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SAZETAK

Enzimi su biokatalizatori prisutni u mikroorganizmima, a djeluju poput anorganskih
katalizatora. Njihova uporaba osigurava niz prednosti, poput odvijanja reakcija u blazim
uvjetima te smanjenje nastanka Stetnih nusprodukata. Halogenhidrin-dehalogenaze su enzimi
koji kataliziraju reakciju dehalogenacije haloalkohola uz stvaranje epoksida, kao i reverzibilnu

reakciju, reakciju otvaranja epoksidnog prstena s nukleofilima.

U ovom je radu ispitana reakcija otvaranja epoksidnog prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana,
kataliziranu C tipom halogenhidrin-dehalogenaze HheC-W249P uz natrijev cijanid kao
nukleofil, u kotlastom reaktoru i mikroreaktoru. Reakcija je pracena uporabom HPLC analize,
a aktivnost enzima je pracena spektrofotometrijski. Osim reakcije otvaranja epoksidnog
prstena, istrazivane su i reakcija hidrolize epoksida i kemijska reakcija otvaranja epoksidnog

prstena.

Reakciju je moguée provesti i u kotlastom reaktoru i u mikroreaktoru. U kotlastom reaktoru
koli¢ina nastalog produkta se povecava s vremenom odvijanja reakcije. U mikroreaktoru,
najviSe produkta nastane pri najveCem vremenu zadrzavanja, ali tada se epoksid trosi i
sporednim reakcijama. Brzina deaktivacije enzima se poveéava porastom prostornog vremena

zadrzavanja.

Kljuéne rijeci: biokataliza, enzimi, halogenhidrin-dehalogenaza, mikroreaktori, epoksidi,
B-hidroksi nitrili



ABSTRACT

Enzymes are biocatalysts present in microorganisms and act like inorganic catalysts. Their
usage provides a number of benefits, such as reactions in milder conditions and a reduction in
occurence of harmful by.products. Halohydrin dehalogenases are enzymes that catalyze
dehalogenation od haloalcohols to form epoxides, as well as the reversible reaction, the

ring-opening reaction with nucleophiles.

In this work, the ring-opening reaction of 2-(4-trifluormethyl)phenyl oxirane with sodium
cyanide as nucleophile, catalyzed by C-type halohydrin dehalogenase HheC-W249P, in batch
reactor and microreactor,was investigated. The reaction was monitored using HPLC analysis
and the enzyme activity was monitored spectrofotometrically. In addition to epoxy
ring-opening reaction, the hydrolysis reaction of epoxide and the chemical ring opening

reaction of epoxide were also tested.

The reaction can be carried out in both the batch reactor and the microreactor. In the batch
reactor, the amount of the product formed increases with the reaction time. In the microreactor,
the highest amount of product formed was observed at highest retention time, but then the
epoxide is consumed in side reactions. Also, enzyme deactivation rate increases with increase

of retention times in the microreactor.

Key words: Biocatalysis, enzymes, halohydrin dehalogenases, microreactor, epoxides,

B-hydroxy nitriles
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1. UVOD

Biokataliza je opceniti izraz za pretvorbu prirodnih i neprirodnih spojeva s enzimima, te se
odnosi na koritenje enzima i mikroorganizama u kemiji.! Biokataliza uz pomo¢ enzima
omogucéuje svim oblicima zivota, od najmanjih mikroorganizama do ljudi, da obavljaju
aktivnosti karakteristicne svome nacinu Zzivota kao i interakcije s drugim zivim bi¢ima i
okolisem. U podrucju ljudskih inovacija za poboljSanjem kvalitete zivota, biokataliza ve¢ ima
velik utjecaj te je uvelike doprinijela rastu¢em broju katalitickih transformacija usmjerenih na
otkrivanje i analizu spojeva, biokonverziju polaznih materijala te pripravu ciljanih spojeva u

bilo kojem mijerilu, od malih laboratorijskih razmjera do velikih industrijskih.?

U zadnja dva desetlje¢a uporaba biokatalize je znacajno potaknuta s glediSta potrebe za
ucinkovitim 1 isplativim tehnologijama pretvorbe obnovljive biomase u kemikalije 1 biogoriva
kako bi se postigla zelena ekonomija.® Primjena biokatalize je dala odrZive tehnologije i
selektivne enzime koji su doveli do prijelaza kemijskih procesa prema onima koji su neutralni
molekule sa strukturom drugac¢ijom od one koja postoji u prirodi. Prakti¢na upotreba enzima
kao bioloskih Kkatalizatora je pokrenuta radi njihove svestranosti, regio-, kemo- i
enantioselektivnosti, zajedno s potrebom da kemijska industrija prijede na ekoloski
kompatibilne katalizatore i procese.! Odrzivost procesa se odnosi na koriStenje sirovina i
energije, nastali otpad, sigurnost i stabilnost proces i kvalitetu proizvoda. Ovi se ¢imbenici ¢esto
prevode u smanjenje troSkova proizvodnje te doprinose poboljSanju konkurentnosti, pogotovo
u visoko reguliranim drzavama. PoboljSanja procesa poput povecanja prinosa i smanjenje u
potrosnji sirovina, emisija 1 otpadu rezultiraju smanjenjem troskova procesa Sto bioprocesima

daje prednost naspram tradicionalnih kemijskih puteva.*

Industrijska biokataliza je takoder dozivjela revolucionarne promjene od pocetka koriStenja.
Napretciu sekvenciranju genoma zajedno s uporabom mo¢nih racunalnih alata za identifikaciju
homologije sekvenci enzima poznatih funkcija, su omoguéili ve¢u dostupnost enzima. Otkri¢a
novih enzima 1 novih enzimskih reakcija bi se u buducnosti mogla povecati razvojem
promiskuitetne kataliticke aktivnosti enzima. Dodatno, imobilizacija enzima omoguéava
isplativu primjenu u zahtjevnim procesnim uvjetima. Dostupnost enzima s prihvatljivom
cijenom i mogucénost priprave boljih enzima usmjerenom evolucijom zajedno s ekonomi¢nom
regeneracijom kofaktora razlog je Sirenja biokatalize u podru¢ja u kojima dominiraju

katalizatori od plemenitih metala.®



2.0PCIDIO

2.1. Enzimi

Enzimi, odnosno bioloski katalizatori, su tvari koje ubrzavaju biokemijske procese u zZivim
organizmima. Oni su proizvodi zive stanice, a po kemijskom su sastavu bjelancevine, iako
medu njima ima i kataliti¢kih ribonukleinskih kiselina (ribozimi).® Tvari su bioloskog porijekla
koje ubrzavaju kemijske reakcije potrebne za odrZavanje Zivotnih funkcija. Enzimi ne djeluju
samo u zivim organizmima (in vivo) nego i izvan njih, primjerice u laboratorijskim posudama.
Oni se stoga industrijski proizvode i upotrebljavaju kao izvanredno efektivni katalizatori.®
Enzimi su godinama zvani fermenti, izraz koji je izveden iz latinske rijeCi za kvasac. Taj je
naziv 1878. godine zamijenjen imenom enzim, od gréke rije¢i znacenja u kvascu.”’ lako su neki
enzimi ve¢ bili otkriveni, vaznost enzima u zivuéim sustavima je 1897. godine otkrio je
njemacki kemicar Eduard Biichner, pokazavsi da filtrat razbijenih stanica kvasca moze dovesti
do pretvorbe Secera u ugljii¢ni dioksid.® Njegovo je otkriée dovelo do spoznaje da se
fermentacija Secera moze odvijati i u odsutnosti zivih stanica kvasca, a enzim koji je doveo do
fermentacije je nazvan zimazom.® Od tada je otkriveno vise od 1000 enzima, svaki specifi¢an

odredenoj kemijskoj reakciji koja se odvija u zivim organizmima.®

Enzimi su proteinske makromolekule molekulske mase 10 000-100 000 g/mol.’® U gradu
proteina ulazi dvadeset razliCitih gradivnih jedinica, aminokiselina, medusobno spojenih
peptidnom vezom u lance od nekoliko desetaka do mnogo tisu¢a aminokiselina. Redoslijed
aminokiselina se naziva primarnom strukturom.!! Od 20 primarnih aminokiselina, stanica moze
proizvesti tisuce razli¢itih proteina, svaki sa specificnim kemijskim i bioloSkim funkcijama.
Redoslijed aminokiselina je vrlo bitan, a odreden je nukleotidnom sekvencom gena koji kodira
taj enzim.1° Redoslijed te kemijska i fizikalna svojstva bo¢nih lanaca aminokiselina odreduju
viSu strukturu polipeptidnog lanca.'? Sljedeéi nivo strukture proteina jest sekundarna struktura,
a ona se odnosi na medusobni raspored polipeptidnih lanaca. Najcesé¢i tipovi sekundarnih
struktura su a-uzvojnice i B-strukture. Obje strukture zadrzavaju svoj oblik zbog vodikovih
veza kojima su povezane aminokiseline i koje ih stabiliziraju.11-13 Sveukupna trodimenzionalna
struktura polipeptida se naziva tercijarna struktura. Tercijarnoj strukturi pridonose razne ne-
kovalentne veze, poput vodikovih veza, dipol-dipol interakcija te Londonovih disperzijskih
veza. Tercijarnoj strukturi doprinosi i poseban oblik kovalentne veze: disulfidna veza.
Disulfidne veze drze dijelove polipeptida snazno vezane jedno za drugo.'? Nekoliko identi¢nih
ili razliCitih polipeptidnih lanaca se mogu povezati i na taj nacin stvoriti pravi protein.

