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SAZETAK

Opticki Ciste tvari su vrijedni prekursori u farmaceutskoj industriji i industriji finih
kemikalija, stoga pretvorba racemi¢nih smjesa u enantiomerno Ciste produkte predstavlja
izazov. Jedna od metoda deracemizacije je dinamicka kineticka rezolucija (DKR) koja se
zasniva na kineti¢koj rezoluciji u kombinaciji s in situ racemizacijom sporije reagirajuceg
enantiomera supstrata. Halogenhidrin dehalogenaze (HHDH) u metabolickim putovima
kataliziraju reverzibilnu dehalogenaciju vicinalnih halogenhidrina do epoksida.

U radu je razvijen matemati¢ki model DKR rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i
dobivanja (S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona uz enzim HheC iz Agrobacterium
radiobacter AD1. Ispitivana DKR se sastoji od tri reakcijska stupnja: i. favorizirano
nastajanje (S)-oksazolidinona reakcijom (S)-epoksida i cijanatnih iona, ii. nastajanje
1,3-dibromo-2-metil-2-propanola iz (R)-epoksida i bromidnih iona, te iii. nastajanje
rac-epoksida iz dibromoalkohola.

Matematicki model sastoji se od kineticCkog modela 1 bilanci tvari u reaktoru.
Odredivanjem kinetike reakcije DKR wutvrden je razlicit afinitet enzima prema
enantiomerima. U i. stupnju reakcije za (S)-epoksid utvrdeno je da supstrati prate
Michaelis-Menteni¢inu kinetiku uz inhibicijski u¢inak (S)-epoksida na enzim pri vis§im
koncentracijama. Za (R)-epoksid utvrdeno je da prati kinetiku 1. reda, a cijanatni ioni
Michaelis-Menteni¢inu kinetiku. Bromidni ioni te suprotni enantiomeri epoksida u oba
slucaja imaju inhibicijski uc¢inak na enzim. U ii. stupnju DKR oba epoksida prate kinetiku
1. reda, a bromidni ioni Michaelis-Menteni¢inu kinetiku uz inhibiciju u slucaju
(S)-epoksida. U slucaju (S)-epoksida takoder postoji inhibicijski uéinak suprotnim
enantiomerom i cijanatnim ionima. Otkriveno je da je reakcija zatvaranja dibromoalkohola
odnosno iii. stupanj DKR spontan kemijski proces pri kojem rac-epoksid nastaje prema
Kinetici 1. reda.

Opticki Cisti (S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on moze se dobiti uz pazljivo
odabrane reakcijske uvjete. DKR je potrebno provoditi pri niskim koncentracijama
rac-epoksida, radi inhibicije supstratom (S)-epoksidom u i. stupnju, te niskim
koncentracijama bromidnih iona, koje su dovoljne za provodenje ii. stupnja i ne inhibiraju

enzim u i. stupnju.

Kljuéne rije¢i: dinamicka kineticka rezolucija, halogenhidrin dehalogenaza, epoksid,

oksazolidinon, kinetika enzimske reakcije, matematicko modeliranje



SUMMARY

Optically pure compounds are valuable precursors in pharmaceutical and fine
chemicals industry, so the conversion of racemic mixtures to enantiomerically pure
products represents a challenge. One of the deracemization methods is the dynamic Kinetic
resolution (DKR) which couples a kinetic resolution with in situ racemization of the slower
reacting substrate enantiomer. Halohydrin dehalogenases (HHDH) in metabolic pathways
catalyze the reversible dehalogenation of vicinal halohydrin to epoxide.

In this paper, a mathematical model of rac-2-bromomethyl-2-methyl-oxirane DKR
has been developed to obtain (S)-5-bromomethyl-5-methyloxazolidin-2-one with the HheC
enzyme from Agrobacterium radiobacter AD1. The examined DKR consists of three
reaction steps: i. favored formation of (S)-oxazolidinone in (S)-epoxide and cyanate ions
reaction; ii. the formation of 1,3-dibromo-2-methyl-2-propanol in (R)-epoxide and bromide
ions reaction; and iii. the formation of rac-epoxide from dibromo-alcohol.

The mathematical model consists of the kinetic model and the mole balance in the
reactor. By determining the DKR reaction kinetics, different affinity of the enzyme
towards the enantiomers has been observed. In the i. reaction step for (S)-epoxide, it has
been determined that both substrates follow Michaelis-Menten kinetics with the inhibitory
effect on the enzyme at higher concentrations of the (S)-epoxide. The (R)-epoxide follows
the first-order kinetics and the cyanate ion Michaelis-Menten kinetics. Bromide ions and
the opposite epoxide enantiomers in both cases have an inhibitory effect on the enzyme. In
the ii. reaction step both epoxides follow first-order kinetics and the bromide ions follow
Michaelis-Menten kinetics with the inhibitory effect in the case of (S)-epoxide. In the case
of (S)-epoxide enzyme inhibition with another enantiomer and cyanate ion is present as
well. It has been found that the reaction of dibromo-alcohol closure, i.e. iii. reaction step, is
a spontaneous chemical process in which rac-epoxide is formed by first-order kinetics.

Optically pure (S)-oxazolidinone can be obtained with carefully selected reaction
conditions. DKR should be carried out at low concentrations of the rac-epoxide, because
of the (S)-epoxide substrate inhibition in the i. reaction step, and low concentrations of
bromide ions, which should be sufficient enough to perform the ii. reaction step and which

do not inhibit the enzyme in the i. step.

Keywords: dynamic kinetic resolution, halohydrin dehalogenase, epoxide, oxazolidinone,

enzymatic reaction kinetics, mathematical modeling
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1. Uvod

1. UvoD

Biokataliticki procesi posljednjih su godina u fokusu znanstvenih istrazivanja jer
prate sve intenzivniji svjetski trend ,,zelene kemije“. Provode se u blagim reakcijskim
uvjetima, trose manje energije i proizvode manje otpada. Otkri¢a u biokatalizi preslikavaju
se u industrijske procese ¢ime se doprinosi ekonomicnosti procesa i zadovoljavaju se
zakonske regulative s aspekta zaStite okoliSa. Broj industrijskih primjena enzima
bombasti¢no je porastao posljednjih godina, a na prvom mjestu nalazi se proizvodnja sve
slozenijih finih kemikalija poput farmaceutika, agrokemikalija i dodataka prehrani, koja se
vise ne oslanja isklju¢ivo na klasi¢nu organsku sintezu veé¢ ju nadopunjava ili pak uspjesno
zamjenjuje sa selektivnim biokatalitickim procesima (Kim et al., 2015; Blamey et al.,
2017).

Osim iz ekonomskih i ekoloskih razloga koji doprinose odrZivosti procesa,
biokataliza svoju funkciju u farmaceutskoj industriji pronalazi radi moguénosti dobivanja
opticki ¢istih spojeva iz prokiralnih supstrata pomocu selektivnih enzima (Pham-Huy et al.,
2006). Biokataliticka pretvorba neprirodnih supstrata posljednjih je godina znacajno
porasla kao alternativa kemijskoj asimetri¢noj sintezi (Tang et al., 2012). lako su iste
kemijske strukture, ve¢ina enantiomera kiralnih lijekova pokazuje znacajne razli¢itosti u
bioloskim aktivnostima. Eliminacijom nezeljenih enantiomera dobivaju se mo¢niji,
selektivniji i specifi¢niji lijekovi (Pham-Huy et al., 2006), ¢ime se snizava doza, smanjuju
varijabilnosti u metabolizmu te izbjegavaju potencijalno 3tetni udinci na organizam (Sinko,
2005).

Kako bi se biokataliti¢ki procesi implementirali u industrijski sektor, potreban je
Citav niz ispitivanja iz podrucja genetickog, proteinskog i biokemijskog inZenjerstva.
Biokemijsko reakcijsko inzenjerstvo bavi se odredivanjem kinetike enzimskih reakcija i od
iznimne je vaznosti pri komercijalizaciji biokatalitickih procesa. Poznavanje ¢imbenika
poput stabilnosti, specificne enzimske aktivnosti i potencijalnih inhibicija igra klju¢nu
ulogu u poboljsanju kvalitete i kvantitete proizvoda (Gummadi et al., 2017). Provedba
eksperimenata u manjem mjerilu i matematiCko modeliranje preduvjeti su za brzo i
ucinkovito uvecanje procesa, ¢ime se skracuje vrijeme i smanjuju troSkovi ispitivanja

(Vasi¢-Racki et al., 2011).



2. Op¢i dio

2. OrCI DIO
2.1. Biokatalizatori

2.1.1. Op¢enito o biokatalizatorima

Biokatalizatori tj. enzimi (gré. év+ {ouo — u plijesni) su aktivni proteini koji
kataliziraju biokemijske reakcije sinteze i cijepanja molekula u Zivim organizmima. Vecéina
enzima djeluje intraceluarno, tj. unutar stanice u kojoj se sintetiziraju, a neki se izlucuju i
djeluju ekstracelularno. Poput kemijskih katalizatora, enzimi omogucavaju alternativni put
reakcije kojim se izbjegava usko grlo, odnosno najsporija reakcija nekataliticki vodenog
procesa. Za alternativni put potrebna je niza energija aktivacije (Ea) $to ima za posljedicu
brze formiranje produkata i uspostavljanje reakcijske ravnoteze (Patel et al., 2016). Enzimi
ne utjecu na promjenu slobodne Gibbsove energije (4G) niti na ravnotezno stanje reakcije

(Liu, 2016). Slika 2.1 prikazuje djelovanje enzima sa stajalista energijskih promjena.

/ ES%kat

energija

E+P l_

reakcijska koordinata

SLIKA 2.1. Shematski prikaz energijskih potreba katalizirane i nekatalizirane reakcije pri ¢emu su: E — enzim,
S —supstrat, P — produkt, AG — slobodna energija, ES* — kompleks enzim-supstrat,

kat — katalizirana reakcija i nekat — nekatalizirana reakcija



2. Op¢i dio

Enzimi su proteini gradeni od jednog ili viSe polipeptidnih lanaca cije se
molekulske mase kreéu izmedu 15000 i nekoliko milijuna g mol™. Aminokiseline se
medusobno povezuju stvaranjem peptidnih veza izmedu amino i1 karboksilnih skupina,
tvoreéi polipeptidne lance. Prosjeéni polipeptidni lanac, koji predstavlja primarnu strukturu
proteina (slika 2.2), sastavljen je od 500 molekula aminokiselina, a upute o njihovom
broju, vrsti i slijedu zapisane su u genu u molekuli deoksiribonukleinske kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid — DNA) (Roskoski, 2007). Sekundarna struktura proteina odnosi se
na lokalnu strukturnu konformaciju polipeptidnih lanaca, koji izvijanjem i stvaranjem
vodikovih veza tvore alfa-uzvojnice ili beta-strukture proteina radi stabilizacije u prostoru i
snizavanja energije makromolekule. Daljnje savijanje, uvijanje i zbijanje lanaca odreduje
trodimenzionalnu tercijarnu strukturu proteina. Ukoliko je protein graden od vise
polipeptidnih lanaca, tzv. podjedinica, kvartarna struktura odnosi se na njihov medusobni
raspored i slaganje u vece agregate (Langan, 2006). Najbolji biokatalizatori dolaze u obliku
kvartarnih struktura, tj. globularnin kompleksa stabiliziranih disulfidnim mostovima i

sekundarnim valencijskim silama (Findrik, 2013).

SEKUNDARNA STRUKTURA | TERCIJARNA STRUKTURA |

PRIMARNA STRUKTURA |
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SLIKA 2.2. Strukture proteina



2. Op¢i dio

Kako bi se reakcija ubrzala, enzim i supstrat moraju do¢i u fizi¢ki kontakt. Postoje
dvije teorije koje opisuju tu interakciju. Prva pretpostavlja medusobnu komplementarnost
supstrata i enzima odnosno da molekula supstrata pristaje u aktivno mjesto molekule
enzima kao $to klju¢ pristaje u bravu (slika 2.3-A). Druga pretpostavlja da je enzim
komplementaran prijelaznom stanju supstrata (slika 2.3-B), tj. onom kemijskom obliku
koji supstrat mora poprimiti pri prelasku u produkt reakcije (Liu, 2016). U oba slucaja
enzim i supstrat tvore kompleks pomocu van der Waalsovih sila, elektrostatskih sila,
vodikovih veza ili rijetko kovalentnih veza. Kompleksiranje i odvajanje mora biti vrlo brzo
I reverzibilno kako bi nepromijenjeni enzim mogao nastaviti svoje kataliticko djelovanje

na ostalim molekulama (Suzuki, 2015).

SUPSTRAT PRODUKTI
A“) KOMPLEKS m
) ENZIM-SUPSTRAT g

KOMPLEKS PRODUKTI

SUPSTRAT

ENZIM-SUPSTRAT

_ m '
SLIKA 2.3. Shematski prikazi hipoteza djelovanja enzima: A. klju¢-brava i B. pobudene prilagodbe

Ponekad su za kataliticku aktivnost enzima potrebni kofaktori. To su neproteinske
molekule koje trajnim ili privremenim vezanjem za enzim poboljSavaju biokemijske
transformacije, npr. jer sluZe kao intermedijeri u reakcijama prijenosa. Organske molekule

kofaktora nazivaju se koenzimi (Rucker et al., 2016).



2. Op¢i dio

Enzimi su specificni prema supstratu te se stoga i klasificiraju prema reakcijama
koje kataliziraju. Prema Internacionalnoj uniji za biokemiju i molekularnu biologiju (engl.
International Union of Biochemistry and Molecular Biology — IUBMB) postoji 6 glavnih
skupina enzima. Pojedine skupine su navedene u tablici 2.1 uz pripadajuce reakcije koje

kataliziraju (Palmer et al., 2011).

TABLICA 2.1. Podjela enzima i pripadajucih reakcija prema [IUBMB

SKUPINA ENZIMA  KATALIZIRANA REAKCIA

Oksidoredukaze  oksidacija/redukcija

prijenos atoma ili skupine medu molekulama (iskljucujuéi reakcije

Transferaze
ostalih skupina enzima)
Hidrolaze reakcije hidrolize
Liaze reakcije eliminacije funkcionalnih skupina kidanjem kovalentnih veza
Izomeraze reakcije izomerizacije
Ligaze reakcije stvaranja kovalentne veze uz istodobnu hidrolizu pirofosfatne

veze u adenozin-trifosfatu (ATP) ili slicnom nukleotidu

2.1.2. Biokataliza

Biokataliticki procesi koriste izolirane 1 procis¢ene enzime ili Zive stanice
mikroorganizama za katalizu specifi¢nih reakcija ili dijelova reakcija. Poznato je oko 3000
razli¢itih vrsta enzima (Binod et al., 2013) koji kataliziraju oko 4000 razli¢itih procesa u
Zivim organizmima, ali samo oko 5 % ih je komercijalizirano u industrijske svrhe. lako se
enzimi nalaze u svim zivim organizmima, za industrijske procese dobivaju se ve¢inom iz
mikroorganizama, tj. prokariotskih bakterija i eukariotskih kvasaca i plijesni, zbog
prednosti poput brze sposobnosti rasta, vec¢e produktivnosti i lakSe geneticke manipulacije
za pojacanu proizvodnju (Patel et al., 2016).

Enzimi u Zivim organizmima su specifi¢ni i visoko selektivni te obavljaju to¢no
odredenu funkciju u kompleksnim bioloskim procesima. Medutim, istrazivanjima u
podru¢ju biokatalize otkriveni su brojni enzimi koji imaju neprirodnu selektivnost,

prihvacaju ostale supstrate i aktivni su u neuobicajenom okolisu (Arnold et al., 2015).



2. Op¢i dio

Biokataliticki procesi od velikog su znacaja u kemijskoj, farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji jer vode smanjenju vremena trajanja procesa, broja reakcijskih
stupnjeva i ukupne koli¢ine otpada (Wohlgemuth, 2010). Njihovom upotrebom moguce je
izbjec¢i ekstremne reakcijske uvjete poput visokih temperatura i tlakova, visokih 1 niskih
pH vrijednosti te upotrebe organskih otapala (Sanchez et al., 2017). Osim navedenog,
enzimi pruzaju mogucénost proizvodnje opticki Cistih spojeva zahvaljujuci visokoj
kemoselektivnosti, regioselektivnosti i stereoselektivnosti (Nestl et al., 2011). Drugim
rijeCima, u blagim reakcijskim uvjetima moguce je dobiti Zeljene produkte visoke €istoce 1
niske toksi¢nosti, Sto smanjuje operacijske troskove, potrebne sigurnosne mjere i negativan

utjecaj na okoli$ (Sanchez et al., 2017).

