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SAZETAK

Napredak kiralne tehnologije i sposobnost proizvodnje enantiomerno Cistih spojeva
imaju vazan utjecaj na dizajn, istrazivanje i razvoj lijekova. U ovome radu provedena je
analiza osjetljivosti parametara na modelu kaskadne reakcije. Ispitivana kaskadna rekacija
sastoji se od tri reakcijska koraka: i. otvaranje (S)-epoksida i (R)-epoksida cijanatnim ionima,
ii. otvaranje (S)-epoksida i (R)-epoksida bromidnim ionima, iii. zatvaranje prstena
dibromoalkohola. Prva dva stupnja provedena su u prisustvu enzima halogenhidrin-
dehalogenaze. Analiza osjetljivosti parametara provedena je za model kineticke rezolucije i
dinamicke kineticke rezolucije, odnosno proveden je niz simulacija matematickog modela.
Budu¢i da je kod kineti¢ke rezolucije maksimalni prinos samo 50 % te da je dosta tesko
odvajanje opticki aktivnog supstrata i produkta, simulacije su provedene i za model dinamicke
kineticke rezolucije, odnosno uz dodatak bromidnih iona. Dobiveni su graficki prikazi
ovisnosti odstupanja opticke Cistoce (ee) od nulte ee vrijednosti o vrijednosti pojedinog
parametra. Utjecaj vrijednosti pojedinog parametra na ee pri kineti¢koj rezoluciji promatran je
pri 48 %-tnoj konverziji supstrata, dok je pri dinamickoj kineti¢koj rezoluciji promatran pri
100 %-tnoj konverziji supstrata. Svi ispitani kineticki parametri imaju utjecaj na promjenu
odstupanja ee od nulte vrijednosti, neki u cijelom ispitivanom podrucju, a neki samo u djelu

ispitivanog podrucja.

Kljucne rijeci: kineticka rezolucija, dinamicka kineti¢ka rezolucija, matematicko modeliranje,
halogenhidrin-dehalogenaza, epoksid, oksazolidinon, enzimska reakcijska kinetika, opticka

éistoca.



ABSTRACT

Advances in chiral technology and the ability to produce enantiomerically pure
compounds have an important impact on drug design, research, and development. In this
paper, the sensitivity analysis of the parameters on the cascade reaction model is performed.
The investigated cascade reaction consists of three reaction steps: i. opening of (S)-epoxide
and (R)-epoxide with cyanate ions, ii. opening of (S)-epoxide and (R)-epoxide with bromide
ions, iii. closing the dibromoalcohol ring. The first two steps were performed in the presence
of the enzyme halohydrin dehalogenase. The sensitivity analysis of the parameters was
performed for the model of kinetic resolution and dynamic Kinetic resolution, ie a series of
simulations of the mathematical model were performed. Since the maximum yield at Kinetic
resolution is only 50 % and it is quite difficult to separate the optically active substrate and
product, simulations were performed for the model of dynamic kinetic resolution, ie with the
addition of bromide ions. Graphical representations of the dependence of the deviation of the
optical purity (ee) from the zero ee value on the value of an individual parameter were
obtained. The influence of the value of an individual parameter on ee at kinetic resolution was
observed at 48 % substrate conversion, while at dynamic kinetic resolution it was observed at
100 % substrate conversion. All examined kinetic parameters have an influence on the change
of the deviation ee from the zero value, some in the whole examined area, and some only in a

part of the examined area.

Key words: kinetic resolution, dynamic kinetic resolution, mathematical modeling, halohydrin

dehalogenase, epoxide, oxazolidinone, enzyme reaction kinetics, optical purity.
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1. UVOD

Kataliza je, prema definiciji, teorija 0 djelovanju katalizatora. Cilj je povecati brzinu
kojom reakcija postize ravnotezu. Budu¢i da brzina reakcije ovisi o slobodnoj energiji
aktivacije, katalizator uzrokuje smanjenje energetske barijere i ubrzava kataliticki stupan;.
Enzimi su molekule koje mogu smanjiti energiju aktivacije reakcije i na taj nacin ubrzati
biokemijske reakcije koje se odvijaju u stanici. Zbog toga funkcionalnost stanice i njezina
reprodukcija zahtijevaju da se sve reakcije odvijaju u koordiniranoj i kontroliranoj sinergiji.
Enzimi su stoga kljuéni za odrzavanje zivota (Saibi et al., 2012). Analiza osjetljivosti

......

dehalogenazom.

Enantioselektivnost koju halogenhidrin-dehalogenaze pokazuju prilikom kataliziranja
reakcija zatvaranja prstena Cini ih obecavaju¢im biokatalizatorima za proizvodnju opticki
aktivnih epoksida i g-supstituiranih alkohola kinetickom rezolucijom (Janssen et.al., 2006).
Da bi prethodno navedena proizvodnja bila uspjesna, najprije je potrebno razviti matematicki

model, kojim se onda proces moze razumjeti, mijenjati, projektirati i voditi.

Modeliranje kao nacelo reakcijskog inZenjerstva ima znacajnu ulogu u razvoju
biokatalitiCkih procesa 1 ocekuje se da Ce rasti s primjenom biokatalize u industriji. Postoji
puno radova koji opisuju modeliranje kinetike enzimski kataliziranih reakcija zasnovano na
najjednostavnijem mehanizmu enzimske reakcije koji se sastoji od koraka vezanja i
katalitiCkog uc¢inka. Najjednostavniji predlozeni modeli su Michaelis-Mentenicin za jedan ili
dva supstrata. Svrha takvog istrazivanja, posebno kada je enzim tek nedavno otkriven, je
stjecanje znanja 0 mehanizmu reakcija i brzini reakcije te procjena kinetiCkih parametara
(Vasi¢-Racki et.al., 2011).



2. OPCI DIO

2.1. Kataliza i biokataliza

Mnoge kemijske reakcije odvijaju se spontano, no ipak ima i onih koje trebaju biti
katalizirane kako bi se odvijale zna¢ajnom brzinom. Katalizatori su molekule koje smanjuju
energijsku barijeru koju odredena tvar mora dosegnuti da bi se kemijski pretvorila u drugu
tvar (lllanes 2008).

* Prijelarno
Katalizirani stangje
put : T
I [
Nekatalirirani |

Ea’

Feaktanti

v

Tijek reakeije

Slika 2.1. Mehanizam katalize.

Kao §to je prikazano na slici 2.1., katalizatori smanjuju energijsku barijeru zahvaljujuci
svojoj interakciji sa supstratom, ¢ime se stvara aktivirani prijelazni kompleks koji daje
produkt i oslobada katalizator. Ea i Ea” su energije aktivacije katalizirane i nekatalizirane
reakcije, a AG promjena slobodne energije reakcije. Katalizator se tijekom reakcije ne trosi,
niti ne mijenja, pa bi se u nacelu mogao neogranic¢eno koristiti u svrhu pretvorbe supstrata u
produkt. U praksi je koriStenje katalizatora ograni¢eno njegovom stabilnos¢u, odnosno
njegovom sposobnoséu da zadrzi svoju aktivnu strukturu tijekom vremena, u uvjetima
reakcije (lllanes 2008).

Biokemijske reakcije, odnosno kemijske reakcije koje se odvijaju u Zivim stanicama,

moraju biti katalizirane kako bi se odvijale brzinom potrebnom za odrzavanje Zivota.



Biokataliza se odnosi na upotrebu enzima kao procesnih katalizatora u uvjetima izvan stanice
(in vitro) (Illanes 2008).

2.1.1. Biokataliza u industriji

Biokatalizatori se koriste u prehrambenoj industriji za proizvodnju aroma, mirisa i
kontrolu teksture, boje, izgleda i hranjivih vrijednosti. Razvoj enzima za medicinsku primjenu
je opsezan, a neki vazni terapijski enzimi ukljucuju asparaginazu i glutaminazu za leukemiju,
kolagenazu za Cireve na kozi, lizozim za antibiotike itd. Enzimi guSterace koriste se od 19.
stolje¢a za lijeCenje probavnih smetnji. Biokatalizatori igraju vaznu ulogu u replikaciji i
kloniranju DNA u molekularnoj biologiji, (npr. polimeraze koje se polimeriziraju,
ograni¢avaju na rezanje lanca DNA te DNA ligaze za vezanje lanca DNA) (Kaushik et.al.,
2014).

Kiralni spojevi imaju veliku vaznost u organskoj sintezi, posebno u farmaceutskoj
industriji, jer se uglavnom koriste kao gradivni blokovi sloZenijim i funkcionalnijim
spojevima. Postoji nekoliko enantioselektivnih reakcija u kojima se biokatalizatori (enzimi)
mogu upotrijebiti za proizvodnju kiralnih spojeva. Te enzimski katalizirane reakcije mogu se
provesti ili uz pomo¢ cistih enzima, stani¢nih ekstrakata, cijelih permeabiliziranih stanica ili

cijelih stanica koje sadrze unutarstani¢ne enzime (Andrade 2015).
2.1.2. Biokataliza u nevodenom mediju

Enzimi su specifi¢ni katalizatori i djeluju u prirodnim vodenim otopinama, ali veéina
biotransformacija u industriji ukljucuje organske molekule netopive u vodi. Reakcijski uvjeti,
koji su pogodni za kemijsku sintezu kao Sto su visoke temperature ili tlakovi, organska
otapala itd., uglavnom su nepovoljni za enzime. lako enzimi imaju aktivnost u organskom
otapalu, njihova aktivnost je niza u usporedbi s onom u vodi. Proteinsko inzenjerstvo |
usmjerena evolucija pomogli su u razvoju enzima koji pokazuju poboljSanu aktivnost u
organskim otapalima. Biokataliza u nevodenom mediju pronalazi primjenu u sintezi
farmaceutskih prekursora i lijekova poput Cistih enantiomera, pojedinac¢nih izomera, kiralnih
molekula, biopolimera itd. Zbog velike topline isparavanja i visokog vreliSta, voda je

najmanje pozeljno otapalo za organske reakcije (Kaushik et.al., 2014).



Neke novije tehnike ukljucuju fizicke i kemijske pristupe mutagenezi usmjerenoj na
mjesto (eng. site-directed mutagenesis), liofilizaciju (zamrzavanje) i molekularne tehnike, a
takoder primjenu ionskih kapljevina kao otapala u biokatalitiCkim reakcijama (Kaushik et. al.,
2014).

2.2. Enzimi

Enzimi su molekule proteina koje su se razvile da bi u¢inkovito djelovale u blagim
uvjetima potrebnim za oCuvanje funkcionalnosti i integriteta bioloskih sustava. Enzimi se
stoga mogu smatrati katalizatorima optimiranim za obavljanje svojih fizioloskih zadataka o
kojima ovise svi oblici zivota. Prirodno su prilagodeni djelovanju u fizioloSkim uvjetima

(IManes, 2008).
2.2.1. Strukturaenzima

Enzimi su proteini sastavljeni od viSe aminokiselinskih ostataka Ciji se broj krece u

rasponu od 100 do nekoliko stotina.

Slika 2.2. Nastajanje peptidne veze izmedu dvije a-aminokiseline.

Aminokiseline se medusobno kovalentno vezu peptidnom vezom kao §to je prikazano na
slici 2.2. Peptidna veza formira se izmedu ugljikova C-atoma karboksilne skupine i dusikova
N-atoma o-amino skupine. Prema prirodi R-grupe, aminokiseline mogu biti nepolarne
(hidrofobne) ili polarne (nabijene ili ne nabijene), a njihova raspodjela unutar proteinske
molekule odreduje njezino ponasanje. Vecéina karakteristika enzima kao katalizatora proizlazi

upravo iz njihove molekularne strukture (Illanes, 2008).



2.2.2. Princip klju¢-brava

E. Fischer je 1894. predlozio teoriju "klju¢ i brava", $to predstavlja specifi¢ne odnose

izmedu enzima i supstrata.

Biosintetski put
(in vivo)

Supstrat

Enzim-supstrat
kompleks

D

Produkt

v

Sintetski put
(in vitro)

Umjetni supstrat

B @

Enzim-umjetni supstrat
kompleks

._

Produkt

Slika 2.3. Shematski izraz za teoriju "kljuc¢ i brava" za in vivo enzimske reakcije putem
biosintetskog puta (ciklus A) i za in vitro enzimatske reakcije putem nebiosintetskih putova
(ciklus B) (Shoda et.al., 2016).

U reakciji in vivo (ciklus A, slika 2.3.), prirodni supstrat specifi¢no prepoznaje enzim
za stvaranje kompleksa enzim-supstrat. Nastajanje kompleksa uzrokovano je
supramolekularnom interakcijom i aktivira supstrat koji dovodi do reakcijskog produkta sa
savrsenom kontrolom selektivnosti. U in vitro reakciji (ciklus B, slika 2.3.), enzim mora
prepoznati umjetni supstrat kako bi se stvorio enzimski umjetni supstratni kompleks, a zatim
se supstrat aktivira kako bi se reakcija nastavila. To dovodi do stvaranja proizvoda sa

savrSenim kontroliranjem selektivnosti reakcije (Shoda et.al., 2016).