2



Kompletna trodimenzionalna struktura, ukljucuju¢i medudjelovanja izmedu polipeptidnih

lanaca, se naziva kvarternarna struktura.l3

Primarna struktura Sekundarna struktura Tercyjarna struktura Kvarternama struktura

Slika 1. Struktura enzimal4

2.1.1 Djelovanjeenzima

Enzimi, poput kemijskih katalizatora, ubrzavaju brzinu kemijske reakcije snizavanjem njene
aktivacijske energije (Ea).'® Enzimi uvelike povecavaju vjerojatnost odvijanja kemijske
reakcije svojom sposobnosc¢u da veliki broj molekula supstrata ucine reaktivnijima. Tako vise
molekula postiZe prijelazno stanje te je kemijska transformacija ubrzana. Enzimi povecavaju
brzinu reakcije te, kao i ostali katalizatori, ne mijenjaju ukupnu promjenu energije reakcije niti
ravnoteznu konstantu te iz reakcije izlaze nepromijenjeni. Enzimi su djelotvorniji od veéine

anorganskih katalizatora te pokazuju visoku specificnost prema svojim supstratima,

kataliziraju¢i samo odredenu vrstu kemijske reakcije.1®



Slobodna energya

Reakcijska koordinata

Slika 2. Shematski prikaz reakcijskog mehanizma nekatalizirane i katalizirane reakcije 12

Da bi enzim djelovao, on mora do¢i u fizi€ki dodir sa supstratom. Enzimi su vrlo velike
molekule, dok su supstrati na koje enzim djeluje male. Zbog ove razlike u veli€ini, samo dio
enzima je u kontaktu sa supstratom. Podrucje kontakta se zove aktivno mjesto. Kemijske veze
koje privlade supstrat do povrSine enzima mogu biti fizikalne ili kemijske prirode.” Emil Fischer
je 1894. godine predlozio model koji bi opisao djelovanje enzima, a nazvan je teorija brave i
kljuca. Ideja ove teorije je da se djelovanje enzima na supstrat moze opisati prema kljuc-brava
analogiji. Prema analogiji, enzim je brava, a supstrat je klju¢. Enzimska aktivnost se odvija
samo kada se odgovarajuci oblik kljuca, odnosno supstrata, uklapa u bravu, odnosno na aktivno
mjesto enzima.l” Kasnije se pokazalo daaktivno mjesto enzima nije komplementarno supstratu,
veé prijelaznom stanju, onom obliku koji supstrat mora poprimiti prilikom prelaska u produkt.
Kataliza rezultira selektivnim stabiliziranjem prijelaznog stanja u odnosu na osnovno te dolazi
do ubrzanja reakcije.t® Osnovni koncept Fischerove teorije je zahtijevao preinake kako bi se
objasnile nedosljednosti. Nova teorija, teorija pobudene prilagodbe, ukljucuje Fischerov
koncept komplementarnosti enzima i supstrata, ali pretpostavlja fleksibilnost enzima.*® Prema
ovoj hipotezi, medudjelovanje enzima i supstrata je analogno prilagodbi rukavice ruci prilikom

nosenja. Promjene u trodimenzionalnom obliku aktivnog mjesta su uzrokovane supstratom 1



njegovim vezanjem. Molekule koje ne odgovaraju aktivnom mjestu i koje nisu supstrati za

odabrani enzim, u drugu ruku, ne¢e mo¢i izazvati potrebnu promjenu aktivnog mjesta.2°

(@) Mehanizam klju¢-brava
aktivno mjesto  supstrati
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Slika 3. Mehanizam djelovanja enzima a) kljuc¢-brava teorija; b) teorija inducirane

prilagodbe?!

Neki enzimi mogu djelovati samo u prisutnosti takozvanih kofaktora. Kofaktor je dodatna,
neproteinska komponenta enzimske reakcije koja se odredenim sluc¢ajevima moze kemijski
promijeniti tijekom reakcije. Kofaktori mogu biti male organske molekule, tzv. koenzimi, ili

mogu biti metali i metalni ioni.22

2.1.2. Nomenklaturaenzima

Prvo ime enzima, predloZzeno 1833. godine, je bilo diastaza. Francuski mikrobiolog i kemicar
Emile Duclaux je predloZio da se svi enzimi imenuju dodatkom sufiksa -aza na korijen Koji
opisuje prirodu supstrata kojeg enzim katalizira. Enzimi su danas Klasificirani prema
supstratima i prirodi reakcije koju kataliziraju.” Internacionalna unija za biokemiju i
molekularnu biologiju (eng. International Union of Biochemistry and Molecular Biology —

IUBMB) je predlozila sustav imenovanja prema kojem se svakom enzimu pripiSe deskriptivho



ime 1 broj koji omogucava njegovu nedvosmislenu identifikaciju. Prema ovoj klasifikaciji,
enzimi su podijeljeni u Sest glavnih grupa obzirom na vrstu reakciju koju kataliziraju. Svaka je

grupa podijeljena u podgrupe i pod-podgrupe.1® Glavne kategorije su sljedeée:

Oksidoreduktaze — ukljuéene u izmjenu elektrona

Transferaze — prenose kemijsku grupu s jedne molekule na drugu
Hidrolaze — ukljuéuju reakcije hidrolize

Liaze — stvaraju dvostruku vezu

Izomeraze — prenose grupu unutar molekule kako bi formirale izomer

IS O A

Ligaze — povezuju stvaranje raznih kemijskih veza s razgradnjom pirofosfatne veze u
adenozin trifosfatu.??

2.1.3. Biokatalizai primjena

Enzimi kataliziraju kemijske reakcije s velikom specificno$¢u 1 ubrzanjem reakcije. Takve su
reakcije osnova metabolizma svih zivih bi¢a te predstavljaju ogromne mogucnosti za primjenu
u industriji kako bi se provodile u¢inkovite i ekonomicne biokatalitiCke pretvorbe. U Sirem
smislu, enzimska tehnologija se moZze smatrati kao primjena slobodnih enzima ili cijelih stanica
kao biokatalizatora u proizvodnji dobara.?4 Enzimi pronadeni u prirodi su od davnina koristeni
za proizvodnju prehrambenih proizvoda, poput sireva, kruha, piva vina i octa te u proizvodniji
roba kao S$to je koza, indigo i lan. Ovi su se procesi oslanjali na enzime dobivene iz

mikroorganizama ili su ve¢ bili prisutni u pripravcima.?®

Biokataliza se pokazala kao sposobna i odrziva interdisciplinarna tehnologija. Prvi val njene
primjene poceo je kada su znanstvenici otkrili da cijele Zive stanice mogu provesti kemijske
pretvorbe, poput proizvodnje prekursora L-efedrina. U drugom valu, krajem 20-tog stoljeca,
ispitivanje enzima 1 supstrata te pocetne tehnologije proteinskog inZenjerstva su omogucile
Sirenje raspona supstrata na neprirodne spojeve. Treci val je zapoceo s usmjerenom evolucijom,
odnosno s novim nacinima opseznih modifikacija biokatalizatora. Trenutno idemo prema

Cetvrtom valu gdje proteinsko inZenjerstvo dopusta pristup novim i neprirodnim reakcijama.?°

Zahvaljuju¢i svim znanstvenim otkri¢ima u razvoju enzima i proteinskom inzenjerstvu te
prednostima zelene kemije, sve je viSe molekula sintetizirano koriStenjem enzima te se
biokatalizatori sve viSe koriste kao korak u sintetickim putevima proizvodnje kompleksnih

molekula od industrijskog interesa.2627 Od oko 3000 poznatih enzima, industrijski ih je



iskoriSteno samo 150-170. U ovoj zelenoj eri je samo 5% kemijskih proizvoda proizvedeno
bioloskim putem.!® Iako postoji interes za koriStenjem biokatalizatora u proizvodnji kemikalija
manje vrijednosti, njihova najveca uloga ostaje u farmaceutskom sektoru.?’ Biokatalizatori
pruzaju novi nacin sinteze kompleksnih molekula gdje njihova regioselektivna, kemoselektivna
i stereoselektivna svojstava omogucavaju zaobilazak teskih sintetskih puteva.?® KoriStenje
biokatalize u proizvodnji farmaceutika se povecalo kako bi proizvodni procesi postali odrzivi i
zeleniji. Prednosti njene primjene ukljucuju kraci sintetski put, odvijanje u blagim uvjetima,
izbjegavanje koristenja toksi¢nih reagenasa, manje stvorenih nusproizvoda i otpada te se mogu
posti¢i velika iskoriStenja.?® Reakcije se takoder mogu provoditi pri sobnoj temperaturi i
atmosferskom tlaku ¢ime se izbjegavaju ekstremni uvjeti i moguce nezeljene reakcije. Zbog
visoke enantioselektivnosti i regioselektivnosti enzima, biokatalitiCki procesi imaju veliku
vaznost u sintezi Cistih enantiomera kiralnih intermedijera. Mogu¢nost modifikacije enzimske
aktivnosti i proizvodnja enzima prekomjernom ekspresijom ¢ini enzimski katalizirane procese
ekonomski isplativima.3® Enzimi koristeni u svrhu biokatalize predstavljaju ograni¢en udio u
globalnom trzistu enzima, koje je 2015. godine iznosilo 8.18 milijardi dolara, a ocekuje se da
¢e dosti¢i 17.50 milijardi dolara do 2024. godine. Enzimi koriSteni za industrijske svrhe

predstavljaju 56.9% ukupnog svjetskog trzista enzima, §to odgovara 4.9 milijardi dolara.3!

2.2. Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH)

Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH) su biotehnoloski vazni enzimi Kkoji Kkataliziraju
reverzibilnu reakciju dehalogenacije haloalkohola uz stvaranje epoksida.3? Prirodna uloga ovih
bakterijskih enzima je metabolizam spojeva koji posjeduju vicinalnu halohidrin skupinu il
supstrata koji se razgraduju preko meduprodukata koji imaju tu funkcijsku grupu.®
Halogenhidrin-dehalogenaze (EC 4.5.1)3* se takoder mogu pronaéi u literaturi kao
haloalkohol-dehalogenaze, halohidrin-epoksidaze ili hidrogen-halid-liaze.3> Filogenetski,
halogenhidrin-dehalohenaze pripadaju superobitelji kratkolan¢anih dehidrogenaza/reduktaza
(eng. Short-chain dehydrogenase/reductase, SDR) s kojima dijele nekoliko strukturnih i
mehanisti¢kih znacajki.3® Enzim funkcionira kao homotetramer s podjedinicama veli¢ine 28
000 g/mol. Struktura halogenhidrin-dehalogenaze pokazuje da svaka podjedinica nalikuje na
Rossmannov nabor koji je tipican za SDR obitelj. Aktivno se mjesto nalazi Supljini okruzenoj
petllama koja sadrzi kataliticku trijadu.®” Za razliku od ostalih SDR enzima,
halogenhidrin-dehalogenaze ne kataliziraju redoks reakcije i ne sadrze nikotinamidni kofaktor.

