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SAZETAK

U ovom radu obradena je tematika biokataliticke sinteze kiralnih molekula, odnosno
(R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila iz 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana pomocéu enzima
halogenhidrin-dehalogenaze. Sinteza opticki Cistih tvari izuzetno je vazan dio farmaceutske
industrije s obzirom da dva enantiomera mogu imati potpuno razlicita svojstva, a nerijetko jedan
od njih moze pokazivati Stetno i toksicno biolosko djelovanje. Epoksidi su visoko vrijedni
spojevi u organskoj sintezi zbog toga Sto se epoksidni prsten moze kemijski transformirati u

brojne sintetski korisne intermedijere.

Reakecije u kojima su uklju¢eni enzimi potrebno je dobro istraziti i okarakterizirati kako
bi se mogle provoditi u industrijskom mjerilu. Obzirom na razli¢itu aktivnost enzima u
razli¢itim reakcijskim uvjetima (temperatura, koncentracije supstrata, pH, zasi¢enost kisikom,
prisutnost kofaktora) izuzetno je vazno poznavati njihovu strukturu i reakcijski mehanizam
kako bi se mogli odrediti najpogodniji reakcijski uvjeti koji ¢e omoguciti dobivanje
maksimalnih prinosa zeljenog produkta. Matematicko modeliranje izvrstan je alat za
provodenje istrazivanja ove vrste. Sastoji se od kinetickog modela 1 bilanci tvari u reaktoru. Za
potrebe razvoja matemati¢kog modela odredena je stabilnost 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana u
puferu te se doslo do spoznaje da je 3,3-dimetil-1,2-epoksibutan podlozan kemijskoj hidrolizi.
Provedbom simulacija u programskom paketu Scientist utvrdeno je da kemijska hidroliza
epoksida ima znatan utjecaj na enzimsku reakciju. Najpogodniji reaktor za biokatalitiCku
sintezu (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila je kotlasti reaktor uz dotok supstrata jer je u
njemu odabirom odgovaraju¢ih radnih uvjeta moguce smanjiti utjecaj inhibicije enzima

supstratom i raditi u uvjetima maksimalne aktivnosti enzima.

KLJUCNE RIJECI: biokatalititka sinteza, epoksid, halogenhidrin-dehalogenaza, kemijska

hidroliza, kinetika enzimske reakcije, matematicko modeliranje



SUMMARY

This paper deals with the topic of biocatalytic synthesis of chiral molecules, i.e. (R)-3-
hydroxy-4,4-dimethylpentane nitrile from 3,3-dimethyl-1,2-epoxybutane using the enzyme
halohydrin dehalogenase. The synthesis of optically pure substances is an extremely important
part of the pharmaceutical industry considering that two enantiomers can have completely
different properties, and often one of them can have harmful and toxic biological effects.
Epoxides are highly valuable compounds in organic synthesis because the epoxy ring can be

chemically transformed into plenty of synthetically useful intermediates.

Reactions involving enzymes need to be well investigated and characterized to be
carried out on an industrial scale. Given the different activity of enzymes in different reaction
conditions (temperature, substrate concentrations, pH, oxygen saturation, presence of cofactor),
it is extremely important to know their structure and reaction mechanism in order to determine
the most suitable reaction conditions that will allow obtaining maximum yields of the desired
product. Mathematical modelling is an excellent tool for conducting research of this kind. It
consists of a kinetic model and a mass balance in the reactor. For the development of a
mathematical model, the stability of 3,3-dimethyl-1,2-epoxybutane in buffer was determined
and it was found that 3,3-dimethyl-1,2-epoxybutane is subject to chemical hydrolysis.
Simulations in the package programme Scientist showed that chemical hydrolysis of epoxy
have a significant impact on the enzymatic reaction. The most suitable reactor for biocatalytic
synthesis of (R)-3-hydroxy-4,4-dimethylpentane nitrile is a fed-batch reactor with a continuous
supply of substrate because it enables the selection of working conditions that minimize the
effect of substrate inhibition, and working at the substrate concentration that provides the

maximum reaction rate.

KEY WORDS: biocatalytic synthesis, epoxy, halohydrin dehalogenase, chemical hydrolysis,

enzyme reaction Kinetics, mathematical modelling
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1. UVOD

Danas se sve viSe razvija svijest o potrebi za odrzivim razvojem i ocuvanjem okolisa pa se
zbog toga sve viSe i sve CeSée tradicionalni nacini kemijske proizvodne zamjenjuju s
biokatalizom, i to na svjetskoj razini. U ovom procesu promjene glavnu ulogu imaju enzimi.
Enzimi su vrlo atraktivni (bio)katalizatori s obzirom da se pomo¢u njih mogu dobiti (proizvesti)
razli¢ite vazne opticki aktivne gradivne jedinice transformacijama koje su visoko regio-, stereo-
i kemoselektivne. Upotreba velikih koli¢ina organskih otapala, ekstremni reakcijski uvijeti te
ekonomskih i ekoloskih razloga. Cinjenica da se ve¢ina lijekova sastoji od kiralnih molekula, a
dva enantiomera mogu imati potpuno razli¢ita svojstva i biolosku aktivnost (Zhong-Yu et al.,

2014), pokazuje koliko veliki znacaj ima dobivanje opticki ¢istih spojeva.

Enzimi dobiveni iz prirodnih izvora ¢esto ne pokazuju dovoljnu aktivnost i stabilnost da bi
se kao takvi mogli primjenjivati u industriji. Potrebno ih je dobro okarakterizirati, poznavati
njihov mehanizam, uvjete rada i svojstva kako bi se pomoc¢u novih tehnologija mogli proizvesti
mutanti koji ¢e naci svoju primjenu u industrijskoj proizvodnji. Glavnu ulogu u procesu razvoja
industrijski pogodnih enzima ima provedba eksperimenata u manjem mjerilu i matematicko
modeliranje. Oni pruzaju potrebne preduvjete za brzo i u¢inkovito uveéanje procesa, ¢ime se

skracuje vrijeme i smanjuju troskovi ispitivanja (Vasi¢-Racki et al., 2011).

Izvrstan primjer koji govori o vaznosti razvoja biotehnologije te velikom potencijalu kojeg
imaju biokatalizatori, osobito kada govorimo o razvoju ,zelene industrije”, su enzimi
halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH). Halogenhidrin-dehalogenaze u prirodi kataliziraju
reakcije dehalogenacije (Majeri¢ Elenkov et al., 2006; Majeri¢ Elenkov et al., 2008), no
istrazivanjem njihove strukture i mehanizma djelovanja otkrivena je njihova aktivnost i u
reakcijama transhalogenacije (Castro et al., 1986) te otvaranja epoksidnih prstenova pri ¢emu
moze doc¢i do kidanja i stvaranja novih C-C veza (Janssen et al., 2006). Razvoj i sve ¢esca
primjena matemati¢ckog modeliranja u (bio)kemijskim istraZivanjima uvelike ubrzava razvoj i
optimizaciju procesa za koriStenje u industriji §to ujedno dovodi i do zna€ajnih ekonomskih

usteda.



2. OPCI DIO

2.1. BIOKATALIZA

Biokataliza je teorija o0 djelovanju biokatalizatora. Biokatalizatori su stanice
mikroorganizama, zivotinja, biljaka i/ili njihovi dijelovi — enzimi (Findrik Blazevi¢, 2013), koji
sudjeluju u razli¢itim vrstama procesa u prirodi, tj. u Zivim stanicama aktivno sudjeluju u
procesima proizvodnje novih produkata ili razgradnje toksi¢nih tvari. Enzime proizvode Zive
stanice kako bi izazvale specifi¢ne biokemijske reakcije povezane s metaboli¢kim procesima
stanica. (Majeri¢ Elenkov et al., 2006) Zbog njihovih jedinstvenih svojstava poput visoke
specifiénosti prema supstratu, brzog djelovanja i biorazgradivosti, enzimi se smatraju
potencijalno vrlo dobrim industrijskim biokatalizatorima. Primjena enzima poznata je jo$ od
stare antike za proizvodnju fermentirane hrane (Findrik Blazevi¢, 2013) te filtraciju vina i piva
(Brahmachari, 2016), a danas se sve viSe istrazuju jer se pomocu njih iz jeftinog supstrata mogu
dobiti skupe, opticki Ciste kemikalije kao $to su farmaceutici i njihovi prekursori, antibiotici te
proteini. Vjeruje se da u prirodi postoji oko 25 000 razli¢itih enzima (Findrik Blazevi¢, 2013),
dok ih je danas identificirano oko 3000, a od te koli¢ine je samo 5% njih naslo primjenu u
industrijskoj proizvodnji (Binod et al., 2013). Enzimska kataliza (biokataliza) predstavlja
ekoloski prihvatljiviju alternativu konvencionalnim kemijskim reakcijama u kojima se
upotrebljavaju kemijski katalizatori (Majeri¢ Elenkov et al., 2014). Biokatalizom nastaje manje
otpada, troSi se manje sirovina I energije, reakcije se provode u vodenim medijima te u blagim
reakcijskim uvjetima, a enzimi su po svojoj prirodi vrlo selektivni te relativno jeftini jer se lako

mogu proizvesti fermentacijom (Majeri¢ Elenkov et al., 2012; Findrik, 2013).

Jedan od klju¢nih faktora za isplativost industrijskog procesa je volumna aktivnost
(Deregnaucourt et al., 2007), odnosno aktivnost enzima/biokatalizatora po volumenu reaktora
(U mL™, odnosno pmol min* mL1). Glavni nedostatak biokatalize u vodenom mediju je niska
topljivost vecine organskih spojeva u vodi (tj. hidrofobnost supstrata, obicno iznosi nekoliko
gL™) sto rezultira slabim prinosima u prostoru i vremenu (Deregnaucourt et al., 2007). Ovaj
nedostatak je moguce nadvladati koriStenjem kootapala koja se ne mijeSaju s vodom, kao $to
su metil tert-butil eter (MTBE), dodekan, n-heksadekan ili izo-oktan (Deregnaucourt et al.,
2007).

Zbog jedinstvenih biokemijskih svojstava enzima, potraznja za industrijskim enzimima
neprekidno raste, vodena rastu¢om potrebom za odrzivim rjesenjima (Brahmachari, 2016).

Unato¢ brojnim prednostima, prirodni enzimi ¢esto ne ispunjavaju sve procesne zahtjeve i
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potrebno ih je dodatno prilagoditi uvjetima u industrijskoj proizvodnji kako bi ostvarili svoj
puni kataliticki potencijal. KoriStenje biotehnologije generira viSe od 250 milijardi dolara
godisnje, s velikim brojem proizvoda za razliCita trziSta, a ta brojka ne ukljucuje biogoriva

(Meyer et al., 2014).

2.2. ENZIMI /| BIOKATALIZATORI

Enzimi su velike organske molekule organizirane u Cetiri strukturna nivoa. Nastaju u Zivoj
stanici, a njihova uloga je kataliza biokemijskih reakcija vaznih za zivot u kojima dolazi do
sinteze ili cijepanja kemijskih veza. Molekula enzima se sastoji od linearnih lanaca vise stotina
aminokiselina koje su medusobno povezane specifiénim redoslijedom koji je odreden DNK
kodom organizma, odnosno genomom (Findrik Blazevi¢, 2013). Enzimi danas zauzimaju vrlo
vazno mjesto u svjetskoj industrijskoj proizvodnji zahvaljuju¢i svojim brojnim korisnim
svojstvima. Njihovom razvoju je uvelike pridonijela ¢injenica da se mogu naci, ali 1 proizvesti
u brojnim mikroorganizmima te da su podlozni genetskim izmjenama u svrhu poboljSanja

svojstava (Brahmachari, 2016).

Zahvaljuju¢i velikom broju poznatih enzima te njihovoj Kkatalitickoj raznolikosti i
stabilnosti, danas se posebna paznja pridaje razvoju proteinskog inZenjerstva ¢ija je zadaca
objasniti i predvidjeti ponaSanje enzima te definirati njegovu proteinsku strukturu, koja je
ujedno i zasluzna za njegova specifiéna svojstva (Findrik Blazevi¢, 2013). Usmjerene
evolucijske tehnike omogucile su oblikovanje specificnijih enzima koji pokazuju bolju
ucinkovitost (Brahmachari, 2016). Uloga enzima (biokatalizatora) i konvencionalnih
katalizatora je ista — kataliza uspostave ravnoteze u odredenoj reakciji, no enzimi su mnogo
aktivniji i selektivniji od kemijskih katalizatora. Enzimi se primjenjuju u mnogim industrijama,
ukljucujuéi industriju hrane, pica, lijekova, deterdzenata, tekstila, koze, celuloze i papira,
kemijsku industriju i u proizvodnji biogoriva, sto¢ne hrane, sredstava za osobnu njegu te u

dijagnostici (Brahmachari, 2016).



2.2.1. STRUKTURA ENZIMA

Enzimi su aktivni proteini koji nastaju kondenzacijom aminokiselina u zivim stanicama, a
nastala veza medu aminokiselinama se naziva peptidnom vezom. Peptidna veza nastaje izmedu
karboksilne skupine jedne i amino skupine druge aminokiseline (Findrik Blazevi¢, 2013), kao

Sto je prikazano na shematskom prikazu na slici 1.

T oy
HsN—CH—C—0H + H—N—CH—CO00"

¥ Y
H,ﬁ—cu—ﬁ-n—cu—cow
)

Slika 1. Nastajanje peptidne veze izmedu dvije aminokiseline (Nelson et al., 2008)

Raspored, odnosno redoslijed vezanja aminokiselina, odreden je genomom. S obzirom
da su enzimi proteini, njihova struktura je organizirana u Cetiri strukturna nivoa (Findrik

Blazevi¢, 2017), kao $to se moze vidjeti na slici 2.

PRIMARNA
STRUKTURA SEKUNDARNA
STRUKTURA

TERCIJARNA
STRUKTURA

KVARTARNA
STRUKTURA

Slika 2. Cetiri strukturna nivoa proteina (enzima) (Hardin et al., 2012)



Primarna struktura je definirana peptidnim lancima — kratkim kondenzacijskim lancima
aminokiselina ¢ija je dimenzija poznata. Sekundarnu strukturu ¢ine peptidni lanci medusobno
povezani vodikovim vezama u planarnu (nabranu) p-strukturu ili u a-uzvojnicu. Preklapanjem
peptidnih lanaca i njihovim povezivanjem kovalentnim vezama dolazi do formiranja tercijarne
trodimenzijske strukture koja se naziva fibrilnom strukturom, a Cine je proteinska vlakna koja
su sastavni dio molekulskih agregata. Enzimi s tercijarnom strukturom mogu biti aktivni
katalizatori (Findrik Blazevi¢, 2017). Kvartarna struktura je najkompleksnija struktura,
stabilizirana je disulfidnim mostovima i sekundarnim valencijskim silama (Findrik Blazevic¢
2013; Findrik Blazevi¢ 2017). Sastoji se od podjedinica koje su gradene od nekoliko peptidnih

lanaca.