2.1.3. Halogenhidrin dehalogenaza
2.1.3.1. Klasifikacija, struktura i reakcijski mehanizmi

Halogenhidrin dehalogenaze (HHDH) filogenetski pripadaju kratkolan¢anim
hidrogenazama/reduktazama jer dijele nekoliko strukturnih i mehanisti¢kih znacajki, poput
one da su homotetramernog oblika i sastavljene od para dimera (slika 2.4). Za razliku od
kratkolan¢anih hidrogenaza/reduktaza, na mjestu za vezanje nikotinamidnog kofaktora

posjeduju prostrani dZzep za vezanje nukleofila.

SLIKA 2.4. Struktura HheC
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HHDH posjeduju aminokiselinsku triadu serin-tirozin-arginin (Ser-Tyr-Arg) te
kataliziraju reverzibilnu dehalogenaciju halohidrina i stvaranje epoksida kroz

intramolekulsku nukleofilnu supstituciju halogena susjednom hidroksilnom skupinom.
Mehanizam reakcije u oba smjera prikazan je slikom 2.5.
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SLIKA 2.5. Mehanizam A. dehalogenacije B. otvaranja epoksidnog prstena kataliziran HHDH

Zahvaljuju¢i strukturi, HHDH takoder mogu iskoristiti druge, negativno nabijene
nukleofile poput cijanida, azida ili nitrita (slika 2.6) u ireverzibilnom otvaranju epoksidnog

prstena pri ¢emu nastaju nove C-C, C-N ili C-O veze (Schallmey et al., 2016).
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SLIKA 2.6. Kataliticko podrucje djelovanja HHDH

2.1.3.2. Podjela i pregled koristenja HHDH u biokatalizi

Prema dosadasnjim saznanjima u vidu izolacije, prociS€avanja 1 istrazivanja

kodiraju¢ih gena HHDH iz mikroorganizama, postoje tri filogenetska podtipa A, Bi C u

koje spadaju:

HheA iz Corynebacterium sp., soj N-1074,

HheA2 iz Arthrobacter sp., soj AD2,

HheB iz Corynebacterium sp., soj N-1074,

HheB2 iz Mycobacterium sp., soj GP1 te

dva identi¢na HheC iz Agrobacterium radiobacter, soj AD1 i Rhizobium sp., soj
NHG3 (Schallmey et al., 2016).

Od navedenih enzima najvise je proucavan HheC iz A. radiobacter AD1. Dokazano je

da HheC postoji u velikom broju organizama poput bakterija, gljiva, biljaka i sisavaca

(Venuvanalingama et al., 2011). Prema dosadasnjim saznanjima samo dva gena su dio

operona koji upravlja metabolizmom epoksida, stoga ne treba iskljuciti mogucnost da je

HheC ukljucena i u druge fizioloske funkcije (Schallmey et al., 2016).
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Raznolike reakcije i Sarolikost s aspekta prihvacajucih nukleofila (slika 2.6) omogucuju
stvaranje razlicitih epoksida, f-supstitutiranih alkohola i drugih spojeva pomoéu HHDH
Sto ih Cini atraktivnim kandidatima za prakti¢nu upotrebu u biokatalizi. To se ponajprije
odnosi na HheC radi visoke stereoselektivnosti, odnosno prednosti za primjenu u sintezi
opticki Cistih spojeva.

Najvaznija biokataliticka primjena je proizvodnja (R)-4-cijano-3-hidroksibutirata iz
etilnog (S)-4-kloro-3-hidroksibutirata preko odgovarajuéeg (S)-epoksida kao intermedijera,
koji sluzi u medicinskoj biokemiji kao prekursor za proizvodnju statina, lijekova za
snizavanje kolesterola. Daljnje sintetske primjene HHDH ukljucuju sintezu opticki Cistih
epihalohidrina i kiralnih tercijarnih alkohola.

Osim proizvodnje, HHDH se koriste 1 za biorazgradnju toksi¢nih ksenobiotika poput
1,2,3-trikloropropanola prisutnog u onecis¢enim tlima i vodama te uklanjanje
3-kloro-1,2-propandiolnih estera nastalih u procesima proizvodnje hrane.

HHDH pronalaze primjenu i neSto novijeg datuma u analitickoj kemiji pri
kvantifikaciji azida i cijanida u vodenim otopinama. Ova metoda bazira se na enzimski
kataliziranoj reakciji cijanida odnosno azida s 1,2-epoksibutanom pri ¢emu se produkti
1-azidobutan-2-ol i 3-hidroksipentannitril analiziraju plinskom kromatografijom (engl. gas
chromatography — GC) (Schallmey et al., 2016).

2.2. Opticki Ciste tvari
2.2.1. Svojstvo kiralnosti

Kiralnost je svojstvo nesimetri¢nih molekula da nisu u mogucnosti poklopiti se
pomacima ili zakretima s vlastitom zrcalnom slikom. Svojstvo se odnosi prvenstveno na
molekule koje kao srediste kiralnosti sadrze asimetri¢ni ugljikov atom, odnosno ugljikov
atom na koji su vezana Cetiri razli¢ita atoma ili skupine. Spojevi koje odlikuje svojstvo
kiralnosti te se odnose kao predmet i njegova zrcalna slika (slika 2.7) su prostorni izomeri
(stereoizomeri) i nazivaju se enantiomeri (grcki: évavmiog — suprotan, uépog — dio).
Enantiomeri pokazuju opti¢ku aktivnost odnosno zakrec¢u ravninu polarizirane svjetlosti za
isti iznos kuta, ali u suprotnim smjerovima. Ve¢ prema tome u kojem smjeru zakreé¢u
ravninu, razlikujemo (R)-enantiomere (lat. rectus — desni) i (S)-enantiomere (lat. sinister —

lijevi).
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Opticka Ccisto¢a uobiCajeno se izrazava enantiomernim omjerom E (2.1) ili
enantiomernim viskom (engl. enantiomeric excess — ee) koji je prema definiciji omjer
razlike i zbroja molova oba enantiomera (2.2), a moze se izraCunati kao omjer optickoga
zakretanja uzorka koji sadrzava smjesu enantiomera i optickoga zakretanja jednoga Cistog

enantiomera (2.3).

_ n®)

=5 (2.1)

_ n®)-n(s) |

= s 100, [%] (2.2)
pe = —zmiereno 1) [o4] (2.3)

®maksimalno

Tri su moguca ishoda mjerenja opti¢ke aktivnosti spoja:
I. enantiomerno Cisti spoj — kiralni spoj koji zakreée ravninu polarizacije samo u
jednom smjeru,
ii. enantiomerno obogacen spoj — kiralni spoj ¢iji enantiomerni omjer iznosi vise od
50 : 50, a manje od 100 : 1,
lii. racemi¢na smjesa (racemat) — ekvimolarna smjesa obaju enantiomera jednog

stereoizomera koja uslijed anulirajuceg ucinka ne pokazuje opticku aktivnost.

2.2.2. Opticki ¢iste tvari u farmaceutskoj industriji

Kiralnost je vrlo Cesta pojava u spojevima koje sadrze Zivi organizmi, poput
aminokiselina, nukleinskih kiselina, proteina, Se¢era i hormona. Priblizno 50 % lijekova na
trziStu je kiralno, a svega 25 % je dostupno u enantiomerno ¢istom obliku, pri ¢emu samo
jedna konformacija uzrokuje Zeljeni ucinak (slika 2.7) dok je druga inaktivna ili u
najboljem slucaju slabo aktivna (Solomons et al., 2013). Enantiomerno cisti lijekovi imaju
bolja terapeutska svojstva zbog sniZzenja doze, smanjenja varijabilnosti u metabolizmu
lijeka, jednostavnijeg odnosa doza-odgovor te poboljsanja tolerantnosti, stoga je uvodenje
kiralnih lijekova sve vaznije u medicinskoj praksi (Sinko, 2005). U nekim slu¢ajevima
drugi enantiomer aktivne tvari ¢ak uzrokuje ozbiljne nuspojave ili je toksi¢an. Radi toga
opticki Ciste tvari su vrijedni prekursori u farmaceutskoj industriji i industriji finih
kemikalija. Klasi¢ne organske sinteze Cesto se provode u ekstremnim reakcijskim uvjetima
koji, osim $to zahtijevaju visoke sigurnosne mjere, takoder mogu dovesti do nezeljenih

sporednih reakcija. Biokataliza je naroCito vazna s industrijskog gledista u proizvodnji
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aktivnih farmaceutskih tvari (engl. active pharmaceutical ingredient — API) jer je u
mogucnosti  zadovoljiti ekstremno visoke zahtjeve u vidu regio-, stereo- i

enantioselektivnosti lijekova (Patel, 2018).

ENANTIOMER KOJI ENANTIOMER KOJI
KONFORMACIJOM ODGOVARA KONFORMACIJOM NE ODGOVARA
RECEPTORSKOM MJESTU RECEPTORSKOM MJESTU
: - - :
. ™
receptori ™ .
S b
v .

SLIKA 2.7. Enantioselektivnost receptora u zivim organizmima

2.2.2.1. Epoksidi

Epoksidi (oksirani) su ciklicki eteri koji u tro¢lanom prstenu sadrze kisikov atom
(slika 2.8-A). Sadrze djelomi¢no pozitivno nabijene atome ugljika i bazi¢ni Kisik, a
napetost prstena i polarnost ¢ini ih podloznima za reakcije s raznovrsnim reagensima;
nukleofilima i elektrofilima te kiselinama i bazama (Nakano et al., 2007). lako su sami
rijetko lijekovi, Becker Conceptus Pharmaceutical Intermediates Database navodi mnogo
epoksida kao intermedijere za dobivanje API-ja. U farmaceutskoj industriji epoksidi se
smatraju vrijednim i multifunkcionalnim polaznim tvarima jer se zahvaljujuci velikoj
reaktivnosti lako mogu pretvarati u druge, stabilnije organske tvari (Janssen et al., 2008).
Osim reaktivnosti, velika prednost epoksida je svojstvo kiralnosti. Monosupstituirani
epoksidi mogu reagirati na stereocentru s inverzijom konfiguracije produkta ili na
akiralnom centru uz zadrZavanje konfiguracije, pri ¢emu je regioselektivnost otvaranja
prstena odredena kombinacijom kemijske reaktivnosti, koja se temelji na elektronskim i

sterickim faktorima, te selektivnosti enzima (Lutje Spelberg et al., 2012).
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2.2.2.2. Oksazolidinoni

Obilno koristenje, propisivanje bez adekvatne indikacije i nepravilno zbrinjavanje
antibiotika dovelo je do alarmantnog porasta u broju vrsta bakterija rezistentnih na nekada
u¢inkovite antibiotike. Zdravstvena zaStita zahtijeva neprestana ulaganja i napretke u
istrazivanju 1 razvoju inovativnih lijekova. Oksazolidinoni su spojevi koji sadrze
peteroc¢lani heterociklicki prsten 2-oksazolidon u svojoj strukturi (slika 2.8-B) i pokazuju
potencijalna ljekovita svojstva s preferencijalnim antibakterijskim djelovanjem.
Oksazolidinoni pripadaju novoj vrsti sintetickih antimikrobnih agensa koji imaju
jedinstvenu strukturu i dobru aktivnost protiv gram-pozitivnih bakterija poput meticilin
rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA), penicilin rezistentnog Streptococci sp. i
vankomicin rezistentnog Enterococci sp. Oksazolidinoni selektivno inhibiraju sintezu
bakterijskih proteina jer se vezu na mjesta na bakterijskom ribosomu i sprjecavaju
stvaranje funkcionalnog 70S kompleksa u fazi inicijacije stadija translacije (Singla et al.,
2012). Trzisne formulacije oksazolidinona dolaze u formi tableta i intravenoznih terapija,
kao npr. Linezolid 600 mg (Pliva Hrvatska d.o.0.), prvi komercijalno dostupni
oksazolidinon koji sluzi za lijeCenje upale plu¢a uzorkovane gram-pozitivnim bakterijama

(http://www.halmed.hr).

Klasi¢ne metode sinteze oksazolidinona ukljucuju velik broj reakcijskih stupnjeva
(npr. reakcijom anilina i glicidola nastaje amino-diol koji podlijeze kiralnoj rezoluciji
(R)-mandelinskom kiselinom, a zatim slijede tosilacija alkohola, zamjena azida, redukcija i
acilacija amina), koriStenje Stetnih kemikalija (npr. jodokarmabacija dodatkom piridina),
teSke reakcijske uvjete (npr. visokotemperaturna ciklizacija uz refluks katalizatora
otopljenog u ksilenu), skupe katalizatore (npr. premjestanje skupina unutar propagilnih
tert-butilkarbamata katalizirano zlatom) i slicno (Singla et al., 2012). 1z tog razloga
biokataliticka sinteza oksazolidinona predstavlja ekonomski i ekoloski isplativu

alternativu.

A B o

@)
Rf'-. ‘\“R4 )k
R/2 \Rs NH O

SLIKA 2.8. Opcenita strukturna formula A. epoksida i B. 2-oksazolidona
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2.2.3. Dobivanje opticki Cistih tvari

Opticki Ciste tvari mogu se pripraviti separacijskim i asimetri¢nim sintetskim
metodama. Separacijske metode odnose se na razdvajanja enantiomera iz racemicne
smjese i temelje se na Cinjenici da kiralne molekule u kiralnom okruzenju pokazuju
razli¢ita svojstva. Medu separacijske metode spadaju kokristalizacija S enantiomerno
Cistim reagensima, preparativna kromatografija s kiralnim nepokretnim fazama i kineticka
rezolucija. Uz Cesto vrlo visoku cijenu separacijskih metoda, njihov glavni nedostatak je
iskoriStenje koje u idealnom slucaju iznosi 50 %. Suprotno tome, u asimetri¢nim sintetskim
metodama primjenjuju se stereoselektivni katalizatori koji reagiraju s jednim od
enantiomera supstrata pa je pomoc¢u njih teoretski moguce dobiti iskoristenje od 100 %
(Sinko, 2005 ; Mikleusevi¢, 2016).

2.2.3.1. Dinamicka kineticka rezolucija

Kineticka rezolucija kao metoda separacije zasniva se na brzem reagiranju jednog
enantiomera od drugog dajuci enantiomerno obogaéen produkt. Produkt i neizreagirani
enantiomer supstrata imaju razlicita fizikalna svojstva na temelju kojih je njihovo
odvajanje pojednostavljeno. Kako bi se doskocilo problemu polovi¢nog iskoristenja
kineticke rezolucije, razvijena je metoda dinamicke kineticke rezolucije (DKR). DKR
predstavlja kombinaciju kineti¢ke rezolucije S in situ racemizacijom sporije reagirajuceg
enantiomera polaznog supstrata pri ¢emu je moguce teoretsko iskoriStenje od 100 %.
Uvjeti za uspjeSnu DKR su enantioselektivnost glavne reakcije, velika brzina reakcije
racemizacije, kompatibilnost obaju reakcija s aspekta reakcijskih uvjeta te inertnost

katalizatora prema produktu kako bi se izbjegle slijedne reakcije (Mikleusevi¢, 2016).