E+S == ES —= [ES[f~—=Ep —= E+P

E: enzim , S: supstrat , P: produkt

Slika 2.4. Mehanizam enzimske reakcije in vivo.



Enzim (E) i supstrat (S) tvore kompleks (ES) kroz klju¢ — brava interakciju, koja aktivira
supstrat ¢ime se dolazi do prijelaznog stanja ([ES] i) kako bi se reakcija nastavila.

Aktivacijska energija uvelike se snizava djelovanjem enzima (Shoda et.al., 2016).

2.2.3. Denaturacija i inaktivacija enzima

Savrseno strukturirani prirodni enzim moze izgubiti svoju biolosku aktivnost tako da se
njegova tercijarna struktura prevede u slucajni polipeptidni lanac u kojem aminokiseline
smjeStene na aktivnom mjestu viSe nece biti dovoljno uskladene da bi mogle obavljati svoju
katalitiCku funkciju. Ovaj fenomen naziva se denaturacija i moze biti reverzibilan ukoliko se
utjecaj denaturacije ukloni prije nego dode do kemijskih promjena u molekuli proteina.
Molekula enzima takoder se moze podvrgnuti kemijskim promjenama koje uzrokuju
nepovratni gubitak aktivnosti. Ovaj fenomen naziva se inaktivacija 1 obi¢no se javlja nakon
razdvajanja. Ovi fenomeni odreduju termodinamicku stabilnost (otpornost presavijenog
proteina na denaturaciju) ili konformacijsku stabilnost (otpornost na nepovratnu inaktivaciju)
(IManes 2008).



2.2.4. Klasifikacija enzima

Prema Medunarodnoj uniji za biokemiju i molekularnu biologiju (IUBMB), enzimi su

klasificirani u Sest glavnih klasa navedenih u tablici 2.1. (Kaushik et. al. 2014).
Tablica 2.1. Klase enzima, funkcije i primjeri.

Oksidoreduktaze Kataliziraju oksidacijske i Dehidrogenaze, oksidaze,
redukcijske reakcije koje se oksigenaze, peroksidaze
dogadaju u stanici.

Potrebni su im kofaktori poput
nikotinamid adenin dinukleotida
(NAD) i flavin adenina
dinukleotida (FAD) u reakcijama.
Transferaze Kataliziraju prijenos funkcionalnih  Metiltransferaze, aminotransferaze,
skupina (npr. amino, metil, kinaze, fosforilaze
hidroksimetil, glikozil, acil, alkil,
fosfat i sulfatne skupine) pomocéu
nukleofilne reakcije supstitucije.

Koriste se u industriji za sintezu
oligosaharida.

Hidrolaze Kataliziraju dodavanje vode Fosfataze, amidaze, proteaze,
supstratu (hidroliza). esteraze i lipaze

Koriste se u organskoj sintezi za
proizvodnju intermedijera za
lijekove i pesticide.
Liaze Cijepaju C-C, C-O, C-N, C-S'i Dekarboksilaze, aldolaze, sintaze
ostale veze uklanjanjem,
ostavljajuci dvostruke veze ili
prstenove, ili obratno dodavanju
skupina u dvostruke veze.

Koriste se u stani¢énim procesima u
organskoj sintezi, ciklusu limunske
kiseline i proizvodnji cijanohidrina.
Ligaze Kataliziraju stvaranje veza izmedu  Sintetaze, karboksilaze
dvije molekule ili se one pridruzuju
dvjema molekulama.

Vazni su u odredenim stani¢nim
procesima, poput povezivanja
nukleotida pri replikaciji DNA.
lzomeraze Kataliziraju preuredivanje atoma Racemaze i mutaze
unutar molekule kao §to su
racemizacija i epimerizacija.



2.2.5. Halogenhidrin-dehalogenaze

Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH) su bakterijski enzimi koji kataliziraju pretvorbu
vicinalnih halogenhidrina u njihove odgovaraju¢e epokside. Oni takoder mogu katalizirati
kineti¢ku rezoluciju racemicnih epoksida enantioselektivnim otvaranjem prstena, §to pruza
novu biokataliticku strategiju za pripremu opti¢ki aktivnih spojeva. Enzim iz Agrobacterium
radiobacter AD1 (HheC) je najviSe proucavana halogenhidrin-dehalogenaza. Odredena je

njegova kristalna struktura i kataliticki mehanizam. (Janssen et.al., 2006).

2.251. Struktura HHDH

HHDH pripadaju u kratkolanane dehidrogenaze / reduktaze (SDR) s kojima dijele
nekoliko strukturnih 1 mehanickih karakteristika. HHDH su homotetrameri, formirani od para
dimera, 1 posjeduju katalitiCku trijadu sastavljenu od Ser-Tyr-Arg sli¢nu katalitickoj trijadi
Ser-Tyr-Lys mnogih SDR enzima. Umjesto mjesta vezanja nikotinamidnog kofaktora
pronadenog u enzimima SDR, prostrani nukleofilni dZep za vezanje nalazi se na
odgovaraju¢em polozaju u HHDH. Kristalne strukture HheA, HheA2, HheB i HheC imaju
vrlo sli¢an strukturni nabor. Monomeri pokazuju tipi¢an Rossmannov nabor, naden i kod
drugih SDR enzima, koji se sastoji od Sest ili sedam navoja paralelnog f-lista koji je okruzen

sa sedam ili osam a-heliksa (Slika 2.5.) (Schallmey 2016).

Slika 2.5. Struktura HHDH (Schallmey 2016).



2.25.2. Biokatalizas HHDH

Halohidrini se mogu smatrati izravnim prekursorima epoksida, buduci da zatvaranje
prstena katalizirano na bazi enantiomerno Cistog halohidrina daje enantiomerno ¢isti epoksid.
Halogenhidrin-dehalogenaze kataliziraju zatvaranje prstena vicinalnim halohidrinom i

obrnutu reakciju, otvaranje epoksida u prstenu halogenidom (Lutje Spelberg et.al., 2002).

U reverznoj reakciji su osim halida za otvaranje prstena prihvacéeni i drugi negativno
nabijeni nukleofili poput azida, cijanida ili nitrita (slika 2.6). Stoga, veze C-N C-C ili C-O
mogu biti formirane uz pomo¢ halogenhidrin-dehalogenaza §to ih ¢ini atraktivnim

biokatalizatorima za proizvodnju raznih S - supstituiranih alkohola (Schallmey et.al., 2016).

OH
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Slika 2.6. Reakcija otvaranja prstena katalizirana halogenhidrin-dehalogenazom.



2.3. Opticki Ciste tvari

2.3.1. Kiralnost

Kiralnost je jednostavno geometrijsko svojstvo koje govori da je zrcalna transformacija
objekta ne-identitetska operacija, tj. da se predmet i njegova zrcalna slika ne mogu preklopiti
nikakvom translacijom ili rotacijom. Da bi se to moglo odrzati, objekt ne smije posjedovati
bilo kakve obrnuto simetrijske elemente (tj. srediSta inverzijskih ili refleksnih ravnina). Kao
rezultat toga, kiralni objekt moze postojati u dva razlicita zrcala, ili enantiomerne forme.
Svojstvo kiralnosti ima velik utjecaj u fizici, kemiji i biologiji, od narusavanja jednakosti za
slabe sile, do koriStenja isklju¢ivo jednog zrcalnog oblika aminokiselina u svim zivotnim
oblicima na Zemlji. U organskim sustavima kiralnost opéenito proizlazi od tetracdarskog
ugljika, pod uvjetom da je prisutna dovoljna kompleksnost, npr. da su sve Cetiri grupe
supstitutenata razli¢ite. Apsolutna konfiguracija takvih kiralnih centara moze biti oznacena R
(lat. rectus) ili S (lat. sinister) kako je odredeno pravilima Cahn — Ingold — Prelog (Raval,
2003).

Enantiomerni viSak (ee), definiran jednadzbom 2.1, obi¢no se koristi za kvantificiranje
ucinkovitosti asimetri¢ne transformacije. Enantiomerni visak pokriva raspon od -100 % do +
100 %; medutim, najce$¢e se prikazuje apsolutna vrijednost ee-a. Za kvantificiranje ee-a,
enantiomeri se moraju odvojiti ili razlikovati. Upotreba kiralne okoline stvara dijastereomere
koji su razli¢iti u energiji, $to omogucava diskriminaciju 1 kvantifikaciju enantiomera
(Anslyn, 2012.)

_ IRI-Is]
= (g X 100 (2.1)

2.3.1.1. Kiralnost lijekova

Kiralnost se pojavila kao klju¢no pitanje u dizajnu, otkricu 1 razvoju ljjekova. Kiralne
sklopke su lijekovi koji su ve¢ odobreni i za koje se tvrdi da su racemati, ali koji su preuredeni
kao pojedinaéni enantiomeri. Pitanje kiralnosti postalo je glavna tema u dizajniranju,
otkrivanju i razvoju lijekova jer je razlikovanje stereoizomera znacajna sastavnica u podrucju
farmaceutske industrije. Napredak kiralne tehnologije i sposobnost proizvodnje enantiomerno
Cistih spojeva imaju vazan utjecaj na dizajn, istrazivanje i razvoj lijekova te na strategije i

politike farmaceutske industrije (Agranat, 1999).
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2.3.1.2.  Epoksidi

Epoksidi su atraktivni intermedijeri za proizvodnju kiralnih spojeva. Vazne biokatalitiCke
reakcije koje ukljuuju epokside, ukljucuju kineticku rezoluciju posredovanu epoksid
hidrolazom, S§to dovodi do stvaranja diola 1 enantioCistih preostalih supstrata, te
enantiokonvergentnu enzimsku hidrolizu, koja daje visoke prinose jednog enantiomera iz
racemicnih smjesa. Epoksidi se takoder mogu pretvarati nehidrolitiCkim enantioselektivnim
otvaranjem prstena; koriStenjem alternativnih anionskih nukleofila. Ove reakcije mogu biti
katalizirane halogenhidrin-dehalogenazama. Sve nove moguénosti za enantioselektivnu

biokatalizu epoksida ukazuju na njihovu vaznost u zelenoj kemiji (Janssen et.al., 2003).
2.3.1.3.  Oksazolidinoni

Budu¢i da se analiza osjetljivosti parametara u ovome radu provodi na reakciji u kojoj se

dobivaju oksazolidinoni, oni ¢e u nastavku biti poblize opisani.

Oksazolidinoni su bakteriostatski antimikrobni lijekovi koji su inhibitori sinteze proteina.
Kako djeluju u ranoj fazi sinteze proteina koja ukljucuje formiranje inicijalnog kompleksa
708, ne ¢ini se da postoji unakrsna rezistencija s drugim inhibitorima sinteze proteina. Postoje
dva oksazolidinona odobrena od Americke agencije za hranu i lijekove (FDA - Food and
drug administation), linezolid (izdan 2000.) i tedizolid (objavljen 2014.). Objavljeni su brojni

opsezni pregledi oksazolidinona i posebno linezolida (Lowy 2017).

Oksazolidinoni su klasa azola, oksazolidina s ugljikom izmedu dusika 1 kisika oksidiranih

u keton (slika 2.7) (Pandit 2012).

O NH

\/

Slika 2.7. Struktura oksazolidinona.
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Oksazolidinoni se primarno koriste za lijeCenje bakterijskih infekcija uzrokovanih gram-
pozitivnim bakterijama, ukljucujuéi stafilokoke, streptokoke i pneumokoke, iako se njihov
spektar antibakterijske aktivnosti proteze izvan tih vrsta. Linezolid ima izvrsnu in vitro
aktivnost protiv meticilina-osjetljivi i rezistentni stafilokoki s malo razlike u prosje¢nim
minimalnim inhibicijskim koncentracijama. Linezolid je aktivan i protiv izolata

Staphylococcus aureus koji su intermedijeri u osjetljivosti na glikopeptide (Lowy 2017).
2.3.2. Dobivanje opticki ¢istih tvari

Sve je veca potraznja za sintezom enantiocistih molekula kako bi se ogranic¢ili i/ ili suzbili
Stetni ucinci koji proizlaze iz upotrebe racemi¢nih smjesa. Ova tendencija je u skladu s
ciljevima "zelene kemije", koja daje sredi$nji naglasak na zastitu zdravlja ljudi i okolisa

dizajnom novih kemikalija i procesa. (Patti, 2011).