Najbolji biokatalizatori dolaze u obliku kvartarnih struktura, tj. globularnih kompleksa
stabiliziranih disulfidnim mostovima i sekundarnim valencijskim silama. Kako su enzimi,
odnosno njihove strukture, ve¢inom stabilizirane slabim vezama (sve veze su slabe osim
malobrojnih kovalentnih veza), enzimi su vrlo osjetljivi na promjene reakcijskih uvjeta kao Sto
su temperatura, pH reakcijske otopine, ionska jakost i drugi. Ukoliko dode do promjena u
primarnoj strukturi, dolazi do promjena u svojstvima i funkciji enzima. Zahvaljujuci njihovoj
mogucnosti kristalizacije, lako ih se moZze identificirati i1 razlikovati jer po kristalnoj formi

mozemo razlikovati jedan protein od drugoga (Findrik Blazevi¢, 2013).

2.2.2. DJELOVANJE ENZIMA
Enzimi, kao i kemijski katalizatori, ubrzavaju uspostavljanje kemijske ravnoteze odredene
reakcije (Brahmachari, 2016). Enzimom katalizirana reakcija se odvija na aktivnom mjestu

enzima (slika 3).

AKTIVNO
MJESTO

Slika 3. Aktivno mjesto enzima na koje se veze supstrat i dolazi do katalize

(https://www.tes.com/lessons/)
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Na povrsini aktivnog mjesta se nalaze bo¢ni ogranci aminokiselina koji vezu supstrat i
kataliziraju kemijsku pretvorbu supstrata. Tijekom reakcije, kada enzim i supstrat (molekula
koja se veze na aktivno mjesto) dodu u fizicki kontakt, dolazi do nastanka kompleksa enzim-
supstrat (ES*) koji znacajno snizava energiju aktivacije (Ea) zbog Sega je potrebno kraée vrijeme
da nastane produkt i da se uspostavi kemijska ravnoteza (Patel et al., 2016), kao $to mozemo

vidjeti iz shematskog prikaza na slici 4.
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Slika 4. Shematski prikaz energija potrebnih za odvijanje reakcije bez i s enzimom pri ¢emu
je Ea — energija aktivacije bez enzima, E4' — energija aktivacije s enzimom, ES* - kompleks

enzim-supstrat i E; — ukupna energija reakcije

Energija koja se dobije od enzim — supstrat interakcija nazivamo energijom vezanja
(AGg) i ona je glavni izvor energije zbog kojeg dolazi do smanjenja energije aktivacije reakcije.
Energija vezanja, osim §to doprinosi ubrzavanju reakcije, doprinosi i specificnosti reakcije
izmedu enzima i supstrata. Enzimi ne utjecu na promjenu slobodne Gibbsove energije (AG) niti

na ravnotezno stanje reakcije (Liu, 2016).

Za neke enzime nije dovoljan samo fizi¢ki kontakt sa supstratom da bi pokazali
kataliticku aktivnost i ubrzali odvijanje reakcije ve¢ je potrebna prisutnost kofaktora i koenzima
na aktivnom mjestu enzima. Kofaktori su neproteinske molekule koje se ili trajno ili priviemeno

vezu za enzim i time poboljSavaju odvijanje biokemijske transformacije. Najces¢e su metalni



ioni (npr. Cu, Ca, Mg, Fe, K, Ni...), aako se radi o organskim neproteinskim molekulama, tada
se oni nazivaju koenzimi (Rucker et al., 2016). Koenzime ¢vrsto povezane s enzimom nazivamo
prostetskim skupinama. Enzime povezane sa svojim kofaktorima nazivamo holoenzimima, a
enzim kojemu je za aktivnost potrebna prisutnost kofaktora se naziva apoenzim. Shematski

prikaz moze se vidjeti na slici 5.
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h J
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Slika 5. Shematski prikaz holoenzima s njegovim sastavnim dijelovima

(https://enzimi.wordpress.com/kofaktori/)

Vazno je naglasiti da enzimi mijenjaju brzinu reakcije, ali ne mijenjaju ravnotezu reakcije.
Reakcija katalizirane enzimima mogu biti i milijun puta brZe od nekataliziranih (Brahmachari,
2016). Poznato je da enzimi kataliziraju oko 4000 biokemijskih reakcija u zivim bi¢ima

(Bairoch et al., 2000).

2.2.3. TEORIJE DJELOVANJA ENZIMA

Od pocetka istrazivanja enzima i njihovog katalitickog mehanizma do danas, razvile su se
dvije teorije o djelovanju enzima. Osnovna pretpostavka obje teorije je da enzim i supstrat

moraju do¢i u kontakt kako bi moglo do¢i do katalize (ubrzavanja) reakcije.
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Slika 6. Shematski prikaz teorija o djelovanju enzima: (A) model klju¢ — brava; (B) model

inducirane prilagodbe (Cooper, 2000)
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Prva teorija naziva se modelom ,kljuca i brave®. Prema ovom modelu, molekula supstrata
(,,kljuc*) mora odgovarati strukturi aktivnog mjesta enzima (,,brava“), odnosno oni moraju biti
komplementarni (slika 6A). Druga teorija, model inducirane prilagodbe, pretpostavlja da
supstrat inducira specifi¢nu prilagodbu u tercijarnoj strukturi aktivnog mjesta koja odgovara
strukturi prijelaznog stanja supstrata koju on ostvaruje pri prelasku u produkt reakcije (Liu,
2016) (slika 6B).

U oba slucaja nastaje kompleks enzim-supstrat koji je stabiliziran pomocu elektrostatskih
sila 1 van der Waalsovih sila te vodikovim vezama. Nesto rjede dolazi do nastanka kovalentnih
veza u takvom kompleksu. Stvaranje, ali i raspad kompleksa enzim-supstrat moraju biti
reverzibilni i izuzetno brzi, jer bi inace doslo do gubitka aktivnosti enzima, tj. enzim bi pokazao
aktivnost prema samo jednoj molekuli §to ne bi doprinijelo ubrzavanju reakcije (Suzuki, 2015).
Enzim mora biti komplementaran prijelaznom stanju reakcije, $to zna¢i da do optimalnih

interakcija izmedu enzima 1 supstrata dolazi samo u prijelaznom stanju reakcije.

2.2.4. PODJELA ENZIMA

Prema Internacionalnoj uniji za biokemiju i molekularnu biologiju (eng. International
Union of Biochemistry and Molecular Biology — IlUBMB), enzime mozemo podijeliti u 6 grupa
(skupina) i to prema reakcijama koje Kkataliziraju. Razlikujemo oksidoreduktaze, transferaze,
hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze. (Brahmachari, 2016). Oksidoreduktaze kataliziraju reakcije
oksidacije i/ili redukcije, transferaze prijenos atoma/skupina medu molekulama, hidrolaze
kataliziraju reakcije hidrolize, izomeraze reakcije izomerizacije, liaze reakcije eliminacije
funkcionalnih skupina kidanjem kovalentnih veza, dok su ligaze enzimi zaduzeni za reakcije
stvaranja kovalentne veze uz istodobnu hidrolizu pirofosfatne veze u molekuli ATP-a (adenin-

trifosfata) ili slicnom nukleotidu (Palmer et al., 2011).

Ukoliko enzime Zelimo podijeliti prema njihovoj primjeni u industriji, tada razlikujemo
enzime koji se primjenjuju u prehrambenoj industriji, enzime za obradu, enzime kao
industrijske biokatalizatore, enzime za genetsko inzenjerstvo i enzime koji se koriste u

kozmetic¢koj industriji (Brahmachari, 2016).



2.3. IZOMERIJA, ENANTIOMERIJA I OPTICKA AKTIVNOST

Izomerija (gr¢. isos - isti, meros — dio) je pojava da neki spojevi iste molekulske formule
imaju razli¢ite strukture. Takvi spojevi nazivaju se izomeri; to su razli¢iti spojevi s razli¢itim
svojstvima. Stereokemija je dio kemije koja se bavi prostornom izomerijom i stereocizomerijom,
odnosno proucava raspored atoma u prostoru i svojstva koja proizlaze iz toga. Stereoizomeri
mogu biti konformacijski i konfiguracijski. Konformacijske izomere moguce je lako prevesti
iz jednog u drugi oblik rotacijom oko jednostrukih veza (iz jedno konformacije u drugu), dok

to nije slucaj s konfiguracijskim izomerima, ali se zato mogu lako izolirati (Pine, 1994).

Enantiomeri (gr¢. enantios — suprotan) su stereoizomeri koji se jedan prema drugome
odnose kao zrcalne slike, kao $to se moze vidjeti na slici 7. Uvjet za enantiomeriju je kiralnost
molekule. Molekula je kiralna kada se ne preklapa sa svojom zrcalnom slikom, ona ima kiralni
centar — atom ugljika (C*) na koji su vezana Cetiri razliCita atoma ili Cetiri razliite atomske

skupine.

CHs HaC

HO/{ OH
Cl c

Slika 7. Dva enantiomera koji se jedan prema drugom odnose kao zrcalne slike

Par enantiomera razlikuje se po konfiguraciji na kiralnom centru. Prevodenje jednog oblika
u drugi zahtijevalo bi kidanje kemijske veze pa se moZe zanemariti. U fizikalnim 1 kemijskim
svojstvima, enantiomeri se razlikuju samo po smjeru zakretanja ravnine polariziranog svjetla i
po reakcijama s opticki aktivnim reagensima, odnosno, enantiomerija je povezana s optiCkom
aktivnos$¢u. Opticki aktivan spoj je onaj koji zakree ravninu titranja linearno polariziranog
svjetla koje prolazi kroz nju. Enantiomeri zakrecu ravninu polarizirane svjetlosti za isti iznos,
ali u suprotnom smjeru (Pine, 1994). U reakcijama s opticki aktivnim reagensima, enantiomeri
Ce reagirati razli¢itim brzinama koje se mogu toliko razlikovati da reakcija s jednim od
enantiomera uopce nece te¢i. Takav slucaj Cesto nalazimo u bioloskim sustavima gdje neki

enzim moze djelovati samo na jedan izomer. Tada mozemo govoriti o stereokemijskoj



specificnosti enzimske katalize. Gotovo svi bioloski polimeri moraju biti homokiralni (opticki

Cisti, tj. 100% opticki aktivni) da bi funkcionirali.

Zahvaljujuci tome $to enantiomeri reagiraju razli¢itim brzinama s opticki aktivnim tvarima,
enantiomere je moguce izdvojiti iz racemi¢ne smjese upravo u takvim reakcijama. Ukoliko par
enantiomera dovedemo u kontakt s opticki aktivnim reagensom, moze do¢i do nastajanja dva
razli¢ita produkta — dva dijastereoizomera, koji se lako mogu odvojiti. Enantiomere je iz
racemicne smjese moguce razdvojiti i enzimskom reakcijom s obzirom da su enzimi specificni
prema supstratu, pa tako 1 prema odredenom enantiomeru. S jednim od enantiomera ¢e do¢i do
reakcije, a drugi ¢e zaostati u smjesi i moze se lako izolirati (Pine, 1994). Ova metoda
razdvajanja enantiomera s enzimima (kiralnim katalizatorima) naziva se kineti¢ka rezolucija, a
rezultira dobivanjem enantiomerno obogacenog produkta. Reakcija se provodi na temelju
razli¢itih kemijskih svojstava dva razliCita enantiomera. S vremenom je razvijena i metoda
dinamicke kineticke rezolucije koja je zapravo kombinacija kineticke rezolucije s in situ
racemizacijom sporije reagiraju¢eg enantiomera. Dinami¢kom kineti¢kom rezolucijom moguce
je dobiti iskoriStenje od 100 % (teorijsko iskoriStenje). Uvjeti za uspjeSnu DKR su
enantioselektivnost glavne reakcije, velika brzina reakcije racemizacije, kompatibilnost obje
reakcije s aspekta reakcijskih uvjeta te inertnost katalizatora prema produktu kako bi se izbjegle

slijedne reakcije (Mikleusevi¢, 2016).

2.4. HALOGENHIDRIN-DEHALOGENAZE

Halogenhidrin-dehalogenaze  (haloalkohol-dehalogenaze,  halogenhidrin-epoksidaze,
halogenhidrin-vodik-halid-liaze) su bakterijski enzimi (Majeri¢ Elenkov et al., 2014) koji se
mogu naci u sastavu nekoliko bakterija koje koriste halogenirane alkohole ili neke druge
spojeve koji nastaju raspadom halohidrina kao izvor ugljika koji im je potreban za rast (Janssen
et al., 2006). Halogenhidrin-dehalogenaze su rijetki enzimi koji su do sada nadeni samo u
mikrobioloski obogaéenim kulturama (Schallmey et al., 2012), no pokazuju izuzetna svojstva
stabilnosti (Majeri¢ Elenkov et al., 2006), kataliticku raznolikost te veliki potencijal primjene
kao industrijski katalizatori, odnosno multifunkcionalan biokataliticki alat (Majeri¢ Elenkov et
al., 2014) zahvaljujuci Cinjenici da se lako mogu pripremiti standardnim rekombinacijskim
ekspresijskim sustavom u stanicama Escherichia coli. Pripadaju enzimskoj klasi liaza
(Schalmmey et al., 2016), a dodatno se mogu povezati sa superobitelji kratkolan¢anih enzima
dehidrogenaza/reduktaza s kojima dijele zajednicke sekvence i strukturalne slicnosti. To su
homotetrameri sastavljeni od dva dimera (Schallmey et al., 2012), kao $to se moze vidjeti na
slici 8. Dugo vremena su bile podijeljene u tri povezane, ali razlicite filogeneticke grupe A, B i
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C (Majeri¢ Elenkov et al., 2014) koje dijele 24-32% identiteta sekvence (Majeri¢ Elenkov et
al., 2006). Znacajan napredak u istrazivanju ovih enzima je ostvaren nakon definiranja tocne
kristalne strukture halogenhidrin-dehalogenaza (De Jong et al., 2003) §to je omoguéilo
identifikaciju 22 razlic¢ite halogenhidrin-dehalogenaza (Calderini et al., 2019) koje su
podijeljene u 7 filogenetic¢kih grupa, A — G (%). Svaka od navedenih grupa pokazuje razlicita
kataliticka svojstva (aktivnost, enantioselektivnost i enantiopreferenciju) (Majeri¢ Elenkov et

al., 2006).

Slika 8. Homotetramerna struktura HheC enzima (Schallmey et al., 2012)

Za razliku od dehidrogenaza/reduktaza, halogenhidrin-dehalogenaze ne kataliziraju redoks
reakcije i nemaju moguénost vezanja nikotinamidnog kofaktora (Majeri¢ Elenkov et al., 2014)
pa tako niti njihova aktivnost ne ovisi o prisutnost kofaktora (Majeri¢ Elenkov et al., 2006).
Najveca sli¢nost izmedu halogenhidrin-dehalogenaza i dehidrogenaza/reduktaza uocava se u
njihovoj strukturi u kojoj nalazimo kataliticku triadu aminokiselina koja je zasluzna za njihovu
kataliti¢ku aktivnost. Kod halogenhidrin-dehalogenaza se radi o kataliti¢koj triadi sastavljenoj
od serina, tirozina i arginina (Ser-Tyr-Arg), dok je kod dehidrogenaza/reduktaza arginin
zamijenjen s lizinom (Majeri¢ Elenkov et al., 2014). Filogeneti¢ke grupe A i C se mogu
identificirati kao najblizi homolozi iz sekvencijske baze podataka, dok enzimi iz filogeneticke
grupe B imaju viSe sli¢nosti s dehidrogenazama/reduktaza nego s ¢lanovima filogenetickih
grupa A i C. 1z ovog podatka je zakljuéeno da se evolucijska divergencija izmedu
dehidrogenaza/reduktaza i dehalogenaza dogodila barem dva puta. Halogenhidrin-
dehalogenaze se mogu smatrati primjerom postindustrijske evolucije bakterijskinh enzima

kojom su stekli aktivnost za degradaciju halogeniranih ksenobiotika (Schallmey et al., 2012).
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2.4.1. ULOGA HALOGENHIDRIN-DEHALOGENAZA
Prirodna uloga halogenhidrin-dehalogenaza je kataliza konverzije vicinalnih halohidrina u
odgovaraju¢e epokside (reakcije dehalogenacije), odnosno Kkataliza reakcija zatvaranja
epoksidnog prstena (Majeri¢ Elenkov et al., 2006; Majeri¢ Elenkov et al., 2008) pri ¢emu dolazi
do otpustanja halogenih iona (Janssen et al., 2006), shema reakcije prikazana je na slici 9.