2.3. Modeliranje biotransformacija

lako su biokataliticki procesi sli¢ni konvencionalnim kemijskim procesima, pri
provedbi procesa nuzno je uzeti u obzir enzimsku kinetiku i operacijsku stabilnost enzima.
Izrada matemati¢kog modela procesa kljucan je korak pri ispitivanju novog sustava, jer se
njegovom primjenom mogu odrediti optimalni radni uvjeti i mikrookoli§ za biokatalizatore
s ciljem kona¢nog optimiranja produktivnosti. Strategija razvoja modela za enzimske

reakcije moze se podijeliti na pet koraka:

13



2. Op¢i dio

I. karakterizacija biokatalizatora u ovisnosti o pH vrijednosti, T i supstratu u
koncentracijama relevantnim za industrijsku skalu te odredivanje mehanizma
enzimske reakcije,

ii. prikupljanje eksperimentalnih podataka metodom pocetnih reakcijskih brzina i
Ispitivanjem utjecaja svih spojeva reakcijskog medija na brzinu reakcije,

Iii. procjena kinetickih parametara nelinearnom regresijskom analizom,

iv. validacija modela u kotlastom reaktoru (KR) pri razli¢itim koncentracijama
biokatalizatora i supstrata,

V. upotreba modela, tj. provedba reakcija u razliCitim tipovima reaktora,
optimizacija koncentracija enzima i supstrata te izrada simulacija

produktivnosti procesa u ovisnosti o prostoru i vremenu.

Matematicki model enzimske reakcije sastoji se od kinetickog modela te reaktorskog
modela. Kineticki modeli opisuju ovisnost brzine enzimske reakcije o reakcijskim
veli¢inama stanja i parametrima, a reaktorski modeli sastoje se od bilanca tvari koje ovise
o tipu reaktora (Vasi¢-Racki et al., 2011). Po razvoju modela slijedi njegova validacija
odnosno utvrdivanje valjanosti. Validacija modela se definira kao dokaz da racunalni
model unutar svoje domene primjenjivosti posjeduje zadovoljavajuci raspon to¢nosti
(Sargent, 2005).

2.3.1. Kineti¢ki modeli enzimskih reakcija

Jednosupstratna enzimska kinetika (2.4) naziva se Michalis-Menteni¢ina kinetika
prema njezinim predlagadima, pri ¢emu rs [mmol dm® min™] predstavlja brzinu enzimske
reakcije, ¢s [mmol dm] koncentraciju supstrata, Vim [mmol dm?® min-*] maksimalnu brzinu
enzimske reakcije i Km [mmol dm] Michaelisovu konstantu.

o = Jacs. (2.4)

- Km+cs

Takoder se naziva i kinetika zasi¢enja jer su Michaelis i Menten pretpostavili da
enzim posjeduje fiksan broj aktivnih mjesta koja u slucaju visokih koncentracija supstrata
budu zasi¢ena. Kinetika zasi¢enja supstratom moze se prikazati jednostavnom reakcijskom
shemom (2.5) koja ukljuce reverzibilnu reakciju formacije enzim-supstrat kompleksa te

oslobadanje produkta i nepromijenjenog enzima disocijacijom kompleksa:
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ko
E+S2ES*SE+P (2.5)
k;

Parametri Michaelis-Mentenicine kinetike matematicki se definiraju prema jednadzbama
2612.7:

Vin = k3 - cgo (2.6)
ki+k
K =202 2.7),

pri demu Ceo [mg mL] predstavlja podetnu koncentraciju enzima, a ki, kz i ks konstante iz
reakcijske sheme 2.5. Maksimalna brzina enzimske reakcije odgovara onim
koncentracijama supstrata pri kojima dolazi do zasi¢enja svih aktivnih mjesta enzima.
Michaelisova konstanta numericki izrazava afinitet enzima prema supstratu i $to je niZa,
afinitet je veéi. Definira se kao koncentracija supstrata kod koje je brzina reakcije jednaka
polovici maksimalne brzine (slika 2.9), a ovisi o supstratu te o okolisnim odnosno
procesnim uvjetima poput pH vrijednosti i temperature (Roskoski, 2007a).

Hiperboli¢na ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata prikazana je slikom
2.9 i moze se podijeliti na tri podrucja. Pri niskim koncentracijama supstrata, gdje vrijedi
da je ¢ < Ky, , brzina reakcije proporcionalno raste porastom koncentracije supstrata
stoga se podrudje naziva podru¢jem Kinetike 1. reda. Drugo podrucje hiperboli¢ne
ovisnosti je Michaelis-Menteni¢ina ovisnost. U treCem podrucju, kada je K, < cg, brzina
reakcije ne ovisi 0 koncentraciji supstrata stoga se podrucje naziva podru¢jem Kinetike O.
reda (Hegyi et al., 2013).

Podrucje kinetike:
- 1. reda
<*.>E — Michaelis-Menten
o
g / 0. reda
E e * <« % Vm
a_w ‘-"l‘l‘;‘l Km

Cs / mmol dm-3

SLIKA 2.9. Graficki prikaz Michaelis-Menteni¢ine kinetike
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Michaelis-Mentenicina kinetika primjenjiva je i u sustavima s dva supstrata kada

jednadzba poprima oblik:

VmCs1°Cs2
re = 2.8
S T (kST+csi) (K32 +cs2) (2:8)

Neke molekule male molekulske mase u enzimskoj reakciji mogu se ponasati kao
inhibitori jer se vezu na enzim i smanjuju ili blokiraju kataliti¢ko djelovanje. Njihov u¢inak
moze biti reverzibilan, pri ¢emu inhibitori mogu naknadno disocirati, ili ireverzibilan
odnosno trajan, pri ¢emu inhibitor i enzim formiraju stabilan kompleks. Inhibitori mogu
modificirati jednu aminokiselinu ili nekoliko sporednih lanaca koji su potrebni za
kataliticku aktivnost.

Kompetitivna inhibicija odnosi se na slucaj kad je molekula inhibitora strukturno
analogna supstratu i konkurira mu za vezanje za aktivno mjesto. Kompetitivni inhibitori
smanjuju broj molekula enzima dostupnih supstratu, stoga se pojava ocituje smanjenjem
brzine reakcije koje je osobito istaknuto pri niskim koncentracijama supstrata.
Nekompetitivna inhibicija odnosi se na inhibitore koji se vezu na bilo koji dio enzima i
mijenjaju njegovu prostornu konformaciju. Nakon promjene oblika enzim nije u
moguénosti katalizirati reakciju stoga nekompetitivna inhibicija smanjuje broj dostupnih i
funkcionalnih molekula enzima (Sharma, 2012). Antikompetitivna inhibicija mjesavina je
kompetitivne i nekopmetitivne inhibicije. Michaelis-Mentenicini izrazi za kompetitivnu,
nekompetitivnu i antikompetitivnu inhibiciju dani su jednadzbama 2.9 — 2.11, pri ¢emu Ci

[mmol dm] predstavlja koncentraciju inhibitora, a Ki [mmol dm] konstantu inhibicije.

rg = — S (2.9)

Km- (1+i) +
m K; Cs

Vm:Cs

s Km+ (1+Ci)
co [ 145E
m S K;

(2.10)

s = Vm—csc (211)
(Km+ CS)<1+711>
Inhibicija supstratom je ucestalo odstupanje od Michaelis-Meteni¢ine kinetike pri

poviSenim koncentracijama supstrata i Siroko je rasprostranjen fenomen u enzimskoj

kinetici jer Cesto igra ekstremno vaznu ulogu u metabolickim putovima Zivih organizama

(Yoshino et al., 2015).
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Osim poznavanja potencijalnih inhibicija, prilikom procjene kinetike reakcije
potrebno je poznavati enzimsku operacijsku stabilnost jer utjece na volumnu produktivnost
s vremenom u reaktoru. Stabilnost ovisi o ocuvanju aktivne enzimske konformacije, a
izrazava se kao vrijeme poluZivota, t,, [min?], tj. vrijeme potrebno da se enzimska
aktivnost snizi na polovinu svoje pocetne vrijednosti. Vrijednost konstante deaktivacije kq
[min™] moZe se izradunati prema izrazu 2.12 i uvrstiti u Michaelis-Menteni¢inu kinetiku
prema izrazu 2.13., pod uvjetom da se kinetika deaktivacije moze opisati modelom 1. reda
(Findrik, 2013).

In0,5

kg = — 2.12)
t1/2
Yoo kg V= Vi = Vg e (2.13)

2.3.2. Model kotlastog reaktora

Osnovne izvedbe reaktorskin modela su KR, proto¢no-kotlasti reaktor i cijevni
reaktor. Za postavljanje jednostavnih matematic¢kih zakonitosti koje opisuju promjenu tvari

u KR uvode se sljedece pretpostavke:

i. KR je zatvoreni sustav, §to pretpostavlja da za vrijeme reakcije ne dolazi do
izmjene tvari s okolinom i da je volumen reakcijske smjese konstantan, te
ii. idealno mijeSanje pretpostavlja da su sastav reakcijske smjese i temperatura U

svakoj tocki volumena isti.

Idealno mijeSanje (pretpostavka ii.) takoder nalaZe izotermnost rada tj. da je toplina
dovedena u reaktor jednaka odvedenoj (ukljucujuéi i reakcijsku entalpiju) te nepostojanje

difuzijskog prijenosa tvari i topline odnosno koncentracijskih i temperaturnih gradijenata.

Uslijed provodenja vremenski ovisne reakcije u konstantnom volumenu dolazi do
promjena veli¢ina Stanja stoga je KR uvijek u nestacionarnom radu. Promjena
koncentracije u KR s vremenom moze se opisati diferencijalnom jednadzbom 2.14
(Gomzi, 2009):

rg= -2 (2.14)
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3. Eksperimentalni dio

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aparatura

3.1.1. Reakcijski sustav

Reakcije su provodene u sustavu prikazanom na slici 3.1. Reakcijski sustav sastojao
se od KR, magnetske mijeSalice Rotamix 550 MMH (Tehtnica, Slovenija) i magneta za

postizanje homogenih uvjeta te igle i Sprice za uzorkovanje reakcijske smjese.

SLIKA 3.1. Reakcijski sustav

3.1.2. Plinski kromatograf

GC je analiticka metoda za kvalitativnu i kvantitativnu analizu uzoraka. Uzorak se
kvalitativno analizira prema vremenu zadrzavanja (engl. retention time — tr) koje se
definira kao vrijeme koje razluceni sastojak provede u kromatografskom sustavu i
specificno je za pojedinatne komponente. Uzorak se kvantitativno analizira prema
intenzitetu odziva, odnosno integracijom povrsine ispod krivulje. U GC analizi uzorak se
injektira u struju plina nosioca koji je inertan prema uzorku 1 stacionarnoj fazi (najcesce
He, Ar ili N2). Uzorak je noSen strujom plina kroz stacionarnu fazu gdje dolazi do
razdvajanja i razli¢itog zadrzavanja komponenata uzorka na temelju specifi¢nih kemijskih 1

fizikalnih interakcija. Najces$¢i 1 gotovo univerzalni detektor u GC kromatografima je
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3. Eksperimentalni dio

plameno ionizacijski detektor (engl. flame ionization detector — FID). lzgaranjem
organskih tvari u smjesi Hz/zrak nastaje plamen bogat elektronima i ionima. Kada se na
plamen primijeni mali napon, potjeCe mjerljiva struja koja daje koristan analiticki signal
(Harvey, 1996). U ovom radu uzorci su analizirani na uredaju GC-2014 (Shimadzu, Japan)

prikazanom na slici 3.2.

SLIKA 3.2. GC sustav: 1 — generator vodika, 2 — sustav za automatsko injektiranje,
3 — plinski kromatograf, 4 — PC

3.1.3. Spektrofotometar

Spektrofotometrijska analiza sluzi za odredivanje koncentracije tvari u uzorku
indirektnim mjerenjem koli¢ine apsorbirane svjetlosti odredene valne duljine 1 zasniva se
na Lambert-Beerovom zakonu. Svjetlost se iz izvora $iri i kroz pukotinu usmjerava na
monokromator ¢ime se dobiva svjetlost tocno odredene valne duljine. Zraka se potom
usmjerava na kvarcnu kivetu punjenu uzorkom koji apsorbira dio svjetlosti, a izlazna zraka
smanjenog intenziteta usmjerava se na detektor koji oCitava signal (Harvey, 1996). U ovom
radu odredivanje koncentracije i aktivnosti enzima provedeno je pomocéu UV-1601 i

UV-1800 spektrofotometara (Shimadzu, Japan).

3.1.4. Ostala aparatura

Uzorci su odvagani na analitickoj vagi AUW 120 (Shimadzu, Japan).
Podesavanje pH vrijednosti otopine pufera provedeno je pH-metrom Lab 860
(Schott Instruments, Njemacka). Prethodno je provedena kalibracija pH-metra pomocu

tehni¢kih puferskih otopina pH vrijednosti 4,01 i 7,00 (Mettler Toledo, Svicarska).
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3. Eksperimentalni dio

Za mijesanje i ekstrakciju uzoraka koristena je mijesalica Vortex-Genie (Scientific
industries, Inc., SAD).

Odvajanje enzima od reakcijske smjese provedeno je u centrifugi Multifuge 3 (S)-R
(Heareus, Njemacka).

Uparivanje uzoraka provedeno je na rotacionom vakuumskom uparivacu RE 111

(Biichi, Svicarska).

3.2. Analiticke metode

3.2.1. Analiza uzoraka plinskom kromatografijom

U ovom radu uzorci su analizirani na uredaju GC-2014 (Shimadzu, Japan). Pri
analizi uzoraka plinskom kromatografijom uzorak se unosio pomocu sustava za
automatsko injektiranje  AOC-20i (Shimadzu, Japan) pri sljede¢im uvjetima:
Tinjektor = 250 °C, p=39,4 kPa te protok 14,8 mL min. Mobilna faza bio je He iz
spremnika (Uljanik tehnicki plinovi, Hrvatska). Stacionarne faze bile su akiralna kolona
HP-5 (Agilent Technologies, SAD) i kiralna kolona Alpha DEX™ 120 (Supelco Inc,
SAD). Osnovne karakteristike kolona preuzete od proizvodaca dane su u tablici 3.1. Uredaj
sadrzi FID gdje su pri detekciji (Tdetektor = 300 °C) uzorci spaljivani u smjesi sintetskog
zraka i1z spremnika (Uljanik tehnicki plinovi, Hrvatska) 1 vodika generiranog u uredaju Gas
Generator 9150 (Parker Hannifin, SAD). Podaci su obradivani uz programsku podr§ku GC
Solutions (Shimadzu, Japan).

Uzorci za GC analizu pripremljeni su na sljede¢i nacin. Alikvot od 10 pL uzorka
prebacen je automatskom pipetom u prethodno pripremljenu epruvetu s 500 uL. smjese
metil terc-butil etera (MTBE) i unutarnjeg standarda mesitilena. Tako pripremljen uzorak
mijesan je 20 s na mijeSalici kako bi doslo do ekstrakcije uzorka u MTBE pri ¢emu nastaju
dva medusobno nemjesljiva, ali golim okom nevidljiva sloja. Gornji organski sloj je
prebacen u kapalicu punjenu slojem natrijevog sulfata. Uzorak je osuSen potiskivanjem
kroz kapalicu u vijalicu za GC analizu. Ovako pripremljeni uzorci ¢uvani su na ledu do
neposredno prije analize. Uzorci su analizirani na kiralnoj i akiralnoj koloni, a uvjeti
provedbe analiza te komponente uz pripadaju¢a vremena zadrzavanja dane su u tablicama

3.213.3.
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TABLICA 3.1. Stacionarne faze

HP-5

Alpha DEX™ 120

LITERATURNI IZVOR

https://www.agilent.com

https://www.sigmaaldrich.com

TIP KOLONE akiralna kiralna
MATERIJAL (5%-fenil)-metilpolisiloksan kvarcno staklo
DULJINA, M 30 30
PROMJER, mm 0,32 0,25
DEBLIJINA FILMA, pm 0,25 0,25
TEMPERATURNI OPERATIVNI

- 60 — 325 (350) 30-230

RASPON, °C

TABLICA 3.2. GC metoda i vremena zadrZavanja za HP-5 kolonu

METODA

STUPANJ | PROMJENA, mint | T, °C | VRUEME ODRZAVANJA T, min
l. / 50 2

I 15 200 |0

VREMENA ZADRZAVANJA

KOMPONENTA tr, min

Epoksid 3,7

Mesitilen 54

Dibromoalkohol 6,7

Oksazolidinon 10,7

TABLICA 3.3. GC metoda i vremena zadrzavanja za Alpha DEX™ 120 kolonu

METODA

STUPANJ | PROMJENA, mint | T, °C | VRUEME ODRZAVANJA T, min
l. / 70 10

I 15 200 |/

VREMENA ZADRZAVANJA

KOMPONENTA tr, min

(R)-epoksid 7,3

(S)-epoksid 7,6

Mesitilen 11,7
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3.2.2. Spektrofotometrijska karakterizacija enzima
3.2.2.1. Odredivanje koncentracije enzima metodom po Bradfordu

Odredivanje koncentracije proteina u uzorku HheC enzima metodom po Bradfordu
provedeno je koristenjem UV-1601 spektrofotometra (Shimadzu, Japan) pri 4 =595 nm.
Vrijednosti apsorbancija (A) ocitane su direktno na zaslonu uredaja.