Enantiomerno Cisti kiralni spojevi mogu se prirediti separacijskim ili sintetskim
metodama. Sve metode razdvajanja enantiomera iz racemicne smjese temelje se na ¢injenici
da kiralne molekule u kiralnom okruZenju iskazuju razli¢ita svojstva. Razdvajanje racemic¢ne
smjese na komponente moze se provesti kokristalizacijom s enantiomerno ¢istim reagensima
(¢esto prirodnog podrijetla) ili kromatografskim metodama s kiralnim nepokretnim fazama.
Kiralne nepokretne faze sadrzavaju enantiomerno Ciste kiralne molekule koje na sebe vezu
enantiomere iz smjese razli¢itim afinitetima. Enantiomeri se razdvajaju na kromatografskoj
koloni zbog razli€itog vremena zadrZzavanja na nepokretnoj fazi. Ograni¢enje navedenih
metoda je njihovo iskoriStenje, koje u idealnom slucaju iznosi maksimalnih 50 %, jer drugih

50 % ¢ini drugi enantiomer (Sinko, 2005).
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2.3.2.1. Kineti¢ka rezolucija

Kineti¢ka rezolucija predstavlja metodu separacije u kojoj se jedan od enantiomera (A)

racemata (AB) lakse pretvara u proizvod od enantiomera (B):

Ali‘?)y
BIE;Z

ol (22)

_kB

Enantiomerni omjer (2.2), E, diktira uéinkovitost Kinetike enzimske rezolucije i
opisuje ovisnost konverzije enantiomernog viska reaktanta, odnosno supstrata, (eegr) i

produkta (eep), u odredenom stupnju pretvorbe (¢), jednadzbama 2.3 i 2.4.
E=In[(1—c)(A—eeg)]/In[(1—c)(1+ eeg)] (2.3)
E=In[1—c(1+eep)]/In[1—c(1—eep)] (2.4)

Posebnost kineticke rezolucije (KR) je da se ee zaostalog supstrata povecava sa
stupnjem pretvorbe, a uz samo skromnu selektivnost jo§ je moguée oporabiti supstrat s
visokim ee. Ukoliko se Zeli dobiti $to ¢is¢i supstrat tada se produkt moze izolirati, dok se
supstrat podvrgava drugom koraku do konverzije 60 %, pri ¢emu je iskoriStenje supstrata
blizu konverziji od 50 %. Suprotno tome je da kada je E visok (cca. 50 % ili veci), produkt,
ako je kiralan, istovremeno se dobiva s visokom ee, odnosno enantiomerni visak produkta se
smanjuje. Visoko enantioselektivne reakcije iz kojih se mogu dobiti produkti enantiomerne
Cistoce > 99 % posjeduju vrijednosti E > 200. Za prakti¢nu uporabu enantomerni omjeri manji
od 15 nisu povoljni, dok su vrijednosti 15 — 30 srednje povoljne. Vrijednosti iznad 30

smatraju se vrlo pogodnima i poZeljnima.

Kineti¢ka rezolucija moZe se provesti kemijskim ili enzimskim metodama. U prvom
slucaju reakcija moze biti kataliticka ili stehiometrijska; s ekonomskog stajaliSta preferira se

kataliza. (Crosby, 1991.)
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2.3.2.2. Dinamicka Kineticka rezolucija

Kineticka rezolucija racemi¢nih smjesa kiralnih spojeva je korisna metoda za dobivanje
enantiomerno Cistih spojeva, ali postoji nedostatak, a to je maksimalni prinos samo 50 %
polaznog spoja te je potrebno naporno odvajanje optic¢ki aktivnog supstrata i proizvoda. Ovo
se ograni¢enje moze prevladati postupkom dinamicke kineticke rezolucije (DKR), u kojem se
jedan enantiomer racemizira tijekom pretvorbe. Ovaj postupak teoretski moze rezultirati

jednim enantiomerom produkta sa 100 % prinosa (Crosby, 1991).

Kvantitativna transformacija enantiomernih smjesa u enantio€iste proizvode je izazovan
zadatak asimetri¢ne sinteze. Metoda koja se moze primijeniti za deracemizaciju je upravo
DKR. DKR se temelji na kineti¢koj rezoluciji (KR) u kombinaciji S in situ racemizacijom
sporije reagiraju¢eg enantiomera supstrata. Epibromohidrin je utvrden kao najprikladniji
supstrat za postizanje DKR-a u odnosu na druge epihalohidrine. Otvaranje prstena azidom,
cijanidom i nitritom stvara f-supstituirane alkohole, a reakcija s cijanatnim ionom (OCN")
odvija se preko izocijanat-cijanatnih vrsta koje prolaze brzu ciklizaciju ¢ime se kao krajnji
produkt dobiva 2-oksazolidinon. Ova reakcija je izrazito regioselektivna, bez vidljivih
nusprodukata i stoga moze posluziti kao atraktivna metoda za proizvodnju Kkiralnih
oksazolidinona. DKR epibromohidrina izveden u optimiranim reakcijskim uvjetima na
analitickoj skali pri ¢emu je dobiven (S)-1-azido-3-bromo-2-propanol s > 99 % ee i 77 %-
tnom konverzijom. U prethodnim studijama opazena je HheC - katalizirana enantioselektivna
pretvorba epoksida u visoko enantio obogacen (S)-2-oksazolidinon. Konverzija epoksida brzo
se kretala do 50 %, ali nakon toga drasti¢no je usporila. (S)-oksazolidinon je izoliran s
prinosom od 47 % i 98 % ee kada je epoksid (0,5 g, 100 mM) reagirao s NaOCN (1 mol
ekviv.) u prisutnosti pro¢is¢enog HheC-a. Pod tim je uvjetima reakcija imala karakter KR, a
ne DKR, a dodavanje bromidnih iona bilo je potrebno da bi se povecala brzina racemizacije u
odnosu na brzinu otvaranja prstena. Vec pri koncentraciji NaBr od 10 mM DKR racemata

rezultirala je 100 %-tnom konverzijom uz izvrsnu ee (Mikleusevic et.al., 2015.).
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2.4. Kaskadne reakcije

Kaskadna ili domino reakcija je kemijska transformacija u kojoj se niz reakcija (najmanje
dvije) odvija uzastopno u istom reakcijskom sustavu, a produkt jednog reakcijskog koraka
supstrat je za sljedeci korak uzastopne reakcije. One su ekonomski bolji izbor za sintezu u
viSe koraka, jer povecavaju efikasnost sintetske strategije i izbjegavaju brojna proc¢is¢avanja i
reakcijske preradbe koje u suprotnom mogu umanjiti iskoriStenje reakcije. Stoga nije
iznenaduju¢e da je njihov razvoj u posljednjih nekoliko godina dozivio veliki napredak

(Kumar et.al., 2019).

Kombinacijom razli¢itih koraka enzimske reakcije u jednom reaktoru i analogno
biokatalizi koja se odvija u prirodi, obrada intermedijera se izostavlja i ravnotezna reakcija se
moze pomaknuti prema Zeljenom produktu $to dovodi do poboljSane u¢inkovitosti procesa i
smanjenih troskova. Na podru¢ju HHDH-katalize, kaskadni princip se po¢eo primjenjivati
vrlo rano kombiniraju¢i HheC s epoksid hidrolazom za sintezu opticki aktivnih halohidrina,

epoksida i diola (Schallmey et.al., 2016).

Kaskadne reakcije oponasaju stani¢ne metabolicke puteve, a prednost pristupa in vitro je
mogucénost upotrebe supstrata i enzima koji u prirodi ne moraju nuzno postojati. Kaskadne
reakcije nude brojne prednosti nad tradicionalnim kemijskim postupcima, poput
pojednostavljenja naknadnih procesa obrade bez izolacije meduprodukata, jednostavnijih i
ekonomski isplativijih reaktorskih sustava koji se sastoje od samo jednog reaktora, blagih i
kontroliranih reakcijskih uvjeta, manje potroSnje kemikalija i smanjenog ukupnog utjecaja na
okolis. Kako bi bile konkurentne kemijskoj sintezi, kaskadne reakcije trebaju biti ué¢inkovite i

robustne, te bi bilo idealno da se provode in vitro u jednom reaktoru. (Mil¢i¢ et.al., 2019).
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2.5. Modeliranje biotransformacija

Modeliranje i simulacija biotransformacija ima velik potencijal u potrazi za optimalnim
uvjetima procesa, razvoju i dizajnu procesa, kontroli, Sirenju, odredivanju strukture troSkova
procesa i usporedbi alternativa procesa. Oni dovode do boljeg razumijevanja i kvantifikacije
ispitivanog procesa i mogu dovesti do zna¢ajnih usteda materijala i troSkova, posebno u ranim

fazama razvoja procesa (Vrsalovi¢ Presecki et. al., 2006).

Biotransformacije su kemijski dobro definirane enzimski katalizirane reakcije u kojima se
Ciste tvari, odnosno reaktanti, pretvaraju u strukturno manje ili vise sli¢ne produkte. Te su
reakcije katalizirane ili Cistim enzimima (enzimske biotransformacije) ili enzimima u cijelim
stanicama mikroorganizama (mikrobne biotransformacije). Bitna razlika izmedu mikrobne
biotransformacije i enzimske biotransformacije je u broju reakcijskih koraka. Postoji nekoliko
katalitickih koraka izmedu supstrata i proizvoda u mikrobnoj biotransformaciji, dok u
enzimskoj biotransformaciji postoje samo jedan ili dva koraka. Razlika je i u tome $to kod
enzimske biotransformacije kemijska struktura supstrata i produkta nalikuju jedna drugoj, ali
ne nuzno i u mikrobnoj biotransformaciji. Nadalje, mikrobna biotransformacija trebala bi se

odnositi na sva specificna svojstva i zahtjeve mikrobne biomase (Vrsalovi¢ Presecki et. al.,

2006).

Pored toga, rane faze razvoja procesa klju¢ne su za utvrdivanje nastalih troSkova

proizvodnje 1 opterecenja okoliSa nastalih kada zapo¢ne proizvodnja.

Informacije prikupljene pomocu simulacija modela namijenjene su odlucivanju,
donoSenju zaklju€aka za automatske kontrolne radnje bioloskih stanja ili pokretanju

odredenih aktivnosti u eksperimentima, proizvodnji ili regulaciji (Vrsalovi¢ Presecki et. al.,
2006).

Model potreban za odredeni proces obi¢no nije izravno dostupan, a njegov je razvoj
naporna i skupa faza u cCitavom postupku razvoja 1 optimizacije. Modeliranje procesa
biotransformacije temelji se na poznavanju bilance tvari, prijenosa tvari i reakcijske kinetike
dobivenih temeljitim biokemijskim studijama. Nakon odabira odgovarajuée strukture modela,
potrebno je pronac¢i jedinstven skup odgovaraju¢ih parametara modela (koji se moraju

procijeniti iz eksperimentalnih podataka) (Vrsalovi¢ Presecki et. al., 2006).
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Pri matematickom modeliranju procesa biotransformacije formulirane su jednadZzbe koje
ukljucuju Michaelis-Menteni¢inu kinetiku, a koje su cesto modificirane odrazavajudi
inhibiciju produkta i / ili supstrata. Modeliranje kinetike enzimske reakcije kao alata za
enzimsko reakcijsko inZenjerstvo igra vaznu ulogu u razvoju reakcije katalizirane enzimima

za (large scale) proizvodnju na visokom nivou.

Modeliranje Kkinetike enzimske reakcije i reaktora moze se upotrijebiti za pronalazenje
optimalnih radnih toaka i za povecanje znanja o procesu i olakSavanje identifikacije
najucinkovitijeg na¢ina rada reaktora. Za dizajn enzimskog reaktora neophodno je detaljno
poznavanje kineti¢kih parametara katalizatora u radnim uvjetima (Vrsalovi¢ Presecki et. al.,

2006).

2.5.1. Faktori koji utjecu na brzinu enzimski katalizirane reakcije

Enzimi mogu biti izolirani iz stanica i njihova svojstva se ispituju in vitro. Razli¢iti enzimi
daju razli¢ite odgovore na promjene koncentracije supstrata, temperature i pH. U nastavku ¢e

biti opisani faktori koji utje¢u na brzinu enzimskih reakcija (Champe, 2005).
2.5.1.1.  Koncentracija supstrata

= Maksimalna brzina reakcije
Brzina reakcije (r) je broj molekula supstrata pretvorenih u produkt po jedinici
vremena. Brzina je obi¢no izrazena kao pmol L min™, te se povecava dok se ne

postigne maksimalna brzina Vi, (slika 2.8).

Brzina reakcije

>

Koncentracija supstrata

Slika 2.8. Utjecaj koncentracije supstrata na brzinu reakcije.
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Vecina enzima prati Michaelis-MenteniCinu kinetiku gdje je ovisnost pocetne reakcijske
brzine (r,) 0 koncentraciji supstrata [S] hiperboli¢na. Suprotno tome alosteri¢ki enzimi daju

krivulju sigmoidalnog oblika (Champe, 2005).