OH Halohidrin
)\/ dehalogenaza 0
A = = + HA
R R/<|
X =Cl Br, |

Slika 9. Reakcijski mehanizam dehalogenacije kataliziran halogenhidrin-dehalogenazama

Osim svoje prirodne uloge, 1986. godine su Castro i Bartnicki otkrili da halogenhidrin-
dehalogenaze mogu Kkatalizirati reakcije izmjene halogenidnih iona (transhalogenacijske
reakcije) (Castro et al., 1986). Kasnije je otkriveno da se mogu koristiti i za enantiomerno
neselektivnu izmjenu halogenidnih supstituenata s nitrilnim grupa, a s vremenom je prosiren
spektar epoksidnih supstrata s kojima enzimi pokazuju aktivnost, kao i broj nukleofila koji se
mogu Koristiti u reverzibilnim reakcijama (slika 10). Pros$ireni spektar supstrata i nukleofila u
reakcijama otvaranja epoksidnih prstena omogucio je otkrice da halogenhidrin-dehalogenaze
mogu katalizirati enantiomerno selektivne reakcije otvaranja epoksidnog prstena
intramolekulskom nukleofilnom supstitucijom halogena susjednom hidroksilnom skupinom
(Janssen et al., 2006).
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Slika 10. Reakcije otvaranja epoksidnih prstena uz prisutnost razli¢itih nukleofila i

halogenhidrin-dehalogenaza
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Reakcije otvaranja epoksidnog prstena se odvijaju uz visoke stope regioselektivnosti i
enantioselektivnosti (Majeri¢ Elenkov et al., 2014) §to pruza mogucnost za razvoj novih
biokataliti¢kih strategija za pripremu opticki aktivnih spojeva (Majeri¢ Elenkov et al., 2006),
odnosno stereoselektivnih transformacija (Majeri¢ Elenkov et al., 2014).

Tijekom reakcije otvaranja epoksidnog prstena moguca je ugradnja i drugih razli¢itih malih
anionskih nukleofila (kao $to su cijanidi, azidi i nitriti (Majeri¢ Elenkov et al., 2006), tiocijanati,
cijanati, formijati (Majeri¢ Elenkov et al., 2014) osim halogenih iona u strukturu spoja pri ¢emu
nastaju razli¢iti enantiomerno Cisti B-supstituirani alkoholi (Majeri¢ Elenkov et al., 2006). -
supstituirani alkoholi imaju izuzetno veliku vaznost u farmaceutskoj industriji gdje se koriste
kao intermedijeri 1 prekursori za dobivanje razli¢itih farmaceutika (atorvastatin, (Schallmey et
al., 2012), bioloski aktivnih spojeva i ¢istih kemikalija (Miao et al., 2019) sto govori koliko
velika je potreba za njihovom jednostavnom i pouzdanom pripremom (Majeri¢ Elenkov et al.,
2012).

Iznimna vaznost halogenhidrin-dehalogenaza lezi u njihovoj sposobnosti kataliziranja
nastajanja C-C (s cijanidima), C-N (s azidima i nitrilima), C-Cl, C-Br te C-O (s nitrilima i
formijatima) i C-S veza (s tiocijanatima) (Janssen et al., 2006). Moguc¢nost (sposobnost)
halogenhidrin-dehalogenaza da kidaju i/ili stvaraju nove kemijske veze te time omogucuju
odvijanje mnogih kemijskih reakcija i nastajanje mnogih produkata, je primjer nevjerojatne
kataliti¢ke raznolikosti te se zbog toga intenzivno istrazuju (Schallmey et al., 2012).
KoriStenjem cijanida kao nukleofila prilikom reakcija otvaranja epoksidnog prstena dolazi do

formiranja nove C-C veze $to daje na vaznosti ovim reakcijama.

2.4.2. KATALITICKI MEHANIZAM HALOGENHIDRIN-
DEHALOGENAZA

Istrazivanja ukazuju da se epoksidno i halogenidno vezno mjesto enzima poprilicno
razlikuju, Sto je u skladu s uo€enim razlikama u enantioselektivnosti 1 vrsti supstrata s kojima
razliite grupe ovih enzima pokazuju aktivnost (Janssen et al., 2006). Otkriveni su detalji
katalitickog mehanizma halogenhidrin-dehalogenaza koji pokazuju nacin na koji se supstrati

(epoksidi) vezu za/na aktivno mjesto (Schallmey et al., 2012).
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2.4.2.1. REAKCIJE NASTAJANJA EPOKSIDA

Utvrdeno je da tijekom reakcije dehalogenacije (zatvaranje epoksidnog prstena) dolazi do
formiranja vodikove veze izmedu serina i hidroksilne grupe supstrata, arginin smanjuje pKa
vrijednost odgovarajuéeg tirozina, a asparagin smjesten na povrsini enzima je ukljucen u
transfer protona u otapalo. Transfer protona se odvija preko mreze vodikovih veza
uspostavljenih izmedu boc¢nih lanaca aminokiselina i molekula vode iz otapala. Nastali
negativni naboj se stabilizira pomoc¢u serina te dolazi do nukleofilnog napada na susjednom
ugljikovu atomu. Posljedica nukleofilnog napada je pucanje veze ugljik-halogen (C-X veze) i
otpustanje halogenidnog iona koji se stabilizira na anionskom veznom mjestu enzima.
Valjanost ovog predloZzenog reakcijskog mehanizma je potvrdena kvantno-mehani¢kim
izraCunima (Schallmey et al., 2012). Kataliti¢ki mehanizam dehalogenacije prikazan je na slici
11.

> H - " H Tyri45
Pha1as HN. = Fhat HN. o
o H H |
H‘O C Sarti2 o ertd
N ) H\R N ‘-\
Hoo R = RS
A ) H 0 H

Leut?8 Leut7e

Slika 11. Kataliticki mehanizam dehalogenacije na aktivnom mjestu halogenhidrin-

dehalogenaza (enzim HheC)

Istrazivanja su pokazala da se reakcije zatvaranja prstena vicinalnih halohidrina
reverzibilne. Reverzibilnost ove reakcije smatra se nedostatkom ukoliko se radi o provodenju
kineti¢ke rezolucije zbog toga $to je reverzibilnost uzrok nepotpune konverzije vicinalnog
halohidrina u epoksid (Majeri¢ Elenkov et al., 2006), a ona se moze umanjiti premjestanjem
ravnoteZe reakcije na stranu produkata uklanjanjem epoksida i reakcijske smjese razli€itim
kemijskim reakcijama (Majeri¢ Elenkov et al., 2014). Osim pomaka ravnoteZe prema
produktima, moguce je sprijeciti reverzibilnost reakcije zatvaranja prstena epoksida primjenom
anionskih smola s hidroksilnim ionima koji ¢e ukloniti nusprodukt dehalogenacije, HX

(Majeri¢ Elenkov et al., 2014).
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2.4.2.2. REAKCIJE OTVARANJA EPOKSIDNOG PRSTENA

Mehanizam otvaranja epoksidnog prstena (slika 12) je obrnut od mehanizma zatvaranja
epoksidnog prstena. Nukleofilni napad kombiniran s protoniranjem kisika dovodi do nastajanje
veze ugljik-halogenid. Tirozin i serin doprinose tetrahedralnoj raspodjeli epoksidnog kisika
doniranjem vodikovih veza preko svojih slobodnih elektronskih parova. Tirozin djeluje kao
kiselina i tako aktivira arginin, a serin stabilizira hidroksilnu grupu dok asparagin omogucuje
primitak protona iz otapala. 1z ovog mehanizma se moze zakljuéiti (potvrduje se) da se anionsko
vezno mijesto aktivira u prisutnosti anionskih nukleofila (ne samo halogenida) koji napadaju
terminalne pozicije epoksidnog prstena. Naboj povrSinskog asparagina utjece na pKa vrijednost
aktivnog mjesta te je uzrok razlika u pH optimumu koji je moze uociti kod reakcija otvaranja i
zatvaranja epoksidnog prstena. Neovisno koji nukleofil je prisutan, nukleofilni napad se uvijek

odvija na terminalni ugljikov atom (Schallmey et al., 2012).

Argt4a Arg14s

Slika 12. Kataliticki mehanizam otvaranja epoksidnog prstena na aktivhom mjestu

halogenhidrin-dehalogenaza (enzim HheC)

Kemijske metode koje se Koriste za otvaranje epoksidnih prstenova pokazuju nisku
regioselektivnost, zahtijevaju prisutnost Lewisove kiseline kao katalizatora, odvijaju se na
visokim temperaturama, vrijeme odvijanja reakcije je produzeno te zahtijevaju uporabu
razli¢itih organskih otapala. Za razliku od kemijskih metoda, biokataliticke reakcije otvaranja
prstena epoksida (sa cijanidima) se odvijaju u vodenom mediju pri blagim uvjetima te su
reakcije visoko regio- i enantioselektivne (Majeri¢ Elenkov et al., 2006; Majeri¢ Elenkov et al.,
2014). Visoko selektivnost ovih reakcija u odredenim uvjetima moze predstavljati i nedostatak
jer je moguce dobiti samo jedan stereoizomer Zeljenog produkta. Nedostatak ovih reakcija je
ogranienje na terminalne epoksidne supstrate te manjak aktivnosti u prisutnosti nenabijenih

nukleofila kao §to su voda i amonijak (Majeri¢ Elenkov et al., 2014).
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2.4.3. HheC

Halogenhidrin-dehalogenaze iz C filogeneticke grupe (HheC) su homotetramerni enzimi s
podjedinicama od 28 kDa (Majeri¢ Elenkov et al., 2006). Kod reakcija kataliziranih HheC
enzimom, najsporiji korak je otpustanje halogenidnog iona iz aktivnog mjesta (Janssen et al.,
2006). HheC je najbolje istrazen enzim medu halogenhidrin-dehalogenazama zahvaljujuci
definiranoj kristalnoj strukturi i katalitickom mehanizmu (Majeri¢ Elenkov et al., 2006) te
¢injenici da postoji u dosta velikom broju organizama poput bakterija, gljiva, biljaka 1 sisavaca
(Venuvanalingama et al., 2011). Takoder se pokazao i kao najselektivniji enzim medu
halogenhidrin-dehalogenazama. Pokazuje visoku selektivnost u reakcijama otvaranja alifatskih
i aromatskih epoksida uz prisutnost azida, nitrita i cijanida. Najbolji supstrati za HheC su 2,2-
disupstituirani epoksidi jer s njima pokazuje najviSu razinu enantioselektivnosti te velike

prinose optic¢ki obogacenih produkata (¢istoc¢a produkata > 99 % (Majeri¢ Elenkov et al., 2007).

Kinetickom rezolucijom se mogu dobiti enantiomerno €isti tercijarni alkoholi koji sadrze
sintetski vrlo korisne nitrilne grupe. Kataliticka svojstva HheC enzima se vrlo razlikuju od
kataliti¢kih svojstava ostalih halogenhidrin-dehalogenaza. HheC enzim se op¢enito ponasa kao
(R)-selektivni enzim, dok su HheA i HheB (S)-selektivni enzimi. Stupanj enantioselektivnosti
HheC je znacajno veci nego enantioselektivnost ostalih halogenhidrin-dehalogenaza (Majeri¢
Elenkov et al., 2006).

Biokataliticka raznolikost 1 primjenjivost enzima lako se mogu poboljsati direktnom
evolucijom. Otkriveno je da HheC enzim moZe podnijeti zamjenu viSe od 13% aminokiselina
na razini sekvence bez da izgubi svoju strukturu i aktivnost te je zbog toga obecavajuci kandidat
za daljnju biokataliticku evoluciju (Schallmey et al., 2012). Direktna evolucija je usmjerena na
povecanje temperaturne stabilnosti, povecanje reakcijskih brzina, bolje otpornosti na visoke
koncentracije supstrata i produkata te dobivanje Zeljenih produkata visoke kiralne ¢istoce.
Pomoc¢u usmjerene mutageneze mogu se dobiti mutanti HheC enzima koji imaju vece brzine i
razine konverzije supstrata u njithove odgovarajuce epokside. Veca brzina reakcije postize se
zahvaljuju¢i mutaciji halogenidnog veznog mjesta (Janssen et al., 2006), odnosno anionskog
veznog mjesta (Schallmey et al., 2012), koja omogucuje brze otpustanje negativnog iona, a taj
korak je ograniavaju¢i korak za brzinu reakcije, odnosno za konverziju supstrata u produkt
(Janssen et al., 2006). HheC je Cesto predmet istrazivanja u zelji da se direktnom evolucijom
stvori biokatalizator koji ¢e zadovoljavati definirane uvjete za industrijsku primjenu (Schallmey
etal., 2012). Stabilnost enzima narusava se u oksidativnim uvjetima jer moze doc¢i do nastajanja

intramolekularnih disulfidnih veza izmedu monomernih jedinica enzima $to smanjuje njegovu
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aktivnost (Tang et al., 2002). Kako bi se poboljsala stabilnost enzima u oksidacijskim uvjetima
I on postao pogodniji za primjenu u biokataliti¢koj sintezi, cisteinski ostaci mogu se zamijeniti

alaninskim direktnom evolucijom (Schallmey et al., 2012).

Kineticka istraZivanja su pokazala da uocena (R)-preferencija HheC enzima nastaje
zbog preferencije vezanja (R)-enantiomera prema (S)-enantiomeru (Schallmey et al., 2012) sto
je dokazano strukturalnim kristalografskim istrazivanjima pomoc¢u X-zraka (Janssen et al.,
2006). Tijekom reakcije (S)- i (R)- enantiomeri zauzimaju sli¢ne pozicije na aktivnim mjestima,

ali je njihova orjentacija drugacija, §to se moze vidjeti na slici 13.

Arg149 Arg149
T ]
1
yri4s :.’ Tyri4s :..
Ser132 j Ser132
°

(a) (b)

Slika 13. Orijentacija (R)-pNSO i (S)-pNSO na aktivnom mjestu halogenhidrin-dehalogenaze

Za preferirane (R)-epokside, Kkisik epoksida se orijentira prema aktivhom mjestu te
dolazi do interakcija (nastaju vodikove veze) s tirozinom i serinom, dok se kisik (S)-epoksida
orijentira suprotno od Kkatalitickih aminokiselina bez odgovaraju¢eg pravilnog obrasca
uspostave vodikovih veza (Schallmey et al., 2012), odnosno nastaje neproduktivna
konformacija s epoksidom koja kisik ne orijentira prema serinu i tirozinu ve¢ u suprotnom

smjeru (Janssen et al., 2006).