Metoda po Bradfordu zasniva se na vezanju proteina hidrofobnim interakcijama i
ionskim vezama za boju Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. Dolazi
do stabilizacije boje u anionskom obliku te posljedi¢no vidljive promjene iz smede
(Amax =465 nm) u plavu boju (Amax =595 nm). Metoda se Siroko primjenjuje zbog
jednostavnosti, brzine i Sirokog opsega proporcionalnosti intenziteta obojenja i
koncentracije proteina.

Razrjedenjem standardne otopine albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumin — BSA) pripremljene su standardne otopine koncentracija 1 pg cm=; 2,5 pg cm;
5ugcem3; 7,5 ugem= i 10 ug cm? za izradu bazdarnog pravca ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji proteina.

Reagens za odredivanje proteina pripremljen je mijeSanjem 100 mg boje CBB s
50 cm? etanola, 100 cm?® 85 %-tne otopine fosforne kiseline i 850 cm? ultradiste vode.
Reagens je koriSten za odredivanje apsorpcijskog maksimuma za koji je potvrdeno da se
javlja pri valnoj duljini od 595 nm.

Enzim je razrijeden 2000 puta kako bi apsorbancija razrijedenog uzorka bila unutar
podrucja apsorbancije bazdarnog pravca.

Postupak pripreme uzorka za mjerenje bio je isti za sve otopine proteina, tj. za
standardne otopine BSA i enzim HheC, a za svaku otopinu nacinjene su tri paralelne probe.
Alikvot od 0,8 cm® uzorka proteina pomijesan je s 0,2 cm® reagensa pri ¢emu je nastalo
plavo obojenje (slika 3.3). Uzorak je 5 s mijeSan na mijesalici te ostavljen da inkubira pri
sobnoj temperaturi 5 min, a potom je ocitana apsorbancija uzorka.

Iz poznatih koncentracija i pripadaju¢ih izmjerenih apsorbancija standardih otopina
BSA konstruiran je bazdarni pravac opisan jednadzbom A =f(c) (prilog 1). Mjerenjem
apsorbancije neposredno je dobiven podatak o koncentraciji HheC.
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-

SLIKA 3.3. Odredivanje koncentracije proteina spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu

3.2.2.2. Odredivanje aktivnosti enzima testom kromogenog supstrata

Odredivanje aktivnosti HheC enzima provedeno je testom kromogenog supstrata
pomo¢u  1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanola  (PNSHH)  uz  koriStenje =~ UV-1800
spektrofotometra (Shimadzu, Japan) pri 4 = 310 nm. Podaci su obradivani uz programsku
podrsku UV Probe (Shimadzu, Japan) na osobnom racunalu.

Test se zasniva na razlici u apsorbanciji pri A =310 nm izmedu halohidrina (A) i

epoksida (B) te se moze prikazati jednadzbom 3.1:

HO Br
o —
O,N O,N
A B (3.1)

Test je proveden prema protokolu opisanom u (Schallmey et al., 2008) uz prilagodbe
koncentracija navedene u nastavku.

Pripravljena je temeljna otopina (TO) racemi¢ne smjese PNSHH u dimetil
sulfoksidu (DMSO) 20 mM koncentracije. Tako pripravljena TO skladiStena je u hladnjaku
na temperaturi +4 °C i koristena po potrebi.

Otopina supstrata pripravljena je u kvarcnoj kiveti dodavanjem 10 uL TO PNSHH

U TriS-SO4 pufer i intenzivnim mijesanjem na mijesalici, kako bi DMSO ostao dispergiran
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u otopini. Vodena otopina supstrata nije stabilna stoga je pripremana neposredno prije

koriStenja.

Reakcija je pokrenuta dodavanjem HheC te je od nultog trenutka pracena

spektrofotometrijski. Debljina kvarcne kivete bila je 1 cm. U razlic¢itim ispitivanjima

koriSteni su razli¢iti volumeni enzima, kako bi promjena apsorbancije uvijek bila u rasponu

0,02 — 0,2 min, te razligiti volumeni pufera, kako bi ukupni volumen u kiveti uvijek bio

1 mL. Pregledniji prikaz navedenog dan je u tablici 3.4.

TABLICA 3.4. Sastav kvarcne kivete (d = 1 cm) pri provedbi PNSHH testa

Vi, mL VtoensHH, UL VHhec, L Vris-sos, ML
1 10 X(5<X<15)  990—X

Volumna aktivnost enzima izraunata je iz promjene apsorbancije prema jednadzbi 3.2:

V. AA
edVg At

V.A.= (3.2),

gdje su:

V.A. — volumna aktivnost [U mL1],

U — jedinica enzimske aktivnosti,

Vi — volumen uzorka u kiveti [mL],

¢ — ekstinkcijski koeficijent [mM* cm™],
d — Sirina kivete [cm],

Ve — volumen enzima [mL],

AA/At — promjena apsorbancije u vremenu [min].

Ekstinkcijski koeficijent epoksida iznosi 4,289 mM™ cm™. Specifi¢na aktivnost enzima

izraCunata je prema jednadzbi 3.3:

V.A.

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

y — masena koncentracija [mg dm].
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3.3. Priprava kemikalija

3.3.1. Popis kemikalija

Za potrebe provodenja eksperimenata u ovom radu koristene su kemikalije dane u
tablicama 3.5 i 3.6. Uz komercijalno dostupne kemikalije naveden je proizvoda¢. Uz
komercijalno nedostupne kemikalije navedeno je poglavlje u kojem je opisana sinteza, ako
je sinteza provedena u sklopu ovog rada, ili literaturni izvor protokola, ako je veé
sintetizirana kemikalija preuzeta u Zavodu za organsku kemiju Instituta ,,Ruder Boskovi¢*
(IRB).

TABLICA 3.5. Komercijalno dostupne kemikalije koristene u radu

POKRATA ILI
PUNI NAZIV KEMIKALIJE PROIZVODAC

KEMIJSKI SIMBOL
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol . ) ) )
sulfatni pufer TriS-SO4 Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Albumin govedeg seruma BSA Honeywell Fluka, SAD
Coomassie Brilliant Blue G-250 CBB Honeywell Fluka, SAD
Diklormetan DCM Carlo Erba Reagents, ltalija
Dimetil sulfoksid DMSO Kemika d.d., Hrvatska
Etanol EtOH Kemika d.d., Hrvatska
Etil-acetat EtOAC Carlo Erba Reagents, Italija
Fosforna kiselina H3PO4 Kemika d.d., Hrvatska
Mesitilen / Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Metil-terc-butil-eter MTBE Sigma-Aldrich Corporation, SAD
m-klorperbenzojeva kiselina / Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Natrijev bromid NaBr Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Natrijev cijanat NaOCN Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Natrijev hidrogenkarbonat NaHCO3 Kemika d.d., Hrvatska
Natrijev metabisulfit Na2S20s Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Natrijev sulfat Na2S04 Sigma-Aldrich Corporation, SAD
Sumporna kiselina H2S04 Kemika d.d., Hrvatska

Tris-SO4 pufer pripremljen je otapanjem c¢vrstog uzorka u ultradistoj vodi i

podesavanjem pH vrijednosti na 7,5 razrijedenom otopinom sumporne kiseline.

TO natrijevog cijanata i natrijevog bromida 1000 mM koncentracije pripravljene su

otapanjem Cvrstih uzoraka (Sigma-Aldrich Corporation, SAD) u ultrac¢istoj vodi. Ovako
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pripravljene TO skladistene su u hladnjaku na temperaturi +4 °C i vadene neposredno prije

koriStenja.

TABLICA 3.5. Komercijalno nedostupne kemikalije koristene u radu

LITERATURNI IZVOR

POKRATA ILI PROTOKOLA ZA SINTEZU ILI
PUNI NAZIV KEMIKALIJE
OZNAKA U RADU POGLAVLIJE U KOJEM JE

PROTOKOL OPISAN

1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanola PNSHH Lutje Spelberg et al., 2012a
1,3-dibromo-2-metil-2-propanol dibromoalkohol Sharghi et. al, 2003
Racemat rac-epoksid 3.3.2.
2-bromometil-2-metil- - -
. (R)-enantiomer : (R)-epoksid 3.3.3.
oksiran
(S)-enantiomer : (S)-epoksid Label et al., 1999
5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on oksazolidinon 3.3.3.
C tip halogenhidrin dehalogenaze HheC Schallmey et al., 2008

Sirovi enzimski ekstrakt HheC skladisten je u zamrzivaéu pri temperaturi — 20 °C i
odmrzavan neposredno prije koriStenja.

TO epoksida, alkohola i oksazolidinona 1000 MM koncentracije pripravljene su
mijeSanjem odvaga kapljevitog uzorka sa smjesom pufera TriS-SOs i DMSO (¢ = 3 %).
Ovako pripravljene TO skladiStene su u hladnjaku na temperaturi +4 °C 1 vadene

neposredno prije koriStenja.

3.3.2. Priprava rac-2-bromometil-2-metil-oksirana

2-bromometil-2-metil-oksiran nije komercijalno dostupan, stoga je sintetiziran iz
prekursora 2-brom-2-metilpropena (Sigma-Aldrich Corporation, SAD) prema postupku
opisanom u nastavku. U Erlenmeyerovoj tikvici pripravljena je otopina
m-klorperbenzojeve kiseline otapanjem 11,6 g ¢vrstog uzorka (W =77 %) u 150 mL
diklormetana. Voda iz otopine uklonjena je u lijevku za odjeljivanje. Otopina je prebacena
u tikvicu s okruglim dnom te joj je dodano 6,7 g 2-brom-2-metilpropena. Reakcijska
smjesa zasticena je od svjetla i mijeSana na magnetskoj mijeSalici 24 h pri sobnoj
temperaturi. Potom je filtrirana preko naboranog filtarskog papira. Filtratu je dodano
110 mL otopine Na»S0s (w =10 %) te je mijeSan 20 min na magnetskoj mijesalici.
Vodeni sloj je uklonjen u lijevku za odjeljivanje. Organskom sloju dodano je 120 mL

zasi¢ene otopine NaHCOs3 te je mijeSan na opisani na¢in 10 min. Potom su vodeni i
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organski sloj ponovno odvojeni u lijevku za odjeljivanje. Organski sloj dodatno je osuSen
pomoc¢u NaSOs i potom filtriran. Filtrat je pazljivo uparen pri 40 kPa te je kao produkt
dobiveno 4,7 g racemine smjese epoksida Cistoce W =98 % u obliku Zuckaste, prozirne

kapljevine.

3.3.3. Priprava (R)-2-bromometil-2-metil-oksirana i

(S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona

U tikvicu s okruglim dnom odvagano je 2 g racemi¢ne smjese epoksida, jedan
molarni ekvivalent natrijevog cijanata (m = 0,84 g) te je dodano 60 mL pufera. Otopina je
homogenizirana na magnetskoj mijesalici, a po zavrSetku otapanja uzorka NaOCN
pokrenuta je reakcija dodatkom 3 mL enzima. Reakcijska smjesa uzorkovana je svakih
30 min, a napredovanje reakcije pra¢eno je GC analizom. U preliminarnim pokusima na
kiralnoj koloni (prilog 2) utvrdeno je da se dodatkom enzima pocinju troSiti oba
enantiomera. Medutim, zahvaljuju¢i enantioselektivnosti enzima (S)-enantiomer tro$i se
znatno brze, te se pri ovim uvjetima do ukupne konverzije od otprilike 60 % potrosi sav
(S)-enantiomer. Iz tog razloga reakcija je zaustavljena pri 60 %-tnoj konverziji epoksida
hladenjem reakcijske smjese na 5 °C te kona¢no odvajanjem enzima od reakcijske smjese.

Odvajanje je provedeno centrifugiranjem reakcijske smjese u Amicon
ultracentrifugalnim filtrima (Sigma-Aldrich Corporation, SAD) grani¢ne molekulske mase
(engl. molecular weight cut-off — MWCO) 10000 g molt. MWCO se definira kao
molekulska masa komponente koja je zadrZzana u koli¢ini ve¢oj od 90 %. Budu¢i da
molarna masa HheC iznosi 27 954 g mol™* (Jannsen et al., 2001) i gotovo je tri puta veéa
od MWCO ultracentrifugalnih filtra, ovom metodom odvojen je sav enzim. Reakcijska
smjesa je centrifugirana 45 min u uredaju Multifuge 3 (S)-R (Heareus, Njemacka) pri
sobnoj temperaturi (T =27 °C) i 5000 okr min™t. Dobiveni filtrat (otopina (R)-epoksida i
oksazolidinona u puferu) pazljivo je uparen do suha pri 20 kPa.

Odvajanje (R)-epoksida od nastalog oksazolidinona provedeno je pripremnom
kromatografijom na stupcu. Smjesa je otopljena u diklormetanu (engl. dichloromethane —
DCM), a otapanje je potpomognuto ultrazvuénom kupelji radi slabije topivosti
oksazolidinona. Smjesa je propustena kroz stupac silikagela. Uz kontinuirano dodavanje
DCM, mobilne faze manje polarnosti, sakupljane su frakcije od 10 mL ¢iji je sadrzaj
praten GC analizom. (R)-epoksid eluira prvi uslijed manje polarnosti. Po zavrSetku

eluiranja (R)-epoksida, polarnost mobilne faze modificirana je dodatkom etil-acetata
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(EtOAc). Mobilna faza vece polarnosti (DCM:EtOAc = 1:1) dodavana je do zavrSetka
eluiranja oksazolidinona. Frakcije s epoksidom prebacene su u jednu, a frakcije s
oksazolidinonom u drugu tikvicu. Sadrzaj obaju tikvica pazljivo je uparen pri 20 kPa.
Dobiveno je 0,67 g ¢istog (R)-epoksida. NMR analizom uzorka dobiven je podatak o
Cisto¢i uzoraka (W(R)-epoksid = 0,98). Enantiomerna ¢isto¢a uzorka (R)-epoksida odredena je
pomoc¢u bazdarnog pravca na kiralnoj koloni (prilog 3). Udio (R)-epoksida iznosio je

91,5 + 0,7 %, a enantiomerni suvisak izrazen prema (R)-epoksidu iznosio je 83,0 £ 1 %.

3.3.4. Ispitivanje stabilnosti kemikalija

Odredivanju kinetike reakcije prethodila su ispitivanja stabilnosti kemikalija u

reakcijskom mediju. Pregled ispitivanja i eksperimentalni uvjeti dani su u tablici 3.6.

Tablica 3.6. Eksperimentalni uvjeti ispitivanja stabilnosti supstrata

ISPITIVANJE
KEMIKALUA EKSPERIMENTALNI UVJETI
STABILNOSTI
u puferskom mediju 10 MM epoksid, pufer, Vr = 2,5 mL tijekom
; 60 min
rac-epoksid u prisutnosti 10 mM epoksid, 10 mM NaBr, pufer,
bromidnog iona Vi = 2,5 mL tijekom 90 min
5 mM epoksid, ultracista voda, Vi =1 mL
u ultracistoj vodi 3
tijekom 24 h
(R)-epoksid u puferskom mediju | 5 mM epoksid, pufer, Vi = 1 mL tijekom 24 h
100 mM epoksid, pufer, Vy = 1 mL tijekom
uz HheC
6 h
) - 8 mM alkohol, pufer, Vy =1 mL tijekom
dibromoalkohol u puferskom mediju ]
12 min
o By 40 mM oksazolidinon, pufer, V= 2,5 mL
(S)-oksazolidinon  u puferskom mediju N
tijekom 10,5 h

Promjene koncentracija supstrata pracene su GC analizom. Ispitivanju stabilnosti

prethodila je izrada bazdarnih pravca na:

Alpha-DEX koloni za rac-epoksid u rasponu koncentracija 0 — 10 mM (prilog 3),
HP-5 koloni za rac-epoksid u rasponu koncentracija 0—1mM (prilog 4),
dibromoalkohol 0 — 10 mM (prilog 5) te oksazolidinona 0 — 25 mM (prilog 6).
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3.4. Eksperimenti odredivanja kinetike dinamicke kineticke
rezolucije

Uvjeti provedbe reakcije pri odredivanju kinetike dani su u tablici 3.7.