25.1.2. Temperatura

= Povecanje brzine reakcije s temperaturom
Brzina reakcije povecava se sve dok ne dosegne Vn. Ovo povecanje rezultat je
povecanog broja molekula koje imaju dovoljno energije da savladaju energijsku

barijeru i daju produkte u reakciji (Champe, 2005).

= Smanjenje brzine reakcije s povecanjem temperature
Daljnje povisenje temperature rezultira Smanjenjem brzine reakcije koja je rezultat

temperaturno inducirane denaturacije enzima (slika 2.9).

>

Brzina reakcije

Temperatura (°C)

Slika 2.9. Utjecaj temperature na enzimski kataliziranu reakciju.

2513. pH

= Utjecaj pH na ionizaciju aktivnog mjesta
Koncentracija H" iona utjece na brzinu reakcije. Kataliticki proces zahtjeva da enzim i
supstrat sadrze specifi¢ne kemijske grupe u ioniziranom ili neioniziranom obliku da bi
mogli reagirati. Pri alkalnom pH ta grupa je deprotonirana, pa se brzina reakcije stoga

smanjuje (Champe, 2005).
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= utjecaj pH na denaturaciju enzima

Ekstremne pH-vrijednosti mogu takoder dovesti do denaturacije enzima jer struktura
kataliti€ki aktivne molekule proteina ovisi o ionskom karakteru bocnih lanaca
aminokiselina. pH kod kojeg je postignuta maksimalna aktivnost enzima ovisi o vrsti
enzima i Gesto odrazava [H'] na kojoj enzim funkcionira u tijelu (slika 2.10).
Primjerice, pepsin, probavni enzim u Zelucu, postize maksimalnu aktivnost pri pH 2,
dok su drugi enzimi, koji djeluju pri neutralnom pH, denaturirani zbog kisele okoline
(Champe, 2005).

Brzina reakcije

pH

Slika 2.10. Utjecaj pH na enzimski kataliziranu reakciju.

2.5.2. Michaelis-Menteniéina kinetika

Michaelis i Menten predlozili su model koji obuhvaca vecinu znaéajki enzimski
kataliziranih reakcija. U ovom modelu, enzim se reverzibilno kombinira sa supstratom,
stvarajuc¢i ES kompleks koji se nakon toga raspada do produkta, pri ¢emu se slobodni enzim

regenerira. Model koji ukljucuje jednu molekulu supstrata prikazan je jednadzbom (2.5).

k1 k2
E+S &— ES— E+ P
k-1

(2.5)

gdje je: S supstrat, E enzim, ES enzim-supstrat kompleks, P produkt, k; , k1 i ko su konstante
brzina.
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2.5.2.1.  Michaelis-Menteni¢ina jednadzba

Michaelis-Menteni¢ina jednadzba opisuje kako brzina reakcije varira u ovisnosti o

koncentraciji supstrata $to je dano formulom (2.6):

T _VmS] (2.6.)
" Km+[S]

gdje su: r, pocetna brzina reakcije, Vi, maksimalna brzina, K, Michaelisova konstanta = (k-1

+ kp)/ky, [S] koncentracija supstrata.

Michaelis-Menteni¢ina kinetika je izvedena uz sljedece pretpostavke (Champe, 2005):

1. Relativne koncentracije E i S: koncentracija supstrata [S] je puno veca od
koncentracije enzima, pa je postotak ukupno vezanog supstata na enzimu u bilo kojem

vremenu mali.

2. Stacionarno stanje: [ES] se ne mijenja tijekom vremena (u stacionarnom stanju), §to
znaci da je brzina stvaranja ES jednaka brzini raspada ES (u E + Si E + P). Op¢enito,
za intermedijer u nizu reakcija kaze se da je u stacionarnom stanju kada je brzina

njegove sinteze jednaka brzini regeneracije.

3. Pocetna brzina: jedino pocetne brzine (r,) se koriste u analizama enzimskih reakcija.
To znaCi da se brzina reakcije mjeri ¢im se enzim i supstrat pomijeSaju. U tom
trenutku koncentracija produkta je vrlo mala, pa se brzina povratne reakcije, odnosno

reakcije od P do S moze zanemariti (Champe, 2005).

2.5.2.2.  Vaini zakljucci kod Michaelis-Mentenicine Kkinetike

= Kpn — Michaelisova konstanta je karakteristika enzima i njegovog specificnog
supstrata, te odrazava afinitet enzima prema tom supstratu. Ky je numericki jednaka
koncentraciji supstrata u kojoj je brzina reakcije jednaka ‘2 Vp. Kp ne varira s

koncentracijom enzima (Champe, 2005).
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a) Mala vrijednost Ky,: Numeri¢ki mala vrijednost Ky, odrazava veliki afinitet enzima
prema supstratu jer je potrebna mala koncentracija supstrata da bi se enzim napola
zasitio. Time se dostize brzina %2 Vp,. (slika 2.11).

{Ezmml e
-3 2 N
'g [ e
& V?At y - 2
g /4
o}
oo;..,_.__- S S
t 1 [supstrat]
Km, Km,

Slika 2.11. Utjecaj koncentracije supstrata na brzinu reakcije za dva enzima; (enzim 1 s
malom K, vrijednosti i enzim 2 s velikom K, vrijednosti) (Campe 2005).

b) Velika vrijednost Ky: Numericki visoka vrijednost Kn odrazava niski afinitet
enzima prema supstratu jer je potrebna visoka koncentracija supstrata da bi se

enzim napola zasitio.

* Veza izmedu brzine reakcije i koncentracije enzima: Brzina reakcije je izravno
proporcionalna koncentraciji enzima pri svim koncentracijama supstrata. Primjerice,
ukoliko je koncentracija enzima u pola smanjena, pocetna brzina reakcije (r,) isto kao

I Vi su smanjene na pola od pocetnih.

» Red reakcije: kada je [S] je puno manja od K, brzina reakcije je priblizno
proporcionalna koncentraciji supstrata. Za brzinu reakcije se tada kaze da je prvog
reda s obzirom na supstrat. Kada je [S] puno veca od Ky, brzina je konstantna i jednaka
V. Brzina reakcije tada je neovisna o koncetraciji supstrata i kaze se da je to reakcija

nultog reda s obzirom na supstrat (slika 2.12) (Champe, 2005).
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podru¢je kinetike nultog reda

podrucje Michaelis-Mentenove Kinetike
brzma v

n

podru¢je kinetike prvog reda

K
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1
|
|
l

\
|

supstrat S

Slika 2.12. Utjecaj koncentracije supstrata na brzinu enzimski katalizirane reakcije.

Aktivnost enzima moze se reverzibilno ili nepovratno modulirati inhibitorima i
inaktivatorima. Kinetika inhibicije i / ili inaktivacije daje vrijedan uvid u prirodu esencijalnih
i / ili katalitickih ostataka kao i mehanizam enzimske katalize. Reverzibilna inhibicija je
pojava u kojoj se nekovalentno vezanje inhibitora izravno ili indirektno natjece sa supstratom

i modulira aktivnost enzima. (Eun, 1996).

Kompetitivnu inhibiciju obi¢no uzrokuju tvari koje su strukturno sli¢ne supstratu pa
se zele vezati na istom mjestu kao i supstrat. Time nastaje ili enzim — supstrat kompleks (ES)
ili kompleks enzim-inhibitora enzima (El), ali ne i ternarni kompleks (EIS) (slika 2.13).
Michaelis-Menteni¢in izraz za ovu vrstu inhibicije prikazan je jednadzbom 2.7. Ovu vrstu
inhibicije moze se u potpunosti prevladati visokim koncentracijama supstrata i na taj nacin ne

utjece na brzinu rekacije (Eun, 1996).

K5
E+S§ =—ES — E+P
+
I
K,
EI

Slika 2.13. Shematski prikaz kompetitivne inibicije.
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S _ Vm- Cs (27)

= o
Km (1+ K_i>+ cs

pri emu je ¢; [mmol dm™ ] koncentracija inhibitora, a K; [mmol dm™] konstanta inhibicije.

Kod nekompetitivne inhibicije, mjesto vezivanja inhibitora na enzimu odvojeno je od
mjesta za supstrat. Stoga se nekompetitivni inhibitor moze jednako dobro vezati s enzimom
koji daje El ili s njegovim enzim-supstrat kompleksom koji daju ESI (slika 2.14). Michaelis-

Menteni€in izraz za ovu vrstu inhibicije prikazan je jednadzbom 2.8.

Slika 2.14. Shematski prikaz nekompetitvne inhibicije.

s _ Vm- Cs (28)

i
Km+cs- <1+K_i)

Owvu vrstu inhibicije, koja je vrlo slicna s multi-supstratnim enzimima, ne moze se u
potpunosti prevladati s visokim koncentracijama supstrata. Stoga ne utjeCe na Ky, ali

smanjuje brzinu reakcije (Eun, 1996).

Odredene se tvari vezu samo s kompleksom enzima i supstrata, ali ne i sa slobodnim
enzimom, $to uzrokuje antikompetitivnu inhibiciju koju opisuje jednadzba 2.9 (Eun, 1996).

s Vm.o (2.9)

™ G e (1)

2.5.3. Kaotlasti reaktor

Sa stajaliSta kemijskog inzenjerstva kao tehnicke znanosti, kemijski reaktor je procesni
uredaj u kome se svrhovito odigrava i vodi kemijska reakcija u cilju dobivanja odredenog
korisnog produkta. Kemijski reaktor je polazna osnova u dimenzioniranju i projektiranju

odredenog kemijskog procesa te predstavlja srediste svakog tehnoloskog procesa.
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Svi procesi, bilo kemijski, bilo fizikalni, koji se odigravaju unutar reaktora ili kojima reaktor

izmjenjuje masu i energiju s okolinom ¢ine kemijsko reakcijsko inzenjerstvo (Kosar, 2017).

Sa stajaliSta razumijevanja procesa i rada reaktora uopce, uobiCajeno je zapoceti s
najjednostavnijim reaktorskim sustavima koji, vrlo dobro ukazuju na bitne znacajke rada
reaktora 1 koji se kasnije mogu nadograditi slozenijim pretpostavkama. Zbog toga definirana
su tri osnovna tipa idealnih reaktora — kotlasti (slika 2.15), cijevni i proto¢no-kotlasti reaktor
(Kosar 2017).

— — Qr,i(”

ra =f(t) V=konst.

T=konst.
Q y(t)

Slika 2.15. Prikaz idealnog kotlastog reaktora.

Promjena koncentracije s viemenom u kotlastom reaktoru opisana je jednadzbom:

dcy

"= "o

(2.10)

Kotlasti reaktor je zatvoreni sustav Sto znaci da se za vrijeme reakcije s okolinom ne
razmjenjuje reakcijska masa. U reaktoru se ostvaruje priblizno idealno mijesanje, $to znaci da
su vrijednosti svih parametara priblizno iste u bilo kojoj tocki reaktorskog prostora. Po prirodi
stvari, zbog kemijske reakcije koja je vremenski proces, kotlasti reaktor je uvijek u
nestacionarnom radu. Kotlasti reaktor se ¢esto koristi u industriji, uglavnom za reakcije u
kapljevitoj fazi, za proizvodnju manjih koli¢ina produkata na umjerenim tlakovima i
temperaturama. Obi¢no je konstruktivno izveden u obliku kotla s mijeSalom 1 plaStom za
grijanje ili hladenjem. Osim naziva kotlasti reaktor koriste se i izrazi Sarzni reaktor ili eng.

batch reactor (Kosar, 2017).
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3. MATEMATICKO MODELIRANJE

3.1. Matematicki model dinamicke kineticke rezolucije

U svrhu razvoja matematickog modela sustav dinamicke kineti¢e rezolucije (DKR)

podijeljen je na tri reakcijska koraka:

i otvaranje (S)-epoksida i (R)-epoksida cijanatnim ionom (slika 3.1)
ii. otvaranje (S)-epoksida i (R)-epoksida bromidnim ionima (slika 3.2)
iii. zatvaranje prstena dibromoalkohola (slika 3.3).

A B

o] 0]

0 J 0
NaOCN Q" 'NH NaOCN O 'NH
HheC, Tris-SO, 1) HheC, Tris-SO, Z
Br B
Br Br

r

Slika 3.1. Prvi reakcijski korak; otvaranje A (S)-epoksida i B (R)-epoksida cijanatnim ionom
(OCN).

U prvom reakcijskom koraku (slika 3.1) reakcijom 2-bromometil-2-metil-oksirana i
cijanatnog iona, odnosno otvaranjem epoksidnog prstena cijanatnim ionom, nastaje 5-

bromometil-5-metiloksazolidin-2-on.

C D

OH e}
O NaBr Br S NaBr Br
HheC, Tris-SO, Br HheC, Tris-SO, Br
Br

Slika 3.2. Drugi reakcijski korak; otvaranje C (S)-epoksida i D (R)-epoksida bromidnim

Br

ionima (Br’).