Umjesto mjesta za vezanje kofaktora, posjeduju prostrani dzep za vezanje nukleofila.3® Sli¢no



SDR proteinima, halogenhidrin-dehalogenaze za katalizu reakcija koriste slicnu Kkataliticku

trijadu serin-tirozin-lizin/arginin.3°

Slika 4. Struktura halogenhidrin-dehalogenaze*©

2.2.1. Reakcijski mehanizam

U reakciji zatvaranja epoksidnog prstena, vicinalni haloalkohol se veze u blizini Serl32-
Tyrl45-Argl149 kataliticke trijade, a njegova je hidroksilna grupa u interakciji sa Ser-132 i
Tyr145. Halogen je vezan na mjestu vezanja halida.*! Tyr-145 deprotonira hidroksilnu skupinu
na haloalkoholu kako bi proizveo intramolekularni nukleofil koji reagira s vicinalnim ugljikom
i zamjenjuje halogen ¢ime nastaju epoksid i halidni ion. Deprotonacija hidroksilne funkcionalne
skupine haloalkohola je potpomognuta Arg-149, koji smanjuje pKa Tyr-145 i Ser-132 i tako

stabilizira parcijalni negativni naboj koji nastane na kisiku hidroksilne skupine haloalkohola.°
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Slika 5. Shema mehanizma reakcije dehalogenacije3®
Mijesto vezanja halida halogenhidrin-dehalogenaze moze smjestiti male negativno nabijene
ione poput azida, cijanida i nitrita. Ovi ioni mogu zamijeniti halidne ione u reverznoj reakciji
enantioselektivnog i regioselektivnog otvaranja epoksidnog prstena. Nukleofilni napad
halidnog ili nekog malog, negativno nabijenog iona, zajedno s protoniranjem kisika dovodi do
stvaranja ugljik-halogen veze, ili veze s nukleofilom s kojim se odvija reakcija, te hidroksilne
skupine.*? Serin veze atom kisika epoksidnog prstena smanjujuéi tako barijeru za otvaranje
prstena. Tirozin donira proton epoksidu, a arginin ga kao kiselina aktivira. Potom, nukleofil

napada Cp-atom $to rezultira nastankom odgovarajuéeg B-supstituiranog alkohola.*3
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Slika 6. Shema mehanizma reakcije otvaranja epoksidnog prstena3®
U reakcijama otvaranja epoksidnog prstena, halogenhidrin-dehalogenaze mogu prihvatiti razne
neprirodne anionske nukleofile, poput azida, cijanida, nitrita, cijanata, tiocijanata i formijatnog
aniona. Pretvorbe s navedenim nukleofilima dovode do stvaranja novih ugljik-halogen, ugljik-

kisik, ugljik-sumpor te ugljik-ugljik veza. Produkti stvoreni tijekom reakcije otvaranja



epoksidnog prstena su u velikom enantiomernom visku te je moguce postici visoke prinose.
Zbog ovih svojstava, enzim moZe pronaci Siroku primjenu u proizvodnji enantioCistih

B-alkohola iz epoksida.**
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Slika 7. Promiskuitet halogenhidrin-dehalogenaze*®

2.2.2.PodjelaHHDH

Halogenhidrin-dehalogenaze su vrlo rijetke u prirodi i dosad su pronadene samo u bakterijama.
Do 2013. godine, mali broj razli¢ith HHDH enzima je karakteriziran i izoliran: hheA iz
Corynebacterium sp. soj N-1074, hheA2 iz Arthrobacter sp. soj AD27, hheB iz
Corynebacterium sp. soj N-1074, hheB2 iz Mycobacterium sp. soj GP17 te hheC identificiran
u Agrobacterium radiobacter, soj AD1 i Rhizobium sp. soj NHG3. Podijeljeni su u tri
filogenetska podtipa, A,B 1 C, prema homologiji sekvenci 1 specificnostima supstrata. Nedavno
je ta klasifikacija prosirena s podtipovima od D do G.#® Od otkrivenih enzima, HheC iz A.
radiobacter AD1 je najvise proucavan zbog izvanredne enantioselektivnosti te se najvise
koristi, u procesima poput kineticke rezolucije epoksida ¢ime se dobivaju opticki Cisti epoksidi
i odgovarajuéi supstituirani haloalkoholi.*’ Halogenhidrin-dehalogenaza iz Arthrobacter sp.
AD?2 (HheA) ima sli¢nu tercijarnu i kvarternarnu strukturu kao HheC, ali ima otvorenije aktivno
mjesto.*® Ovo odgovara ¢injenici da HheA preferira C4-C5 halohidrine kao supstrate, do HheC
preferira kratkolancane C2-C3 supstrate. HheA enzim pokazuje slabu do umjerenu
S-enantioselektivnost u reakcijama dehalogenacije i otvaranju epoksidnog prstena. Zbog ovog
svojstva bi bio od velikog interesa za primjenu u asimetri¢noj sintezi.*® HheG iz llumobacter

coccinues je prva halogenhidrin-dehalogenaza koja pokazuje sinteticki korisnu aktivnost s
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ciklickim epoksidima. Strukturna analiza pokazuje da HheG ima aktivno mjesto u Sirokom,
otvorenom rascjepu, za razliku od ostalih HHDH kojima je aktivno mjesto tesko dostupno.
Koristenjem ovog enzima u reakcijama stereoselektivnog otvaranja epoksidno prstena ciklickih
epoksida, mogu se dobitirazni B-supstituirani alkoholi koji su korisni intermedijeri za dobivanje
farmaceutika.5°

2.2.3.Primjena

Zbog Kkataliticke svestranosti koju posjeduju, halogenhidrin-dehalogenaze postaju vrijedni
multifunkcionalni biokatalizatori koji se mogu koristiti u razli¢ite svrhe. Osim §to su visoko
ucinkoviti katalizatori koji pokazuju izvrsna kemo-, regio- i stereoselektivna svojstva,
koriStenje enzima ima mnoge prednosti sa stajaliSta razvoja zelenih, odrzivih procesa.
Halogenhidrin-dehalogenaze djeluju u blagim uvjetima s vodom kao preferiranim reakcijskim

medijem. Proizvode se iz obnovljivih materijala te su netoksiéni i biorazgradivi.>!

Prirodna uloga halogenhidrin-dehalogenaze je bakterijska razgradnja halogeniranin spojeva
poput epiklorhidrina ili  1,3-dikloro-2-propanola.>? Zajedno s epoksid-hidrolazom,
halogenhidrin-dehalogenaza ¢ini ucinkovit put razgradnje 1,3-dikloro-2-propanola i
epiklorhidrina u netoksi¢ne metabolite, koje bakterija moze koristiti kao izvor ugljika i
energije.>® Industrijski, HHDH se koriste za sintezu kiralnih epiklorhidrina. Epiklorhidrin se
koristi kao intermedijer u proizvodnji sintetickih guma, epoksi smola, kao sirovina u
proizvodnji povrSinski aktivnih tvari, adheziva, insekticida, poljoprivrednih kemikalija i
farmaceutika.>* lako su halogenhidrin-dehalogenaze korisne u pripravi enantiogisith epoksida i
B-alkohola, njihov najve¢i biotehnoloski potencijal proizlazi iz promiskuitetnih reakcija
otvaranja epoksidnog prstena s raznim nukleofilima.>? HheC moze provesti enantioselektivnu
azidolizu aromatskih epoksida u 1,2-azidoalkohole.>® Kiralni neracemi¢ni 1,2-azidoalkoholi su
prekursori Sirokom spektru 1,2-aminoalkohola kao i mnogim korisnim intermedijerima.>®

Halogenhidrin-dehalogenazu je moguce koristiti i kao biokatalizator za sintezu tercijarnih
alkohola iz 2,2-disupstituiranih epoksida.>’

Najvaznija komercijalna upotreba halogenhidrin-dehalogenaze je u proizvodnji prekursora
(R)-4-cijano-3-hidroksibutirata iz etilnog (S)-4-kloro-3-hidroksibutirata, a on se Kkoristi za
proizvodnji statina, lijeka za snizavanje kolesterola.®®:5° Atrovastatin je aktivna komponenta

lijeka Lipitor ¢ija prodaja prelazi 10 milijardi dolara godisnje.5°
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2.3. Epoksidi

Epoksidi (oksirani) su ciklicki eteri s triatomnim prstenom. Osnovna struktura epoksida sadrzi
atom kisika vezan za dva susjedna ugljikova atoma. Napetost troatomnog prstena ¢ini epoksid
mnogo reaktivnijim od tipi¢nog aciklickog etera.®! Osim §to je epokside lako pripraviti iz
raznolikih pocetnih spojeva, njihova ih struktura ¢ini podloznima reakciji s velikim brojem
reagensa - elektrofilima, nukleofilima, kiselinama, bazama, reducensima i nekim oksidansima.
Reakcija otvaranja prstena se moze provesti u neutralnim, luznatim ili kiselim medijima, iako
je poznato da je reakcija ubrzana u prisutnosti kiseline.? Epoksidi, i njihovi odgovarajuéi
vicinalni dioli, su vazni kiralni gradivni blokovi, ¢esto ukljuceni u sintezu Sirokog spektra finih
kemikalija i farmaceutskih molekula.®® Glavni izazov u modernoj organskoj kemiji je proizvesti
takve spojeve s velikim prinosom te s visokim stereo- i regioselektivnostima®4, obzirom da je
njihova bioloska aktivnost vezana samo uz jedan enantiomer, dok drugi enantiomer moze biti
toksi¢an.53 Od velike je vaznosti razraditi uinkovite i isplative postupke koji omoguéuju
pripravu ovih kiralnih spojeva u enantioCistom obliku. Jedna metoda je hidroliticka kineticka
rezolucija racemi¢nih epoksida. Ova za okoli§ sigurna metodologija je posebno atraktivna jer
njena industrijska primjena smanjuje troskove resursa i proizvodnju potencijalno toksi¢nog
otpada. Metoda se bazira na koriStenju enzima, posebno epoksid-hidrolaze, koji katalizira

reakciju hidrolize epoksida u odgovarajuéi vicinalni diol.6
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Slika 8. Opc¢a struktura epoksida