Tablica 3.7. Uvjeti provedbe reakcija odredivanja kinetike i eksperimenata validacije modela

Temperatura* 26,5+0,5°C

Broj okretaja magnetske mijesalice 1000 okr min*

Vir* 1-25mL

Medij Tris-SO4 pufer pH 7

*sobna temperatura prikazana kao srednja vrijednost svih mjerenja £ o
**yolumen reakcijske smjese odabran je kao optimum izmedu minimalne potro$nje
kemikalija i pridrzavanja pravila o uzorkovanju maksimalno 10 % volumena

reakcijske smjese

Odredivanje kinetike reakcije provedeno je metodom pocetnih reakcijskih brzina,
odnosno uzorkovanja su provedena u prvih 10 % konverzije supstrata, pri ¢emu je
reakcijska smjesa uzorkovana minimalno 5 puta u pravilnim vremenskim intervalima.
Uzorkovanje je provedeno iglom i Spricom kroz Cep sa septumom kako bi se gubitak

uzoraka uslijed hlapljenja sveo na minimum.

3.4.1. Ispitivanje Kinetike 1. stupnja reakcije

Prvi stupanj je reakcija 2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnog iona uz HheC
enzim u TriS-SO4 puferu pri ¢emu nastaje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on (slika
3.4). Odredivanje kinetike provedeno je polazeéi od Cistih enantiomera (S)- i (R)-epoksida.

Reakecija je pra¢ena GC analizom preko koncentracije produkta oksazolidinona.

A 0 B 0
O

NaOCN 0" "NH 5 NaOCN 0" “NH
HheC, Tris-SO, ..\ HheC, Tris-SO, G
Br Br

Br Br

SLIKA 3.4. Shematski prikaz 1. stupnja DKR s A. (S)-epoksidom i B. (R)-epoksidom

Kinetika reakcije ispitana je s obzirom na supstrate epoksid i cijanatni ion, produkt
oksazolidinon te bromidni ion koji je prisutnih u sustavu radi ii. stupnja DKR koji se

simultano odvija. Ispitivanje utjecaja koncentracija pojedine komponente na kinetiku
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reakcije provedeno je variranjem koncentracija komponente od odabrane minimalne prema
odabranoj maksimalnoj vrijednosti uz drzanje koncentracija ostalih komponenata
konstantnima.

Sastav reakcijske smjese pri odredivanju i. stupnja kinetike DKR s obzirom na
(S)-epoksid dan je u tablicama 3.8. — 3.10. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja
koncentracije (S)-epoksida na pocetnu brzinu reakcije dan je u tablici 3.8., cijanata u tablici
3.9., a bromida u tablici 3.10. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju i. stupnja kinetike
DKR s obzirom na (R)-epoksid dan je u tablicama 3.11. — 3.13. Sastav reakcijske smjese
pri ispitivanju utjecaja koncentracije (R)-epoksida na pocetnu brzinu reakcije dan je u
tablici 3.11., cijanata u tablici 3.12., a bromida u tablici 3.13. Utjecaj koncentracije
produkta oksazolidinona na pocetnu brzinu reakcije ispitan je u pokusima s rac-
epoksidom. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja oksazolidinona dan je u tablici
3.14.

TABLICA 3.8. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije (S)-epoksida na pocetnu brzinu
reakcije u i. stupnju DKR (V; = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(S)-epoksid 1000 X (1 <X <250)
NaOCN 1000 75
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (79 + X)

TABLICA 3.9. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije cijanatnih iona na pocéetnu

brzinu reakcije u reakciji sa (S)-epoksidom u i. stupnju DKR (V; = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(S)-epoksid 1000 100
NaOCN 1000 X (2,5 < X < 250)
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (104 + X)

TABLICA 3.10. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije bromidnih iona na pocetnu

brzinu reakcije u reakciji sa (S)-epoksidom u i. stupnju DKR (V; = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(S)-epoksid 1000 5
NaOCN 1000 25
NaBr 100 X (5< X < 50)
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (34 + X)
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TABLICA 3.11. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije (R)-epoksida na po¢etnu brzinu
reakcije u i. stupnju DKR (V, =1 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 X (1 < X <500)
NaOCN 1000 150
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (154 + X)

TABLICA 3.12. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije cijanatnih iona na podetnu
brzinu reakcije u reakciji s (R)-epoksidom u i. stupnju DKR (V, =1 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 10
NaOCN 1000 X (5 < X < 500)
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (14 + X)

TABLICA 3.13. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije bromidnih iona na pocéetnu
brzinu reakcije u reakciji s (R)-epoksidom u i. stupnju DKR (V, = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 5
NaOCN 1000 25
NaBr 100 X (5< X <100)
HheC - 4
TriS-SO4 500 Vi— (34 + X)

TABLICA 3.14. Sastav reakcijske smijese pri ispitivanju utjecaja koncentracije oksazolidinona na pocetnu
brzinu reakcije u i. stupnju DKR (V, = 2,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
Rac-epoksid 2500 100
NaOCN 1000 375
HheC - 100
Oksazolidinon 300 X (250 < X < 750)
TriS-SO4 500 Vi— (575 + X)
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3.4.2. Ispitivanje kinetike 2. stupnja reakcije

Drugi stupanj je reakcija izmedu 2-bromometil-2-metil-oksirana i bromidnog iona
uz HheC enzim u TriS-SO4 puferu pri ¢emu nastaje 1,3-dibromo-2-metil-2-propanol (slika
3.5). Ispitivanje kinetike provedeno je polazeci od ¢istih enantiomera (S)- i (R)-epoksida.

Reakcija je prac¢ena GC analizom preko koncentracije supstrata epoksida.

A B
0 OH 0 OH

", NaBr B > NaBr
1 —_— r v
HheC, Tris-SO, Br\% HheC, Tris-SO, Br\%y Br

Br Br

SLIKA 3.5. Shematski prikaz 2. stupnja DKR s A. (S)-epoksidom i B. (R)-epoksidom

Kinetika reakcije ispitana je s obzirom na supstrate epoksid i bromidni ion te
cijanatni ion koji je prisutnih u sustavu radi i. stupnja DKR koji se simultano odvija.
Ispitivanje utjecaja koncentracija pojedine komponente na Kinetiku reakcije provedeno je
variranjem koncentracija komponente od odabrane minimalne prema odabranoj
maksimalnoj vrijednosti uz drzanje koncentracija ostalih komponenata konstantnima.
Sastav reakcijske smjese pri odredivanju ii. stupnja kinetike DKR s obzirom na (S)-epoksid
dan je u tablicama 3.15.-3.17. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja
koncentracije (S)-epoksida na pocetnu brzinu reakcije dan je u tablici 3.15., bromida u
tablici 3.16., a cijanata u tablici 3.17. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju Kinetike ii.
stupnja DKR s obzirom na (R)-epoksid dan je u tablicama 3.18. — 3.20. Sastav reakcijske
smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije (R)-epoksida na pocetnu brzinu reakcije dan je
u tablici 3.18., bromida u tablici 3.19., a cijanata u tablici 3.20.

TABLICA 3.15. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije (S)-epoksida na poéetnu brzinu
reakcije u ii. stupnju DKR (V, = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(S)-epoksid 1000 X (2 < X <250)
NaBr 1000 2
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (62 + X)
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TABLICA 3.16. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije bromidnih iona na pocéetnu
brzinu reakcije u reakciji sa (S)-epoksidom u ii. stupnju DKR (V= 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm] V [uL]
(S)-epoksid 1000 10
10 (3,5 < X < 100)
NaBr 1000 X0 <X <8)
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (70 + X)

TABLICA 3.17. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije cijanatnih iona na pocetnu
brzinu reakcije u reakciji sa (S)-epoksidom u ii. stupnju DKR (V= 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(S)-epoksid 1000 5
NaOCN 1000 X (5< X < 25)
NaBr 1000 S)
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (70 + X)

TABLICA 3.18. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije (R)-epoksida na pocetnu brzinu
reakcije u ii. stupnju DKR (V; = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 X (4 < X < 250)
NaBr 1000 2
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (62 + X)

TABLICA 3.19. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije bromidnih iona na pocetnu
brzinu reakcije u reakciji sa (R)-epoksidom u ii. stupnju DKR (V= 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 100
10 (2,4 < X < 100)
NaBr 1000 X0 <x <8)
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (160 + X)
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TABLICA 3.20. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja koncentracije cijanatnih iona na pocetnu

brzinu reakcije u reakciji sa (R)-epoksidom u ii. stupnju DKR (V; = 0,5 mL)

TVAR cro [mmol dm®] V [uL]
(R)-epoksid 1000 5
NaOCN 1000 X (5< X < 20)
NaBr 1000 5
HheC - 60
TriS-SO4 500 Vi— (70 + X)

3.4.3. Ispitivanje kinetike 3. stupnja reakcije

Tre¢i stupanj je reakcija odlaska bromidnog iona i zatvaranja
1,3-dibromo-2-metil-2-propanola  u  TriS-SO4  puferu  pri  ¢emu  nastaje

rac-2-bromometil-2-metil-oksiran (slika 3.6).

OH 0O

-Br
BrWBr jﬁ

Br

SLIKA 3.6. Shematski prikaz 3. stupnja DKR

Odredivanje kinetike provedeno je variranjem koncentracije dibromoalkola od
odabrane minimalne prema maksimalnoj vrijednosti. Reakcije je pracena GC analizom
preko koncentracije dibromoalkohola i epoksida. Sastav reakcijske smjese dan je u tablici
3.21.

TABLICA 3.21. Sastav reakcijske smjese pri ispitivanju utjecaja alkohola

TVAR cro [mmol dm™3] V [ulL]
Alkohol 400 X (10 < X <100)
TriS-SO4 500 Vi—X

3.5. Validacija modela u kotlastom reaktoru

Eksperimenti validacije modela provedeni su u KR pri zajednickim uvjetima
navedenim u tablici 3.7., pri ¢emu je volumen reaktora uvijek iznosio 2,5 mL. Uvijeti
provodenja pojedinih eksperimenata validacije dani su u tablici 3.22. Oznake V-1 do V-3
odnose se na sustave bez bromidnih iona, a V-4 do V-7 na sustave s bromidnim ionima.

Eksperimenti su, izuzev V-3, praceni na akiralnoj i kiralnoj koloni kako bi ujedno bili
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sakupljeni rezultati o promjeni koncentracije oksazolidinona i pojedinih epoksida. U

testovima V-2 i V-3 pracéena je stabilnost enzima u reaktoru.

TABLICA 3.22. Uvijeti provedbe pojedinih eksperimenata validacije modela

OzNAKA SASTAV REAKCIJSKE SMJESE
V-1 Crac-epoksid = 50 MM, Cnaocn = 50 MM, prnec = 0,25 mg mL*
V-2 Crac-epoksid = 35 MM, CnaocN = 50 MM, phnec = 0,25 mg mL™?
Vo3 Crac-epoksid = 100 MM, Cnaocn = 100 mM,
yrnec = 0,40 mg mL*!
Vot Crac-epoksid = 40 MM, Cnaocn = 40 MM, Cnagr = 1 MM,
yrnec = 0,25 mg mL*?
Vo5 Crac-epoksid = 100 MM, Cnaocn = 100 MM, Cnagr = 10 MM,
yrnec = 0,25 mg mL™*?
V-6 Crac-epoksid = 200 MM, Cnaocn = 200 MM, Cnasr = 5 MM,
yrnec = 0,25 mg mL™*?
V.7 Crac-epoksid = 20 MM, Cnaocn = 20 MM, Cnasr = 1 MM,

Prhec = 0,25 mg mL?

3.6. Obrada podataka

Kineticka ispitivanja u ovom radu koncipirana su kao neovisna mjerenja koja se
temelje na metodi pocetnih reakcijskih brzina. Ispitivan je utjecaj jedne komponente na
brzinu reakcije variranjem koncentracije od odabrane minimalne prema maksimalnoj
vrijednosti, dok su koncentracije ostalih komponenata drZzane konstantnima kako bi se
isklju¢io njihov utjecaj. Vrijednosti parametara procijenjene su nelinearnom regresijskom
analizom upotrebom modela temeljenih na Michaelis-Menteni¢inoj kinetici i sli¢nih unutar
programskog paketa SCIENTIST iz eksperimentalnih podataka ovisnosti pocetne
reakcijske brzine o koncentraciji.

Nelinearna regresija u SCIENTIST-u koristi simpleks metodu i metodu najmanjih
kvadrata za procjenu parametara. Metode obuhvacaju uzastopno usporedivanje
eksperimentalnih 1 izraunatih podataka te proracunavanje matematickog modela u
optimizacijskom programu dok se ne postigne minimalna pogreSka. Razlika medu

eksperimentalnim i izraCunatim podacima dana je kao suma kvadrata odstupanja.
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Metoda najmanjih kvadrata omogucava dobivanje funkcionalne ovisnosti mjerenih
veli¢ina iz eksperimentalnih podataka, pri ¢emu se funkcija i vrijednosti parametara
odreduju tako da je zbroj kvadratnih devijacija izmedu izmjerenih i izraCunatih vrijednosti
minimalan, odnosno da krivulja funkcije bude S$to blize eksperimentalnim to¢kama.
Dobivena funkcionalna ovisnost omoguéava predvidanje vrijednosti mjerenje veliine u
podru¢jima koja nisu obuhvaéena mjerenjem.

Simpleks metoda se koristi kada iz seta eksperimentalnih podataka nije moguce
intuitivno postaviti zadovoljavaju¢e pocetne vrijednosti parametara za njihovu procjenu
pomoc¢u metode najmanjih kvadrata, odnosno kada je razlika izmedu pocetne i prave
vrijednosti parametara velika. Simpleks metoda korisna je za odredivanje priblizne
vrijednosti parametara.

Prilikom nelinearnog optimiranja u programskom paketu SCIENTIST postoje Cetiri
razli¢ite vrste integratora: Eulerova metoda, metoda Runge-Kutta 1V, Bulirisch-Stoer

metoda i Episode metoda (Findrik, 2006 ; www.micromath.com)
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4. Matematicko modeliranje procesa dinamicke kineticke rezolucije

4. MATEMATICKO MODELIRANJE PROCESA DINAMICKE

KINETICKE REZOLUCIJE

U ovom radu razvijen je cjeloviti matematicki model DKR dobivanja
(S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona reakcijom rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i

cijanatnih iona uz kataliti¢ko djelovanje HheC u prisutnosti bromidnih iona (slika 4.1).
0

0 N °
NaOCN 0 NH +
HheC, Tris-SO, ...\
Br Br
Br
-Br,-H* +Br, + H*
—_— _—

OH

Br HheC, Tris-SO,
Br

SLIKA 4.1. DKR dobivanja (S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona katalizirana HheC

Tris-SO,

Za potrebe razvoja matemati¢kog modela prikazani sustav DKR ras¢lanjen je u tri
odvojena reakcijska stupnja:
i.  nastajanje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona reakcijom cijanatnog iona s
2-bromometil-2-metil-oksiranom (slika 4.2),
ii.  otvaranje 2-bromometil-2-metil-oksirana u prisustvu bromidnih iona te nastajanje
1,3-dibromo-2-metil-2-propanola (slika 4.3), te
iii.  nastajanje rac-2-bromometil-2-metil-oksirana iz 1,3-dibromo-2-metil-2-propanola

odlaskom bromidnog iona i protona (slika 4.4).