U drugom reakcijskom koraku (slika 3.2) dolazi do otvaranja prstena 2-bromometil-2-

metil-2-oksirana pomoc¢u bromidnih iona pri ¢emu nastaje 1,3-dibromo-2-metil-2-propanol.

Enzim je razliCito selektivan prema ova cetiri slucaja (A, B, C, D) i iz toga razloga je

dobivena enantiomerna Cistoca, Sto ¢e biti bolje opisano kasnije.
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OH 0

-Br
BrWBr jﬁ

Br

Slika 3.3. Tre¢i reakcijski korak; zatvaranje prstena dibromoalkohola.

U tre¢em reakcijskom koraku (slika 3.3) izdvajanjem protona i bromidnog iona iz 1,3-

dibromo-2-metil-2-propanola nastaje rac-2-bromometil-2-metil-oksiran.

3.1.1. Kineti¢ki model

Reakcijom 2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnog iona uz prisustvo enzima HheC

nastaje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on kao $to je prikazano na slici 3.1.

o Vit *C(s)-epoksid “Caoen * e (3.1)

! 2
C : C )
(S)~epoksid (R)-epoksid (8)-epoksid NaOCN Crnaer
{[ K '[1"' K (R)-epoksid J"- C(s)-epoksia T I (8)-epoksid J'(CNaOCN + K '(14— K Nagr j})
i i1

i1 il

K, - C(R)-epoksid ~CNaocN * Hhec

NaOCN CNaBr C(S)fepoksid
([ sz Ll + Kigan ) + CNaOCN ](1"‘ WJJ

Otvaranje prstena (S)-epoksida uz prisustvo cijanatnog iona i nastajanje (S)-

r, = (3.2)

oksazolidinona (slika 3.1 A) opisano je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom kinetikom
Ovdje su uz inhibiciju supstratom (S)-epoksidom uocljive i dvije kompetitivne inhibicije;
buduci da su molekule (R)-epoksida strukturno sli¢cne molekulama (S)-epoksida, one djeluju
kao kompetitivni inhibitori enzima (Ki®**°*%) Druga kompetitivna inhibicija je inhibicija

NaBr

bromidnim ionom (Kj; ") s obzirom na to da je on strukturno sli¢an cijanatnom ionu (3.1).

Nastajanje (R)-oksazolidinona (slika 3.1 B) takoder je opisano dvosupstratnom
Michaelis-Menteni¢inom kinetikom, te je ovdje u slucaju (R)-epoksida vidljiva inhibicija sa
suprotnim epoksidom (K;,(®)-ePoksid

(3.2).

) i inhibicija bromidnim ionom kao supstratom (Ki;"\*®").
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Prema kinetickim jednadzbama 3.1 i 3.2 visoke koncentracije supstrata nisu povoljna
opcija za kineticku rezoluciju, jer bi u protivnom (S)-epoksid inhibirao reakciju (S)-

epoksidom, a (R)-epoksid bi povecavao brzinu zapravo nezeljene reakcije.

- K "Cs)-epoksia “Cnabr Vnec
L =

(3.3)
C

NaBr (R)—epoksid
{( Kns  +Cragr ) : Ll + K(R)EpOks'dB
i3
K, “C(R)-epoksid * CNabr * VHec

C .
NaBr (S)—epoksid
(( Km4 +CNaBr ) (1'1' K(S)_epoksid J]
i4

r, =

(3.4)

U sljede¢em stupnju odvija se reakcija nastajanja 1,3-dibromo-2-metil-2-propanola iz
2-bromometil-2-metil-oksirana i bromidnog iona uz prisustvo enzima HheC (slika 3.2),
odnosno reakcija kojom nastaje dibromoalkohol reakcijom bromidnih iona i epoksida. Kod
reakcije otvaranja (S)-epoksida prisutna je inhibicija suprotnim enantiomerom (R)-epoksidom
(Ki®®Poksid) (33) a u slucaju reakcije otvaranja (R)-epoksida prisutna je inhibicija (S)-
epoksidom (K& %% (3.4). Prema jednadzbama 3.3 i 3.4 je vidljivo da (R)- i (S)-epoksidi
slijede dvosupstratnu Michaelis-Menteni¢inu kinetiku koja je u odnosu na jedan supstrat
kinetika prvog reda. V, ni K, ne mozemo mijeriti zbog nemogucnosti dobivanja

eksperimentalnih podataka u laboratoriju.

s = ks * Cibromoalkohol (3.5)

Zadnji reakcijski stupanj prikazuje nastajanje racemata iz dibromoalkohola odvajanjem

bromidnog iona i protona te slijedi kinetku prvog reda (3.5).
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3.1.2. Reaktorski model

Reaktorski model procesa opisuje promjenu koncentracije reaktanata i produkata u

vremenu preko bilancnih jednadzbi danih u nastavku:

dC(S)—epoksid

= hoR+05 (3.6)
dq@(;ﬂz_rz 1405t (37)

t
dCdibrO(l’jn;)alkOhOl — r4 + r3 _ r5 (38)
dc?j%:—rl—rz (3.9
dCdNtaB“ S (3.10)
dc<s>—°§:z_o"dinon o (3.11)
dC<R>—°(';staz_°"dinon _y, (3.12)

Ove jednadzbe nam ukazuju na to koji sudionici reakcije gdje nastaju, a koji se trose,

odnosno koncentracija kojih sudionika reakcije se smanjuje, a kojih se povecava.

Prema jednadzbi 3.6 vidljivo je da se (S)-epoksid trosi u reakciji otvaranja (S)-
epoksida cijanatnim ionom (slika 3.1 A) koja je opisana kinetickom jednadzbom 3.1 te u
reakciji otvaranja (S)-epoksida bromidnim ionom koja je opisana kineti¢kom jednadzbom 3.3,
a nastaje u reakciji zatvaranja prstena dibromoalkohola, odnosno u reakciji nastajanja

racemata (slika 3.3) opisanoj kinetickom jednadzbom 3.5.

Jednadzba 3.7 pokazuje da se koncentracija (R)-epoksida smanjuje u reakcijama
otvaranja (R)-epoksida cijanatnim i bromidnim ionima (slika 3.1) koje su opisane kinetickim
jednadzbama 3.2 i 3.4. Koncentracija (R)-epoksida povecava se u reakciji zatvaranja prstena
dibromoalkohola (slika 3.3) opisanoj kinetickom jednadzbom 3.5. Budu¢i da je moguce dobiti
maksimalno 50 % od svakog enantiomera, ispred rs u jednadzbama 3.6 i 3.7 stoji 0,5.
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Koncentracija dibromoalkohola se, prema jednadzbi 3.8, smanjuje u reakciji
zatvaranja njegova prstena (slika 3.3) sto je opisano kinetickom jednadzbom 3.5, a povecava
se u reakcijama (R)- i (S)-epoksida s bromidnim ionima (slika 3.2) koje su opisane kinetickim
jednadzbama 3.3 1 3.4.

Prema jednadzbi 3.9 koncentracija cijanatnih iona smanjuje se u reakcijama (S)- i (R)-
epoksida sa cijanatnim ionima (slika 3.1) koje su opisane Kinetickim jednazbama 3.1 i 3.2.
Takoder je vidljivo (3.10) da se koncentracija bromidnih iona smanjuje u reakcijama (S)- i

(R)-epoksida bromdinim ionima (slika 3.2.)

Koncentracija (S)-oksazolidinona povecava se u reakciji (S)-epoksida i cijanatnog iona
(slika 3.1 A) opisanoj kinetickom jednadzbom 3.1, dok se koncentracija (R)-oksazolidinona
povecava U reakciji (R)-epoksida i cijanatnog iona (slika 3.1 B) opisanoj kinetiCkom
jednadzbom 3.2.

3.1.3. Kineti¢ki parametri za provedbu simulacija

Kako bi se analizirala osjetljivost parametara u kaskadnoj reakciji, proveden je niz
simulacija matematickog modela. Vrijednosti parametara preuzete su iz diplomskog rada pod
naslovom Matematicki model dinamicke kineticke rezolucije katalizirane halogenhidrin
dehalogenazom autorice Nevene Mil¢i¢ izradenog na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i

tehnologije.

Tablica 3.1. Procijenjeni kineticki parametri za reakciju NaOCN i (S)-epoksida.

PARAMETAR | VRIJEDNOST | MJERNA JEDINICA
Vi 15,580 + 1,698 Umg™
K pyq &) EPOKSId 5,895 + 0,144 mM
NaOCN

K1 21,673 £ 0,235 mM

K ;, )-epoksid 40,017 + 28,505 mM
K, NaBr 0,408 + 0,033 mM

K, F)-epoksid 1,514 + 1,040 mM
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Tablica 3.2. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju NaOCN i (R)-epoksida.

PARAMETAR | VRIJEDNOST | MJERNA JEDINICA
Ko 0,026 = 0,001 Umg’ mint
K 20N 43,771 + 3,224 mM
Kigeer 0,037 + 0,022 mM
K ;) epokstd 100 + 2,317 mM

Prema vrijednostima u tablicama 3.1. i 3.2. vidljivo je da je enzim razli¢ito selektivan
prema (S)-epoksidu i (R)-epoksidu. Razli¢it afinitet enzima prema prethodno navedenim
enantiomerima vidljiv je po tome $to se Ky, za (R)-epoksid nije mogao odrediti jer je utjecaj
koncentracije (R)-epoksida na brzinu reakcije opisivala linearna funkcija. Dakle, enzim ima
losiji afinitet prema (R)-epoksidu. Kod niskih koncentracija (S)-epoksida postize se visoka
maksimalna brzina reakcije (V1 = 15,580 U mg™). Pri visim vrijednostima koncentracije (S)-
epoksida smanjuje se brzina reakcije buduéi da dolazi do inhibicije enzima (Kj;®&id =
40,017 mM). Reakcija izmedu (R)-epoksida i NaOCN slijedi dvosupstratnu Michaelis-
Menteni¢inu Kkinetiku s konstantom brzine reakcije k, = 0,026 U mg™* min™. Zbog
nemogucnosti mjerenja Ky, za (R)-epoksid kinetika za ovaj supstrat aproksimirana je
kinetikom prvoga reda. Iz toga se moze zakljuéiti da se povecanjem koncentracije (R)-

epoksida brzina reakcije nastajanja produkta ((R)-oksazolidinon) linearno povecava.

Bromidni ioni inihibiraju enzim u obje reakcije, pa je pogodna $to niza koncentracija
istih. Prema navedenim konstantama inhibicije (Ki,"*®" = 0,408 mM, K;,\*®" = 0,037 mM)

vidljivo je da je inhibicija u sluc¢aju (R)-epoksida izrazenija nego kod (S)-epoksida.

Tablica 3.3. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju NaBr i (S)-epoksida.

PARAMETAR | VRIJEDNOST MJERNA JEDINICA
ks 0,082 + 0,001 Umg™ min™
King 20" 0,067 + 0,009 mM
K jg()-epoKsi 11,855 + 2,066 mM

Tablica 3.4. Procijenjeni kineticki parametri za reakciju NaBr i (R)-epoksida.

PARAMETAR | VRIJEDNOST | MJERNA JEDINICA
ks 0,032 + 0,0004 Umg~ min’
Kima 22" 0,145 + 0,183 mM
K j,O)-epokstd 10 + 16,630 mM
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Usporedujuci vrijednosti parametara u tablicama 3.3. i 3.4. vidljivo je da obje reakcije
prate kinetiku prvoga reda, odnosno brzina reakcije se povecava proporcionalno s povecanjem
koncentracije supstrata. Michaelis-ove konstante, Km, u oba slu¢aja su dosta niske (Kmpg oo =
0,067 MM, Kna"*®" = 0,145 mM) $to znadi da enzim ima visok afinitet prema bromidnim
ionima, odnosno potrebna je mala koli¢ina bromidnih iona da bi se reakcija ucinkovito
provela. Cijanatni ioni u reakciji s (R)-epoksidom nemaju utjecaj. Prisutne su inhibicije
suprotnim enantiomerom pri demu inhibicija (S)-epoksidom ima znadajno veéi utjecaj (Kis™®"
epoksid = 11,855 mM, Kis®°%i9 = 10 mM). Konstanta brzine reakcije za (S)-epoksid iznosi ks
= 0,082 U mg™ min™, dok za (R)-epoksid iznosi ks = 0,032 U mg™* min™. Da bi se reakcija

odvijala ve¢om brzinom potrebne su vrlo visoke koncentracije supstrata.

Tablica 3.5. Procijenjeni kineticki parametri za reakciju zatvaranja prstena dibromoalkohola.

