 industrijksi kogranulat proteaze i1 a-amilaze
Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T. Pronadena granica detekcije je 1.944 mU za o-amilazu za
podrucje od 0-0.54 U (0-15 pg), 0.030 mKNU za Duramyl 120 T za podrucje od 0-9.6 mKNU
(0-80 pg) 1 0.032 mKNU za Everlase/Duramyl 8.0 T/60 T za podru¢je od 0-9.24 mKNU (0-

140 pg).
Rezultati dobiveni upotrebom direktne potenciometrije s platinskim redoks-senzorom
pokazali su zadovoljavajuéu toc¢nost i preciznost te dobro slaganje sa standardnom metodom i

metodom na autoanalizatoru.

Predlozeni senzor zahtijeva jednostavnu i jeftinu instrumentaciju, te je pogodan za

minijaturizaciju i upotrebu, kao detektor, u mikrofluidickim sustavima.
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upisuje doktorski studij, smjer InZenjerska kemija, na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i
tehnologije, Sveucilista u Zagrebu.

Suradnik je na projektu Ministarstva znanosti Republike Hrvatske - Kemijski senzori
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hrvatske bilateralne suradnje, SveuciliSte u Pecuhu (2007-2011), i projektu Nacionalne
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prehrambene i farmaceutske industrije d.d., Osijek - Razvoj prijenosnog analizatora za
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Sudionik je nekoliko ljetnih Skola, od kojih se isticu Advanced Study Course on
Optical Chemical Sensors $kole u organizaciji nekoliko vodec¢ih europskih Sveucilista. Do
sada je kao koautor objavio 4 znanstvena rada koje citira Current Contents. Aktivno je
sudjelovao na 7 medunarodnih i domaéih skupova, prezentacijama na posterima i usmenim

izlaganjem.
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