A 0 B 0

0 Jk O

e, NaOCN 0 NH 0 NaOCN O 'NH
HheC, Tris-SO, HheC, Tris-SO, g
Br Br

Br Br

SLIKA 4.2. Shematski prikaz 1. stupnja DKR s a. (S)-epoksidom i b. (R)-epoksidom

A B
0 OH 0 OH

", NaBr B > NaBr
1 —_— r +
HheC, Tris-SO, Br\% HheC, Tris-SO, BI’\%V Br

Br Br

SLIKA 4.3. Shematski prikaz 2. stupnja DKR s A. (S)-epoksidom i B. (R)-epoksidom
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OH O

- Br i / \
BrWBr

Br

SLIKA 4.4. Shematski prikaz 3. stupnja DKR

Matematicki model procesa sastoji se od kinetickog i1 reaktorskog modela.
Kineti¢ke jednadzbe razvijene su, uz sheme reakcija, i iz kinetickih podataka odredenih
metodom pocetnih reakcijskih brzina u KR, te su iz njih procijenjeni kineti¢ki parametri
linearnom i nelinearnom regresijskom analizom. Reaktorski model za KR sastavljen je od
bilan¢nih jednadzbi za supstrate i produkte pojedinih reakcijskih stupnjeva uzimajuéi u

obzir pretpostavke i. i ii. (str. 17).

4.1. Kineti¢ki model procesa

Prvi stupanj DKR je nastajanje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona reakcijom
2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnog iona uz enzim HheC.

Nastajanje (S)-oksazolidinona opisano je dvosupstratnom Michalies-Menteni¢inom
kinetikom. Uz inhibiciju supstratom (S)-epoksidom prisutne su i dvije kompetitivne
inhibicije. Molekule (R)-epoksida odnosno bromidnih iona strukturno su analogne
molekulama (S)-epoksida odnosno cijanatnih iona, stoga djeluju kao kompetitivni
inhibitori enzima (4.1).

Nastajanje (R)-oksazolidinona opisano je dvosupstratnom kinetikom pri ¢emu
NaOCN slijedi Michaelis-Mentenic¢inu, a (R)-epoksid kinetiku 1. reda. Kao i u prethodnom
slucaju, strukturno analogne molekule epoksida i iona djeluju kao kompetitivni inhibitori

(4.2).

Vm1°€(S)—epoksid'CNaOCNYHheC
= 4.1
! NaOCN CNaBr (S)—epoksid €(R)—epoksid C%S)—epoksid ( )
(Km '<1+—KNaBr)+CNaOCN)' Kmi : 1+K(R)—epoksid +C(5)—9P0k5id+K(S)—epoksid
11 i1 i1
k2C(R)—epoksid"CNaOCN'YHheC
r = (R)—ep (4.2)

kNaOCN, [ ;. °NaBr , “(S)epoksid tc
m2 T NaBr " (s)—epoksid NaOCN
Kiz Kip

Drugi stupanj DKR je reakcija 2-bromometil-2-metil-oksirana i bromidnog iona uz

enzim HheC pri ¢emu nastaje 1,3-dibromo-2-metil-2-propanol.  Nastajanje
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4. Matematicko modeliranje procesa dinamicke kineticke rezolucije

dibromoalkohola otvaranjem epoksida i vezanjem bromida opisano je dvosupstratnom
kinetikom pri ¢emu enantiomeri epoksida slijede kinetiku 1. reda, a bromidni ioni
Michaelis-Menteni¢inu kinetiku. U slucaju (S)-epoksida prisutna je inhibicija suprotnim
enantiomerom, inhibicija bromidnim ionom kao supstratom te kompetitivna inhibicija

cijanatnim ionom (4.3, 4.4).

= k3-C(s)—epoksid"’CNaBr'YHheC (4.3)
3= 2 : .
kNaBr( 4, °NaOCN |, . , °NaBr ). 14 “(R)—epoksid
m3 xNaOCN NaBr™ NaBr " _(R)—epoksid
i3 i3 K.
i3
k4'C(R)—epoksid CNaBr'YHheC
r4- = ( ) ]\I:])aBr (44)
(Kma ~ +CNaBr)'

Tre¢i stupanj DKR je nastajanje rac-epoksida odlaskom bromidnog iona i protona iz
molekule 1,3-dibromo-2-metil-2-propanola. Zatvaranje dibromoalkohola kemijski je

stupanj reakcije koji slijedi kinetiku 1. reda (4.5).

Ts = ks * Cdibromoalkohol (4-5)

4.1. Reaktorski model procesa
Reaktorski model DKR sastoji se od bilan¢nih jednadzbi (4.6 — 4.12) koje opisuju

promjene koncentracija pojedinih supstrata i produkta reakcija u vremenu.

dc(s)—epoksid _

m -1 —1r3+05"71% (4.6)
dec(gy- i
(R)—epoksid =—1r —71, + 0’5 T 4.7
dt 2 ;
dcgj
dlbror;toalkohol =1, 41— (48)
denaoen _ .
a 2T h “9
deNaBr _
donawr _ .y g, (4.10)
dt
dc(s)-oksazolidinon =1, (4.11)
dt
dcry— idi
(R) ok;a;:zolldlnon =r, (412)
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5. Rezultati i rasprava

5. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. Karakterizacija enzima

Masena koncentracija enzima odredena je spektrofotometrijskom metodom po
Bradfordu (prilog 1) te u sirovom enzimskom ekstraktu iznosi 12,945 mg mL™. Volumna
aktivnost enzima odredena je testom kromogenog supstrata pomoéu PNSHH prema
postupku opisanom u poglavlju 3.2.2.2. (V.A.=9,44U mL™). 1z masene koncentracije
enzima u reaktoru te volumne aktivnosti izracunata je pocetna specifi¢na aktivnost enzima

(S.A.=1,17 U mgh).

5.2. Stabilnost kemikalija

Pri odredivanju kinetike reakcija potrebno je ispitati stabilnost supstrata,
meduprodukata 1 produkata. Stabilnost se odnosi na sposobnost kemikalija da ostanu u
nepromijenjenom i korisnom obliku tijekom potrebnog vremena u odredenim uvjetima.
Potrebno je znati jesu li kemikalije stabilne u reakcijskom mediju te dolazi li do
razgradnje, nepoZeljnih reakcija ili drugih promjena strukture s vremenom, mehani¢kim
mijeSanjem, u prisutnosti drugih komponenata reakcijskog medija ili u odredenim
reakcijskim uvjetima poput pH i temperature. U ovom radu odredivanju kinetike prethodilo
je ispitivanje stabilnosti epoksida, dibromoalkohola i oksazolidinona prema uvjetima
danim u tablici 3.6. Rezultati ispitivanja dani su na slikama 5.1 — 5.3.

Na slici 5.1-A uocljivo je da je rac-epoksid stabilan u puferskom mediju tijekom
100 minuta, a na slici 5.1-B da bromidni ioni ne utje¢u na njegovu strukturu tijekom
60 minuta, $to je viSe nego dovoljan vremenski period za provedbu kinetickih ispitivanja.
Medutim, za validaciju modela reakciju je potrebno provoditi dulji vremenski period, stoga
je provedena analiza enantiomerno obogacenog (R)-epoksida (ee =83 %, w =91,5%)
tijekom 24 h na kiralnoj koloni pri ¢emu je vidljivo ponasanje oba enantiomera. Tijekom
prvih 5 h u puferskom mediju (slika 5.2-A) gotovo da nema negativnih promjena, odnosno
promjena koncentracije oba enantiomera iznosi manje od 5 %. Nakon 24 h koncentracija se
smanjuje za 31 % u sluc¢aju (R)-epoksida te za 23 % u slucaju (S)-epoksida. Poznato je da
epoksidi hidroliziraju u neutralnim 1 kiselim uvjetima ¢ime nastaju preteZito dioli 1 u

manjoj mjeri ketoni mehanizmom pregradnje karbokationa (Solomons et al., 2013). Kako
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5. Rezultati i rasprava

bi se smanjenje koncentracije moglo pripisati hidrolizi, a ne reakciji s komponentama
puferskog medija, ispitivanje stabilnosti provedeno je u ultracistoj vodi uz ostale uvjete
nepromijenjene. Slian trend prikazan je slikom 5.2-B gdje nakon 3 h dolazi do neznatnih
promjena (Ac <5%), a nakon 24 h koncentracija se smanjuje za 37 % u slucaju
(R)-epoksida te za 17 % u slucaju (S)-epoksida. Na temelju iznesenog smanjenje
koncentracije epoksida u puferskom mediju moze se pripisati upravo hidrolizi, ¢iji
doprinos postaje znacajan nakon 5h reakcije. Slika 5.2-C prikazuje ponaSanje
enantiomerno obogaéenog (R)-epoksida u puferu u prisustvu HheC enzima. Reakcija
racemizacije zapocCinje ve¢ dodatkom enzima, a nakon 24 h epoksid je potpuno
racemiziran. Naime, poznato je da HheC enzim Katalizira reverzibilnu dehalogenaciju
vicinalnih halogenhidrina do epoksida, pri ¢emu pokazuje visoku enantioselektivnost za
otvaranje epoksidnog prstena i nisku enantioselektivnost za zatvaranje halogenhidrina, $to
rezultira nastankom racemi¢ne smjese (Janssen et al., 2006).

Oksazolidinon je stabilan u puferskom mediju prvih 10,5 h (slika 5.3-A), a nakon
24 h uzorak nije bilo moguce analizirati uslijed raspada oksazolidinona. Slika 5.3-B
prikazuje ponaSanje dibromoalkohola u puferskom mediju. Smanjenje koncentracije
dibromoalkohola prati ekvivalentno povecanje koncentracije rac-epoksida, §to upucuje na
¢injenicu da je zatvaranje dibromoalkohola kemijski, a ne enzimski kataliziran reakcijski
stupanj.

Iz objedinjenih rezultata ispitivanja stabilnosti proizlazi da je to¢nu kvantitativnu
analizu moguce provoditi unutar 5 h od postavljanja reakcije jer tijekom tog perioda nema

sporednih reakcija niti degradacije komponenata reakcijskog medija.

14 14
12 12 1
)

— o o [ ] — PY L]
S | [ J S | [ J
£ 10 ° £ 10
o 8 g 8
° £
o | o ]
g 6 % 6
%) 19
< 4 4 E 4 4
S A S B

2 2

0 : : : : 0 : : : : : :
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SLIKA5.1. Stabilnost rac-epoksida (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 27 °C, 1000 okr min, V, = 2,5 mL,
Crac-epoksid = 10 mM) u A. puferskom mediju i B. prisutnosti bromidnih iona (Cnasr= 10 mM)

41



5. Rezultati i rasprava
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SLIKA5.2. Stabilnost (R)-epoksida (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 24,5 °C, 1000 okr min, V,=2,5mL) u

A. puferskom mediju (Cr-epoksia = 10 mM), B. ultradistoj vodi (Cr-epoksia = 10 mM) i C. prisutnosti HheC

enzima (Cr-epoksid =5 MM, Vinec = 10 pL)
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SLIKA 5.3. Stabilnost u puferskom mediju (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 25 °C, 1000 okr min, V, = 2,5 mL)

A. dibromoalkohola (Cgibromoalkonol = 12 mMM) i B. oksazolidinona (Coksazolidinon = 40 mM)
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5. Rezultati i rasprava

5.3. Kinetika dinamicke kineticke rezolucije

HheC katalizira visoko enantioselektivnu dehalogenaciju vicinalnih haloalkohola u
epokside, kao i reverzibilnu reakciju enantioselektivnog i S-regioselektivnog nukleofilnog
otvaranja epoksidnog prstena uz razne male anione poput halogena (CI, Br, I") i
pseudohalogena (N3, CN7, OCN- itd.). Majeri¢ Elenkov i sur. prikazali su primjer
ucinkovite viSestupnjevite DKR (slika 4.1) za dobivanje enatiomerno cistog derivata
oksazolidinona koja obuhvac¢a navedene reakcije katalizirane HheC (Majeri¢ Elenkov et
al., 2015). Proucavana DKR moze se podijeliti na tri stupnja: enantioselektivno otvaranje

epoksidnog prstena s OCN™ ionom i brza ciklizacija dobivenog alkohola u

(S)-oksazolidinon (stupanj i. — slika 4.2.-A), reakcija otvaranja prstena zaostalog
(R)-epoksida s Br ionom (stupanj ii. — slika 4.2.-B) te reverzibilna reakcija dehalogenacije
dibromoalkohola i nastajanje epoksida (stupan;j iii. — slika 4.2.-C).

Janssen i sur. prikazali su mehanizam i. stupnja reakcije epoksidnog prstena s
cijanatnim ionom. Reakcija je visoko regioselektivna pri ¢emu dominira nukleofilni napad
na manje supstituiranom mjestu epoksida. OCN" je ambidentni nukleofil $to znaci da je
negativni naboj u molekuli delokaliziran rezonancijom i stoga se otvaranje epoksidnog
prstena moZze odvijati preko duSikovog ili kisikovog napada. Takva priroda nukleofila
dovodi do nastajanja dva izomera produkta, p-hidroksiizocijanata i S-hidroksicijanata.
Organski cijanat je vrlo nestabilna tvar i pri sobnoj temperaturi podlijeze izomerizaciji u
izocijanat. Nastali hidroksiizocijanat ne moze se izolirati ve¢ spontano i brzo ciklizira u
oksazolidinon (Janssen et al., 2008). Majeri¢ Elenkov i sur. proveli su i. stupanj reakcije s
0,5 g rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i 1 molarnim ekvivalentom cijanatnog iona uz
procisc¢eni enzim HheC. Reakcija je bila brza do 50 %-tne konverzije, a potom je usporila,
iz Cega proizlazi da je enantioselektivnost ove biotransformacije visoka. U ovom slucaju
produkt (S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on izoliran je s iskoriStenjem 47 % i ee
98 %.

Nedovoljnom iskoristenju reakcije (<50 %) moze se doskociti provedbom DKR.
DKR podrazumijeva opisanu kineticku rezoluciju i in situ racemizaciju sporije
reagirajuceg enantiomera supstrata kataliziranu istim HheC enzimom preko intermedijera
dibromoalkohola. Naime, u prisutnosti bromidnih iona dolazi do otvaranja prstena
(R)-epoksida zaostalog u reakcijskoj smjesi i nastajanja prokiralnog dibromoalkohola (ii.
stupanj). To je enzimski katalizirana reakcija i predstavlja usko grlo procesa. Kako bi se

odredila koncentracija bromidnih iona potrebna za ucinkovitu racemizaciju, Majeri¢
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5. Rezultati i rasprava

Elenkov i sur. proveli su DKR sa 100 mM rac-epoksidom, 150 mM NaOCN i razli¢itim
koncentracijama NaBr (0, 10, 50, 100 mM). U odsutnosti NaBr provedena je kineticka
rezolucija (48 % iskoristenje na (S)-epoksidu uz 98 % ee), a DKR je uspjesno provedena
pri svim koncentracijama NaBr. Za daljnje pokuse odabrana je najmanja ucinkovita
koncentracija, tj. 10 mM.

Slijedi vrlo brza dehalogenacija dibromoalkohola odlaskom protona i bromidnog
iona (iii. stupanj). Pretpostavljeno je da je reakcija takoder enzimski katalizirana i
enantioselektivna te da kao produkt nastaje (S)-epoksid (Majeri¢ Elenkov et al., 2015).
Takva pretpostavka temeljena je na cinjenici da su sekundarni dibromoalkoholi prirodni
supstrati HHDH pri ¢emu nastaju enantiomerno obogaceni epoksidi. Stovise, enzimi
pripadnici  HheA  podtipa  pokazuju iznimno  visoku  aktivnost  prema
1,3-dibromo-2-propanolu (Lutje Spelberg et al., 2012). Enantioselektivnost ove reakcije
pripisana je prokiralnosti molekule 1,3-dibromo-2-metil-2-propanola, odnosno svojstvu
molekule da u samo jednom stupnju desimetrizacije postane kiralna.

Uz usvojena saznanja prethodno opisanih pojedina¢nih ispitivanja, Majeri¢ Elenkov
i sur. proveli su uspjesnu DKR s 0,5 g rac-2-bromometil-2-metil-oksirana i 1,5 molarnim
ekvivalentom NaOCN uz 0,1 molarni ekvivalent NaBr u prisustvu sirovog enzimskog
ekstrakta HheC. Kao produkt je dobiven (S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-on uz
visoko iskoriStenje (87 %) 1 opticku Cistocu (ee > 99 %) (Majeri¢ Elenkov et al., 2015).