PARAMETAR | VRIJEDNOST | MJERNA JEDINICA
ks 0,055 + 0,0011 min!
n 1 -

U tablici 3.5 prikazani su kineticki parametri za kemijsku reakciju zatvaranja prstena
dibromoalkohola koja je spontana i kao produkt nastaje rac-epoksid. Ova reakcija slijedi
kinetiku prvoga reda buduci da je brzina nastajanja rac-epoksida proprocionalna koncentraciji
dibromoalkohola. Reakcija je jako brza pa je teSko uopée primjetiti koncentraciju
dibromoalkohola u reaktoru. U ovom slucaju opet nastaju (R)- i (S)-epoksid u jednakim

koli¢inama.
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3.2. Obrada podataka

Matematicki model dinamicke kineticke rezolucije dobivanja (S)-5-bromometil-5-
metiloksazolidin-2-ona reakcijom rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnih iona uz
kataliti¢ko djelovanje HheC u prisutnosti bromidnih iona se sastoji od kinetickog modela 1
bilancnih jednadzbi. Matematicki model kineti¢ke rezolucije analogan je modelu DKR samo
uz razliku S§to nisu prisutni bromidni ioni, pa se prema ovom modelu odvija reakcija 2-
bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnog iona uz prisustvo enzima HheC pri ¢emu nastaje 5-
bromometil-5-metiloksazolidin-2-on. Provedena je analiza osjetljivosti parametara kako bi se
odredilo koji parametri imaju najznacajniji u¢inak na ee kod kineti¢ke rezolucije i dinamicke
kineticke rezolucije. Nakon zavrSetka simuacije s variranjem jednoga parametra njegova
vrijednost vracena je na pocetnu 1 krenulo se s variranjem drugog parametra. Kod kineticke
rezolucije vrijednost variranog parametra ocitavane su pri 48 %-tnoj konverziji supstrata, dok
su kod dinamicke kineti¢ke rezolucije vrijednosti variranog parametra ocitavane pri konverziji
supstrata od 100 %. Kod kineti¢ke rezolucije brom nije prisutan, pa su testirani parametri u
ovom sluéaju isklju¢ivo oni u jednadzbama 3.1 i 3.2. Simulacije su provedene pomocu

programskog paketa Scientist, a programski kod je dan u prilogu 1.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prema preuzetim kinetickim parametrima Vvidljivo je da se reakcija mora provoditi pri
niskim koncentracijama rac-epoksida zbog inhibicije supstratom (S)-epoksidom jer bi u
protivnom doslo do inhibicije supstratom (S)-epoksidom u i. stupnju. Takoder su potrebne i
niske koncentracije bromidnih iona koje ne inhibiraju enzim u i. stupnju, a dovoljne su za
provodenje ii. stupnja reakcije. Kako bi se skratilo vrijeme trajanja procesa potrebno je
odabrati optimalne koncentracije supstrata, a to se moze odrediti kinetickim ispitivanjima.
Svaki od reakcijskih koraka promatran je zasebno za (R)- i (S)-epokside kao supstrate zbog
kompleksnosti sustava. i. stupanj predstavlja otvaranje epoksidnog prstena oba enantiomera
cijanatnim ionom pri ¢emu nastaje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on (slika 3.1). U ii.
stupnju se (S) i (R)-epoksid otvaraju bromidnim ionom (slika 3.2), dok u iii. stupnju dolazi do

zatvaranja prstena dibromoalkohola (slika 3.3).

U nastavku su dani rezultati analize osjetljivosti parametara na model KR i DKR, tako je

graficki prikazan utjecaj vrijednosti pojedinog parametra na ee produkta pri KR i DKR.

4.1. Analiza osjetljivosti parametara primijenjena na model kineticke

rezolucije

Prema modelu kineticke rezolucije odvija se reakcija 2-bromometil-2-metil-oksirana i
cijanatnog iona uz prisustvo enzima HheC pri ¢emu nastaje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-
2-on. Ta reakcija otvaranja prstena (S) i (R)-epoksida s cijanatnim ionima prikazana je na
slici 3.1 i opisana jednadzbama 3.1 i 3.2. Utjecaj vrijednosti pojedinog parametra na ee pri
kineti¢koj rezoluciji promatran je pri 48 %-tnoj konverziji supstrata jer je tu moguce dobiti
Cisti produkt, odnosno visoku enantiomernu cisto¢u (> 98 %). U teoriji se svaki enantiomer
moze dobiti s iskoriStenjem od 50 %, dok u praksi to nije slucaj. Na slikama 4.1 — 4.7 nulta ee
vrijednost za svaki pojedini parametar oznacena je sa x. Odstupanja ee od nulte ee vrijednosti
izraCunata su tako da se od ee pojedine vrijednosti parametra oduzela ee pri stvarnoj

vrijednosti parametra, te se zatim rezultat podijeli sa nultom ee vrijednoscu.
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Slika 4.1. Utjecaj vrijednosti parametra Vi1 na ee produkta pri KR pri 48 %-tnoj

konverziji supstrata.

Slika 4.1 daje uvid u ovisnost odstupanja ee sa variranjem parametra Vp:. Vrijednosti
Vi1 kreéu se od 0,1558 U mg™ do 1558,03 U mg™. Pri stvarnoj vrijednosti Vin; = 15,5803 U
mg™ izradun ee se smatra kao nulta vrijednost u odnosu na koju se ra¢una odstupanje tako da
kod tog parametra vrijednost ee iznosi 0 %. Pri najmanjoj vrijednosti parametra Vpmp
odstupanje ee od stvarne vrijednosti iznosi -272 %, te se zatim vidi nagli porast na pozitivno
odstupanje i brzu stagnaciju pri ¢emu za najveéu vrijednost Vi = 1558,03 U mg™ odstupanje
ee iznosi 115 %. Iz toga se moze zakljuciti da je vrijednost ovog parametra kljucna za

rezultat, odnosno vrijednost ee kod KR.
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Slika 4.2. Utjecaj vrijednosti parametra Kp; na ee produkta pri KR pri 48 %-

tnoj konverziji supstrata.

Na slici 4.2 vidljivo je kako se ee vrijednost mijenja u odnosu na nultu ee vrijednost s
promjenom vrijednosti parametra Ky, Vrijednosti Ky % kre¢u se od 0,059 mM

(S)-epoksid

do 5,895 mM. Pri najmanjoj vrijednosti parametra Kpy; odstupanje od ee iznosi 80 % ,

te se s povec¢anjem vrijednosti parametra ta odstupanja eksponencijalno smanjuju. Kod K1
eroksid — 5 895 mM odstupanje ee od stvarne vrijednost iznosi -243 %. Promjena vrijednosti
ovog parametra znacajno utje¢e na promjenu odstupanja ee. Iz toga se moze zakljuciti da je i

ovaj parametar kljucan za vrijednost ee.
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Slika 4.3. Utjecaj vrijednosti parametra Kj; na ee produkta pri KR pri 48 %-

tnoj konverziji supstrata.

Promjena odstupanja ee od stvarne vrijednosti u ovisnosti o vrijednosti parametra
Ki,ePoksid rikazana je na slici 4.3. Vrijednosti parametra Kir® ! kre¢u se od 0,4002 mM

(S)-epoksid 5gstupanje ee iznosi -214 %,

do 4001,7 mM. Pri najmanjoj vrijednosti parametra Kj;
dok kod najveée vrijednosti Ki'® " ono iznosi 6 %. Vidljiv je nagli rast, odnosno
smanjenje odstupanja, ve¢ kod druge simulacije, nakon cCega slijedi stagnacija. Moze se

(®)epoksid 200,465 mMM) pa sve do najvece

zakljuciti da kod ve¢ih vrijednosti parametra (Kj;
vrijednosti nema znacajnog utjecaja na promjenu odstupanja (razlika je od 4 — 6 %), dok je

kod manjih vrijednosti ovih parametara utjecaj Ki,® " na ee znagajan.
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Slika 4.4. Utjecaj vrijednosti parametra Kp; na ee produkta pri KR pri 48 %-tnoj

konverziji supstrata.

Vrijednosti parametra Kqy"2°“N kreéu se od 0,217 mM do 2167,25 mM s time da je

kod najmanje vrijednosti parametra odstupanje od ee 9 %, dok se daljnjim povecanjem

NaOCN

vrijednosti Kmp to odstupanje povecava do -188 %. Na slici 4.4 vidljiv je eksponencijalni

pad, odnosno povecanje negativnog odstupanja od ee, s povecanjem vrijednosti parametra

K1 29N, U pocetku je taj pad nesto izraZeniji, a kasnije se malo ublaZava.
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Slika 4.5. Utjecaj vrijednosti parametra Ki; na ee produkta pri KR pri 48 %-

tnoj konverziji supstrata.
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(R)-epoksid

Na slici 4.5 vidljiv je utjecaj parametra Kj; na odstupanje ee od stvarne

vrijednosti. Najmanja vrijednost parametra iznosi 0,015 mM, a najveca 151,39 mM. Kod

(R)-epoksid

najmanje vrijednosti parametra Kj; odstupanje iznosi -240 %, dok kod najvece

vrijednosti parametra ono iznosi 74 %. lzmedu provedbe prve i druge simulacije vidljiva je
velika razlika u odstupanjima ee, nakon ¢ega su daljnjim povecanjem vrijednosti parametra

K, Repoksid o dstupania slicna i kreéu se u rasponu 71 — 74 %.

120% ¢|
100% .—¢—04L—’ XX EX
X

80% L

60% L 4

S 40% &

20%

0%

2 1000 2000 3000 4000 5000
-20%

-40%

KmZNaOCN/ mM

NaOCN

Slika 4.6. Utjecaj vrijednosti parametra Ky, na ee produkta pri KR pri 48 %-tnoj

konverziji supstrata.

Utjecaj promjene vrijednosti parametra Kz

na odstupanje ee od stvarne
vrijednosti prikazan je na slici 4.6. Vrijednosti Kuo"2°“M kre¢u se od 0,438 mM do 4377,1
mM, pri ¢emu kod najmanje vrijednosti parametra odstupanje ee iznosi -19 %, dok kod
najvece vrijednosti parametra ono iznosi 106 %. Prisutan je rast koji je u pocetku nesto
izrazeniji u odnosu na kasnije. Prema prikazu moze se rec¢i da vrijednost parametra Kz 20N

ima znacajan utjecaj na odstupanje ee od prave vrijednosti.
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Slika 4.7. Utjecaj vrijednosti parametra Kj, na ee produkta pri KR pri 48 %-

tnoj konverziji supstrata.

Slika 4.7 daje ovisnost odstupanja ee od stvarne vrijednosti u odnosu na vrijednost

(S)-epoksid

parametra Kj, . Vrijednosti parametra kre¢u se od 1 — 10000 mM, pri ¢emu kod Kiz(s)'

ePoksid = 1 mM odstupanie ee iznosi 94 % te se ve¢ kod druge simulacije ono naglo smanjuje i
vrlo brzo stagnira na vrijednost od -16 %. Dakle, vece vrijednosti kinetickog parametra K,
epoksid (90 500,95 mM nadalje) nemaju znacajan utjecaj na promjenu odstupanja ee od stvarne

vrijednosti.

Iz svega ovdje navedenog moze se zakljuciti da svi kineti¢ki parametri modela reakcije
kineti¢ke rezolucije imaju znacajan utjecaj. Neki od njih u cijelom istrazivanom podrucju, a

neki pri ve¢im ili manjim devijacijama.
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4.2.  Analiza osjetljivosti parametara primijenjena na model dinamicke

kineti¢ke rezolucije

Budu¢i da je kod KR maksimalni prinos samo 50 % te da je dosta teSko odvajanje opticki
aktivnog supstrata i produkta, simulacije su provedene i za model DKR, odnosno uz dodatak
bromidnih iona. Ukupna reakcija sastoji se od otvaranja (S)- i (R)-epoksida cijanatnim ionom
Sto predstavlja i. stupanj (slika 3.1) koji je opisan jednadzbama 3.1 i 3.2. Zatim slijedi
otvaranje (S) i (R)-epoksida bromidnim ionom uz prisustvo enzima HheC §to je prikazano na
slici 3.2 te opisano jednadzbama 3.3 i 3.4. iii. stupanj prikazuje zatvaranje prstena
dibromoalkohola odnosno dobivanja racemata (slika 3.3, jednadzba 3.5). U ovome radu
analizirana je osjetljivost kinetickih parametara kojom je dobiven utjecaj vrijednosti
pojedinog parametra na ee produkta pri 100 %-tnoj konverziji supstrata. Odstupanje od nulte

ee vrijednosti izra¢unato je kao i kod modela KR.
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Slika 4.8. Utjecaj vrijednosti parametra V1 na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji
supstrata.