2.4. p-hidroksi nitrili

Reakcija otvaranja epoksidnog prstena s cijanidima, katalizirana halogenhidrin
dehalogenazom, daje B-hidroksi nitrile koji su vrlo zanimjivi spojevi u sinteznoj kemiji.
B-hidroksi nitrili su vazni gradivni blokovi u preparativnim procesima svestranosti nitrilne
grupe.®® Kiralni B-hidroksi nitrili imaju veliki sinteticki potencijal u pripremi optic¢ki aktivnih
B-hidroksi amida, B-hidroksi kiselina, B-hidroksi estera, diola i aminoalkohola obzirom da je
cijano-grupu jednostavnim procedurama lako prevesti u druge funkcionalne grupe.®’
Stereogenost hidroksilne skupine u ovim spojevima moze se koristiti za kontroliranu sintezu

novih stereocentara pruzaju¢i tako potencijalni diastercoselektivni put do 1,3-diola i
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1,3-aminoalkohola, intermedijera za veliki broj prirodnih proizvoda i antibiotika. Enantiomerno
Cisti B-hidroksi nitrili su pogodni prekursori u sintezi enantiomerno Cistih antidepresiva, poput
fluoksetina, atomoksetina i nizoksetina.®® Priprema PB-hidroksi nitrila se provodi reakcijom
epoksida s toksi¢nim anorganskim solima poput HCN, NaCN, KCN, LiCN ili s cijanidom
stvorenim prilikom tretiranja aceton cijanohidrina s raznim bazama.%® Postoji i nekoliko
biokatalitickih nacina njihove pripreme kao $to je stereoselektivna mikrobna redukcija B-keto
nitrila, rezolucija B-hidroksi nitril acetata ili alkohola katalizirana lipazom i rezolucija
B-hidroksi nitrila s nitrilazama.’® Alternativna biokataliticka reakcija koja daje B-hidroksi nitrile
je otvaranje epoksidnog prstena s cijanidom kao nukleofilom katalizirana

halogenhidrin-dehalogenazom. Ova je reakcija istrazivana za sintezu atrovastatina, lijeka za

snizavanje kolesterola.®®

2.5. Kotlasti reaktor

Kotlasti reaktori (eng. batch reactors) spadaju u grupu kemijskih reaktora koji su zatvoreni
sustavi. Njihova osnovna znacajka je u tome $to se za vrijeme kemijske reakcije ne izmjenjuje
sadrzaj, odnosno reakcijska smjesa, s okolinom. Drugim rije¢ima to znaci da se sva koli¢ina
reakcijske mase u kotlastom reaktoru unese na poCetku reakcije. Reakcija zapocinje, traje
izvjesno vrijeme, zavrSava i tek po zavrSetku, reaktor se prazni. To su reaktori u kojima se
kemijske i toplinske promjene zbivaju samo s obzirom na vrijeme, dok su unutar reaktorskog
prostora te veli¢ine svuda iste. Konstruktivno su kotlasti reaktori uglavnom valjkaste posude sa
zaobljenim dnom i odgovaraju¢im uredajima za prijenos topline i mijesanje. Uz to snabdjeveni
su s odgovaraju¢im cjevovodima i ventilima za unos i izvodenje reakcijske smjese, kontrolnim
I mjernim osjetilima, sigurnosnim brtvama, oknima za gledanje itd. Valjkasti oblik reaktora
uvjetovan je uglavnom konstruktivnim razlozima, laksoj proizvodnji, moguénosti postizaenja
viSeg tlaka, boljim mijeSanjem kao i ¢iS¢enjem.’! Ovi reaktori mogu varirati u veli¢ini, od manje
od 1 L, do reaktora vec¢ih od 15 000 L. Obi¢no se proizvode od celika, nehrdajuceg Celika,
stakla, pleksiglasa, keramike, cementa i plastike. Kapljevine i krutine, kao i pare i plinovi, se
unose cjevovodima na vrhu poklopca reaktora. Kapljevine i krutine se iz reaktora odvode
cjevovodima na dnu reaktora. Prednosti kotlastog reaktora leze u njegovoj svestranosti. Samo
u jednom reaktoru se moze odviti niz razli¢itih operacija bez potrebe za prekidanjem. Ovo je
posebno korisno kod obrade vise sirovina, toksicnih spojeva ili kod proizvodnje razliCitih
nepovezanih proizvoda. Kotlasti se reaktori koriste za razne procese poput otapanja krutine,

mijeSanje produkata, kemijske reakcije, kristalizaciju, ekstrakciju kapljevina-kapljevina te
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polimerizaciju. U nekim slucajevima se ne zovu reaktorima, ve¢ imaju posebno ime koje

odgovara ulozi koju rade, kao §to su kristalizeri ili bioreaktori.’?

Kotlasti se reaktori, osim za reakcije u kapljevitom sustavu, koriste i za provedbu reakcija u
heterogenom sustavu kapljevina-kruti katalizator koji je suspendiran u reakcijskoj smjesi malog
reakcijskih uvjeta od kontinuiranog nacina vodenja reakcije. To omogucuje laku promjenu
kvalitete proizvoda te raspodjelu produkatakod slozenih reakcija. Jedna od zna¢ajnih primjena
kotlastih reaktora je njihovo cesto koriStenje na pocetku proizvodnje odredenog produkta,
odnosno smatraju se nekom vrstom pokusnog reaktora. Zbog ekonomi¢nosti, kotlasti se reaktori
Cesto koriste za proizvodnju manjih koli¢ina produkata, npr. lijekova, organskih bojila i drugih
kemikalija, odnosno u slu¢ajevima kada je cijena rada i proizvodnje manja od investicijskih
troskova u nova postrojenja. Upravo jednostavnost izvedbe i prilagodljivost promijenjenim
uvjetima 1 zahtjevima ¢ini kotlaste reaktore nezamjenjivim procesnim jedinicama u mnogim

kemijskim industrijama.’?

2.6. Mikroreaktori

Mikroreaktori se definiraju kao umanjeni reaktorski sustavi proizvedeni uporabom metoda
mikrotehnologije i preciznog inzZenjerstva. Oni omoguéuju razvoj reaktorskih sustava s malim
unutrasnjim dimenzijama i promjerima. Mikroreaktori imaju male unutraSnje promjere, na skali
izmedu 10 1 500 um, kako bi utjecali i kontrolirali tekucine u kontroliranoj okolini. Mogu se
podijeliti u dvije klase: mikroreaktore u obliku ¢ipa i mikrokapilarne mikroreaktore. Proizvode
se od raznih materijala, poput stakla, kvarca, silicija, metala i polimera, a odabir optimalnog
materijala ovisi o kemijskoj kompatibilnosti s reakcijskom smjesom, cijenom te analitickim
metodama koriStenim u kontroli procesa. Najcesc¢e koriSteni materijal je staklo, obzirom da je
kemijski inertno i transparentno, $to omogucava korisniku vizualni pregled mikrokanala.
Mikrokanali su proizvedeni razliitim metodama, kao $§to su mokro jetkanje, ubrizgavanje u

kalup, lasersko mikrooblikovanje, fotolitografija i sli¢no. 3
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Slika 9. Osnovne strukturne jedinice mikroreaktorskog sustava’*

Mikroreaktori pokazuju mnoge praktiéne prednosti u wusporedbi s ekvivalentim
makroreaktorima. Male dimenzije dopustaju koriStenje minimalne koli¢ine reaktanata pod
precizno kontroliranim uvjetima, omogucavaju brzo pracenje reakcijskih uvjeta te poboljSavaju
sveukupnu sigurnost procesa. Osim toga, prednosti mikrosustava ukljuuju izvrsni prijenos
mase i topline, krace vrijeme zadrzavanja, manja koli¢ina reaktanta, lagani i kompaktni dizajn
sustav, manja koli¢ina otpada i troSak katalizatora, laminarni tok, u¢inkovito mijeSanje, bolju
kontrolu procesa i manji utrosak energije.”® Put prijenosa tvari i topline veoma je kratak zbog
¢ega su mikroreaktori pogodni za reakcije u kojima su prijenos topline i tvari ogranicavajuci
¢imbenici. Mikroreaktori imaju izrazito velik omjer povrSine i volumena. Omjer povrsine i
volumena raste sa smanjenjem promjera reaktora.’# Takoder, male dimenzije mikroreaktora
omogucuju upotrebu pristupa uvecanja broja mikroreaktora (eng. numbering-up) umjesto
konvencionalnog uvecanja procesa. To znaCi da se procesne jedinice s mikrokanalima
ponavljaju kako bi se postigao veéi kapacitet proizvodnje.”® Kako su mikroreaktori zatvoreni
sustavi s dobrim svojstvima prijenosa topline, moguce je generirati opasne intermedijere in situ

za njihovu direktnu uporabu u sljede¢em sinteznom koraku. S materijalim poput diazometana,
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izocijanida, organskih azida i ozona je tesko rukovati u Sarznim reakcijama zbog toksicnosti i

eksplozivnosti, dok je u proto¢nim sustavima njihova sinteza mnogo sigurnija.’’

Mikroreaktori se primjenu nasli u raznim podruc¢jima, od kemijske sinteze do biotehnoloskih
procesa 1 zaStite okoliSa. Tehnologija mikroreaktora se uvelike istrazuje za primjenu u
farmaceutskoj industriji i proizvodnji finih kemikalija. Bitno podrucje istrazivanja je primjena
enzimskih mikroreaktora. Temeljeno na njihovoj primjeni, mogu se podijeliti na dvatipa: one
koji se koriste u biotransformacijama te one koji se koriste za pracenje supstrata, enzima i
ispitivanje kinetike. U enzimskim mikroreaktorima enzimi mogu biti ili otopljeni ili
imobilizirani.”® Prednost imobilizacije enzima je njihova niska potro$nja. Raspon dostupnih
imobiliziranih enzima sa zadovoljavaju¢im svojstvima je ograniCen S§to smanjuje broj

potencijalnih primjena.’®
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3. EKSPERIMENTALNIDIO

Cilj radaje bio provesti reakciju otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana s cijanidom
kao nukleofilom. Reakcija je katalizirana enzimom halogenhidrin-dehalogenazom,
HheC-W249P. Reakcija je provedena u kotlastom reaktoru te u mikroreaktoru. Slika 10
prikazuje shemu provedene reakcije. Koncentracije utroSenog epoksida u reakciji te nastalog
produkta su pracene na kapljevinskom kromatogramu visoke djelotvornosti, dok je aktivnost

enzima tijekom reakcije prac¢ena spektrofotometrijski.

N A HheC-W249P P '~ J«-CN

o R o

/U J + NaCN - /ﬂ j
C S Tris-8S0: FiC P

Slika 10. Shema reakcije otvaranja epoksidnog prstena cijanidom Kkatalizirane
halogenhidrin-dehalogenazom

3.1. Aparatura i kemikalije

3.1.1. Reakcijski sustav

Reakcije su provedene u kotlastom reaktoru i mikroreaktoru. Reakcijski sustav kotlastog
reaktora se sastojao od kotlastog reaktora (KR) kojeg je predstavljala Eppendorf epruveta na
tresilici ThermoMixerC (Eppendorf), prikazanoj na slici 11. Drugi reakcijski sustav se sastojao
od pumpe Pump33 (Harvard Apparatus), mikroreaktora u obliku ¢ipa i Eppendorf epruvete za
sakupljanje produkata reakcije (Slika 12.).
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Slika 11. Tresilica ThermoMixerC (Eppendorf).