Iz navedenog rada vidljiva je moguénost dobivanja visokog iskori§tenja na
(S)-oksazolidinonu uz visoku enantiomernu ¢istocu. Izneseno predstavlja veliki potencijal
za ekonomski 1 ekoloski isplativu proizvodnju opticki Cistog oksazolidinona, a time ujedno
i potrebu za detaljnijim razumijevanjem navedenog sustava. Naime, i. stupanj reakcije nije
potpuno enantioselektivan, ve¢ ishod uvelike ovisi o odabiru reakcijskih uvjeta, odnosno
pocetnim koncentracijama supstrata i enzima. Takoder, Janssen 1 sur. uocili su da cijanatni
anion moze uzrokovati inhibiciju otvaranja epoksidnog prstena. Pretpostavka je da
neproduktivno vezanje rezultira nepovoljnim polozajem epoksidnog prstena, u kojem je
umjesto terminalnog ugljikovog atoma prema nukleofilu usmjeren epoksidni kisik
(Janssen, 2008). Kinetickim ispitivanjima i. stupnja moguce je odrediti postoji li negativan
utjecaj OCN" iona pri razli¢itim koncentracijama. Nadalje, uoéeno je da ii. stupanj reakcije
predstavlja usko grlo procesa i time diktira njegovu cjelokupnu brzinu. Brzina reakcije
ovisi o koncentracijama supstrata, stoga saznanja iz kineti¢kih ispitivanja omogucuju
odabir optimalnih koncentracija supstrata koja mogu skratiti vrijeme trajanja procesa.

Takoder, Majeri¢ Elenkov i sur. pokazali su da povec¢anjem koncentracije bromidnih iona
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brzina racemizacije raste (4 h pri 10 mM te 3 h pri 50 mM), ali da se daljnjim povecanjem
koncentracije brzina smanjuje (4 h pri 100 mM). Takvo opazanje upucéuje na potencijalnu
inhibiciju enzima bromidnim ionima. Kao i za cijanatne ione, poznavanjem Kinetike
procesa moguce je odrediti postoji li negativan utjecaj Br™ iona pri vi§im koncentracijama.
Saznanja iz kinetickih ispitivanja pojedinacnih stupnjeva DKR takoder omogucuju odabir
najpovoljnijeg reaktora za provodenje reakcija. Odabirom najpovoljnijeg reaktora te
pocetnih uvjeta, odnosno koncentracija supstrata i enzima, moguce je posti¢i optimalni
ishod reakcije tj. najvisa iskoriStenja na produktu i njegovu opti¢ku Cisto¢u u Sto kra¢em
vremenu.

Iz navedenih razloga, u ovom radu je razvijen i validiran cjeloviti matematicki
model prikazane DKR. lako se i. stupanj odnosi se na favorizirano nastajanje
(S)-oksazolidinona, a ii. stupanj na pretezno otvaranje (R)-epoksida, zbog kompleksnosti
reakcijskog sustava sa stajaliSta reakcijskog inZenjerstva, svaki je od ovih reakcijskih

stupnjeva proucavan zasebno za (S)- i (R)-epoksid kao supstrate.

5.3.1. Kinetika i. stupnja reakcije

Prvi stupanj DKR je nastajanje 5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona reakcijom
2-bromometil-2-metil-oksirana i cijanatnog iona uz enzim HheC. Kinetika i. stupnja
reakcije ispitana je polaze¢i od oba enantiomera epoksida pojedinacno, pri ¢emu je
ispitivan utjecaj koncentracija supstrata (epoksida i OCN"), produkta (oksazolidinona) i Br-
(priustan u sustavu DKR) na specifi¢nu aktivnost enzima. Utjecaj oksazolidinona ispitan je
u eksperimentima s rac-epoksidom kako bi se odredilo postoji li inhibicija produktom.
Utjecaj bromidnih iona, koji su prisutni u sustavu kao supstrati u ii. stupnju DKR Kkoji se
simultano odvija, ispitan je na enantiomerima pojedinacno.

Rezultati mjerenja kinetike i. stupnja reakcije s obzirom na (S)-epoksid dani su na
slici 5.4. koja prikazuje ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentracijama
(S)-epoksida (5.4-A), cijanatnog iona (5.4-B) i bromidnog iona (5.4-C). Supstrati
(S)-epoksid i cijanatni ion prate Michaelis-Mentenic¢inu kinetiku, uz inhibicijski u¢inak
(S)-epoksida na enzim pri visim koncentracijama. Bromidni ioni takoder imaju inhibicijski
uc¢inak na enzim pri viSim koncentracijama. Iz prikazanih rezultata procijenjeni su kineticki
parametri i navedeni u tablici 5.1.

Rezultati mjerenja kinetike i. stupnja reakcije s obzirom na (R)-epoksid dani su na

slici 5.5. Slike prikazuju ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentracijama
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(R)-epoksida (5.5-A), cijanatnog iona (5.5-B) i bromidnog iona (5.5-C). Analogno slu¢aju
sa (S)-epoksidom, cijanatni ioni prate Michaelis-Mentenicinu kinetiku a bromidni ioni
imaju inhibicijski u¢inak na enzim pri poviSenim koncentracijama, uz glavnu razliku da
(R)-epoksid prati kinetiku 1. reda. Iz prikazanih rezultata procijenjeni su kineti¢ki
parametri i navedeni u tablici 5.2.

Rezultati ispitivanja utjecaja produkta oksazolidinona na specifiénu aktivnost
enzima dani su na slici 5.6. Budu¢i da s povecanjem koncentracije produkta specifi¢na

aktivnost enzima ostaje nepromijenjena, moguce je zakljuciti da inhibicije produktom

nema.
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SLIKA 5.4. Utjecaj koncentracije A. (S)-epoksida (Cnaocn = 150,1 mM), B. NaOCN
(C(s)-epoksia = 200 mM) i C. NaBr (Cnaocn = 50,02 MM, C(s)-epoksia = 10 mM) na specifi¢nu aktivnost HheC (500
mM Tris-SO,4 pH 7, 1000 okr min, V, = 0,5 mL, rhec = 0,08 mg cm™)
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TABLICA5.1. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju izmedu (S)-epoksida i NaOCN

PARAMETAR JEDINICA VRIJEDNOST

Vi1 Umg! 5,287 +1,698
Kmp©)-epoksid —m\] 0,611 + 0,144
Ky NEOCN mM 1,036 + 0,235
Ky ®)-epoksid —m\m 248,140 + 28,505
K iy NaBr mM 0,129 + 0,033
Kig(R)-epoksidx — mM| 0,154 + 0,012

*vrijednost procijenjena naknadno tijekom validacije modela iz
eksperimenta u kotlastom reaktoru
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SLIKA5.5. Utjecaj koncentracija A. (R)-epoksida (Cnaocn = 150 MM, yunec = 0,08 mg cm'3),
B. NaOCN (Cy-epoksid = 10 MM, yrnec = 0,04 mg cm3) i C. NaBr (Cnaocn = 50 mM,

CR)-epoksid = 10 MM, yrnec = 0,08 mg cm3) na specifi¢nu aktivnost HheC (500 mM Tris-SO4 pH 7, 1000 okr
min?, V,=0,5mL)
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TABLICA 5.2. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju izmedu (R)-epoksida i NaOCN

PARAMETAR JEDINICA VRIJEDNOST

k2 Umgtmin? 0,041 +0,001
K maV2OCN mM 29,030 + 0,224
K ipNaBr mM 0,371 + 0,022
KipO)-epoksidmpy\p 8,391 + 0,853

*Vrijednost procijenjena naknadno tijekom validacije modela iz eksperimenta u
kotlastom reaktoru
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SLIKA 5.6. Utjecaj koncentracije oksazolidinona na specifi¢nu aktivnost HheC (500 mM Tris-SO4 pH 7,
1000 okr min, V; = 2,5 mL, Crac-epoksid = 100 MM, Cnaocn = 150 MM, prnec = 0,32 mg cm™®)

Usporedbom podataka za i. stupanj DKR (tablice 5.1 i 5.2) uocljiv je razli€it afinitet
enzima prema enantiomerima. Vrijednost maksimalne brzine reakcije za (S)-epoksid je
niska (Vm1 = 5,287 U mg?) i postiZze se pri niskim koncentracijama (S)-epoksida, dok pri
viSim koncentracijama (C(s)-epoksid > 10 mM) dolazi do izrazaja inhibicija enzima i
smanjenje brzine reakcije $to je numericki izrazeno vrlo visokom vrijednosti konstante
inhibicije (Ki®)-Poksid = 248 140 mM). U slucaju (R)-epoksida vrijednost maksimalne
brzine reakcije nije bilo moguce odrediti jer supstrat slijedi kinetiku prvoga reda s
konstantom brzine reakcije k = 0,041 U mg min. To ustvari znac¢i da se brzina reakcije
linearno povecava s povecanjem koncentracije (R)-epoksida no uz vrlo nisku konstantu
proporcionalnosti, odnosno da je za viSe brzine reakcije nastajanja (R)-oksazolidinona
potrebna vrlo visoka pocetna koncentracija (R)-epoksida. 1z navedenog slijedi da bi pri
niskim koncentracijama rac-epoksida brzina nastajanja (S)-oksazolidinona bila visoka, a
(R)-oksazolidinona niska, no pove¢anjem koncentracije rac-epoksida situacija se mijenja.

Drugim rije¢ima, iz kinetickih mjerenja i. stupnja DKR vidljivo je da je za postizanje
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5. Rezultati i rasprava

visokog iskoriStenja na (S)-oksazolidinonu reakciju potrebno provoditi pri nizim pocetnim
koncentracijama rac-epoksida.

Kad su prisutni u sustavu, bromidni ioni inhibiraju enzim u oba slu¢aja, stoga Ii.
stupnju DKR odgovara provedba pri nizim koncentracijama bromidnih iona. Usporedujuci
konstante vidljivo je da je inhibicija u slucaju (S)-epoksida nesto izrazenija u odnosu na

(R)-epoksid (Kiz\?B" = 0,129 mM, KN = 0,371 mM).

5.3.2. Kinetika ii. stupnja reakcije

Drugi stupanj DKR je reakcija 2-bromometil-2-metil-oksirana i bromidnog iona uz
enzim HheC pri ¢emu nastaje 1,3-dibromo-2-metil-2-propanol. Kinetika ii. stupnja reakcije
ispitana je polaze¢i od oba enantiomera epoksida pojedinacno, pri ¢emu je ispitivan utjecaj
supstrata (epoksida i bromidnih iona) te cijanatnih iona, koji su prisutni u sustavu radi i.
stupnja DKR koji se simultano odvija, na specifi¢nu aktivnost enzima.

Rezultati mjerenja Kinetike ii. stupnja reakcije s obzirom na (S)-epoksid dani su na
slici 5.7. Slike prikazuju ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentracijama
(S)-epoksida (5.7-A), bromidnog iona iona (5.7-B) i cijanatnog iona (5.7-C). Supstrat
(S)-epoksid prati Kinetiku 1. reda, a bromidni ioni Michaelis-Menteni¢inu kinetiku uz
inhibicijski uc¢inak na enzim pri vi§im koncentracijama. Cijanatni ioni takoder pokazuju
inhibicijski u€inak na enzim pri visSim koncentracijama. Iz prikazanih rezultata procijenjeni
su kineticki parametri 1 navedeni u tablici 5.3.

Rezultati mjerenja Kinetike ii. stupnja reakcije s obzirom na (R)-epoksid dani su
slikom 5.8. Slike prikazuju ovisnost specifiéne aktivnosti enzima o koncentracijama
(R)-epoksida (5.8-A), bromidnog iona (5.8-B) i cijanatnog iona (5.8-C). Supstrat
(R)-epoksid prati kinetiku 1. reda, a bromidni ioni Michaelis-Menteni¢inu kinetiku.
Cijanatni ioni u ovom sluc¢aju nemaju inhibicijski u¢inak na enzim. Iz prikazanih rezultata
procijenjeni su kineticki parametri i navedeni u tablici 5.4.

Budu¢i da (S)- i (R)-epoksid prate kinetiku 1. reda, brzina reakcije povecava se
proporcionalno s povecanjem koncentracije supstrata. Kao $to je vidljivo u tablicama 5.3 1
5.4, konstante brzina reakcija u oba slucaja su vrlo niske, odnosno potrebne su vrlo visoke
koncentracije supstrata kako bi se reakcija odvijala ve¢om brzinom. Pri tome je konstanta
za (S)-epoksid (ks = 0,077 U mg! min') vise nego dvostruko veéa od one za (R)-epoksid
(ks = 0,030 U mg™* min?).
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5. Rezultati i rasprava

Vrijednosti Michaelisove konstante u oba slucaja upucéuju na visok afinitet enzima
prema bromidnim ionima (Kms"?®" = 0,0380 mM, KmsN8" = 1,630 mM), odakle je vidljivo
da je za uspjesno provodenje ove reakcije u reaktor potrebno dodati malu koli¢inu
bromidnih iona. Stovie, u slu¢aju (S)-epoksida vise koncentracije bromidnih iona
(cnagr > 1 mM) inhibiraju reakciju sto je i ranije pretpostavljeno prema literaturi (Majeric¢
Elenkov et al., 2015). Takoder, cijanatni ioni inhibiraju reakciju u slucaju (S)-epoksida
(KigNaOCN = 0,0071 mM), dok u reakcijama s (R)-epoksidom nemaju utjecaja. Budu¢i da se
pri provedbi DKR ii. stupanj odnosni na otvaranje (R)-epoksida zaostalog u smijesi,
¢injenicu da bromidni i cijanatni ioni inhibiraju reakciju sa (S)-epoksidom moguce je uzeti
u obzir pri odabiru uvjeta za postizanje Zeljenog ishoda reakcije. Kineticka ispitivanja
potvrduju stoga podatak iz literature da je ii. stupanj reakcije usko grlo procesa, koliko
zbog kinetike prvog reda u odnosu na epoksid, toliko i zbog pojave inhibicija. Pri niskim
koncentracijama supstrata moze Se ostvariti samo niska brzina reakcije, a uzevsi u obzir da
se DKR provodi uz barem ekvimolarne koncentracije cijanatnog iona, tu dolazi i do

inhibicije supstratom iz i. stupnja reakcije koja je neizbjezna.
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SLIKA5.7. Utjecaj koncentracije A. (S)-epoksida (Cnaer = 4 mM), B. NaBr (C(s)-epoksia = 20,01 mM) i C.
NaOCN (Cnagr = 10 MM, C(s)-epoksid = 10,01 mM) na specifi¢nu aktivnost HheC (500 mM Tris-SO4 pH 7, 1000

okr min, Vr = 0,5 mL, prnec = 0,08 mg cm®)
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5. Rezultati i rasprava

TABLICA 5.3. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju izmedu (S)-epoksida i NaBr

PARAMETAR JEDINICA VRIJEDNOST

ks Umg?!min? 0,077 +0,001
K maNeBr mM 0,038 + 0,009
KiigNeBr mM 6,533 + 1,425
KjgNaOCN mM 0,007 + 0,002
Kig(R)-epoksidx — m\ 0,012 + 0,001

*Vrijednost procijenjena naknadno tijekom validacije modela iz
eksperimenta u kotlastom reaktoru

[
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CNaBr [mM]
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0,8 { [}
\_.’._' Y ° [ ]
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£ 06,
2
<: 0,4
n
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0,0 w w w
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SLIKA 5.8. Utjecaj koncentracije A. (R)-epoksida (Cnaer = 4 mM), B. NaBr (C(ry-epoksia = 200,12 mM) i C.
NaOCN (cnagr = 10 MM, C(s)-epoksid = 10,01 mM) na specifi¢nu aktivnost HheC (500 mM Tris-SO4 pH 7, 1000

okr min, V; = 0,5 mL, prnec = 0,08 mg cm®)

TABLICA 5.4. Procijenjeni kineti¢ki parametri za reakciju izmedu (R)-epoksida i NaBr

PARAMETAR JEDINICA VRIJEDNOST
Ka Umgmin? 0,030+ 0,0004
K naNaBr mM 1,630 +£ 0,183
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5. Rezultati i rasprava

5.3.3. Kinetika iii. stupnja reakcije

Trec¢i stupanj DKR je nastajanje rac-epoksida odlaskom bromidnog iona i protona

iz molekule 1,3-dibromo-2-metil-2-propanola. Rezultat mjerenja kinetike iii. stupnja

reakcije prikazani su na slici 5.9. lako je iii. stupanj reakcije u ranijim istraZivanjima

pripisan djelovanju enzima, u ovom radu otkriveno je da HheC ne prihvaca tercijarni

alkohol kao supstrat. Reakcija zatvaranja dibromoalkohola je spontan kemijski proces te

kao produkt nastaje rac-epoksid. Budu¢i da je brzina dehalogenacije proporcionalna

koncentraciji dibromoalkohola, radi se o reakciji kinetike 1. reda. Procijenjeni kinetic¢ki

parametri dani su u tablici 5.5.
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Slika 5.9.-A. Utjecaj koncentracije dibromoalkohola na brzinu reakcije, B. utvrdivanje reda reakcije (500

mM Tris-SO4 pH 7, 1000 okr mint, 0.5 mL, yrnec = 0,08 mg cm3)

TABLICA5.5. Kineti¢ki parametri iii. stupnja reakcije

Parametar Jedinica Vrijednost
Ks min-t 0,0357 + 0,0011
n - 1
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5. Rezultati i rasprava

5.4. Validacija modela

Nakon razvoja matematiCkog modela DKR uslijedila je njegova validacija
provedbom eksperimenata u KR prema uvjetima danim u tablici 3.22. Rezultati validacije

odnosno provjere valjanosti modela dani su na slikama 5.10 — 5.17.