Osim $to je (R)-selektivan enzim, HheC je i B-regioselektivan u reakcijama otvaranja
epoksidnog prstena u prisutnosti razli¢itih nukleofila (Miao et al., 2019). HheC je vrlo
atraktivan i pozeljan biokatalizator za proizvodnju B-cijano i B-azido tercijarnih alkohola
zahvaljujuéi velikom rasponu supstrata ¢iju konverziju moZe katalizirati te Cinjenici da je

opticki Ciste tercijarne alkohole vrlo tesko proizvesti do sada poznatim metodama (Majeri¢
Elenkov et al., 2007).

17



2.4.4. EPOKSIDI - SUPSTRATI

Enzimska aktivnost i brzina reakcije ovisi o supstratu. Cinjenica da su enzimi vrlo specifi¢ni
prema supstratima, ¢ak na razini enantiomera istog spoja, ¢ini enzime upravo tako privla¢nima
za primjenu u industriji. Moguénost da se provedbom reakcije dobije upravo Zeljeni produkt
vrlo visoke CistoCe otvorila je vrata enzimima u industriji. S obzirom da halogenhidrin
dehalogenaze u prirodi kataliziraju reakcije dehalogenacije poprac¢ene zatvaranjem epoksidnog
prstena, ne ¢udi ¢injenica da su alifatski i aromatski vicinalni halohidrini vrlo pogodni supstrati
za halogenhidrin-dehalogenaze. Halohidrini s aromatskim dijelom podlijezu vrlo
enantioselektivnim reakcijama s HheC enzimom (Majeri¢ Elenkov et al., 2014). Otkricem
reverzibilnosti ove reakcije omogucena su dodatna istrazivanja usmjerena prema epoksidima
kao supstratima. Halogenhidrin-dehalogenaze iz sve tri filogenetiCke grupe su pokazale
aktivnost u prisutnosti velikog broja terminalnih epoksida: veca aktivnost je zabiljezena s
monosupstituiranim i disupstituiranim terminalnim epoksidima, dok je s neterminalnim

epoksidima zabiljeZena skromnija aktivnost.

Epoksidi su tro¢lani ciklicki eteri (IUPAC ime: oksirani) Koji Sadrze atom kisika u svojoj

tro¢lanoj prstenastoj strukturi (slika 14) (McMurry, 2011).
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Slika 14. Struktura epoksidnog prstena

Jako napregnut troclani prsten epoksida ¢ini ih mnogo reaktivnijim prema nukleofilnoj
supstituciji od ostalih etera (Solomons et al., 2017). Kemijskom hidrolizom u kiselim uvjetima
dolazi do otvaranja epoksidnog prstena i formiranja diola. Reakcija otvaranja epoksidnog
prstena s kiselinama zapravo povecava njihovu reaktivnost nakon ¢ega slijedi nukleofilna
adicija (vode ako se odvija u vodenom mediju, odnosno nastajanja hidroksilne skupine)
(McMurry, 2011). Voda koja djeluje kao nukleofil napada protonirani epoksid sa strane
nasuprot epoksidnoj skupini (Solomons et al., 2017), odnosno dolazi do Sn2 nukleofilnog
napada gdje nukleofil napada manje ometani ugljik na epoksidnom prstenu i cijepa C-O vezu
(Jespersen et al., 2012). Do otvaranja epoksida moze do¢i i tijekom bazne katalize: ako je

epoksid nesimetriCan, nukleofil ¢e napasti manje supstituirani atom ugljika (Solomons et al.,
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2017). Epoksidi su izuzetno reaktivni i upravo zbog toga su kancerogeni. Epoksidi prolaze vrlo
lagane nukleofilne reakcije supstitucije s DNK. Nukleofilna mjesta na DNK reagiraju na
otvaranje epoksidnog prstena, uzrokujuci alkiliranje DNK stvaranjem kovalentne veze s

karcinogenom (Solomons et al., 2017).

Epoksidi su visoko vrijedni spojevi u organskoj sintezi zbog toga $to se epoksidni prsten
moze kemijski transformirati u brojne sintetski korisne intermedijere (Waldmann, 2012).
Zahvaljujuc¢i Cinjenici da je njihova bioloSka aktivnost Cesto povezana samo s jednim
enantiomerom (eutomerom) te ¢injenici da antipod (distomer) moze imati potencijalno toksi¢ne
1 Stetne efekte, proizvodnja ovih molekula u enantiomerno ¢istoj formi je trenutno vazni
industrijski izazov (Deregnaucourt et al., 2007). Za sintezu ovih vaznih gradivnih jedinica u
enantiomerno Cistoj formi razvijene su razli¢ite metode dobivanja: najznacajnije su asimetri¢na
epoksidacija olefina i kineticka rezolucija epoksida. Metode se Cesto baziraju na uporabi
kiralnih katalizatora koji sadrZe prijelazne metale. Danas se sve viSe razvijaju biokataliticke
metode dobivanja epoksida kao §to su epoksidacija uz monooksigenaze te kineticka rezolucija
racemi¢nih epoksida uz epoksid hidrolaze. Biokataliticka kineti¢ka rezolucija racemicnih
epoksida moze biti vrlo prihvatljiva i atraktivna alternativa (zamjena) za potencijalno toksicne
i supstratom limitirane kemokataliticke metode sinteze (Deregnaucourt et al., 2007). Smatra se
vrlo ucinkovitom, jeftinom, blagom 1 jednostavnom metodom za uporabu te metodoloski
»zelenom kemijom* koja se moze primijeniti za efektivnu preparativnu (industrijsku)
implementaciju (Deregnaucourt et al., 2007). Otkri¢em katalitickih sposobnosti halogenhidrin-
dehalogenaza, ovi enzimi su postali klju¢ni biokataliticki alat za dobivanje opticki Cistih

epoksida (Majeri¢ Elenkov et al., 2008).

Dokazana je i aktivnost halogenhidrin-dehalogenaza prema spiroepoksidima (Majeri¢
Elenkov et al., 2012). Istrazivanja su pokazala da vicinalni fluorirani alkoholi nisu prikladni
supstrati za halogenhidrin-dehalogenaze jer enzim ne moze cijepati C-F vezu (Majeri¢ Elenkov
et al., 2018).

2.4.5. NUKLEOFILI
U reakcijama otvaranja epoksidnih prstena, razli¢iti maleni negativno nabijeni ioni se mogu
ponasati kao nukleofili i ugraditi u strukturu spoja: azidi, cijanidi, cijanati, tiocijanati, nitriti,
formijati (Majeri¢ Elenkov et al., 2012; Schallmey et al., 2012; Schalmmey et al., 2016;
Calderini et al., 2019). Medu navedenim nukleofilima, cijanidi su vrlo zanimljivi zbog sintetske

raznovrsnosti koju pruzaju. Kako se nitrilna grupa moze transformirati u amino skupinu, amide,
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karboksilnu ili karbonilnu grupu, reakcijama mogu nastati razli¢iti enantiomerno ¢isti produkti
koji mogu posluziti kao gradevne jedinice za sintezu bioloski aktivnih spojeva (Majeri¢
Elenkov et al., 2008). Cijanide, kao nukleofile u reakcijama kataliziranima halogenhidrin-
dehalogenazama, po prvi puta je istrazivao Nakamura. Istrazivanje je radio na reakcija otvaranja
epoksidnog prstena 1,2-epoksibutana te je uocio nastajanje B-hidroksivaleronitrila (Janssen et
al., 2006). U reakcijama kataliziranim s HheC iz Agrobacterium radiobacter AD1 u prisutnosti
cijanida dolazi do formiranja velikog broja razli¢itih B-cijano alkohola. Enantioselektivnost
reakcija ovisi o supstratu (epoksidu), a E vrijednosti (razina enantioselektivnosti) su nesto vise
s HheC nego s HheA 1 HheB enzimima. IstraZivanja su pokazala da u reakcijama cijanolize s
HheC enzimom, prisutnost dodatnog supstituenta na epoksidnom prstenu uzrokuje vrlo visoku
enantioselektivnost (E > 200), koja se moze iskoristiti za proizvodnju enantiomerno ¢istih

tercijarnih alkohola (Schallmey et al., 2012).

Brzina reakcije jako ovisi o vrsti 1 prirodi nukleofila te su sa svim epoksidima najbrze
reakcije zabiljeZzene u prisutnosti azida (Majeri¢ Elenkov et al., 2007). Iako su azidi snazniji
nukleofili od cijanida, kemijski katalizirana azidoliza nije niSta brza nego s cijanidima, tj.
spontana azidoliza je mnogo sporija nego enzimski katalizirana azidoliza te zbog toga spontana

azidoliza nema utjecaja na opticku ¢istocu produkta (Majeri¢ Elenkov et al., 2007).

S cijanatima je moguce prevesti mnogo manji broj reakcija jer halogenhidrin-dehalogenaza
(HheC) pokazuje aktivnost samo s izrazito malim epoksidima (supstratima). Istrazivanja su ¢ak
pokazala da cijanat moze uzrokovati inhibiciju otvaranja epoksidnog prstena. Uzrok ovakvom
ponasanju mogla bi biti struktura aktivnog mjesta enzima zbog koje cijanat ne moze zauzeti
povoljni polozaj koji bi omogucio veéu aktivnost enzima. Usprkos ovom nedostatku, cijanati
su vrlo atraktivni nukleofili jer uzrokuju nastajanje oksazolidinonskog prstena (Majeri¢
Elenkov et al., 2008).

2.4.6. MOGUCA PRIMJENA HALOGENHIDRIN-
DEHALOGENAZA

Enzimski katalizirana racemizacija predstavlja atraktivnu opciju za dinamicku kineticku

rezoluciju, s obzirom da se odvija na sobnoj temperaturi, pri neutralnom pH i atmosferskom

tlaku, a sama reakcija je visoko kemoselektivna $to sprjeava racemizaciju produkta.

Halogenhidrin-dehalogenaze su jedinstveni enzimi koji istovremeno mogu katalizirati i

racemizaciju 1 kineticku rezoluciju odredenih supstrata (Majeri¢ Elenkov et al., 2014). U

posljednje vrijeme halogenhidrin-dehalogenaze sve ces¢e zamjenjuju epoksid hidrolaze u
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reakcijama enantioselektivne hidrolize racemi¢nih epoksida jer imaju veci spektar nukleofila s

kojima mogu reagirati, odnosno koje mogu ugraditi u spoj (Majeri¢ Elenkov et al., 2012).

Ovi enzimi predstavljaju vrlo obecavaju¢i biokataliticki alat za sintezu opticki Cistih
epoksida, halohidrina 1 [-supstituiranih alkohola zahvaljuju¢i svojoj iznimnoj
enantioselektivnosti i mogucnosti prihvac¢anja neprirodnih nukleofila u reakcijama otvaranja
epoksidnih prstenova (Majeri¢ Elenkov et al., 2006). Primjenjivost halohidrin dehalogenaza u
uklanjanju organohalogenidnih spojeva iz kontaminiranih otpadnih mjesta te za uklanjanje
toksi¢nih tvari iz hrane, papira i polimerne industrije je dokazana na nekoliko primjera te
pokazana njithova aktivnost (i cijelih stanica koje sadrze halohidrin dehalogenaze 1 djelomi¢no
proCis€enih enzima) u procesima proizvodnje opticki aktivnih C3 1 C4 finih kemijskih
prekursora za vrijedne farmaceutike kao §to su atovarstatin (Lipitor) ili vitamin E (Schallmey
et al., 2012).

2.5. MICHAELIS-MENTENICINA KINETIKA

Michaelis-Mentenicina kinetika je kineticki model (jednadzba 2.1.) koji u obzir uzima

enzimsku dinamiku:

re = VmXcs (2.1

- Km+cs

gdje je rs [mmol dm® min™] brzina reakcije s obzirom na reaktant S (supstrat), cs [mmol dm]
je koncentracija supstrata, Vim [mmol dm?® min*] je maksimalna brzina reakcije, a Km [mmol

dm?] je Michaelisova konstanta.

Razvijena je u 20. stolje¢u od strane njemackog biokemicara Leonora Michaelisa i
kanadske lijecnice Maud Menten. Model daje objasnjenje kako enzim utjeCe na povecanje
kineti¢ke brzine reakcije te kako brzina reakcije ovisi o koncentracijama enzima i supstrata
[XYZ]. Prema reakcijskoj shemi, supstrat (S) se reverzibilno veZze za enzim (E) te nastaje

kompleks enzim-supstrat (ES*) koji nepovratno reagira dajuéi produkt (P) i slobodan enzim (E).
k
E+S 2 [ESY]1SE+P (2.2)

Prema ovoj reakcijskoj shemi moguce je definirati parametre ovog modela, Vi i Kn:

Vm = k3 X CEO (23)
K, = —"1’:"‘3 (2.4.)
2
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pri ¢emu je Ceo pocetna koncentracija enzima, a Ki, k2 1 ks su konstante iz reakcijske sheme.

Michaelisova konstanta Km jednaka je koncentraciji supstrata u trenutnu kada brzina
reakcije iznosi polovicu maksimalne brzine reakcije Vm, 0dnosno to je koncentracija supstrata
pri kojoj je polovica aktivnih mjesta enzima zasi¢ena supstratom (Doran, 2013). Ky, je neovisan
o koncentraciji enzima, ali ima drugacije vrijednosti za razli¢iti enzime, kao i za razliCite
supstrate s razliCitim enzimima. Smatra se relativnom mjerom afiniteta vezanja supstrata,
odnosno stabilnosti supstrata enzim-supstrat: §to Km ima nizu vrijednost, to enzim pokazuje
ve¢i afinitet prema supstratu (Doran, 2013; Findrik Blazevi¢ 2017). Bitno obiljezje
(pretpostavka) Michaelis-Mentenicine Kinetike je da Kkatalizator (enzim) postaje zasi¢en pri
visokim vrijednostima supstrata te se zato ova kinetika naziva i kinetikom zasiCenja. 1z
grafickog prikaza na slici 15 mozemo vidjeti da brzina reakcije ne raste neograni¢eno s
koncentracijom supstrata ve¢ se priblizava granici, Vm. Kada je brzina jednaka maksimalnoj
brzini (rs = Vm), sva aktivna mjesta enzima su zasi¢ena supstratom. Pri koncentracijama
supstrata mnogo ve¢im od Kn, brzina reakcije se priblizava konstantnoj vrijednosti neovisnoj o
koncentraciji supstrata. U to rasponu koncentracija, reakcija je u osnovi nultog reda u odnosu
na supstrat. Kada su koncentracije supstrata mnogo nize od Km, tada se radi o reakciji prvog
reda te postoji priblizno linearna ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata, Cs. U
srednjem dijelu ove hiperbole uo¢ava se podruc¢je Michaelis-Menteni¢ine Kinetike (Hegyi et al.,
2013).