Slika 12. Pumpa Pump33 (Harvard Apparatus) i mikroreaktor u metalnom kucistu

3.1.2. Kapljevinski kromatogram visoke djelotvornosti

Za analizu uzoraka, odnosno odredivanje koncentracije supstrata i produkata u uzorcima

koriStena je kapljevinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) (Slika 13.).
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Slika 13. HPLC s UV detektorom, Shimadzu (Japan).

3.1.3. Spektrofotometar

Aktivnost enzima u reakciji provodenoj u mikroreaktoru prac¢ena je spektrofotometrijski.
Aktivnost enzima odredena je na UV-1800 spektrofotometru (Shimadzu, Japan), prikazanom

na slici 14, a podaci su obradivani uz programsku podrsku UV Probe (Shimadzu, Japan).

Slika 14. Spektrofotmetar UV-1800
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3.1.4. Ostala aparatura

Za vaganje pojedinih uzoraka koriStena je AUW120 vaga (Shimadzu, Japan).
Ekstrakcija uzoraka provedena je na Vortex V-1 plus (bioSan).
Koncentriranje enzima je provedeno na centrifugi Universal 320 R (Hettich Zentrifugen).

Iz sigurnosnih razloga, zbog reakcije s cijanidima, reakcije su se provodile u digestoru.

3.1.5. Kemikalije

Popis kemikalija koristenih u provodenju eksperimenata se nalazi u tablici 1. Sve su kemikalije
komercijalno dostupne osim epoksida, 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana. Ta je kemikalija
sintetizirana na Zavodu za organsku kemiju Instituta ,,Ruder Boskovi¢*“ (IRB) i preuzeta za
koristenje. C tip halogenhidrin-dehalogenaze, HheC-W249P, je izoliran u Zavodu za reakcijsko

inzenjerstvo 1 katalizu na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i1 tehnologije.

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih u eksperimentima

KEMIJSKI
NAZIV KEMIKALIE SIMBOL ILI PROIZVODAC
POKRATA
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana rac-epoksid | Sigma Aldrich Corporations, SAD
Natrijev cijanid NaCN Sigma Aldrich Corporations, SAD
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3- Tris-SO4 Sigma Aldrich Corporations, SAD
propandiol sulfatni pufer
Natrijev sulfat NaSO4 Kemika d.d., Hrvatska
Dimetil sulfoksid DMSO Sigma Aldrich Corporations, SAD
metil terc-butil eter MTBE Sigma Aldrich Corporations, SAD
C tip halogenhidrin-dehalogenaze | HheC-W249P -

Temeljna otopina (TO) natrijevog cijanida, koncentracije 200 mM, pripravljena je otapanjem
¢vrstih uzoraka u ultracistoj vodi. Pripravljena TO je skladiStena u hladnjaku na temperaturi +4
°C sve do koristenja.

Sirovi enzimski ekstrakt HheC-W249P, koncentracije 5 mg/mL, skladiten je u zamrzivacu pri
temperaturi — 20 °C, a prije koriStenja je odmrzavan.

Temeljna otopina epoksida 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana, koncentracije 5000 mM,
pripravljena je mijeSanjem odvaga kapljevitog uzorka s otapalom dimetil sulfoksidom

(DMSO). Pripravljena TO je skladistena u hladnjaku na temperaturi +4 °C sve do koristenja.
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3.2. Analiticke metode

3.2.1. Analiza uzorakakapljevinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti

Uzorci su analizirani kapljevinskom kromatografijom visoke djelotvornosti, na HPLC uredaju
s UV detektorom. Analize su provedene metodom gradijentnog eluiranja pri 30 °C. Stacionarna
faza je bila Kinetex Reversed Phase C-18 kolona ¢ije se karakteristike mogu pronaci u tablici
2, a mobilnu je fazu ¢inila smjesa 80% metanola i ultraciste vode. Metoda krece s 65% udjela
ultraciste vode u mobilnoj fazi, a ostatak ¢ini metanol. Do trinaeste minute analize se sadrzaj
ultraciste vode u mobilnoj fazi smanji na 25%, a do petnaeste minute njen udio biva 10%. U
tom periodu iz kolone izlaze komponente koje Zelimo analizirati. Udio ultraciste vode se potom
vraca na pocetnu vrijednost od 65% do dvadeset i druge minute ispitivanja i takvom se zadrzava
jednu minutu. Protok mobilne faze je bio 1 mL/min. Volumen injektiranog volumena po analizi
je 5 pL. Uzorei su po izlasku iz kolone detektirani spektroskopom pri valnoj duljini od 254 nm.
Za odrzavanje temperature od 30 °C koriSten termostat za kolonu. Ukupno trajanje metode je
23 min. Retencijsko vrijeme  2-(4-trifluormetil)fenil  oksirana je 17,5 min,
2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitrila 12,3 min, a diola 11,5 min. Kromatogram dobiven
analizom je prikazan prilogom 1.

Uzorci su za analizu na tekuéinskom kromatogramu visoke djelotvornosti pripremani tako da
se 10 pL alikvota automatskom pipetom prebacilo u prethodno pripremljenu Eppendorf
epruvetu koja je sadrzavala 200 puL metil-terc-butil etera (MTBE). Sadrzaj epruvete se mije$ao
20 s na Vortex mijesalici kako bi doslo do ekstrakcije uzorka u organsko otapalo. Doslo je do
razdvajanja na dva sloja, donji vodeni sloj koji sadrzi pufer i neizreagirane cijanidne ione i
gornji organski sloj koji sadrzi otopljenu epoksid 1 produkt reakcije. Vodeni sloj moze ostetiti
dijelove HPLC uredaja te ga je zato bilo potrebno odvojiti prije analize. Gornji je organski sloj
prebacen u kapalicu punjenu higroskopnim natrijevim sulfatom kako bi se uzorak dodatno
osusio od vodenog medija. Uzorak je protisnut kroz kapalicu u vijalicu prikladnu za HPLC
analizu. Tako pripremljeni uzorci su ¢uvani na ledu sve do analize, kako ne bi doslo do

hlapljenja uzorka.
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Tablica 2. Karakteristike Kinetex Reversed Phase C18 kolone

Naziv Kintex Reversed Phase C18
Literaturni izvor https://www.phenomenex.com/Kinetex
Aktivna skupina stacionarne faze | C18 (ugljik)

Endcapping tetrametilsilan

Duljina, mm 250

Unutarnji promjer, mm 4,6

VeliCina Cestica, um 5

Veli¢ina pora (A) 100

3.3. Provodenje reakcije u kotlastom reaktoru

Reakcijski sustav za ispitivanje reakcije u kotlastom reaktoru, kao §to je ve¢ opisano, se sastojao
od Eppendorf epruvete koja je predstavljala sami reaktor natresilici. Reakcija je provedena pri2000
okr/min i temperatura 25 + 0,5°C. Iz sigurnosnih razloga, zbog rada s opasnim cijanidima,
eksperimenti su provedeni u digestoru. Reakcijski medij je Tris-SO, pufer, pH vrijednosti 7.
Otopina racemi¢nog epoksida Zeljene koncentracije se pripravila razrjedenjem temeljne otopine
epoksida, Crac-epoksia, To= 5000 mM u DMSO. Volumen reakcijske smjese je 1000 uL. Priprema
reakcijske smjese je ukljucila dodatak odredenog volumena DMSO u Eppendorf epruvetu, a u
njega je dodan potrebni volumen racemi¢nog epoksida kako bi se u reaktoru postigla njegova
koncentracija koju ispitujemo. Nakon epoksida je dodan Tris-SO4 pufer i otopina natrijeva
cijanida. Volumen dodanog pufera se mijenjao ovisno o dodanom volumenu ostalih spojeva kako
bi dobili ukupan volumen reakcijske smjese. Na kraju je dodan enzim, prethodno ukoncentriran 10
puta na centrifugi, a njegovim dodatkom je zapocela reakcija. Sastav reakcijske smjese je dan u
tablici 3. Uzorci za analizu su uzimani u vremenima 0 min (odmah nakon dodatkaenzima), 15 min,

30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, te pripremljeni prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.
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Slika 15. Aparatura za provodenje reakcije u kotlastom reaktoru

Osim enzimske reakcije, pratile su se i reakcije bez dodatka enzima i natrijevog cijanida. Kod

reakcije hidrolize se u smjesu nije dodan natrijev cijanid niti enzim, a svrha joj je pratiti raspad

epoksida u vodenom mediju, ¢ime nastaju dioli. Bez dodatka enzima se pratila kemijska reakcija,

odnosno nekatalizirana reakcija cijanida i epoksida. Obje je reakcije potrebno pratiti kako bi se

mogla dobiti ispravna slika o reakciji kataliziranoj enzimom. Sastav reakcijske smjese prilikom

provodenja reakcija je dan u tablici 4.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese (Vs = 1000 plL)

Exp No Crac-epoksid/ MM | CNacn/ MM YHhec-w249p / mg/mL
Batch-1 5 5 2,5
Batch-2 5 5 5

Batch-3 20 20 5

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese (Vrs = 1000 plL)

Exp NO | Crac-epoksid/ MM | CNacN/ MM | PHhec-wzagp / mg/mL
Kemijska 20 5 0
Hidroliza 20 0 0
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3.4. Provodenje reakcije u mikroreaktoru

Reakcijski sustav za ispitivanje reakcije u mikroreaktoru se sastojao od pumpe, klipova u
kojima se nalazi reakcijska smjesa, cjevica kojima se dovodi reakcijska smjesa u sami
mikroreaktor i stakleni mikroreaktor oblika plocice (chip), s dva ulaza i dvaizlaza Y oblika.
Upotrijebljen je mikroreaktor s glatkim stijenkama, a dimenzije mikrokanala su: promjer kanala
1 mm, duljina 280 mm. Ukupni volumen mikroreaktora je V = 4,15 pL. Volumen svakog klipa
je 0,5 mL. Uvjeti u mikroreaktoru su danitablicom 5.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese unutar mikroreaktora

CNacn, MM 20
Crac-epoksid, MM 20

YHheC-w249p, Mg/mL 5
Comso, MM 704

Sustav se sastojao od dva klipa u kojemu su se nalazili reaktanti. Prvi Klip je sadrzavao natrijev
cijanid i dimetil sulfoksid, a drugi Klip epoksid i enzim. Bitno je odvojiti natrijev cijanid i
epoksid kako ne bi doSlo do njihove reakcije u samom klipu. Ostatak reakcijske smjese u oba
klipa je ¢inio pufer. Koncentracije otopina u klipovima su dane u tablici 6. Koncentracija se u
klipovima razlikovala od one u mikroreaktoru obzirom da se dvije struje mijeSaju u samom

mikroreaktoru, pa je potrebno danjihova koncentracija u klipovima bude veca.