Slika 4.8 daje uvid u utjecaj vrijednosti parametra Vp,; na odstupanje ee od nulte ee
vrijednosti. Vrijednosti parametra Vm; krecu se od 0,156 mM pri kojoj odstupanje od ee iznosi
-397 % do 1558,03 mM kod koje odstupanje od ee iznosi 30 %. Ve¢ pri drugoj najmanjoj
vrijednosti parametra Vp; ee iznosi 17 %, a daljnjim poveéanjem vrijednosti parametra to
odstupanje raste, ali znacajno sporije, pa se moze zakljuciti da se s pove¢anjem vrijednosti

parametra Vp; odstupanja od ee zna¢ajno ne mijenjaju.
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Slika 4.9. Utjecaj vrijednosti parametra Ky na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.
Na slici 4.9 vidljiv je eksponencijalni pad, odnosno poveéanje negativnog odstupanja
ee U odnosu na stvarnu vrijednost s povec¢anjem vrijednosti parametra Ky, &P, \/rijednosti
parametra Ky kre¢u se od 0,059 mM pri Semu odstupanje ee iznosi 18 % do 589,5

mM kod koje odstupanje ee od stvarne vrijednosti iznosi -289 %. Dakle, povecanje

vrijednosti parametra ima znacajan utjecaj na iznos odstupanja ee od stvarne vrijednosti.
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Slika 4.10. Utjecaj vrijednosti parametra Ki;® "% na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Slika 4.10 prikazuje utjecaj vrijednosti parametra Ki,-ePokid

stvarne vrijednosti. Vrijednosti Ki;® %% kre¢u se u rasponu od 0,4002 mM do 4001,7 mM.

na odstupanje ee od

Pri najmanjoj vrijednosti parametra vidljivo je odstupanje ee koje iznosi -135 %, nakon Cega

odmah slijedi odstupanje od svega 1 % $to se nastavlja za sve simulacije ovoga parametra.

(S)-epoksid

Dakle, odmah nakon druge najmanje vrijednosti parametra Kij; odstupanje se ustalilo

Kil(S)-epoksid

na svega 1 %, pa se moze reci da povecanje vrijednosti parametra gotovo ne utjece

na vrijednost odstupanja ee od stvarne vrijednosti.
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povecava se negativno odstupanje ee od stvarne vrijednosti.

5%
0% K09 9492060606069206400640046464646¢
20 30 40 50
-5%
[«5]
3]
-10%
-15%
-20% b4
KilNaBr / mM

Slika 4.12. Utjecaj vrijednosti parametra Kj;

NaBr

na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj
konverziji supstrata.

Slika 4.11. Utjecaj vrijednosti parametra Kpn:"*°“N na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

na odstupanje ee od stvarne vrijednosti prikazan je na slici

vrijednost odstupanje ee iznosi 4 % nakon ¢ega slijedi povecanje negativnog odstupanja sve

. Dakle, poveéanjem vrijednosti
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Na slici 4.12 vidljiv je utjecaj vrijednosti parametra K,

na odstupanje ee od stvarne
vrijednosti. Najmanja vrijednost parametra iznosi 0,004 mM pri kojoj odstupanje iznosi -19
%, a najveca iznosi 40,794 mM za koju odstupanje iznosi 0 %. Dakle, odmah nakon provedbe
druge simulacije odstupanje je iznosilo 0 % 1 viSe se nije mijenjalo sa povecanjem vrijednosti

parametra. Prema tome, ovaj parametar ima manje odstupanje u odnosu na do sad prikazane.
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Slika 4.13. Utjecaj vrijednosti parametra Ki;® %! ha ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Utjecaj vrijednosti parametra Ki;®P°%4 na odstupanje ee od stvarne vrijednosti
prikazan je na slici 4.13. Kod najmanje vrijednosti parametra (Ki;®P°%d = 0,015 mM)
odstupanje ee od stvarne vrijednosti iznosi -248 %, dok kod najveée vrijednosti parametra
(K ®ePoksid = 151 39 mM) odstupanije ee od stvarne vrijednosti iznosi 17 %. Vidljivo je da se
ve¢ nakon druge simulacije odstupanje ee od nulte vrijednosti ustalilo. Dakle, za vrijednosti

parametra vece od stvarne vrijednosti odstupanje ee se znacajno ne mijenja.
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Slika 4.14. Utjecaj vrijednosti parametra Kn,“°“N na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Slika 4.14 prikazuje ovisnost odstupanja ee od stvarne vrijednosti o vrijednosti
parametra szNaOCN. Vrijednosti parametra krec¢u se u rasponu od 0,438 mM do 4377,1 mM,
pri ¢emu odstupanje ee za najmanju vrijednost parametra iznosi -65 %, a za najvecu
vrijednost ono iznosi 533 %. Vidljiv je znac¢ajan porast odstupanja ee od stvarne vrijednosti s

. . . NaOCN
povecéanjem vrijednosti parametara Kz 20N,
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Slika 4.15. Utjecaj vrijednosti parametra Ki; - na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.
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Slika 4.15 daje uvid u ovisnost odstupanja ee od stvarne vrijednosti u ovisnosti o

NaBr

vrijednosti parametra Ki, ¢ija najmanja vrijednost iznosi svega 0,00037 mM, a najvecéa

3,73 mM. Pri najmanjoj vrijednosti parametra odstupanje od ee iznosi ¢ak 300 %, te se zatim

NaBr

odstupanje smanjuje i stagnira. Kod najvecée vrijednosti parametra Kj, odstupanje ee od

stvarne vrijedosti iznosi -35 %.
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Slika 4.16. Utjecaj vrijednosti parametra Ki,® "% na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

(S)-epoksid

Sto se ti¢e parametra Kj, vidljivo je da vrlo brzo dolazi do stagnacije krivulje,

odnosno da se s povecanjem vrijednosti parametra odstupanje ee od stvarne vrijednosti ne

mijenja (slika 4.16). Najmanja vrijednost parametra K;,(®-¢Poksid

je 1 mM s odstupanjem ee 32
%, a najveca vrijednost parametra je 10000 mM sa odstupanjem ee od -3 %. Ovako relativno
malo odstupanje ¢ini ovaj parametar jednim od manje znacajnih u modelu DKR-e. Valja

primijetiti da to nije bilo tako kada promatramo samo KR (Slika 4.7.)
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Slika 4.17. Utjecaj vrijednosti parametra Kiz® "9 ha ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Slika 4.17 prikazuje ovisnost odstupanja ee od stvarne vrijednosti o vrijednosti

parametra Kis® < Najmanja vrijednost parametra iznosi 0,119 mM s odstupanjem ee od

stvarne vrijednosti 35 %, dok najveca vrijednost parametra iznosi 1185,5 mM sa odstupanjem

ee od -15 %. Dakle, s povecanjem vrijednosti parametra odstupanje ee se smanjuje i vrlo brzo

ustaljuje na vrijednost od -15 %.
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Slika 4.18. Utjecaj vrijednosti parametra Kns

NaBr

konverziji supstrata.

na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj
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NaBT vidljivo je da odstupanje ee od stvarne

S povecanjem vrijednosti parametra Kys
vrijednosti od negativno prelazi na pozitivno te se ustaljuje na 32 % sto je vidljivo na slici
4.18. Vrijednosti parametra Kys"*®" kre¢u se od 0,0007 mM do 6,672 mM. S povecanje

vrijednosti parametra povecava se i pozitivno odstupanje ee od stvarne vrijednosti.

15% l l
’,.000001000 00
10% -2
L 2
5%
3
0%
200 400 600 800 1000 1200
-5%
-10% Y :
Ki4(S)—epok5|d/ mM

(S)-epoksid

Slika 4.19. Utjecaj vrijednosti parametra Kj4 na ee produkta pri DKR pri 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Na slici 4.19 prikazano je kako promjena vrijednosti parametra Ki,®ePosid

utjece na
odstupanje ee od stvarne vrijednosti. Vrijednosti parametra kre¢u se od 0,1 mM sa
odstupanjem ee od -8 % do 1000 mM s odstupanjem od 12 %. S poveéanjem vrijednosti
parametra povecava se pozitivno odstupanje ee od stvarne vrijednosti te se ono vrlo brzo
ustaljuje na vrijednost od 12 %. Vidljivo je da ovaj parametar ima znatno manji utjecaj na

odstupanje ee u odnosu na neke od ostalih parametara.
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Slika 4.20. Utjecaj vrijednosti parametra K. "*>" na ee produkta pri DKR 100 %-tnoj

konverziji supstrata.

Prema slici 4.20 vidi se da je parametar Kpg "

, 0dnosno promjena njegovih vrijednosti
nesto specifi¢nija. S povecanjem vrijednosti parametra doseze se maksimum odstupanja ee od
16 % kod Seste simulacije, odnosno kod vrijednosti parametra 3,615 mM, a zatim se daljnjim

povecanjem vrijednosti parametra odstupanje smanjuje i prelazi u negativno do vrijednosti od

-11 %.

Iz opisanih grafickih prikaza na slikama 4.8 — 4.20 vidljivo je da svi kineticki parametri imaju
utjecaj na odstupanje ee od nulte vrijednosti, neki u cijelom ispitivanom podrucju, a neki u

odredenom dijelu ispitivanog podrucja.
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4.3. Usporedba analize osjetljivosti  Kinetickih  parametara

primijenjenih na modele KR i DKR

Na slikama koje slijede prikazane su usporedbe utjecaja pojedinih vrijednosti parametara
na odstupanje ee od stvarne vrijednosti pri KR i DKR kako bi se vidjela razlika u dobivenim
rezultatima kod ovih dviju metoda. Kineti¢ki parametri za obje metode su iste vrijednosti.
Vrijednosti ee su kao i u prethodim slu¢ajevima pri KR ocitane pri 48 %-tnoj konverziji
supstrata, dok su pri DKR one ocitane pri 100 %-toj konverziji supstrata. Usporedivani

parametri su oni prisutni u Kineti¢ckim jednadzbama 3.1 i 3.2 zbog prisutnosti bromidnih iona.

200%
100% ¢ &
“Te oo ’—'—I—'—'—'—'—’—j—'—
1% (8900000004494 400440¢
500 1000 1500 2000
-100%
3 KR
-200% # DKR
*
-300%
-400% ¢
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Slika 4.21. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Vi, ha ee produkta pri KR pri

48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

Prema slici 4.21 vidljivo je da s povecanjem vrijednosti parametra Vp; | kod KR i kod
DKR odstupanja od ee rastu prema pozitivnom, ali kod KR je to odstupanje vec¢e u odnosu na
DKR. Za najmanju vrijednost parametra Vn,; odstupanje ee od stvarne vrijednosti za KR iznosi
-272 %, dok za DKR ono iznosi -396,92 %. To nam govori da je za vrijednosti parametra Vi1
koje su manje od stvarne vrijednosti KR povoljnija opcija. Za najvecu vrijednost parametra
Vmi odstupanje za KR iznosi 115 %, a za DKR ono iznosi 30 %. Dakle, za vrijednosti
parametra Vi1 veée od stvarne vrijednosti tog parametra odstupanje od ee povoljnije je kod
DKR.
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Slika 4.22. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Km;
48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

Sto se ti¢e parametra Kpy

(S)-epoksid

(S)-epoksid

na ee produkta pri KR pri

za vrijednosti manje od stvarne vrijednosti parametra

odstupanje ee od stvarne vrijednosti vece je pri KR (80 %) nego za DKR (18 %), pa je ovdje

DKR povoljnija opcija. Za vrijednosti parametra Km;

(S)-epoksid

vece od stvarne vrijednosti

vidljivo je da krivulja za DKR ima nes$to strmiji pad od one za KR. Za najvecu vrijednost

parametra Ky,

ono iznosi -289 % (slika 4.22).

ee

50%

% }648668466488888888808

1000 2000

30

4000

50

-50%

-100%

-150%

-200%

-250%

Kil(S)-epoksid / mM

¢ KR
@ DKR

Slika 4.23. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Kj;
48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

(S)-epoksid

na ee produkta pri KR pri

°ksid odstupanje ee od stvarne vrijednosti za KR iznosi -243 %, a za DKR
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Na slici 4.23 vidljivo je da je za vrijednosti parametra manje od stvarne vrijednosti

odstupanje ee kod KR iznosi -214 %, dok za DKR ono iznosi -135 %. Za vrijednosti

parametra Ki; &% yege od stvarne vrijednosti vidljivo je malo odstupanje ee od stvarne
vrijednosti i to kod KR od 6 %, a kod DKR svega 1 %.
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Slika 4.24. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Km;
48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

Na slici 4.24 vidljivo je da se s povecanjem vrijednosti parametra Ky

NaOCN

na ee produkta pri KR pri

NaOCN

odstupanja

ee od stvarne vrijednosti pomi¢u prema sve veéem negativnom odstupanju kako kod KR tako

i kod DKR. U pocetku je odstupanje ee kod KR nesto vece u odnosu na odstupanje ee kod

DKR, no na kraju dolazi do promjene. Dakle, za vrijednosti parametra Ky, "*°“N 2167,25 mM
odstupanje ee kod KR iznosi -188 %, dok kod DKR ono iznosi -196 %.