3
Vimax  fe e e e e e e e e s
/
@ | Podrucie kinetike 0. reda
'S Vmax .III ) ) )
= 2 ] Podrucje Michaelis-
e 14 Menteni¢ine Kinetike
g !
= __:__ Podrudie kinetike 1. reda
| -
Km koncentracija supstrata

Slika 15. Graficki prikaz Michaelis-Mentenicine kinetike

Michaelis-Menten kinetika sa zadovoljavaju¢om toc¢noséu opisuje kinetiku mnogih

industrijskih enzima, uz neke iznimke (npr. glukoza izomeraza). Ako postoji viSe supstrata,
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moraju se primijeniti slozenije kinetic¢ke jednadzbe (Doran, 2013). Tako ¢e za sustav S dva

supstrata Michaelis-Menteni¢ina jednadzba poprimiti slijedeci oblik:

VimXcs1XCso (25)

’r =
ST (St +es)X (K32 +cs2)

gdje su cs1 i cs2 koncentracije supstrata Si i Sz, Kn®! i Kn®? su Michaelisove konstante vezane

uz enzim i supstrat Si, odnosno supstrat Sz, a Vim je maksimalna brzina reakcije.

Takoder, mora se voditi ra¢una dolazi li tijekom reakcije do inhibicije enzima, $to se takoder

mora ukljuciti u jednadzbu Michaelis-Menten Kinetike (Findrik Blazevi¢, 2017).

2.6. MATEMATICKO MODELIRANJE

Matematicko modeliranje ima znacajnu ulogu u razvoju biokemijskih reakcija u kojima
enzimi sudjeluju kao (bio)katalizatori. Matemati¢ki model procesa (reakcije) sastoji se od
kineti¢kog 1 reaktorskog modela (Findrik BlaZevi¢, 2017). Dobar kineticki model je temelj
matemati¢kog modeliranja. Postavlja se na temelju eksperimentalnih kinetickih istrazivanja, a
zapravo opisuje vezu izmedu brzine enzimske reakcije 1 veliCina stanja reakcijskog sustava:
koncentracije, temperature i/ili tlaka (Findrik Blazevi¢, 2017). Kod enzimskih reakcija tlak
nema znacajni utjecaj na odvijanje reakcije. Postupak razvoja kinetickog modela podloga je za
projektiranje reaktora. Razvojem matematickih, odnosno kinetickih modela, omogucuje se brzi
1 bolji razvoj reakcije i optimizacija reakcijskih parametara §to uvelike smanjuje potrebu za
provodenjem dodatnih eksperimenata Sto u konacnici doprinosi velikoj ekonomskoj ustedi.

Tijekom razvoja kinetiCkog modela postuju se odredeni koraci (Findrik Blazevi¢, 2017):

I.  Odabire se model za koji se pretpostavlja da ¢e moci opisati eksperimentalne podatke
(na temelju iskustva),
1.  Odabrani model se testira,
[1l.  Provjerava se primjenjivost odabranog modela u Sirem rasponu reakcijskih uvjeta,

IV.  Model se potvrduje procjenom kinetickih parametara.

Reaktorski model je zapravo bilanca tvari u reaktorima koja se temelji na Zakonu o
oCuvanju mase. Osnovne izvedbe reaktorskih modela su: kotlasti reaktor, proto¢no-kotlasti
reaktor i cijevni reaktor. Procesi u reaktorima mogu biti stacionarni ili nestacionarni. Temeljna
razlika je u tome $to kod stacionarnih procesa ne dolazi do akumulacije tvari (biomase, supstrata

i/ili produkta), a kod nestacionarnih se tvari akumuliraju.
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2.6.1. KOTLASTI REAKTOR

Idealni kotlasti reaktor je onaj koji u svakoj tocki reaktora ima jednak (homogen) sastav
reakcijske smjese, kao i temperaturu. U njega se na pocetku provedbe reakcije dodaje reakcijska
smjesa, zatim enzimi/biokatalizator sto oznacava pocetak provedbe reakcije. Ukupni volumen
reakcijske smjese i enzima ne smije prelaziti 75% volumena reaktora. Supstrat(i) se trosi s
vremenom, a koncentracija produkta se istovremeno povecava. Ovaj reaktor karakterizira rad
u nestacionarnom stanju, to je zatvoren sustav u kojem je volumen reakcijske smjese konstantan
(slika 16). Cesto se upotrebljava mijesalo za odrzavanje homogenosti reakcijske smijese.

Kotlasti reaktor jo§ moze biti izveden kao kotlasti reaktor s dotokom supstrata.

Slika 16. Shematski prikaz kotlastog bioreaktora (cs — koncentracija supstrata, mol dm, cx —
koncentracija biomase, g dm, ce — koncentracija produkta, mol dm=, V; — volumen reaktora,
dmd) (Findrik Blazevi¢, 2017)

2.6.2. KOTLASTI REAKTOR S DOTOKOM SUPSTRATA

Kotlasti reaktor s dotokom supstrata idealno je rjesenje za reakcijske sustave u kojima je
biokatalizator inhibiran supstratom (Findrik Blazevi¢, 2017). Kotlasti reaktor s dotokom
supstrata nema izlazni tok kao niti klasi¢an kotlasti reaktor (poglavlje 2.6.1.), a razlika izmedu
ova dva tipa reaktora je u tome $to se kod kotlastog reaktora s dotokom supstrata volumen u
reaktoru konstantno mijenja (povecava) zbog kontinuiranog dovodenja supstrata u reaktor.
Ovakva izvedba reaktora omogucava da se koncentracija supstrata odrzava na Zeljenom nivou
Sto doprinosi postizanju maksimalnog iskoriStenja pretvorbe supstrata u zeljeni produkt.
Poznavanjem kinetike reakcije moguce je odrediti uvjete koncentracija supstrata i njegovog
protoka kako bi dobili maksimalnu koncentraciju produkta u reaktoru. Pozeljno je da je
koncentracija supstrata u dotoku visoka, a protok mali (Findrik Blazevi¢, 2017). Bitno je
osigurati dobro mijeSanje u reaktoru da se koncentracija supstrata dobro razdijeli po volumenu

reaktora (slika 17).
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Slika 17. Shematski prikaz kotlastog bioreaktora s dotokom supstrata (F — molarni protok
supstrata, mol h, cs — koncentracija supstrata u dotoku, mol dm= p - specifiéna brzina rasta
biomase, min, cs — koncentracija supstrata, mol dm, cx — koncentracija biomase, g dm= V; —

volumen reaktora, dm®) (Findrik Blazevi¢, 2017)

2.6.3. PROTOCNO-KOTLASTI REAKTOR

Kod protoéno-kotlastog reaktora (slika 18.), kemijski sastav reakcijske smjese se ne mijenja
s vremenom s obzirom da se stalno dovodi nova reakcijska smjesa zbog ¢ega je koncentracija
produkta u svakoj to¢ki proto¢no-kotlastog reaktora jednaka onoj na izlazu iz reaktora. Sastav
reakcijske smjese ovisi samo o protoku reakcijske smjese, odnosno mozemo re¢i da ga
karakterizira prostorno vrijeme zadrzavanja, tau (t, min) Pretpostavka stacionarnog stanja
podrazumijeva da je ulazni protok reakcijske smjese jednak izlaznom protoku (Findrik
Blazevi¢, 2017).
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Slika 18. Shematski prikaz proto¢no kotlastog bioreaktora (Fu — molarni protok na ulazu, mol
h?, Fiz — molarni protok tvari na izlazu, mol h, cxo — podetna koncentracija biomase, g dm?,
cx — koncentracija biomase, g dm?, V, — volumen reaktora, dm?, p — specifi¢na brzina rasta
biomase, min?) (Findrik Blazevi¢, 2017)

Ukoliko imamo biokatalizator inhibiran produktom, onda ne smijemo odabrati proto¢no
kotlasti reaktor za taj sustav jer on radi u uvjetima izlazne koncentracije produkta u
stacionarnom stanju te ¢e u tim uvjetima brzina reakcije biti niska, a biokatalizator neiskoristen
(Findrik Blazevi¢, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. APARATURA

3.1.1. TRESILICA
Reakcijski sustav za provodenje reakcija sastojao se od kotlastog reaktora i tresilice

VIBROMIX 203 EVT (Tehtnica, Slovenija). Sustav je prikazan na slici 19.

Slika 19. Tresilica

3.1.2. PLINSKI KROMATOGRAF

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu uzoraka koristena je plinska kromatografija (GC,

engl. gas chromatografy).

Slika 20. Sustav plinske kromatografije: 1 — generator vodika, 2 — sustav za automatsko

injektiranje, 3 — plinski kromatograf, 4 — ra¢unalo

U ovoj analiti¢koj metodi uzorak se injektira u struju inertnog plina nosioca (He, Ar, N>),
nosen je strujom plina kroz stacionarnu fazu te dolazi do razdvajanja sastojaka uzoraka koji se

razli¢ito vrijeme zadrzavaju u sustavu s obzirom na razliku u vrsti i jaini interakcija koje
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ostvaruju sa stacionarnom fazom. Kvalitativna analiza temelji se na razli¢itim vremenima
zadrZavanja sastojaka (engl. retention time, tr), a kvantitativna na razliCitim intenzitetima
odziva (povrSinama ispod kromatografske krivulje). Najcesée koristeni detektori u plinskoj
kromatografiji su plameno ionizacijski detektori (engl. flame ionization detector — FID) koji
detektiraju male promjene napona uzrokovane plamenom bogatim elektronima i ionima koji
nastaje izgaranjem organskih tvari u smjesi vodik/zrak. U ovom radu uzorci su analizirani na

uredaju GC-2014 (Shimadzu, Japan) prikazanom na slici 20.
3.1.3. OSTALA APARATURA
Uzorci su odvagani na analitickoj vagi AUW120 (Shimadzu, Japan).

Za pripremu uzorka za analizu plinskom kromatografijom koristene su Pasteurove kapalice

ispunjene vatom i slojem natrijeva sulfata, kao $to je prikazano na slici 21.

zloj natrijeva
sulfata na vati

Slika 21. Pasteurove kapalice sa slojem Na,SO4 na vati

Za mijeSanje i ekstrakciju uzoraka koristena je mijesalica Vortex V-1 plus (Biosan, Latvija).
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3.2.  ANALITICKE METODE

3.2.1. DETEKCIJA (R)-1ZOMERA PRODUKTA

Ispitana je specifi¢nost i selektivnost metode za detekciju (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan
nitrila pomocu plinske kromatografije. Pripremljena je temeljna otopina (R)-3-hidroksi-4,4-
dimetilpentan nitrila koncentracije 500 mM iz koje su pripremljene radne otopine koncentracija
12.5 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM i 100 mM. Pripremljeni uzorci (radne otopine) (R)-izomera
analizirani su pomoc¢u plinske kromatografije na uredaju GC-2014 (Shimadzu, Japan). Uzorci
su se unosili pomoc¢u sustava za automatsko injektiranje AOC-20i (Shimadzu, Japan) pri
sliedeéim uvjetima: Tinjekior = 250°C, p = 37.8 kPa te protok 13.8 mL min’. Mobilna faza bio je
helij iz spremnika (Uljanik tehni¢ki plinovi, Hrvatska), a stacionarna faza akiralna kolona HP-
5 (Agilent Technologies, SAD). Osnovne karakteristike kolona preuzete od proizvodaca dane

su u tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike kolone HP-5 (Agilent Technologies, SAD)

HP-5
Literaturni izvor https://www.agilent.com
Tip kolone Akiralne
Materijal (5%-fenil)-metilpolisiloksan
Duljina/ m 30
Promjer / mm 0.32
Debljina filma / pm 0.25
Temperaturni operativni raspon / °C od -60 do 325 (350)

Uredaj sadrzi FID gdje su pri detekciji (Tdetektor = 250°C) uzorci spaljivani u smjesi sintetskog
zraka iz spremnika (Uljanik tehnicki plinovi, Hrvatska) i vodika generiranog u uredaju Gas
Generator 9150 (Parker Hannifin, SAD). Podaci su obradivani uz programsku podrsku GC
Solutions (Shimadzu, Japan). Dobiveni rezultati iskoriSteni su za izradu bazdarnih pravaca
(prilog 1). U prilogu 1 prikazani su i dobiveni kromatogrami. Uvjeti provedbe analize uzoraka,

komponente 1 pripadaju¢a vremena zadrzavanja dani su u tablici 2.
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Tablica 2. GC metoda i vrijeme zadrzavanja za kolonu HP-5

METODA

STUPANJ PROMJENA/ mint | T/°C VRIJEME ODRZAVANJA t / min
l. / 75 2

. 15 140 0

KOMPONENTA | tr / min
(R)-izomer 4.737

3.2.2. ISPITIVANJE STABILNOSTI EPOKSIDA

Za potrebe razvoja metode za pracenje odvijanja reakcije epoksida i natrijeva cijanida u
prisutnosti halogenhidrin-dehalogenaze ispitana je stabilnost 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana
(epoksida) u puferu. Ispitivanje stabilnosti odnosi se na sposobnost kemikalije da ostane u
nepromijenjenom obliku tijekom vremena u odredenim uvjetima. Razgradnja kemikalija,
odvijanje nezeljenih reakcija ili neke druge promjene koje utjecu na strukturu i svojstva mogu
znatno utjecati da odvijanje Zeljene reakcije te zbog toga iznimno vazno odrediti kako se

kemikalije ponaSaju u odredenim reakcijskim uvjetima

Iz temeljne otopine 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana od 5000 mM pripremljeno je sedam radnih
otopina od 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM i 125 mM. Trenutak u kojem je
radnim otopinama dodano 0.57 mL pufera (pomoc¢u automatske pipete) uzimao se kao pocetak
reakcije, odnosno kao pocetak raspada epoksida. Iz reakcijske smjese izuzeti su alikvoti uzoraka
od 10 uL nakon 0 min, 1 min, 3 min, 5 min, 7 min, 9 min te 15 min od pocetka reakcije kako
bi se poblize odredila stabilnost epoksida u pocetku odvijanja reakcije. Alikvoti uzoraka su
prebaceni u prethodno pripremljenu epruvetu s 500 pL etil acetata te homogenizirani na
mijesalici Vortex V-1 plus (Biosan, Latvija) tijekom 20 s pri ¢emu je doslo do ekstrakcije
uzorka u etil acetatu i nastanku dva nemjesljiva sloja. Organski (gornji) sloj je prebacen u
Pasteurovu kapalicu punjenu slojem natrijeva sulfata. Uzorci su do analize ¢uvani na ledu, a
analizirani su pomoc¢u plinske kromatografije na uredaju GC-2014 (Shimadzu, Japan). Uzorci
su se unosili pomocu sustava za automatsko injektiranje AOC-20i (Shimadzu, Japan) pri
sljede¢im uvjetima: Tinjektor = 250°C, p = 40.8 kPa te protok 14.6 mL min-1. Mobilna faza
bio je helij iz spremnika (Uljanik tehnicki plinovi, Hrvatska), a stacionarna faza akiralna kolona
HP-5 (Agilent Technologies, SAD). Ispitivanju stabilnosti je prethodila izrada bazdarnih
pravaca na HP-5 koloni u rasponu koncentracija epoksida 0-100 mM (prilog 2). Uvjeti provedbe

analize uzoraka, komponente i pripadajuc¢a vremena zadrzavanja dani su u tablici 3.
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Tablica 3. GC metoda i vrijeme zadrzavanja za kolonu HP-5

METODA

STUPANJ PROMJENA/ mint | T/°C VRIJEME ODRZAVANJA t / min
l. / 50 2

. 15 140 0

KOMPONENTA | tr / min
Epoksid 2.42

3.2.3. PRELIMINARNA REAKCIJA

Provedena je preliminarna reakcija epoksida i natrijeva cijanida u prisutnosti halogenhidrin-

dehalogenaze. Shema reakcije je prikazana na slici 22.