Tablica 6. Koncentracije otopina u Klipovima mikroreaktora

Temeljne otopine u klipovima | koncentracija
Cnacn, MM 40 )
Klip 1
Comso, MM 1408 P
Crac- idmM 40 )
rac-epoksid K|Ip 5
YHhec-w249p, Mg/mL 10

Mikroreaktor je postavljen u metalno kuéiste, a ulazi su pomocu cjevéica od silikata povezani
s klipnim pumpama. Izlaz iz reaktora je izveden na slican nacin, silikatnim se cjev€icama
reakcijska smjesa po izlazu iz mikreoreaktora odvodila u posudu za sakupljanje. Postavljanjem
odredenog protoka na pumpi je pokrenuta reakcija. Protoci pri kojima su se provodile reakcije
su qv=12, 15, 8, 6, 4 i 2 uL/min. Nakon pokretanja reakcije je bilo potrebno pustiti da produ

Cetiri prostorna vremena zadrzavanja, 4-7, kako bi se uspostavilo stacionarno stanje. Vremena
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zadrzavanja za koriStenje protoke su prikazana u tablici 7. Za vrijeme odvijanja reakcije u
mikroreaktoru je potrebno uzimati uzorke, za svaki protok se reakcijska smjesa uzorkovala tri
puta kako bi dobili sto tocnije vrijednosti koncentracija. Uzorci za analizu su pripremljeni
prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.

Tablica 7. Protoci reakcijske smjese i vremena zadrzavanja

qv, uLmint | z, min | 4-z, min
12 0,35 1,38
15 0,28 1,11
8 0,52 2,08
6 0,69 2,77
4 1,04 4,15
2 2,08 8,30

Slika 16. Reakcijski sustav s mikroreaktorom

Kao i kod kotlastog reaktora, potrebno je ispitati odvijaju li se u mikroreaktoru kemijska
reakcija i reakcija hidrolize. Sporedne su reakcije u mikroreaktoru posebno izrazene. Drugi klip
kod ispitivanja kemijske reakcije nije sadrzavao enzim veé samo supstrat i pufer. Sastav smjese
u klipovima je dan tablicom 8. Kod ispitivanja reakcije hidrolize, prvi klip je sadrzavao samo
dimetil sulfoksid, a drugi samo epoksid. Sastav reakcijske smjese u klipovima je dan u tablici
9.
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Tablica 8. Sastav reakcijske smjese u klipovima prilikom provodenja kemijske reakcije u

mikroreaktoru

Temeljne otopine u klipovima | koncentracija
CNaCN, mM 40 -
Klip 1
Comso, MM 1408 P
Crac-epoksid, MM 40 .
rac-epoksid, K|Ip 2
YHhec-w249p , mg/mL 0

Tablica 9. Sastav reakcijske smjese u klipovima prilikom provodenja reakcije hidrolize u

mikroreaktoru

Temeljne otopine u klipovima | koncentracija
Cnacn, MM 0 .
Klip 1
Comiso, MM 1408 P
Crac-epoksid, MM 40 .
rac-epoksid, K|Ip 2
YHheC-w249p , Mg/mL 0

3.5. Odredivanje aktivnosti enzima spektrofotometrijskim
testom

Aktivnost HheC-W249P enzima u reakciji provodenoj u mikroreaktoru je odredena
spektrofotometrijskim testom s 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanolom (PNSHH). Ona je odredena
koristenjem UV-1800 spektrofotometra (Shimadzu, Japan) pri 4 = 310 nm. Podaci su obradeni
uz programsku podrSsku UV Probe (Shimadzu, Japan). Test se temelji na razlici u apsorbanciji
izmedu halohidrina 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanol (PNSHH) i epoksida p-nitrostiren oksida
(PNSO) nastalog u reakciji kataliziranoj enzimom HheC. Nastajanjem epoksida se povecava

apsorbancija pri A =310 nm, a ona je proporcionalna koncentraciji enzima.

HO Rr 0
.II ."' . i "".
i, | Lot Enzim e, L
I | ] ‘ HBr
- .:?1- ,_-"J -~ o, -
0N = O,
PNSHH Epoksid

Slika 17. Jednadzba reakcije za spektrofotometrijski PNSHH test

Temeljna otopina (TO) racemitne smjese PNSHH je pripravljena otapanjem u dimetil
sulfoksidu (DMSQ). Temeljna je otopina ¢uvana u hladnjaku na temperaturi +4 °C i vadena
prije koristenja. Otopina supstrata je pripremljena u kvarcnoj kiveti dodavanjem 10 uL temeljne
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otopine PNSHH u TriS-SO4 pufer te je intenzivno mijeSana na mijesalici kako bi DMSO ostao
dispergiran u otopini. Vodena otopina PNSHH nije stabilna te je ovaj korak provoden
neposredno prije koristenja.

Reakcija u mikroreaktoru je pokrenuta isto kao i prilikom ispitivanja enzimske reakcije, uz iste
uvjete opisane u prethodnom poglavlju. Skupljani su alikvoti od 10 uL reakcijske smjese u
odredenim vremenima. Enzim je razrijeden u 140 puL Tris-SO4 pufera te centrifugiran na filtru.
Volumen uzorka u Kiveti je Vr = 1000 pL, a debljina kivete je 1 cm. Spektrofotometrijska
reakcija s PNSHH je pokrenuta dodatkom 1 pL enzima u pripravljenu otopinu. Reakcija je
krenula odmah te se od nultog trenutka pratila na spektrofotometru. Izmjerena promjena

apsorbancije u vremenu (AA/At) sluzi za proracun volumne aktivnosti enzima (V.A.) prema

jednadzbi:
V.A= Vi AA

edV. At
gdje su:

V.A. — volumna aktivnost [U mL"1],

U — jedinica enzimske aktivnosti,

Vr— volumen uzorka u kiveti [mL],

¢ — ekstinkcijski koeficijent [mM-* cm-1],

d — Sirina kivete [cm],

VE —volumen enzima [mL],

AA/At — promjena apsorbancije u vremenu [min-1].
Ekstinkcijski koeficijent epoksida iznosi 4,289 mM-t cm. Ponekad je prakti¢nije Kkoristiti
specificnu aktivnost (S.A.) koja se racuna prema jednadzbi:
VA

o

S.A

gdje su:
S.A. — specifi¢na aktivnost [U mg™],

y —masena koncentracija [mg dm-2].
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj rada je bio ispitati moguénost odvijanja reakcije otvaranja epoksidnog prstena
2-(4-trifluormetil)fenil ~ oksirana,  katalizirane  C-tipom  halogenhidrin-dehalogenaze
HheC-W249P uz natrijev cijanid kako nukleofil, u kotlastom reaktoru i mikroreaktoru. Reakcija
je pracena na kapljevinskom kromatografijom visoke djelotvornosti analizom odredivanjem
koncentracije utroSenog supstrata i nastalog produkta. Takoder je pracen i nastanak
nusprodukata iz sporednih reakcija. Aktivnost enzima tijekom reakcije provodene u
mikroreaktoru je pracena spektrofotometrijski. Koncentracija 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana
je odredena pomocu bazdarnog pravca danog u prilogu 2. Zbog nemoguénosti kvantificiranja
nastalog 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitrila, njegova je koli¢ina prikazana preko povrsina

dobivenih u kromatogramima.

4.1. Biotransformacija 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana
katalizirana halogenhidrin-dehalogenazom u kotlastom
reaktoru

Reakcija otvaranja epoksidnog prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana uz natrijev cijanid kao
nukleofil, katalizirana HheC-W249P provedena je u kotlastom reaktoru. Koncentracija
supstrata i nukleofila u reakcijskoj smjesi je prikazana u tablici 3. Koncentracija enzima se

mijenjala u svakom od provedenih eksperimenata. Reakcije su se provodile 24h.
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Slika 18. Enzimska reakcija otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana katalizirana
HheC-W249P provodena u kotlastom reaktoru pri ekvimolarnim koncentracijama supstrata i

nukleofila a- Crac-epoksid = CNacN = 12 MM, PHhec-w249p = 2,5 mg/mL, D- Crac-epoksid = CNacN = 9

MM, PHhec-w249p = 5 Mg/ML, C- Crac-epoksid = CNacN =9,5 MM, PHhec-w249p = 5 mg/mL (Tris-SO4

pufer, T =25 + 0,5°C, 2000 okr/min, Vrs = 1000 uL)

Rezultati ispitivanja su dani na slici 18. U sva tri eksperimenta vidimo da je doslo do reakcije
otvaranja epoksidnog prstena i da je nastao produkt 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril.
Koncentracija 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana se smanjuje s vremenom provodenja reakcije.
Najve¢i pad koncentracije epoksida je odmah na pocetku reakcije, odnosno do
biotransformacije dolazi odmah po pokretanju reakcije. Produkt takoder nastaje odmah nakon
pokretanja reakcije. Njegova koncentracija raste s vremenom i najveca vrijednost se postize
oko Sestog sata provodenja reakcije. Koncentracija nastalog produkta na kraju reakcije, u 24.-
tom satu se ne razlikuje od one u 6.-om, $to znaci da vec¢inu produkta mozemo dobitiu periodu
do 6 sati te reakciju nije potrebno provoditi dugo vremena. Konverzije epoksida u svakoj od
provedenih reakcija iznose: Xa=88 %, X» =85 % te Xc =49 %. Najmanja je konverzija dobivena
u treCem pokusu no to je zbog toga Sto je on ranije prekinut. Najbolji uvjeti provedbe reakcije

su se pokazali oni za tre¢i eksperiment, prikazan na slici 18c, koji se odvijao uz veéu
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koncentraciju supstrata i nukleofila te uz vec¢u koncentraciju enzima jer je tamo postignuta

najvisa koncentracija 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitrila.
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Slika 19. Reakcija hidrolize (Crac-epoksii= 20 mM, cnacn = 0 mM) (a) i kemijska reakcija
(Crac-epoksid=20 MM, ctnacn =5 mM ) (b) 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana provedena u kotlastom

reaktoru pri ekvimolarnim koncentracijama supstrata i nukleofila (Tris-SO4 pufer, T = 25 +
0,5°C, 2000 okr/min, Vrs=1000 pL)