52



50%
0% Q’QOOOOLOOOQQ#OOOOOOL
0
$, 50 1(*)0 150 200
-50% »
L
-100% LN
& MR . # KR
-150% 9% 4o o KR
-200% .4
-250% ¢
- 0,
300% Kil(R)-epoksid/ mM

(R)-epoksid

Slika 4.25. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Ki; na ee produkta pri KR pri

48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

Sto se tide parametra Ki; &P vidljivo je da se s njegovom promjenom odstupanije

ee od stvarne vrijednosti pri KR i DKR dosta razlikuje (slika 4.25). Pri KR se s pove¢anjem

(R)-epoksid

vrijednosti parametra Kij; odstupanje ee povecava prema negativnoj vrijednosti. Pri

DKR prisutno je sljedece: Za vrijednost parametra Ki; P = 0 015 mM (manju od stvarne

(R)-epoksid

vrijednosti parametra Kj; ) odstupanje ee iznosi -248 %, dok se za sve slijedece

(R)-epoksid

simulacije koje su vece od stvarne vrijednosti parametra Kj; to odstupanje ee vrlo brzo

ustaljuje na vrijednost od 17 %. Stoga je u ovom slu¢aju DKR povoljnija opcija.
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Slika 4.26. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Kn, na ee produkta pri KR pri

48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

NaOCN

Slika 4.26 prikazuje utjecaj vrijednosti parametra Ky na odstupanje ee od

NaOCN

stvarne vrijednosti pri KR i DKR. Za vrijednost parametra Kp; manju od stvarne

vrijednosti odstupanje ee je negativno i kod KR (-19 %) i kod DKR (-65 %). Za vrijednosti

parametra Ky, 2N

vece od stvarne vrijednosti odstupanje ee pri KR u pocetku se povecava,
te je zatim taj porast manje izrazen (od 100 % do 106 %). Pri DKR uoc¢ljiv je znatno veci rast

pozitivnog odstupanja ee od stvarne vrijednosti kako se povecava vrijednost parametra
K 2NaOCN
m .
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Slika 4.27. Usporedba utjecaja vrijednosti parametra Kj, na ee produkta pri KR pri

48 %-tnoj konverziji supstrata i pri DKR pri 100 %-tnoj konverziji supstrata.

Slika 4.27 prikazuje utjecaj vrijednosti parametra K, ePoksid

na odstupanje ee od stvarne
vrijednosti pri KR i DKR. U oba slucaja su odstupanja ee pozitivna za vrijednost parametra
manju od stvarne vrijednosti, i to pri DKR odstupanje iznosi 32 %, a pri KR 94 %. Dalje se s
povecanjem vrijednosti parametra odstupanje ee od stvarne vrijednosti povetava prema
negativnom u oba slucaja. Pri DKR odstupanje ee od stvarne vrijednosti se vrlo brzo ustaljuje

na vrijednost od -3 %, dok se kod KR ono ustaljuje na vrijednost od -16 %.

Analiza osjetljivosti parametara moze znac¢ajno pomoci razvoju novih enzima za odredeni
reakcijski sustav putem proteinskog inzenjerstva. Ovakav rad pokazuje kako je za zeljeni
ishod reakcije potreban uskladeni niz kinetickih parametara enzima koji su direktno povezani
sa strukturom aktivnog mjesta na molekuli enzima. S obzirom na to da se danas putem
enzimskih procesa proizvode tvari koje ne mozemo pronac¢i u prirodi, jasno je da je
poznavanje strukture enzima, ba$ kao i poznavanje kinetickih parametara enzima od klju¢ne

vaznosti za uspjeh biokatalitickog procesa.
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu je analizirana osjetljivosti kinetickih parametara u kaskadnoj reakciji
provedbom niza simulacija matematickog modela. Matemati¢ki model dinamicke kineticke
rezolucije, u kojem je reakcijom rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnih iona uz
katalitiCko djelovanje HheC u prisutnosti bromidnih iona dobiven (S)-5-bromometil-5-
metiloksazolidin-2-on, sastoji se od kinetickog modela i1 bilancnih jednadzbi. Prema
matematickom modelu kineticke rezolucije odvija se reakcija 2-bromometil-2-metil-oksirana i
cijanatnog iona uz prisustvo enzima HheC pri ¢emu nastaje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-
2-on. Kako bi se odredilo koji parametri imaju najznacajniji utjecaj na ee kod kineticke
rezolucije i dinamicke kineticke rezolucije provedena je upravo analiza osjetljivosti

parametara.

Prilikom analize osjetljivosti parametara na model kineticke rezolucije ispitani su sljedeci
parametri: Vi1 = 15,580 U mg™, K ® % = 5895 mM , K ®*P%d = 40,017 mM
K1 PON = 21,673 mM , K ® ok = 1 514 mM, Kipp 0N = 43,771 mM , K,® ke = 100
mM. Iz grafickih prikaza na slikama 4.2 — 4.7 moze se zakljuciti da svi navedeni kineticki
parametri imaju znacajan utjecaj na odstupanje ee od nulte ee vrijednosti. Pri tome u cijelome

(S)-epoksid

istrazivanom podrucju utjecaj imaju parametri Kpy; gdje se s povecanjem vrijednosti

parametra negativno odstupanje ee od nulte vrijednosti povecava, zatim parametar Kpy,\*°M
gdje s povecanjem vrijednosti parametra odstupanje ee od nulte vrijednosti doseze i do -188

;. .. . N N
%. S povecanje vrijednosti parametra Ky, a0C

odstupanje ee od nulte ee vrijednosti doseze
106 % (slika 4.6). Ostali ispitani parametri imaju utjecaj samo u manjem dijelu ispitivanog
podrucja nakon cega se s daljnjim povecanjem ili smanjenjem pojedinog parametra

(Srepoksid 7 vrijednost

odstupanja viSe znacajno ne mijenjaju. Tako, primjerice parametar Ki,
manju od stvarne vrijednosti parametra odstupanje ee iznosi 94 %, dok za vrijednosti
parametra vece od stvarne odstupanje ee vrlo brzo stagnira na -16 % i s daljnjim poveéanjem

vrijednosti parametara odstupanje se ne mijenja (slika 4.7).

S obzirom na to da je kod kineticke rezolucije maksimalni prinos svega 50 %, a i
odvajanje opticki aktivnog supstrata i produkta je otezano, simulacije su provedene i za model
DKR tj. uz dodatak bromidnih iona.
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Analiza osjetljivosti parametara na model dinamicke kineticke rezolucije ukljucuje analizu
sljede¢ih parametara: Vipg = 15,580 U mg™, Ky ® %% = 5895 mM |, K ®eoksid = 40,017
mM , Kn"ON = 21,673 mM , K" = 0,408 mM , K ® k4 = 1 514 mM, K,V =
43,771 mM , KV = 0,037 mM , Kp® P9l = 100 mM, Kis®reroksid = 11 856 mM | Kipge®"
= 0,067 MM , K& = 10 mM | Ka"?8" = 0,145 mM. Svi ispitani parametri imaju utjecaj
na odstupanje ee od nulte ee vrijednosti. Veci utjecaj na odstupanje ee od nulte vrijednosti

(S)-epoksid

imaju parametri Kpp gdje se s povecanjem vrijednosti parametra poveéava negativno

odstupanje ee, te pri najvecoj ispitivanoj vrijednosti parametra odstupanje ee iznosi -289 %

NaOCN

(slika 4.9). Takoder s povecanjem vrijedosti parametra Kmy; odstupanje ee se povecava

prema negativnoj vrijednosti te za najvecu vrijednost ovog parametra odstupanje ee iznosi -

NaOCN gdstupanje ee od nulte vrijednosti se

196 %. S povecanjem vrijednosti parametra Kp
povecava, te za najvecu ispitivanu vrijednosti parametra odstupanje iznosi ¢ak 533 %. Utjecaj
vrijednosti parametra na odstupanje ee vrijednosti u cijelom ispitivanom podrucju vidljiv je i
kod parametra Kpns"\*®" s &ijim se poveéanjem poveéava i odstupanje ee do 32 %. Parametar
Kma"®®" ima malo drugadiji utjecaj od ostalih. S poveéanjem vrijednosti parametra doseZe se
maksimum odstupanja ee od 16 % kod Seste simulacije, odnosno kod vrijednosti parametra
3,615 mM, a zatim se daljnjim povecanjem vrijednosti parametra odstupanje smanjuje i

prelazi u negativno do vrijednosti od -11 %. Ostali ispitivani kineticki parametri imaju utjecaj

u manjem ispitivanom podrucju.

Slike 4.21 — 4.27 prikazuju usporedbu utjecaja pojedinog parametra na odstupanje ee pri
KR i DKR. Primjerice povec¢anjem vrijednosti parametra Vp; i kod KR i kod DKR odstupanja
od ee rastu prema pozitivnom, ali kod KR je to odstupanje veée u odnosu na DKR. Za
vrijednosti parametra V1 koje su manje od stvarne vrijednosti KR je povoljnija opcija, dok je
za vrijednosti parametra Vm; veée od stvarne vrijednosti tog parametra odstupanje od ee

(S)-epoksid

povoljnije kod DKR. KR povoljnija je jo§ za vrijednosti parametra Kp vece od

stvarne vrijednosti, zatim za sve ispitivane vrijednosti parametra Kn,"*°“N. Za vrijednosti

(R)-epoksid

parametra Kij; manje od stvarne vrijednosti KR je takoder povoljnija opcija. Za ostale

kineticke parametre povoljnija je DKR.

U analizi osjetljivosti parametara dane kaskadne reakcije vidljivo je da svi oni imaju
odredeni utjecaj na odstupanje ee od nulte vrijednosti. Analiza osjetljivosti parametara moze
znacajno pomo¢i razvoju novih enzima za odredeni reakcijski sustav putem proteinskog

inZenjerstva.
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6. POPIS SIMBOLA

DKR — dinamicka kineticka rezolucija

E — enantiomerni omjer, %

E —enzim

Ea — energija aktivacije, kJ

ee — enantiomerni visak (engl. enantiomeric excess), %

eer — enantiomerni visak supstrata, %

eep— enantiomerni visak produkta, %

ES — kompleks enzim-supstrat

G —slobodna Gibbsova energija, kJ

HHDH — halogenhidrin-dehalogenaza (engl. halohydrin dehalogenase)
HheC — tip halogenhidrin dehalogenaza (C tip)

KR- kineti¢ka rezolucija

ki, ko, kg — konstante brzine reakcija formacije i disocijacije kompleksa enzim-supstrat
te nastajanja produkta, min™

kg — konstanta deaktivacije, mint

K; — konstanta inhibicije, mmol dm

Km — Michaelisova konstanta, mmol dm™

KR — kineti¢ka rezolucija

P — produkt

pH — negativan logaritam aktiviteta vodikovih iona
rac-epoksid — racemi¢na smjesa epoksida

S —supstrat

t—vrijeme, s

Vi — maksimalna brzina enzimske reakcije, mmol dm™ min™
X —konverzija, %

A — promjena

v — brzina reakcije, mmol dm™ min*

Vo — po&etna brzina reakcije, mmol dm™ min™
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8. DODATAK

Prilog 1. Matematic¢ki model korisSten za provedbu simulacija za DKR

/l MicroMath Scientist Model File
IndVars: t

DepVars: P,R,S,Pr,Ps, X ee
Params:

//Kineticki model
r1=Vm1*S*OCN*HHDH*exp(-
kd*t)/((Km1S*(1+R/KilR)+S+S*S/KilS)*(OCN+Km1OCN*(1+Br/KilBr)))
r2=k2*R*OCN*HHDH*exp(-kd*t)/((Kmocn2*(1+Br/Ki2Br)+ocn)*(1+S/Ki2S))
r3=k3*S*Br*HHDH*exp(-kd*t)/((Km3Br+Br)*(1+R/Ki3R))
r4=k4*R*Br*hhdh*exp(-kd*t)/((Kmbr4+Br)*(1+S/Ki4S))
r5=k5*Al

/Ibilance tvari

S'=-r1-r3+0.5*r5
R'=-r2-r4+0.5*r5

OCN'=-r1-r2

Al'=r4+r3-r5

Br'=-r4-r3+r5

PS'=r1

PR'=r2

P=Pr+Ps

E=R+S

ee=(Ps-Pr)/P

X=(E1-E)/E1

/Ipocetni uvjeti

t=0

S=50

R=50

Al=0

OCN=150

Br=50

PS=0

PR=0

E1=100

HHDH=1.1

/Ir1

Vm1=15.5803

Km1S=5.895

Kil1S=40.017

Km1OCN=21.6725
KilBr=0.40794

KilR=1.5139

Ir2

k2=0.0261
KmOCN2=43.771
Ki2Br=0.0373



Ki25=100

/I3
Ki3R=11.855
k3=0.0816
Km3Br=0.066721
Ira

Ki4S=10
k4=0.0319
Kmbr4=0.14456
1Ir5

k5=0.055

kd=0

**kk

* za KR koristen je isti model kao i za DKR samo $to je koncentracija bromidnih iona
stavljena na 0 (Br = 0).
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