0 HHDH OH

>(Q +  NaCN > " CN
>(R\/

Slika 22. Shema reakcije nastajanja (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila biokatalitickom

sintezom iz 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana i natrijeva cijanida u prisutnosti halogenhidrin-

dehalogenaze.

Tijek odvijanja reakcije pracen je pomocu plinske kromatografije na uredaju GC-2014
(Shimadzu, Japan). Uzorci su se unosili pomocu sustava za automatsko injektiranje AOC-20i
(Shimadzu, Japan) pri sljede¢im uvjetima: Tinjektor = 250 °C, p = 37.8 kPa te protok 13.8 mL
min’. Mobilna faza bio je helij iz spremnika (Uljanik tehni¢ki plinovi, Hrvatska), a stacionarna
faza akiralna kolona HP-5 (Agilent Technologies, SAD). Provodenju reakcije je prethodila
izrada bazdarnih pravaca za epoksid i produkt na HP-5 koloni u rasponu koncentracija 0-100

mM (prilog 1 i prilog 2).

Uvjeti provedbe analize uzoraka, komponente i pripadaju¢a vremena zadrzavanja dani su u

tablici 4.
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Tablica 4. GC metoda i vrijeme zadrzavanja za kolonu HP-5

METODA

STUPANJ PROMJENA/ mint | T/°C VRIJEME ODRZAVANJA t/ min
l. / 75 2

. 15 140 0
KOMPONENTA | tr/ min

Epoksid 1.7

Produkt 4.7

Tijek odvijanja reakcije se pratio tijekom 24 h u dva kotlasta reaktora koja su cijelo vrijeme
bila smjestena na tresilici VIBROMIX 203 EVT (Tehtnica, Slovenija). U reaktore su dodane

odredene koli¢ine (redom): pufera, temeljne otopine epoksida (2000 mM), temeljne otopine

natrijeva cijanida (200 mM) te na kraju enzim halogenhidrin-dehalogenaza, $to je predstavljalo

pocetak reakcije. U tablici 5. je prikazan sastav reakcijske smjese svakog od reaktora. Reakcija

se provodila u digestoru.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese u reaktoru 1 te reaktoru 2

REAKTOR 1 | REAKTOR 2

Vreaktor/ pl 1000 1000
Vouter/ pL 435 400
Cepoksid / MM 150 150
VT0-epoksid / Pl 50 50

CNacN / MM 100 100
Vtonaen / pl 500 500
Venzim / puL 15 50

Iz reakcijske smjese je uzet alikvot od 10 pL u trenutku 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h,

2h,3h,4h, 6hi24hodtrenutka pokretanja reakcije. Alikvoti uzoraka su prebaceni u

prethodno pripremljenu epruvetu s 500 pL etil acetata te homogenizirani na mijesalici Vortex

V-1 plus (Biosan, Latvija) tijekom 20 s pri ¢emu je doslo do ekstrakcije uzorka u etil acetatu i

nastanku dva nemjesljiva sloja. Organski (gornji) sloj je prebacen u Pasteurovu kapalicu

punjenu slojem natrijeva sulfata. Uzorci su neposredno do analize ¢uvani na ledu.
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3.3. PRIPRAVA KEMIKALIJA

3.3.1. POPIS KEMIKALIJA

Kemikalije koriStene tijekom izrade ovog rada navedene su u tablici 6. Uz komercijalno

dostupne kemikalije naveden je proizvodac.

Tablica 6. Komercijalno dostupne kemikalije koriStene u radu

KRATICA
PUNI NAZIV KEMIKALIJE KORISTENA U PROIZVODAC
RADU

Metil-terc-butil-eter MTBE Sigma-Aldrich, SAD
3,3-dimetil-1,2-epoksibutan epoksid Sigma-Aldrich
(R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan (R)-produkt Sintetiziran na IRB-u
nitril
Natrijev sulfat Na2SO4 Kemika
Natrijev cijanid NaCN Sigma-Aldrich
Etil-acetat EtOAC Sigma-Aldrich
C tip halogenhidrin dehalogenaze HheC Pripremljen na IRB-u
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3- TriS-SO4 Sigma-Aldrich, SAD
propandiol sulfatni pufer

3.3.2. PRIPRAVA PUFERA

Tris-SO4 pufer pripremljen je otapanjem ¢vrstog uzorka u ultracistoj vodi i podeSavanjem

pH vrijednosti na 7,5 razrijedenom otopinom sumporne kiseline.

3.3.3. PRIPRAVA TEMELJNIH OTOPINA
Temeljna otopina 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana (epoksida) od 5000 mM pripremljena je
otapanjem 0.0767 g ¢vrstog 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana u 150 uL. DMSO, odnosno otapanjem
0.0307 g ¢vrstog 3,3-dimetil-1,2-epoksibutana u 150 uL DMSO za temeljnu otopinu od 2000
mM.

Temeljna otopina natrijeva cijanida od 200 mM pripremljena je otapanjem 0,0490 g ¢vrstog

natrijeva cijanida u 5000 pL ultraciste vode. Vaganje i priprava otopine vrsila se u digestoru.
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Temeljna otopina (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila (produkta) pripremljena je
otapanje 0.0100 g ¢vrstog (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila u 150 uL DMSO.

Ovako pripravljene TO skladistene su u hladnjaku na temperaturi +4 °C i vadene neposredno

prije koristenja.
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4, MATEMATICKO MODELIRANJE

U ovo radu je razvijen kineticki model za reakciju nastajanja (R)-3-hidroksi-4,4-
dimetilpentan nitrila pomoc¢u sheme reakcije (slika 21) i podataka o ovisnosti brzine reakcije o
koncentraciji epoksida. Nakon procjene kinetickih parametara, razvijeni su reaktorski modeli
za kotlasti reaktor (KR) i kotlasti reaktor s dotokom supstrata (KRD) te proto¢no-Kotlasti

reaktor (PKR). Sve simulacije provedene su pomocu programskog paketa SCIENTIST.

4.1. KINETICKI MODEL

Prvi korak u matematickom modeliranju reakcije nastajanja (R)-3-hidroksi-4,4-
dimetilpentan nitrila iz epoksida i natrijeva cijanida u prisutnosti halogenhidrin-dehalogenaze
bio je odredivanje kinetickih parametara reakcije. Stoga su provedena kinetiCka mjerenja
utjecaja koncentracije supstrata na brzinu enzimski katalizirane reakcije. Ova mjerenja su
provedena kao dio drugog diplomskog rada, a ovdje su preuzeta za potrebe razvoja kinetickog
modela reakcije. Osim toga, bilo je potrebno odrediti utjecaj kemijske hidrolize epoksida, pa je
u radu odredena kinetika ove kemijske reakcije. Odreden je red reakcije (n) i konstanta brzine
reakcije (k). Ova reakcija moZe imati znacajan utjecaj na ishod enzimske reakcije i kvalitetu

konac¢nog produkta, stoga ju je potrebno istraziti.

Kinetic¢ki model biokataliti¢ke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila iz epoksida
I natrijeva cijanida u prisutnosti halogenhidrin-dehalogenaze prikazan je jednadzbom 4.1.
Pretpostavke modela su da se epoksid ponasa kao inhibiraju¢i supstrat, a natrijev cijanid je

supstrat koji se ponasa prema Michaelis-Mentenic¢inoj kinetici.

VMXCNacNXCHHDHXCEPOKSID (4 1 )

rn= C
EPOKSID
(cepoksiD+Km EPOKSID +CEPOKSID X, )X(¢NacNtKm NacnN)
i{ EPOKSID

pri ¢emu je r1 — brzina reakcije nastajanja produkta (mmol dm= mint), Vi - maksimalna brzina
enzimske reakcije (mmol dm™ min), cnacn — koncentracija natrijeva cijanida (mM) , ChroH —
koncentracija enzima halogenhidrin-dehalogenaze (mM), ceroksip — koncentracija 3,3-dimetil-
1,2-epoksibutana (mM), Kmeroksip — Michaelisova konstanta za 3,3-dimetil-1,2-epoksibutan
(mmol dm?3), Kieroksio — konstanta inhibicije nastajanja produkta sa supstratom 3,3-dimetil-
1,2-epoksibutanom (mmol dm®) i Kmnacn - Konstanta inhibicije nastajanja produkta sa

supstratom natrijevim cijanidom (mmol dm).

Brzina kemijske hidrolize epoksida je opisana kinetikom n-tog reda, za koju su naknadno

utvrdeni parametri (jed. 4.2.).
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T, =k X Cppoksip (4.2.)

pri ¢emu je r2 — brzina reakcije (mM dm= min?), k — konstanta brzina reakcije (dm= min™),

Ceroksip — koncentracija epoksida (mM) i n — red reakcije.

4.2. REAKTORSKI MODEL ZA KOTLASTI REAKTOR

Reaktorski model za kotlasti reaktor sastoji se od bilancnih jednadzbi (4.3. — 4.5.) koje

opisuju promjene koncentracija epoksida, natrijeva cijanida i produkta reakcija u vremenu.

dCcNacN _
— = 4.3)
dCEPOKSID _ 1 — Ty (4.4)
dt
dCPRODUKT =1 (4.5.)

dt

4.3. REAKTORSKI MODEL ZA KOTLASTI REAKTOR S
DOTOKOM SUPSTRATA

Reaktorski model za kotlasti reaktor s dotokom supstrata sastoji se od bilancnih jednadzbi
(4.6. — 4.10.) koje opisuju promjene koncentracija epoksida, natrijeva cijanida i produkta

reakcija u vremenu.

dc (cCNacN,0=CNacN)*Xq

IZ;:CN — _,r,l + a 0 V a (46)
dCEPOKSID __ (CEPOKSID,0—CEPOKSID)*Xq
dt -_ —T'l - T'2 + v (4.7.)
dCPRODUKT _ ,. __ CPRODUKTX{ (4.8)
dt 1 v e
dCHHDH _ __ CHHDHX{ (4.9)
dt v -
av

—=4q (4.10.)

dt
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4.4. REAKTORSKI MODEL ZA PROTOCNO-KOTLASTI
REAKTOR

Reaktorski model za kotlasti reaktor s dotokom supstrata sastoji se od bilancnih jednadzbi
(4.11. — 4.13.) koje opisuju promjene koncentracija epoksida, natrijeva cijanida i produkta

reakcija u vremenu.

dcNacN CNaCN,0—CNaCN
= oy e (4.11)
T

dCEPOKSID CEPOKSID,0 —"CEPOKSID

ISR = —ry — 1y + (4.12)
T

dcpRODUKT =7 — CPRODUKT (4 13)
dt 1 T B
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5. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. DETEKCIJA (R)-1ZOMERA PRODUKTA
Provodenjem analize uzoraka (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila (produkta) prema
razvijenoj metodi na plinskom kromatografu dobiveni su kromatogrami na kojima su vidljiva
specificna retencijska vremena kao i povrSine kromatografskih krivulja (,,pikova®) koje se
povecavaju proporcionalno povecanju koncentracije uzoraka, kao §to se moze vidjeti na slici

23. Takoder je mogucée vidjeti tragove nusprodukta koji nastaju u reakciji, a nisu identificirani.

|
| NI-N4 nuspr

|

Slika 23. Kromatogram dobiven GC analizom (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila u

rasponu koncentracija 0-100 mM

5.2. ISPITIVANJE STABILNOSTI EPOKSIDA

Provedbom ispitivanja stabilnosti epoksida u puferu dobiveni su rezultati prikazani na slici
24. Za svaku koncentraciju epoksida prikazanu na slici pracena je stabilnost tijekom 15 minuta
te je iz dobivenih podataka procijenjena pocetna brzina reakcije koja je prikazana na slici. Kao
Sto je pretpostavljeno, porastom koncentracije epoksida dolazi do povecanja brzine reakcije
hidrolize epoksida. 1z ovih se rezultata moZe zakljuciti da je hidroliza epoksida reakcija sa

znacajnim utjecajem na odvijanje enzimske reakcije.
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Slika 24. Utjecaj koncentracije epoksida na pocetnu brzinu njegove kemijske hidrolize

5.3. SINTEZA (R)-3-HIDROKSI-4, 4,-DIMETILPENTAN
NITRILA U KOTLASTOM REAKTORU

Provedene su preliminarne reakcije sinteze (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila pri
razli¢itim koncentracijama enzima kako bi se odabrala odgovaraju¢a koncentracija za daljnja
kineticka istrazivanja koja na kraju nisu provedena radi epidemije. Preliminarne reakcije u
reaktoru 1 i reaktoru 2 odvijale su se uz istu pocetnu koncentraciju epoksida i natrijeva cijanida
od 150 mM, ali razli¢itu koncentraciju enzima, tijekom istog vremenskog razdoblja od 24 h, a
uzorci za analizu izuzeti su u istim vremenskim periodima nakon pocetka odvijanja reakcije.
Kromatogram prikazan na slici 25 dokaz su da se reakcija uistinu odvija te da nastaje produkt
(R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitril, odnosno vidljivo je da tijekom vremena dolazi do
smanjenja koncentracije epoksida u reakcijskom smjesi (smanjenje povrsine pikova na RT1.7)

dok istovremeno raste koncentracija produkta (povecanje povrsine pikova na RT4.7).
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Slika 25. Kromatogram dobiven provedbom preliminarne reakcije
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Provedbom preliminarne reakcije izmedu epoksida i natrijeva cijanida u prisutnosti
halogenhidrin-dehalogenaze dobiveni su rezultati prikazani na slikama 26 i 27. U oba slucaja
moze se zamijetiti nagli pad koncentracije epoksida u po¢etku odvijanja reakcije (do = 400 min)
te nastajanje produkta. Osim toga, moze se primijetiti da koli¢ina potroSenog epoksida ne
odgovara koli¢ini nastalog produkta, sto je bilo i za ocekivati, s obzirom da se uz enzimsku
reakciju odvija kemijska hidroliza epoksida.
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Slika 26. Sastav reakcijske smjese u reaktoru 1 tijekom vremena (Vreaktor = 1000 pL., Cepoksip,0
=150 mM, cnacn,o = 100 MM, Viupn = 15 },tL).
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Slika 27. Sastav reakcijske smjese u reaktoru 1 tijekom vremena (Vreaktor = 1000 pL, Cepoksip,o
=150 mM, CNaCN,0 = 100 mM, Vuupn =50 uL).
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U reaktoru 1 u 400-toj minuti koncentracija epoksida u reakcijskom sustavu iznosi 60
mM te nastavlja padati, ali znatno smanjenom brzinom. Nakon 24 h od pokretanja reakcije,
koncentracija epoksida u reakcijskom sustavu iznosi 40 mM. Takoder je vidljivo da odmah
nakon pokretanja reakcije (u 1. minuti) dolazi do formiranja produkta te da u 400.-toj minuti
reakcija njegova koncentracija iznosi 20 mM. Nastavkom odvijanja reakcije ne dolazi do
znacajnog povecanja koncentracije produkta (nakon 24h iznosi Cpropukt = 25 mM). Iz
dobivenih podataka je vidljivo da znacajno smanjenje koncentracije epoksida ne dovodi do
znacajnog povecanja koncentracije produkta u reakcijskom sustavu iz ¢ega se moze zakljuciti
da tijekom reakcije dolazi do drugih nezeljenih reakcija u reakcijskom sustavu kao Sto je
kemijska hidroliza epoksida (stabilnost epoksida, poglavlja 3.2.2. i 5.2.). U reaktoru 2 u 400-
toj minuti koncentracija epoksida u reakcijskom sustavu iznosi = 50 mM te nastavlja padati
smanjenom brzinom. Kao i u reaktoru 1, odmah nakon pokretanja reakcije (u 1. minuti) dolazi
do nastajanja produkta te nakon 24h od pokretanja reakcija njegova koncentracija iznosi = 35
mM. U reaktoru 2 nastalo je viSe produkta, no i dalje je vidljivo da se odvijaju druge sporedne
reakcije koje dovode do znatnog smanjenja koncentracije epoksida koja nije razmjerna s
nastalom koli¢inom produkta. S obzirom da na pocetku reakcije u oba reaktora imamo iste
koncentracije supstrata, ali razli¢ite koncentracije enzima, mozemo zakljuciti da je u reaktoru
1 premala koncentracija enzima §to uzrokuje vrlo brzo zasi¢enje aktivnih mjesta na enzimu te
prestanak odvijanja biokatalitiCke sinteze produkta. U drugom reaktoru veca koncentracija
enzima zasluzna je za nastajanje vece koli¢ine produkta. Takoder, vidljivo je da sporedne
reakcije ometaju odvijanje enzimske reakcije. Prema tome proces bi se vjerojatno mogao

poboljsati primjenom vise koncentracije enzima.
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5.4. PROCJENA KINETICKIH PARAMETARA
Iz eksperimentalnih podataka o stabilnosti epoksida te kineticke jednadzbe 4.2. procijenjeni
su kineti¢ki parametri n i k za reakciju biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan
nitrila pomocu programskog paketa SCIENTIST. Dobivene vrijednosti su prikazane u tablici

7, a dokaz o valjanosti modela moze se vidjeti na slici 28.