Epoksidi su, zbog svoje strukture, vrlo reaktivni i nestabilni u vodenim medijima. Reagiraju s
molekulom vode ¢ime dolazi do nastanka diola. Iz tog je razloga bilo potrebno istraziti reakciju
hidrolize 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u kotlastom reaktoru. Na slici 19a je prikazan
nastanak diola reakcijom hidrolize epoksida. Do raspada epoksida dolazi na samom pocetku
reakcije te s viemenom nastaje sve viSe nusprodukta. To nam govori dareakcija hidrolize ima
veliki utjecaj na potrosnju 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana. Osim reakcije hidrolize, bitno je
ispitati i kemijsku reakciju pretvorbe 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u 2-(4-trifluormetil)fenil
hidroksinitril s cijanidom kao nukleofilom. Naime, enzimi kataliziraju otvaranje epoksidnog
prstena s nukleofilima ¢ime nastaje samo jedan enantiomer koji je bitan za daljnju proizvodnju
aktivnih tvari. Spontanom reakcijom otvaranja epoksidnog prstena s nukleofilom nastaju oba
enantiomera $to utje¢e na obradu krajnje smjese produkata. Na slici 19b je prikazan nastanak
2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril kemijskom reakcijom u kotlastom reaktoru. Ona postaje

sve izrazenija $to se reakcija duze odvija. Ipak, moze se zakljuciti prema dobivenim povrSinama

da su one znacajno manje od onih u enzimski kataliziranoj reakciji.
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Slika 20. Usporedba utrosenog 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u reakciji kataliziranoj s HheC,
reakciji hidrolize i kemijskoj reakciji (a); koli¢ine diola nastalog hidrolizom epoksida prilikom
provodenja reakcije hidrolize i provodenja kemijske reakcije epoksida s nukleofilom (b);
nastalog diola u enzimskoj reakciji i reakciji hidrolize (c); nastalog cijanoalkohola uenzimskoj
reakciji i kemijskoj reakciji (d); tijekom provodena reakcije u kotlastom reaktoru (Crac-epoksid=
CNacN = 9,5 MM, PHnec-wa49p = 5 mg/mL, Tris-SO4 pufer, T =25 + 0,5°C, 2000 okr/min, Vs =
1000 pL)

Na slici 20a je prikazano smanjenje koncentracije 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana tijekom
provodenja reakcije u kotlastom reaktoru. Usporedene se reakcije, reakcija otvaranja
epoksidnog prstena katalizirana HheC, reakcija hidrolize epoksida te kemijska reakcija
epoksida s nukleofilom, pokrenute s istom pocetnom koncentracijom 2-(4-trifluormetil)fenil
oksirana Crac-epoksid = 9,5 mMM. Moze se vidjeti da je trend smanjenja koncentracije isti za sve tri
promatrane reakcije. Odmah na pocetku reakcije dolazi do potroSnje epoksida i ono se nastavlja
kroz cijelo vrijeme trajanja reakcije. Naslici 20b je prikazana usporedba koli¢ine diola nastalog
hidrolizom epoksidnog prstena kod mjerenja reakcije hidrolize i onog nastalog hidrolizom

epoksida prilikom provodenja kemijske reakcije otvaranja epoksidnog prstena uz natrijev
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cijanid. Na pocetku obje reakcije nastaje ista koli¢ina diola. Na kraju provodenja kemijske
reakcije je nastalo viSe diola nego na kraju reakcije hidrolize, §to je najvjerojatnije rezultat
eksperimentalne pogreske. Ovi nam rezultati govore daje epoksid vrlo nestabilan u vodenom
mediju te se raspada na diole bez obzira na uvjete provodenja reakcije. Naslici 20c je prikazana
usporedba nastale koli¢ine diola tijekom reakcije katalizirane enzimom i reakcije hidrolize.
Tijekom reakcije provodene u sustavu koji sadrzi enzim je nastalo znatno vise diola nego kada
se reakcija provodila bez enzima, $to je potrebno dodatno potvrditi. Na slici 20d je prikazana
koli¢ina 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitrila nastala u reakciji kataliziranoj s enzimom
HheC-W249P i koli¢ina nastala nekataliziranom kemijskom reakcijom. Koncentracija
cijanoalkohola nastalog kemijskom reakcijom je zanemariva usporedbi s onom nastalom
kataliziranom reakcijom. Moze se pretpostaviti da se provodenjem reakcije otvaranja prstena
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana uz halogenhidrin-dehalogenazu kao biokatalizator moze dobiti

2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril kao produkt s odredenom enantiomernom ¢isto¢om.

4.2. Biotransformacija 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana
katalizirana halogenhidrin-dehalogenazom u
mikroreaktoru

Reakcija otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana uz cijanid kao nukleofil,
katalizirana HheC-W249P provedena je u mikroreaktoru. Biotransformacija u mikroreaktoru je
provedena pri ekvimolarnoj koncentraciji supstrata i nukleofila Crac-epoksid = Cnacn = 20 MM i
koncentraciji enzima 5 mg/mL. Ovi su uvjeti odabrani prema najpovoljnijim rezultatima
reakcija provedenih u kotlastom reaktoru. Faze su u mikroreaktor uvodene pri omjeru protoka
faza 1:1. Pokusi su provedeni pri razli¢itim vremenima zadrzavanja, a HPLC analizom je
odredena  koncentracija  2-(4-trifluormetil)fenil  oksirana i  2-(4-trifluormetil)fenil

hidroksinitrila.
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Slika 21. Enzimska reakcija otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana katalizirana
HheC-W249P provodena u mikroreaktoru pri ekvimoralrnim koncentracijama supstrata i
nukleofila, Crac-epoksid = CNacN = 20 MM, yHhec = 5 mg/mL, uvjeti u klipovima: Crac-epoksid =40 MM,
CNacN = 40 MM, YHnec-wz49p = 10 mg/mL (Tris-SO4 pufer, T =25 + 0,5°C,V = 4,15 uL, qv =
12,8, 6,412 pL/min)

Na slici 21 su prikazani rezultati ispitivanja reakcije otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil
oksirana katalizirana HheC-W249P provedene u mikroreaktoru pri vremenima zadrzavanja 7=
0,35, 0,52, 0,69, 1,04 i 2,08 min. Kako mikroreaktor radi u stacionarnom stanju, odnosno
koncentracija supstrata i produktase ne mijenja s vremenom, prikazana je samo jedna vrijednost
koncentracije uz devijaciju zbog nesigurnosti u mjerenju. Prema rezultatima je vidljivo da se
reakcija u mikroreaktoru odvija pri svim vremenima zadrzavanja. Uc¢inkovitost pretvorbe
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril se povecava s
poveéanjem vremena zadrzavanja odnosno smanjenjem protoka reakcijske smjese. Najmanja
konverzija epoksida od 95 % je postignuta pri najkracem vremenu zadrzavanja od 0,35 min, a
najveca, 98 %, pri najve¢em vremenu zadrzavanja od 2,08 min. Najveca koncentracija produkta
se dobije pri najve¢em vremenu zadrZavanja iako se dobivene koncentracije ne razlikuju mnogo
za sva vremena zadrzavanja. Ta razlika upucuje na postojanje sporednih reakcija, reakcije

hidrolize kao i kemijske reakcije, u kojima dolazi do utroska epoksida.

33



30 ¢ 1200

2,5 1000 1
,E; 20 4 1 800
= + = *
2 1.5 A 600
F1.0 i 400

0.5 . 200 | %

a b
0.0 0 : : ‘ :
0.0 0,5 10 , .15 2.0 2.5 0.0 0.5 10, .15 2.0 2.5
T/min T/min

Slika 22. Reakcija hidrolize 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u mikroreaktoru; a-potrosnja
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana, b-nastanak diola (Crac-epoksia =20 MM, uvjeti u Klipu: Crac-epoksid
=40 mM; Tris-SO4 pufer, T =25 +£0,5°C, V=4,15 uL,, qv=12, 8, 6, i 2 uL/min)

Sporedne su reakcije u mikroreaktoru posebno izrazene, $to je bilo i za ocekivati, radi velikog
omjera medufazne povrsine i volumena u mikroreaktoru ¢ime se ubrzavaju kemijske reakcije.
Kao i u kotlastom reaktoru, provedena je reakcija hidrolize 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana. Na
slici 22a je prikazana potrosnja epoksida u reakciji hidrolize pri razliitim vremenima
zadrzavanja. Najmanje epoksida hidrolizira pri najmanjem vremenu zadrzavanja, dok je pri
velikom vremenu zadrzavanja hidroliza znacajna. Slika 22b prikazuje koncentraciju nastalog
diola u reakciji hidrolize pri razli¢itim vremenima zadrzavanja u mikroreaktoru. Koncentracija

diola koji tako nastaje je to veca $to je vece prostorno vrijeme zadrzavanja.
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Slika 23. Kemijska reakcija otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana s natrijevim
cijanidom kao nukleofilom u mikroreaktoru; a-potros$nja 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana,

b-nastanak cijanoalkohola (Crac-epoksid = Cnach =20 mM, uvjeti u Klipovima: Crac-epoksid =40 mM,
cnacN =40 mM; Tris-SO4 pufer, T =25+ 0,5°C, V=4,15 uL, qv=12, 8, 6, i 2 uL/min)
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Na slici 23 je prikazana kemijska reakcija otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana s
natrijevim cijanidom u mikroreaktoru. Kemijskom reakcijom nastaje podjednaka koncentracija

cijanoalkohola pri svim prostornim vremenima zadrzavanja kod kojih je reakcija provedena.