® oksazolidinon
O  (S)-epoksid
(R)-epoksid

g‘ 30
E
o 20
10
0e : : ‘ : : ,
0 50 100 150 200 250 300 350
t [min]

SLIKA 5.10. V-1: dobivanje oksazolidinona reakcijom rac-epoksida i cijanatnih iona u KR pra¢eno na
kiralnoj i akiralnoj koloni (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 25 °C, 1000 okr min, V= 2,5 mL,
Crac-epoksid = 50 MM, Cnaocn = 50 MM, phhec = 0,25 mg mL™?)
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SLIKA 5.11. V-2: dobivanje oksazolidinona reakcijom rac-epoksida i cijanatnih iona u KR (500 mM Tris-
SO4pH 7, T = 25 °C, 1000 okr min, V= 2,5 mL, Crac-epoksid = 35 MM, Cnaocn = 50 mM,
yhhec = 0,25 mg mL1) A. praéenje koncentracija na akiralnoj koloni i B. pra¢enje stabilnosti enzima u
reaktoru
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SLIKA 5.12. V-3: stabilnost enzima za vrijeme pokusa u KR (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 25 °C, 1000 okr
min?, Vi = 2,5 mL, Crac-epoksia = 100 MM, Cnaocn = 100 MM, yhnec = 0,40 mg mL™Y)

o

Slike 5.10 i 5.11-A prikazuju eksperimente u sustavu s rac-epoksidom i cijanatnim
ionima, odnosno eksperimente i. stupnja DKR. Poéetnim testiranjem uo¢ena su odstupanja
eksperimentalnih podataka od vrijednosti modela. Jedan od mogucih razloga odstupanja je
inhibicija enzima. Pri odredivanju kinetike i. stupnja DKR ispitane su sve potencijalne
inhibicije osim inhibicija reakcija suprotnim enantiomerom. Iz tog razloga ove inhibicije su
pretpostavljene, a parametri procijenjeni iz eksperimentalnih podataka u reaktoru gdje su
bile poznate koncentracije pojedinih enantiomera epoksida. Za inhibiciju (S)-epoksida
suprotnim enantiomerom u i. stupnju DKR dobivena je vrijednost Ki;®-eoksid = 0 154 mM,
a za inhibiciju (R)-epoksida Ki,®)-¢Poksid =8 3901 mM. Model uz dodane vrijednosti
procijenjenih  Kkonstanti inhibicije pokazuje vrlo zadovoljavajue slaganje s
eksperimentalnim podacima u validacijama V-1 i V-2.

U eksperimentima V-2 (slika 5.11-B) i V-3 (slika 5.12) pracena je stabilnost
enzima. Specifi¢na aktivnost enzima ostala je nepromijenjena, odnosno potvrdeno je da je
enzim stabilan u vremenu od 4 h. Dodatno, u eksperimentu V-2 enzim je ostavljen u
reakcijskoj smjesi po zavrsetku reakcije te je aktivnost izmjerena nakon 24 h. Kako niti u
tom vremenskom periodu ne dolazi do deaktivacije enzima, moze se zakljuciti da je HheC
vrlo stabilan te se time otvara moguénost njegovog visestrukog koristenja.

Slika 5.13 prikazuje eksperimente u sustavu s rac-epoksidom, cijanatnim i
bromidnim ionima, odnosno eksperimente sustava DKR. Kao i u prethodnom slucaju,
pocCetna odstupanja eksperimentalnih podataka od modela navode na pretpostavku da
postoji inhibicija enzima suprotnim enantiomerom epoksida. Uz dodane procijenjene

konstante inhibicija iz i. stupnja te uz novu konstantu inhibicije (S)-epoksida suprotnim
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5. Rezultati i rasprava

enantiomerom u ii. stupnju DKR (Kjg®-®sid = 0012 mM) model pokazuje

zadovoljavajuce slaganje s eksperimentalnim podacima, uz slucaj da u eksperimentu V-7
(slika 5.13-D) model predvida nesto sporiju potro$nju (R)-epoksida, ¢emu moze biti razlog

1 analiticka eksperimentalna pogreska.
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SLIKA 5.13. Dobivanje oksazolidinona iz rac-epoksida u KR (500 mM Tris-SO4 pH 7, T = 25 °C, 1000 okr

min?, Vi = 2,5 mL, yunec = 0,25 mg mL™Y) praceno na kiralnoj i akiralnoj koloni: A. V-4: Crac-epoksia = 40 mM,

Cnaocn = 40 mM, Cnagr = 1 mM, B. V-5: Crac-epoksid = 100 mM, Cnaocn = 100 mM, Cnagr = 10 mM, C. V-6: Crac-
epoksid = 200 mM, Cnaoen = 200 mM, Cnasr =5 mM, D. V-7: Crac-epoksid = 20 mM, Cnaocn = 20 mM,

CNnaBr =1 mM

55



6. Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

U ovom radu razvijen je i validiran cjeloviti matemati¢ki model visestupnjevite
DKR 2-bromometil-2-metil-oksirana katalizirane HheC enzimom za dobivanje produkta
(S)-5-bromometil-5-metiloksazolidin-2-ona.

U i. stupnju DKR uocen je razli¢it afinitet enzima prema enantiomerima. S obzirom
na (S)-epoksid utvrdeno je da supstrati prate Michaelis-Mentenic¢inu kinetiku
(Km1®ePoksid = 0 0611 mM, KmiN©CN = 1,036 mM) uz inhibicijski ué¢inak (S)-epoksida na
enzim pri koncentracijama visim od 10 mM (K ®)-oksid = 248 140 mM). U slucaju
(R)-epoksida on prati kinetiku 1. reda (k2 =0,041 mM), a cijanatni ioni Michaelis-

NaOCN = 29 030 mM). Bromidni ioni u oba slu¢aja pokazuju

Mentenicinu kinetiku (Km2
inhibicijski u¢inak na enzim koji je izraZeniji u slu¢aju (R)-epoksida (Kii"N2" = 0,129 mM,
Ki2\eB" = 0,371 mM). Suprotni enantiomeri epoksida takoder se medusobno inhibiraju, pri
gemu je inhibicija (S)-epoksida znatno izrazenija (Ki®-Pksid =0 154 mM,
Kip®-eroksid = 8 391 mM). U i. stupnju DKR mozZe se zakljuéiti da je za preferirano
nastajanje  (S)-oksazolidinona reakciju potrebno provoditi pri  koncentracijama
rac-epoksida nizim ili jednakim 20 mM. Radi se o koncentracijama koje su dovoljno niske
da pri njima (S)-epoksid ne pokazuje svojstvo inhibicije supstratom, a brzina nastajanja
(R)-oksazolidinona je niska.

U ii. stupnju DKR oba enantiomera epoksida prate Kkinetiku 1. reda
(k3 =0,077 U mg! min?, ks = 0,030 U mg™* mint), a bromidni ioni Michaelis-Menteni¢inu
kinetiku (Kms"?®" = 0,038 mM, Kms"%"=1,630 mM). U slucaju (S)-epoksida prisutne su
inhibicija ~ bromidnim  ionima  (Kig"*®" =6,533 mM),  cijanatnim  ionima
(KisN2CN = 0,0071 mM) te suprotnim enantiomerom (Kiz®-¢P°ksid = 0,012 mM). Budu¢i da
je afinitet enzima prema bromidnim ionima vrlo visok, u reaktor je potrebno dodati malu
koli¢inu bromidnih iona za Zeljeni ishod reakcije. Stovise, visoke koncentracije bromidnih
iona u slucaju (S)-epoksida inhibiraju reakciju. Ta ¢injenica ide u prilog provodenju DKR,
buduéi da bromidni ioni u i. stupnju inhibiraju reakciju izmedu (S)-epoksida i cijanatnih
iona.

Otkriveno je da je reakcija zatvaranja dibromoalkohola odnosno iii. stupanj DKR
spontan kemijski proces pri kojem rac-epoksid nastaje prema Kinetici 1. reda
(ks = 0,036 min™).

1z objedinjenih rezultata kinetickih ispitivanja proizlazi zakljucak da je za Zeljeni

ishod reakciju potrebno provoditi pri niskim koncentracijama rac-epoksida, radi inhibicije
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supustratom (S)-epoksidom u i. stupnju, te niskim koncentracijama bromidnih iona, koje su
dovoljne za provodenje ii. stupnja i ne inhibiraju enzim u i. stupnju. U eksperimentima
validacije model je pokazao zadovoljavajuce slaganje s eksperimentalnim vrijednostima,
pri ¢emu je potvrdeno predvidanje optimalnih uvjeta za potpunu konverziju (S)-epoksida i

dobivnje produkta (S)-oksazolidinona visoke ¢istoce.
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/. POPIS POKRATA | SIMBOLA

A — apsorbancija, /

API — aktivna farmaceutska tvar (engl. active pharmaceutical ingredient)
ATP — adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

BSA — albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

¢ — mnozinska koncentracija, mmol dm

d — debljina kvarcne Kkivete, cm

DCM - diklormetan (engl. dichloromethane)

DKR — dinamicka kineticka rezolucija

DMSO — dimetil sulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
E — enantiomerni omjer, %

E —enzim

Ea — energija aktivacije, kJ

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

ES* — kompleks enzim-supstrat

EtOAC — etil-acetat

EtOH — etanol

FID — plameno ionizacijski detektor (engl. flame ionization detector)
G — Gibbsova slobodna energija, kJ

GC — plinska kromatografija (engl. gas chromatography)

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

IRB — Institut ,,Ruder Boskovic¢*

IUBMB - Internacionalna unija za biokemiju i molekularnu biologiju (engl. International
Union of Biochemistry and Molecular Biology)
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ki, ko, k3 — konstante brzine reakcija formacije i disocijacije kompleksa enzim-supstrat te
nastajanja produkta, mint

kq — konstanta deaktivacije, min

Ki — konstanta inhibicije, mmol dm

Km — Michaelisova konstanta, mmol dm

KR — kotlasti reaktor

m —masa, g

M, — molarna masa komponente, g mol™

MRSA — meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
MTBE — metil terc-butil eter

MWCO — grani¢na molekulska masa komponente (engl. molecular weight cut-off), g mol*
N — mnozina tvari, mol

P — produkt

PC — osobno racunalo (engl. personal computer)
pH — negativan logaritam aktiviteta vodikovih iona
PNSHH — 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanol

R? — koeficijent linearne regresije

rac-epoksid — racemi¢na smjesa epoksida

rs— brzina enzimske reakcije, mmol dm min-*

S — supstrat

S.A. — specifi¢na aktivnost, U mg

T — temperatura, °C

t—vrijeme, s

t.— vrijeme poluZivota, min

TO — temeljna otopina

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

Tris-SO4 — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol sulfatni pufer
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Trizma® — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol

U — jedinica enzimatske aktivnosti

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

V.A. — volumna aktivnost, U cm™

Vm — maksimalna brzina enzimske reakcije, mmol dm min!

Vr — volumen reakcijske smjese, cm?®

Wa — maseni udio komponente A, wy = Zmri , %
i

X —konverzija, %

a — kut optickog zakretanja, ©

» — masena koncentracija, mg dm

A — promjena

¢ — ekstincijski koeficijent, mM* cm?
A —valna duljina, nm

o — standardna devijacija, -

@a— volumni udio komponente A, @, = ;—3 , %
3
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9. Prilozi

9. PRILOZI

PRILOG 1. Bazdarni pravac metode po Bradfordu
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9. Prilozi

PriLOG 3. A. Kromatogram i bazdarni pravci za GC

C. (R)-epoksida na Alpha-DEX koloni
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PRILOG 4. A. Kromatogram i B. bazdarni pravac za GC analizu rac-epoksida na HP-5

koloni
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Napomena: pikovi za rac-epoksid pri vi$im koncentracijama pokazuju povlacenje (engl. peak tailing) stoga
je bazdarni pravac napravljen u rasponu koncentracija 0 — 1 mM, a uzorci iz reakcijske smjese razrjedivani su

kako bi upadali u mjerno podrucje pravca.
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9. Prilozi

PRILOG 5. A. Kromatogram i B. bazdarni pravac za GC analizu dibromoalkohola na HP-5
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PRILOG 6. A. Kromatogram i B. bazdarni pravac za GC analizu oksazolidinona na HP-5
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10. Zivotopis

10. ZIVOTOPIS

Nevena Mil¢i¢ | Osnovnoskolsko obrazovanje zavrsila je

u OS Petar Zrinski, a srednjogkolsko u Klasi¢noj gimnaziji u Zagrebu. 2013. godine upisala je
preddiplomski studij Ekoinzenjerstvo na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Sveucilista u Zagrebu, koji je zavrSila 2016. godine obranom zavr$nog rada na temu Utjecaj
pH vrijednosti na velicinsku raspodjelu pora RO/NF membrana te stekla titulu prvostupnice
ekoinzenjerstva uz pohvalu (cum laude). Iste godine u rujnu upisala je diplomski studij
Ekoinzenjerstvo. Akademskih godina 2014./2015. — 2016./2017. radila je kao demonstratorica
na Zavodu za analiticku kemiju, godina 2015./2016. i 2016./2017. na Zavodu za fizikalnu
kemiju, a zimski semestar 2017./2018. godine na Zavodu za industrijsku ekologiju. Dobitnica
je Rektorove nagrade akademske godine 2016./2017. za individualan znanstveni rad pod
nazivom Oporaba Kkafilerijske otpadne vode za navodnjavanje hibridnim postupkom
koagulacije, pjescane filtracije i ultrafiltracije te 2. nagrade za najbolji studentski rad na Sajmu
ideja 2017. s posterskim priopéenjem istog naslova. Sudjelovala je u izradi predavanja
Primjena matematickog modela u razvoju enzimatskog procesa u sklopu Prve radionice
HDKI-HKD: Intelektualno vlasnistvo i komercijalni pristup za novo eksperimentalno i
tehnolosko rjesSenje u organskoj kemiji. Sudjelovala je na CEST 2017 konferenciji (Rhodos,
Grcka) s posterskim priopéenjem pod naslovom Wastewater reuse for irrigation by
coagulation and ultrafiltration te na Susretu mladih kemijskih inZenjera 2017. s posterskim
priopéenjem Matematicki model dinamicke kineticke rezolucije katalizirane halogenhidrin
dehalogenazom. Odradila je Erasmus+ stru¢nu praksu u razdoblju 0O1. travanj — 31. kolovoz
2018. u Katalonskom institutu za istrazivanje voda (Girona, Spanjolska). U razdoblju ozujak
2017. — ozujak 2018. vodila je Odbor za projekte Studentske sekcije Hrvatskog drustva
kemijskih inZenjera i tehnologa. Akademske godine 2016./2017. primala je stipendiju
Sveucilista u Zagrebu za izvrsnost, a 2017./2018. Stipendiju Grada Zagreba u istoj kategoriji.
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