Tablica 7. Procijenjene vrijednosti konstante brzine reakcije (k), reda reakcije (n),
Michaelisove konstante za epoksid i natrijev cijanid (Kmepoksio, Kmcisanip), konstante inhibicije

epoksidom (Kieroksip) i maksimalne brzine enzimske reakcije (Vm)

Parametar / Jedinica Vrijednost
k / dm min 0.0527
n 0.7662
Kmepoksip / mmol dm 373.69
Kmcianio / mmol dm™ 4.8
Kiepoksio / mmol dm 0.07
Vi / mmol dm™ min 24.59
2.5
5 ®
— [y
F"c model
é 1.5 ®
=
£
5 1 » ® eksperimentalni
) o podaci
©
0.5
P
0 d
0 50 100 150
c(mM)

Slika 28. Graficki prikaz ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata (epoksida) —

poklapanje eksperimentalnih podataka s pretpostavljenim modelom

S obzirom na procijenjenu vrijednost reda reakcije (n = 0.7662) moze se zakljuciti da se
radi o sloZzenoj kinetici te da je mehanizam reakcije sloZeniji od pretpostavljene kineticke

jednadzbe. Programski kod za ovu simulaciju dan je u prilogu 3. U nastavku razvijanja
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matematickog modela reakcije za kotlasti reaktor, kotlasti reaktor s dotokom supstrata i
proto¢no-kotlasti reaktor polazilo se od pretpostavke da je epoksid supstrat koji inhibira
reakciju, a da se natrijev cijanid ponasa prema Michaelis-Menteni¢inoj kinetici iz ¢ega je

razvijen kineti¢ki model (jednadzba 4.1.).

5.5. KOTLASTI REAKTOR

U programskom paketu SCIENTIST provedene su simulacije za odvijanje biokatalitiCke
sinteze produkta u kotlastom reaktoru pri razli¢itim pocetnim koncentracijama epoksida,
natrijeva cijanida i enzima. Programski kod za ove simulacije dan je u prilogu 4. Tijekom prvih
simulacija poc¢etne koncentracije epoksida i natrijeva cijanida iznosile su 50 mM, a varirana je

koncentracija enzima (0.25 mg cm, 1 mg cm™ i 10 mg cm). Dobiveni rezultati prikazani su

na slici 29.
60
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Slika 29. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
kotlastom reaktoru (Vreaktor = 1000 L pri cepoksip,o = 50 MM, cnacn,0 = 50 mM te koncentracijama

enzima yunpn = 0.25 mg cm, 1. mg cm, 10 mg cm™)

Iz dobivenih podataka, odnosno njihovog grafi¢kog prikaza na slici 29. moZemo vidjeti da
veé pri maloj koncentraciji enzima od 0.25 mg cm™ dolazi do biokataliti¢ke sinteze produkta,
iako je prinos produkta vrlo malen; crropukT ~ 2.7 MM nakon uspostave ravnoteze u t = 100
min. Povecanjem koncentracije enzima pri istim koncentracijama supstrata (epoksida i natrijeva
cijanida) dolazi do nastajanja veée koli¢ine produkta. Pri koncentraciji enzima od 10 mg cm

nastaje najvise produkta. S obzirom da povecanjem koncentracije enzima pri istim pocetnim
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koncentracijama supstrata nastaje vise produkta, mozemo zakljuciti da povecana koncentracija
enzima pogoduje odvijanju enzimske reakcije. Pretpostavka je da pri niskim koncentracija
enzima vrlo brzo dolazi do zasi¢enja aktivnih mjesta enzima zbog ¢ega dolazi i do prekida
odvijanja enzimske reakcije. Takoder je vidljivo da se povecanjem koncentracije enzima u
reaktoru smanjuje vrijeme potrebno za uspostavu ravnoteze: pri yunpr = 0.25 mg cm ravnoteza
se uspostavila u t = 100 min, pri yunon =1 mg cm™ u t = 80 min te pri yunon =10 mgcm3u t
= 40 min. Obzirom da nastajanje produkta nije proporcionalno smanjenju koncentraciji
epoksida, mozemo zakljuciti da se u reaktorima odvijaju nepozeljne reakcije koje ometaju

biokatalitic¢ku sintezu produkta.

Provedene su 1 simulacije s po¢etnim koncentracijama epoksida 1 natrijeva cijanida od 100
mM te 250 mM te variranjem koncentracije enzima od 0.25 mg cm, 1 mg cm® i 10 mg cm™®

Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 30 i 31.

120 Epoksid pri yHHDH=0.25 mg cm-3
100
Epoksid pri yHHDH=1 mg cm-3
80
s 60 Epoksid pri yHHDH=10 mg cm-3
(S
T 40
Produkt pri yHHDH=0.25mg cm-3
20
0 Produkt pri yHHDH=1 mg cm-3
0 100 200 300
-20 /s Produkt pri yHHDH=10 mg cm-3

Slika 30. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
kotlastom reaktoru (Vreakor = 1000 L pri Cepoksipo = 100 mM, Cnacno = 100 mM te

koncentracijama enzima yurpn = 0.25 mg cm®, 1 mg cm3, 10 mg cm™®)
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Slika 31. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
kotlastom reaktoru (Vreakor = 1000 L pri Cepoksipo = 250 mM, Cnacno = 250 mM te

koncentracijama enzima ynrpn = 0.25 mg cm®, 1 mg cm™, 10 mg cm®)

Obje simulacije pokazuju da pri ve¢im koncentracija enzima u reaktoru nastaje veca
koli¢ina produkta, odnosno da pri ve¢im koncentracijama enzima enzimska reakcija nije toliko
ometena sporednim, nezeljenim reakcijama. Simulacije su pokazale da povecanjem
koncentracije supstrata na 100 mM, odnosno 250 mM, ne dolazi do znacajnog povecéanja
koncentracije produkta. [z toga mozemo zakljuciti da koncentracija supstrata nije limitirajuci
faktor za provodenje biokataliticke sinteze produkta, ve¢ da to uvelike ovisi o koncentraciji
enzima u reaktoru. Pri ve¢oj koncentraciji supstrata uz istu koncentraciju enzima odvija se vise
sporednih reakcija koje ometaju biokatalitiCku sintezu produkta zbog cega ne dolazi do
znacajnog porasta u koncentraciji nastalog produkta: pri y = 1 mM nastaje 15 mM produkta uz
pocetnu koncentraciju supstrata od 100 mM dok uz pocetnu koncentraciju supstrata od 250 mM

nastaje 20 mM produkta. Uzrok ovakvog trenda mogao bi biti inhibicija enzima supstratom.

5.6. KOTLASTI REAKTOR S DOTOKOM SUPSTRATA

U programskom paketu SCIENTIST provedene su simulacije za odvijanje biokataliticke
sinteze produkta u kotlastom reaktoru s dotokom supstrata pri istim po¢etnim koncentracijama
epoksida i natrijeva cijanida od 50 mM, 100 mM i 250 mM te koncentraciji epoksida i natrijeva
cijanida u dotoku od 1 M. Uz variranje koncentracije supstrata, varirana je i koncentracija

enzima (5 mg cm=, 10 mg cm? i 100 mg cm™®) kao i brzina protoka (q = 0.05 mL minte 0.5
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mL min). Simulirane su promjene uvjeta u reaktoru tijekom 24 h. Dobiveni rezultati prikazani
su na slikama 32, 33 i 34. Programski kod za ove simulacije dan je u prilogu 5.
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Slika 32. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
kotlastom reaktoru s dotokom supstrata Vreaktor = 1000 L pri Ceroksip,o = 50 MM, Cnacno = 50
MM, Cepoksin,d = 1 M, Cnacng= 1 M, prHon = 5 mg cm™, 10 mg cm®, 100 mg cm3 te A) q =
0.05 mL min?, B) g = 0.5 mL min?
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Slika 33. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u

kotlastom reaktoru s dotokom supstrata Vieaktor = 1000 L pri Cepoksip,0 = 100 mM, Cnacn,o = 100

MM, Cepoksip,d = 1 M, Cnacng= 1 M, yurpon =5 mg cm3, 10 mg cm™, 100 mg cm3te A) q =
0.05 mL min?, B) g = 0.5 mL min?
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e cijanid pri yHHDH=10 mg cm-3 = cijanid pri yHHDH=5 mg cm-3 produkt priyHHDH=5 mg cm-3

Slika 34. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
kotlastom reaktoru s dotokom supstrata Vreaktor = 1000 L pri Cepoksip,o0 = 250 MM, Cnacn,o = 250
MM, Cepoksin,d = 1 M, Cnacng= 1 M, prHpn = 5 mg cm™, 10 mg cm®, 100 mg cm3te A) q =
0.05 mL min?, B) g = 0.5 mL min?

Iz grafickih prikaza rezultata simulacije biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-
dimetilpentan nitrila u kotlastom reaktoru s dotokom supstrata tijekom 24 h (1440 min) vidljivo
je da u reaktoru dolazi do sinteze produkta. Na konverziju supstrata u produkt znacajan utjecaj
ima koncentracija enzima u reaktoru kao i brzina protoka. Koncentracija supstrata u dotoku je
u svim simulacijama bila 1 M. Pri pocetnoj koncentraciji supstrata (epoksida i natrijeva
cijanida) od 50 mM te protoku od 0.05 mL min* nakon t = 1440 min u reaktoru je nastalo 70
mM produkta pri koncentraciji enzima od 5 mg cm?3. Poveéanjem koncentracije enzima u

reaktoru dolazi do povecanja konverzije supstrata u produkt te pri koncentraciji enzima od 10

47



mg cm™ nastaje 81 mM tijekom 1440 min, dok pri koncentraciji enzima od 100 mg cm™ nastaje
107 mM produkta. Pri protoku od 0.5 mL min! nakon 1440 min u reaktoru je nastalo 344 mM
produkta pri koncentraciji enzima od 5 mg cm™, 384 mM produkta pri koncentraciji enzima od
10 mg cm, te 437 mM produkta pri koncentraciji enzima do 100 mg cm. Iz grafickog prikaza
na slici 32 (Al i B1) se moze vidjeti da nakon t = 225 min (kada govorimo o manjem protoku),
odnosno t = 150 min, koncentracija epoksida pada na 0 mM.

Pri pocetnoj koncentraciji supstrata od 100 mM te protoku od 0.05 mL min™ tijekom
1440 min nastaje 74 mM pri koncentraciji enzima od 5 mg cm®, 88 mM pri koncentraciji
enzima od 10 mg cm™ te 136 mM produkta pri koncentraciji enzima od 100 mg cm?. Pri
protoku od 0.5 mL min™ tijekom 1440 min nastaje 338 mM produkta pri najnizoj koncentraciji
enzima, 381 mM produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm te 457 mM produkta pri
koncentraciji enzima od 100 mg cm™. Kao i pri poéetnoj koncentraciji supstrata od 50 mM, i
pri koncentraciji od 100 mM ubrzo nakon pokretanja reakcije dolazi do pada koncentracije

epoksida na 0 mM.

Pri najvecoj pocetnoj koncentraciji supstrata od 250 mM (od odabranih za provednu
simulacije) te protoku od 0.05 mL min? tijekom 1440 min nastaje 75 mM produkta pri
koncentraciji enzima od 5 mg cm, 93 mM produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm™ te
175 mM produkta pri koncentraciji enzima od 100 mg cm®; pri protoku od 0.5 mL min nastaje
325 mM produkta pri koncentraciji enzima od 5 mg cm3, 370 mM produkta pri koncentraciji
enzima od 10 mg cm? te 474 mM produkta pri koncentraciji enzima od 100 mg cm?.

Koncentracija eposkida i u ovom slu¢aju ubrzo pada na 0 mM.

Usporeduju¢i reakcije koje su se odvijale uz iste pocetne koncentracije supstrata 1 iste
koncentracije enzima u reaktoru, vidljivo je da povecanjem protoka dolazi do povecanja
konverzije u reaktoru (pri Cosupstrat = 100 MM i Cenzim = 10 mg cm™ nastaje 88 mM produkta uz
protok od 0.05 mL min?, dok pri protoku od 0.5 mL min nastaje 381 mM produkta). Ove
simulacije pokazuju da je potrebno jako paZljivo izbalansirati koncentraciju enzima, brzinu
dotoka supstrata, kao i koncentraciju supstrata u dotoku, kako bi se mogao smanjiti utjecaj

hidrolize epoksida na rac¢un kvalitete dobivenog produkta.