Proveden je pokus u kojemu se pratila ovisnost aktivnosti enzima HheC-W249P, tijekom
reakcije otvaranja epoksidnog prstena u mikroreaktoru, o vremenu zadrzavanja. Aktivnost
enzima je mjerena spektrofotometrijskim testom s PNSHH, a izrazena je kao volumna aktivnost
V.A. Pocetna aktivnost enzima halogenhidrin-dehalogenaze je iznosila V.A. = 26,88 U/mL.
Slika 24 prikazuje ovisnost volumne aktivnosti enzima o razliitim vremenima zadrzavanja.
Najmanji je pad aktivnosti enzima kod vremena zadrzavanja zadrzavanja ¢ = 0,35 min, dok je
najveci pad aktivnosti vidljiv kod najveceg vremena zadrzavanja 7 = 2,08 min. Ovakav trend
pada aktivnosti enzima s povecanjem vremena zadrzavanja ukazuje na vremenski ograni¢enu
mogucnost upotrebe enzima u sustavima s organskim otapalima, zbog vjerojatnog negativnog

utjecaja organskog otapala na halogenhidrin-dehalogenazu.
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Slika 24. Aktivnost enzima HheC-W249P prilikom provodenja reakcije otvaranja prstena
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u mikroreaktoru Crac-epoksid = CNacN =20 MM, yHhec = 5 mg/mL,
uvijeti u klipovima: Crac-epoksid =40 MM, tnacN =40 MM, YHnec-w249p =10 mg/mL (Tris-SO4 pufer,

T =25+ 0,5°C, V= 4,15 uL, qv=12, 15, 8, 6, 4 i 2 uL/min)

Na slici 25a je prikazana usporedba smanjenja koncentracije epoksida prilikom provodenja
enzimske 1 kemijske reakcije te reakcije hidrolize u mikroreaktoru. Moze se uociti isti trend
smanjenja koncentracije epoksida u sva tri eksperimenta. Do najvece konverzije epoksida

dolazi pri najve¢em vremenu zadrzavanja. Konverzija epoksida kod enzimske reakcije pri
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najvecem vremenu zadrzavanja iznosi X= 98%, a kod reakcije hidrolize pri istom vremenu
zadrzavanja iznosi X= 86%. Najveca je konverzija epoksida prisutna kod provodenja enzimske
reakcije obzirom dase tada paralelno odvija i hidroliza epoksida kao i nekatalizirana kemijska
reakcija s nukleofilom. Na slici 25b je prikazana koli¢ina cijanoalkohola nastalog otvaranjem
epoksidnog prstena s enzimom i onog nastalog kemijskom reakcijom. Najvise cijanoalkohola
nastaje pri velikim vremenima zadrzavanja kod obje reakcije. Kemijska je reakcija u usporedbi
s enzimskom manje izraZzena, odnosno koncentracija tako nastalog cijanoalkohola je neznatna.
Na slici 25c prikazuje nastali diol reakcijom hidrolize u mikroreaktoru. Najvise ga nastaje pri

visokom vremenu zadrzavanja.

1.8
1.6 - - ¢ cpoksid-enzimska
&  epokid-kemijska
1.4 4 ¢ epokid-hidroliza
% 121, e
“‘_:E 1,0 - - .
%038 . *
O 2
206 | .
0.4 - . .
| L ]
0,2 - o . a
0,0 T T T .
0,0 0,5 1.0 15 2.0 2.5
T/min
10000 800
A
8000 *
g - * 600 -
Z6000 1 ¢ * - N
% 2400
£ 4000 A “
= 4 cijanoalkohol-enzimska i
Q: 4 cijanoalkohol-kemijska 200 | A
2000
PR . b 4 diol-hidroliza c
0 . w T w 0 ‘ ‘ . ‘
0,0 0,5 1.5 2.0 2.5 0,0 0,5 1,0 L5 2.0 2.5

2 ) > E > 3~

10 , .1 :
T/min T/min

Slika 25. Usporedba utrosenog 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana u reakciji kataliziranoj s HheC,
reakciji hidrolize i kemijskoj reakciji (a); koli¢ina cijanoalkohola nastalog enzimatskom i
kemijskom reakcijom (b); koli¢ina diola nastalog hidrolizom (c) u mikroreaktoru (Crac-epoksid=
CNacN = 20 MM, YHhec-wa49p = 5 mg/mL, Tris-SO4 pufer, T =25+ 0,5°C,V = 4,15 uL,, qv=12, 8,
6, 4 12 pulL/min)

Reakciju otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana s natrijevim cijanidom, kataliziranu

HheC-W249P, je moguce provesti i u kotlastom reaktoru i u mikroreaktoru. U oba slucaja su
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prisutne i sporedne reakcije, reakcija hidrolize i kemijska reakcija. Kotlasti reaktor se Cini
boljim izborom za provedbu ove reakcije jer nastaje veca koncentracija 2-(4-trifluormetil)fenil
hidroksinitrila. Kod mikroreaktora, najviSe cijanoalkohola nastaje pri najveéem vremenu
zadrzavanja, a tada su reakcija hidrolize i kemijska reakcija najizrazenije. Takoder, aktivnost
enzima pada s povecanjem vremena zadrzavanja. U kotlastom reaktoru, do nastanka znatnije

koli¢ine diola i cijanoalkohola dolazi samo pri dugom vremenu provodenja reakcije.
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5. ZAKLJUCAK

Ovim je radom pokazano da je reakciju otvaranja prstena 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana uz
natrijev cijanid kao nukleofil, katalizirana HheC-W249P, moguce provesti u kotlastom reaktoru
i u mikroreaktoru. Produkt reakcije je 2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril koji moze posluziti
kao vazan aktivni spoj u proizvodnji lijekova. Osim ove reakcije, ispitivane su i sporedne
reakcije, reakcija hidrolize i kemijska reakcija, koje se mogu paralelno odvijati u reaktorima.

Koncentracija 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana je odredena uz pomo¢ bazdarnog pravca, dok 2-
(4-trifluormetil)fenil hidroksinitril nije bilo moguce kvantificirati radi nepostojanja standarda.

Provedbom reakcije u kotlastom reaktoru nastaje znatna koli¢ina produkta,
2-(4-trifluormetil)fenil hidroksinitrila. Kao najbolji uvjeti provedbe ove reakcije u kotlastom
reaktoru su se pokazali oni s najveCom ekvimolarnom koncentracijom supstrata i nukleofila,
Cepox = CNacN = 20 mM i koncentraciji enzima 5 mg/mL. Cijanoalkohol kemijskom reakcijom
nastaje u znatno manjoj koliini naspram onom nastalom enzimskom reakcijom. Reakcija
hidrolize je prisutna cijelo vrijeme provodenja reakcije, a koli¢ina diola nastalog raspadom

epoksida se povecava s vremenom.

Kao pocetni uvjeti koncentracije supstrata i nukleofila za provedbu reakcije u mikroreaktoru su
odabrani najpovoljniji uvjeti provodenja reakcije u kotlastom reaktoru. Reakcija je ispitivana
kod razli¢itih volumnih protoka reakcijske smjese, odnosno vremena zadrzavanja. Koli¢ina
nastalog produkta se povetava s poveéanjem vremena zadrzavanja. Sto je vede vrijeme

zadrzavanja, izraZenije su i sporedne reakcije. Osim sporednih reakcija, poveanjem vremena

zadrzavanja dolazi i do deaktivacije enzima.

Kotlasti se reaktor se ¢ini mnogo boljim izborom za provedbu reakcije otvaranja prstena
2-(4-trifluormetil)fenil oksirana uz enzim HheC-W249P kao biokatalizator. Stabilnost epoksida
se moze povecati povecanjem udjela organskog otapala ¢ime se povecava njegova topljivost.
No, to negativno utjece na aktivnost enzima koji imaju nisku aktivnost u organskim otapalima.
Moguce rjesSenje je uporaba proteinskog inZenjerstva kako bi se uzgojile stanice koje proizvode
enzime s vecom tolerancijom prema organskim medijima. Problem aktivnosti enzima je
posebno vidljiv kod sustava s mikroreaktorom. Sa smanjenjem prostornog vremena zadrzavanja
reakcijske smjese dolazi do snazne deaktivacije enzima. Reakcija bi se mogla provoditi pri vrlo

visokim prostornim vremenima zadrZavanja, no tada su izrazene sporedne reakcije. Druga je
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mogucnost stabilizirati enzim imobilizacijom na stijenke mikroreaktora $to moze posluziti za

daljnja ispitivanja
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6. POPIS SIMBOLA

A — apsorbancija, /

Crac-epoksid — mnozinska koncentracija racemi¢ne smjese 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana, mM
cnacN— koncentracija otopine natrijeva cijanida, mM
comso — koncentracija dimetil sulfoksida, mM

d — Sirina kvarcne kivete, cm

DMSO — dimetil sulfoksid

Ea— energija aktivacije

HHDH- halogenhidrin-dehalogenaza

HheA — A tip halogenhidrin-dehalogenaze

HheC, HheC-W249P — C tip halogenhidrin-dehalogenaze
HheG — G tip halogenhidrin-dehalogenaze

HPLC — kapljevinska kromatografija visoke djelotvornosti

IUBMB — Internacionalna unija za biokemiju i molekularnu biologiju ( engl. Internacional

Union of Biochemistry and Molecular Biology)
KR — kotlasti reaktor

MTBE — metil terc-butil eter

PNSHH — 1-(p-nitrofenil)-2-brometanol

PNSO - p-nitrostiren oksid

qv — protok reakcijske smjese, uL min-?

S.A. — specifi¢na aktivnost, U mg!

T — temperatura, C

t— vrijeme, s
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TO — temeljna otopina

Tris-SO4 — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol sulfatni pufer
U — jedinica enzimske aktivnosti

UV zracenje — ultraljubicasto zracenje

V — volumen mikroreaktora, pL

Ve — volumen enzima, cm3

V.A. — volumna aktivnost, U cm-3

Vrs —volumen reakcijske smjese, uL

Vr— volumen uzorka u kiveti, cm3

y —masena koncentracija, mg dm-3

yHheC-w249P — Masena koncentracija C tipa halogehnhidrin-dehalogenaze, mg mL!
A— promjena

¢ — ekstinkcijski koeficijent, mM-1 cm1

A —valna duljina, nm

7 — prostorno vrijeme zadrzavanja
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8. PRILOZI

Prilog 1. Kromatogram dobiven analizom uzoraka, retencijsko vrijeme 2-(4-trifluormetil)fenil
hidroksinitrila 12,3 min; 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana:17,5 min
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Prilog 2. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije 2-(4-trifluormetil)fenil oksirana
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