48



5.7. PROTOCNO-KOTLASTI REAKTOR

U programskom paketu SCIENTIST provedene su simulacije za odvijanje biokataliticke
sinteze produkta u proto¢no-kotlastom reaktoru pri istim pocetnim koncentracijama i
koncentracijama epoksida i natrijeva cijanida u dotoku od 50 mM, 100 mM i 250 mM. Uz
variranje koncentracije supstrata, varirana je i koncentracija enzima (0.25 mg cm, 1 mg cm
i 10 mg cm™®) kao i brzina protoka (q = 0.5 mL mint, 1 mL min i 2 mL min). Dobiveni
rezultati prikazani su na slikama 35, 36 i 37. Programski kod za ove simulacije dan je u prilogu
6.
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Slika 35. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
proto¢no-kotlastom reaktoru (Vreaktor = 1000 L pri Cepoksipo = 50 MM, Cnacno = 50 mM,
Ceroksip= 50 MM, Cnacn = 50 MM, yurpn = 0.25 mg cm®, 1 mg cm, 10 mg cm™®) te A) g = 0.5

mL min?, B) g =1 mL mintte C) g =2 mL min*
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Slika 36. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
protoéno-Kotlastom reaktoru (Vreakor = 1000 cm?® pri Cepoksipo = 100 mM, Cnacno = 100 mM,
Ceroksip= 100 MM, Cnacn = 100 MM, prrpn = 0.25 mg cm3, 1 mg cm3, 10 mg cm®) te A) q =
0.5mL mint, B) g=1mL mintte C) g =2 mL min*
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Slika 37. Simulacija odvijanja biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-dimetilpentan nitrila u
proto¢no-kotlastom reaktoru (Vreaktor = 1000 cm?® pri Cepoksino = 250 MM, Cnacno = 250 mM,
Ceroksip= 250 MM, Cnacn = 250 MM, prrpn = 0.25 mg cm3, 1 mg cm3, 10 mg cm3) te A) q =
0.5mL mint, B) g=1mL mintte C) g =2 mL min*

Iz grafickih prikaza rezultata simulacije biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4-
dimetilpentan nitrila u proto¢no-kotlastom reaktoru vidljivo je da u reaktoru dolazi do sinteze
produkta. Na konverziju supstrata u produkt znacajan utjecaj ima koncentracija enzima u
reaktoru, dok brzina protoka nema tako znacajan utjecaj pri uvjetima odabranim za usporedbu.

Pri koncentraciji supstrata (epoksida i natrijeva cijanida) od 50 mM te protoku od 0.5 mL min

o1



! dolazi do uspostave stacionarnog stanja u t = 8000 min te nastaje 8 mM produkta pri
koncentraciji enzima od 0.25 mg cm™. Poveéanjem koncentracije enzima u reaktoru dolazi do
povecanja konverzije supstrata u produkt te pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ nastaje 20
mM, dok pri koncentraciji enzima od 10 mg cm nastaje 39 mM produkta. Pri protoku od 1 mL
min! stacionarno stanje se uspostavlja nakon 5000 min te nastaje 9 mM produkta pri
koncentraciji enzima od 0.25 mg cm™, 22 mM produkta pri koncentraciji enzima od 1 mg cm’
%, te 41 mM produkta pri koncentraciji enzima do 10 mg cm™. Pri najve¢em protoku, g = 2 mL
min, vrijeme potrebno za uspostavu stacionarnog stanja je najkraée, odnosno stacionarno
stanje se uspostavlja nakon 3000 min. Nastaje 10 mM produkta pri koncentraciji enzima u
reaktoru od 0.25 mg cm, 24 mM produkta pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ te 41 mM
produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm™, Vidljivo je da pove¢anjem protoka nastaje
neznatno viSe produkta. Pri poc€etnoj koncentraciji supstrata od 100 mM te protoku od 0.5 mL
min! stacionarno stanje se uspostavlja nakon 10 000 min te nastaje 20 mM pri koncentraciji
enzima od 0.25 mg cm™, 47 mM pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ te 83 mM produkta pri
koncentraciji enzima od 10 mg cm. Pri protoku od 1 mL min’ nastaje 22 mM produkta pri
najnizoj koncentraciji enzima, 51 mM produkta pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ te 85
mM produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm™, Stacionarno stanje se uspostavlja nakon
6000 min. Pri podetnoj koncentraciji supstrata od 250 mM te protoku od 0.5 mL min
stacionarno stanje se uspostavlja nakon 12 000 min te nastaje 57 mM produkta pri koncentraciji
enzima od 0.25 mg cm, 133 mM produkta pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ te 219 mM
produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm?; pri protoku od 1 mL min nastaje 40 mM
produkta pri koncentraciji enzima od 0.25 mg cm, 133 mM produkta pri koncentraciji enzima
od 1 mg cm™ te 223 mM produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg cm™ dok pri protoku od
2 mL min! nastaje 11 mM produkta pri koncentraciji enzima od 0.25 mg cm, 58 mM produkta
pri koncentraciji enzima od 1 mg cm™ i 225 mM produkta pri koncentraciji enzima od 10 mg
cm3. Iz dobivenih rezultata se moze zakljuciti da povecéanje protoka pri odabranim uvjetima
utjeCe na smanjenje vremena potrebnog za uspostavu stacionarnog stanja, no ne utjece znacajno

na povecanje konverzije u reaktoru.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu istrazen je enzim halogenhidrin-dehalogenaza, odnosno njegova
sposobnost da katalizira sintezu (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila iz 3,3-dimetil-1,2-
epoksibutana, uz prisutnost natrijeva cijanida. Epoksidi su vazni prekursori u farmaceutskoj i
kemijskoj industriji te se intenzivno istrazuju s obzirom da se iz njih mogu dobiti opticki aktivni
enantiomeri koji pokazuju korisno biolosko djelovanje. Dobivanje Cistih enantiomera osobito
je bitno 1 zanimljivo farmaceutskoj industriji, a ¢esto moze biti iznimno skupo 1 dugotrajno. U
ovom radu je razvijena GC metoda za detekciju (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila Sto je
omogucilo provodenje i pracenje reakcije njegove biokataliticke sinteze. S obzirom da su
epoksidi iznimno podlozni kemijskoj hidrolizi, ispitana je stabilnost supstrata 3,3-dimetil-1,2-
epoksibutana u puferu. Rezultati su pokazali da se pove¢anjem koncentracije epoksida poveca

i brzina njegove hidrolize.

Poznavanjem stabilnosti epoksida 1 metode za detekciju zeljenog produkta, provedena
je preliminarna reakcija biokataliticke sinteze (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila iz 3,3-
dimetil-1,2-epoksibutana, uz prisutnost natrijeva cijanida. Dobiveni rezultati su potvrdili da
tijekom reakcije uistinu nastaje (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitril. S obzirom na
epidemioloske uvijete, nije se krenulo u daljnje optimiranje reakcijskih uvjeta ve¢ su se dobiveni

rezultati iskoristili za razvoj matematickog modela biokatalitiCke sinteze produkta.

Uz matematic¢ki model za reakciju nastajanja (R)-3-hidroksi-4,4,-dimetilpentan nitrila,
razvijeni su reaktorski modeli za kotlasti reaktor, kotlasti reaktor s dotokom supstrata i
proto¢no-kotlasti reaktor. Provedene simulacije biokataliticke sinteze pokazale su da se reakcija
odvija u sva tri reaktora, ali da je ona vi$e ili manje ometana odredenim ¢imbenicima. Odvijanju
biokataliticke sinteze produkta pogoduje veca koncentracije enzima u reaktorima te je pri

koncentraciji enzima od 10 mg cm™ uocdena najveca konverzija u sva tri reaktora.

Simulacije su ukazale da povecanjem koncentracije supstrata u kotlastom reaktoru pri
istoj koncentraciji enzima nastaje manja koli¢ina produkta jer vjerojatno dolazi do inhibicije
enzima supstratom i odvijanja nepoZeljnih sporednih reakcija, medu kojima je vjerojatno

prisutna i kemijska hidroliza epoksida.

U kotlastom reaktoru s dotokom supstrata provedene simulacije pri odabranim uvjetima
pokazale su da protok ima veliki utjecaj na konverziju supstrata u produkt, kao i koncentracija

enzima. U ovom je reaktoru bilo moguce posti¢i najvecu koncentraciju produkta. Ipak, bilo bi
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jos$ potrebno optimirati reakcijske uvjete kako bi se postigao zadovoljavajuéi rezultat po pitanju

minimalne koli¢ine enzima.

U protoc¢no-kotlastom reaktoru je uoceno da protok znacajno ne utjeCe na povecanje

konverzije pri istrazivanim uvjetima, ali zato ima znacajni utjecaj na vrijeme potrebno da se

uspostavi stacionarno stanje.
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7. POPIS SIMBOLA I KRATICA KORISTENIH U RADU
Arg - arginin
ATP — adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate)
¢ — mnozinska koncentracija, mmol dm
C* - kiralni atom ugljika
Ceo — pocetna koncentracija enzima, mg dm™
cp — koncentracija produkta, mM
Cs (Cs1, Cs2) — koncentracija supstrata (koncentracija supstratal, koncentracija supstrata2), mMm
cx — koncentracija biomase, g dm™

Cxo — pocetna koncentracija biomase, g dm™
DKR — dinamicka kineticka rezolucija

DMSO - dimetil sulfoksid

DNK — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)
E —enzim

Ea — energija aktivacije bez prisutnosti entima, kJ

Ea' — energija aktivacije u prisutnosti enzima, kJ

Er — ukupna energija reakcije, kJ

ES, ES*— kompleks enzim-supstrat

EtOAC — etil-acetat

FID — plameno ionizacijski detektor (engl. flame ionization detector)

Fu — molarni protok tvari na ulazu, mol h*!

Fiz — molarni protok tvari na izlazu, mol h

G — Gibbsova slobodna energija, kJ

GC - plinska kromatografija (engl. gas chromatography)

AGg — energija vezanja, kJ

AG — promjena Gibbsove energije, kJ

He - helij

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

HX — halogen vodik

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

Union of Biochemistry and Molecular Biology)
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k1, ko, ks - konstante brzine reakcija formacije i disocijacije kompleksa enzim-supstrat te
nastajanja produkta, min=

kq — konstanta deaktivacije, min

Km— Michaelisova konstanta, mmol dm

Kms1, Kms2 - Michaelisove konstante vezane uz enzim i supstrat Sz, odnosno supstrat Sz, mmol
dm?

Ki— konstanta inhibicije, mmol dm

KR — kotlasti reaktor

m — masa, ¢

M;— molarna masa komponente, g mol*

MTBE — metil terc-butil eter

N — mnozina tvari, mol

P- produkt

pH — negativan logaritam aktiviteta vodikovih iona

pKa — negativan logaritam konstante disocijacije Kiseline

(R)- R-izomer

rac - racemat

rs — brzina enzimske reakcije, mmol dm= min*

S — supstrat

Ser — serin

T — temperatura, °C

t — vrijeme, s

tr — vrijeme zadrzavanja na koloni(engl. retention time), min

Tyr —tirozin

t”— vrijeme poluZivota, min

TO — temeljna otopina

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

UV zraCenje — ultraljubicasto zracenje (engl. ultraviolet radiation)
V — volumen, cm®

Vm — maksimalna brzina enzimske reakcije, mmol dm min-
Vr — volumen reakcijske smjese, cm®

y — masena koncentracija, mg dm

d — promjena
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9. PRILOZI

Prilog 1. Bazdarni pravac za GC analizu (R)-3-hidroksi-4,4dimetilpentan nitrila (produkta) na
HP-5 koloni
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Prilog 2. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije epoksida GC analizom na HP-5 koloni
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Prilog 3. Programski kod za procjenu kinetickih parametara
/l racunanje kK i n

IndVars: cE

DepVars: r

Params: k, n

/IKineticka jednadzba

r=k*((cE)"n)

/Ipocetne vrijednosti

k=0.1

n=0.1

**k*k
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Prilog 4. Programski kod za simuliranje reakcije u kotlastom reaktoru

/I kotlasti reaktor

IndVars: t

DepVars: cCIJANID, cEPOKSID, cPRODUKT

Params: Vm, KmCIJANID, KmEPOKSID, KiEPOKSID
/I kineticki model

r1=(Vm*cCIJANID*cEPOKSID*cHHDH)/((cEPOKSID+KmEPOKSID+CEPOKSID*(CEPO
KSID/KIEPOKSID))*(cCIJANID+KmCIJANID))

r2=k*((cEPOKSID)"n)
IIreaktorski model
cCIJANID'=-r1
CEPOKSID'=-r1-r2
cPRODUKT'=r1

/Ipocetne vrijednosti i parametri

t=0
Vm=24.59
KmCIJANID=4.8

KmEPOKSID=373.69
KiEPOKSID=0.07
cCIJANID=50
cHHDH=0.25
CEPOKSID=50
cPRODUKT=0

n=0.7663
k=0.0527

*k*k
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Prilog 5. Programski kod za simulaciju reakcije u kotlastom reaktoru s dotokom supstrata
/I kotlasti reaktor s dotokom supstrata

IndVars: t

DepVars: cCIJANID, cEPOKSID, cPRODUKT

Params: Vm, KmCIJANID, KmEPOKSID, KiEPOKSID

/I Kineticki model

r1=(Vm*cCIJANID*cEPOKSID*cHHDH)/((cCEPOKSID+KmEPOKSID+cEPOKSID*(CEPOKSID/K
iIEPOKSID))*(cCIJANID+KmCIJANID))

r2=k*((cEPOKSID)"n)

/lreaktorski model
CCIJANID'=-r1+((cCIJANIDd-cCIJANID)*(q/V))
CEPOKSID'=-r1-r2+((cEPOKSIDd-cEPOKSID)*(q/V))
cPRODUKT'=r1-(cPRODUKT*(q/V))
cHHDH'=-(cHHDH*(q/V))

V'=q

/Ipocetne vrijednosti i parametri

t=0

Vm=24.59

KmCIJANID=4.8

KmEPOKSID=373.69

KiEPOKSID=0.07

cCIJANID=50

cHHDH=0.25

CEPOKSID=50

cPRODUKT=0

V=1000
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g=0.5

cCIJANIDd=10000

cEPOKSIDd=10000

n=0.7663

k=0.0527

-

Prilog 6. Programski kod za simulaciju reakcije u proto¢no-kotlastom reaktoru
/I protocno-kotlasti reaktor

IndVars: t

DepVars: cCIJANID, cEPOKSID, cPRODUKT

Params: Vm, KmCIJANID, KmEPOKSID, KiEPOKSID
/1 kineticki model

r1=(Vm*cCIJANID*CEPOKSID*cHHDH)/((cEPOKSID+KmEPOKSID+CEPOKSID*(CEPOKSID/K
iIEPOKSID))*(cCIJANID+KmCIJANID))

r2=k*((cEPOKSID)"n)

/Ireaktorski model
cCIJANID'=-r1+((cCIJANIDO-cCIJANID)/tau)
CEPOKSID'=-r1-r2+((cEPOKSID0-cCEPOKSID)/tau)
cPRODUKT'=r1-(cPRODUKT/tau)

/Ipocetne vrijednosti i parametri

t=0

Vm=24.59

KmCIJANID=4.8

KmEPOKSID=373.69

KiEPOKSID=0.07

cCIJANID=250
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cHHDH=1
CEPOKSID=250
cPRODUKT=0
cCIJANID0=250
cEPOKSID0=250
tau=V/q

V=1000

g-1

n=0.7663

k=0.0527

*k*k
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10. ZIVOTOPIS

Jelena Jelaci¢ | Osiovnoskolsko obrazovanje
zavrdila je u Zapresicu u OS Antuna Augustindiéa, a srednjoskolsko u X. gimanziji ,,Jvan
Supek® u Zagrebu. 2015. godine upisala je preddiplomski studij Primijenjene kemije na
Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije na Sveucilistu u Zagrebu. 2018. godine zavrsila
je preddiplomski studij obranom zavr$nog rada na temu OKksidacija diola u prisutnosti
oksidoreduktaza te stekla titulu prvostupnice primijenjene kemije. U rujnu iste godine upisala

je diplomski studij Primijenjene kemije, smjer Specifi¢ni materijali 1 napredne tehnologije.
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