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Sazetak

Fluorirani aromatski spojevi su vazni kiralni gradevni blokovi u farmaceutskoj industriji.
Jedna od metoda njihove sinteze je i biokataliticki put koriStenjem enzima halogenhidrin-
dehalogenaze (HHDH). U ovom radu proucavana je reakcija otvaranja epoksidnog prstena,
fluoriranog derivata stiren oksida uz azid kao nukleofil. Reakcija je katalizirana s HHDH iz divljeg

soja mikroorganizma poznata i pod nazivom HheC.

Provedene su preliminarne reakcije u vodenom mediju s 5 % organskog otapala. U njima
je evaluirano Sest razliCitih epoksida s atomima fluora kao supstituentima na stiren oksidu.
Metodom pocetnih brzina odredeni su kineticki modeli i parametri za svaku od reakcija. Utjecaj
koncentracije epoksida (Cepox) Na brzinu enzimske reakcije odgovara Michaelis-Metenic¢inoj
enzimskoj kinetici, dok utjecaj koncentracije azida odgovara kinetickom modelu s inhibicijom
supstrata. Enzimsku kinetiku u vodenom mediju bilo je moguée mjeriti samo do koncentracije
epoksida od 20 mM, zbog njihove ogranicene topljivosti. Kako bi se povecala topljivost epoksida,

reakcije je potrebno provoditi pri ve¢im udjelima organskog otapala.

Usporedbom procijenjenih kinetickih parametara i pregledom literature odredeno je da
poloZaj supstituenta ima presudnu ulogu na aktivnost enzima i afinitet supstrata prema enzimu. Od
ispitivanih stiren oksida najbolji supstrat za HheC je onaj koji ima najudaljenije supstituente od

epoksidnog prstena, odnosno u para poloZaju.

Kljuéne rije€i: epoksid, halogenhidrin-dehalogenaza, kinetika enzimske reakcije, evaluacija

supstrata



Abstract

Fluorinated aromatic compounds are important chiral building blocks in the
pharmaceutical industry. One of the methods for their synthesis is a biocatalytic path with enzyme
halohydrin dehalogenase (HHDH). In this work, the ring-opening reaction of epoxides was
studied. Substrates were fluorinated derivates of styrene oxide with azide as a nucleophile. The

reaction was catalyzed by wild-type HHDH, also known as HheC.

Preliminary reactions were ran in a buffered medium with 5 % of organic solvent. Six
different epoxides with fluorine atom on different positions of the phenyl ring were evaluated. By
using the initial reaction rate method, kinetic models and parameters for each reaction were
determinend. The influence of the concentration of epoxides (Cepox) ON the rate of enzymatic
reactions fits Michaelis-Menten kinetics, while the influence of azide concentration fits the
Michaelis-Menten Kinetics with substrate inhibition. Because of low epoxide solubility, enzymatic
kinetic in the water medium can be determined up to the epoxide concentration of 20 mM. To
increase epoxide solubility reactions need to be carried out at higher concentration of organic

solvent.

By comparing the estimated Kinetic parameters and literature search, it was found that the
substituent position has a deterministic role in enzyme activity and affinity of the substrate towards
the enzyme. From the tested styrene oxides, the best substrate for HheC is the one that has

substituents on the opposite side from the epoxide ring.

Keywords: epoxide, halohydrin-dehalogenase, enzyme reaction Kinetics, substrate evaluation
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1. Uvod

Svojstva aromatske molekule mogu se znacajno promijeniti kada se u nju ugradi flour.
Razlog lezi u tome $to flour ima jedinstvena stericka i elektronska svojstva. On je jedan od
najmanjih mogucih supstituenata i kao takav manje ¢e utjecati na promjenu molekulske
konformacije nego neki veci. Radi visoke elektronegativnosti navla¢i elektrone na sebe te tako
moZe stabilizirati molekulu ili utjecati na reaktivnost drugih funkcionalnih grupa u molekuli.t
Takoder, C-F veza je jaka te utjece na inhibiciju metabolizma kada je flour ugraden na ugljik blizu
reaktivnog mjesta. Radi toga fluorirani aromatski spojevi danas se koriste kao insekticidi, fungicidi
i herbicidi.2 Pronalaze svoju primjenu i u farmaceutskoj industriji jer ugradnja fluora mijenja
biolosku aktivnost i farmakokineticka svojstva lijeka, te posljediéno moze pospjesiti dobavu,

sigurnost i aktivnost lijeka.® Osim navedenog, ovi spojevi koriste se u industriji boja i polimera.*

Fluorirani aromatski spojevi nisu $iroko rasprostranjeni u prirodi te se radi toga za
industrijske potrebe moraju sintetizirati.> Klasi¢ne kemijske metode sinteze ukljucuju koristenje
toksi¢nih reagensa i metalnih katalizatora za ugradnju fluora u aromatski prsten.® Ti procesi su
skupi radi potrebe za naknadnim procis¢avanjem produkta od nezeljenih toksi¢nih komponenata.
Alternativa je biokatalitiCka modifikacija jednostavnijih spojeva kao §to su fluorirani derivati
stiren oksida, koji takoder mogu biti sintetizirani biokatalitickim putem.’” U ovom radu prou¢avana
je navedena alternativa te je shematski prikazana slikom 1.1. Radi se o enzimskoj reakciji otvaranja
epoksidnog prstena kataliziranom enzimom HheC uz azid kao nukleofil. Mehanizam reakcije
opisan je u poglavlju 2.4.1, dok se vaznost produkta moZe pronaci u poglavlju 2.4.5. Enzimski put
je industrijski zanimljiv jer se izbjegava potreba za naknadnim uklanjanjem opasnih tvari iz

reakcijske smjese te radi dobivanja enatiomerno ¢istog produkta.

H

HheC N;
+ N, —> | R

R = H, CH,

Slika 1.1. Biokataliticka modifikacija flouriranih derivata stiren oksida



2. Opéi dio

2.1. Epoksidi

Epoksidi ili oksirani su cikli¢ki eteri s tri-atomnim prstenom koji sadrzi kisik (slika 2.1 a).
Pripadaju u vrlo reaktivne spojeve kao posljedica polarnosti i napetosti prstena. Karakteristicna
reakcija je otvaranje epoksidnog prstena kada se u njegovoj blizini nalazi reagens. Postoji Siroki
raspon reagensa s kojima pojedini epoksid moZze reagirati, Sto znaci da kao produkt mogu nastati
razli¢iti spojevi. Ti reagensi mogu biti nukleofili, elektrofili, kiseline, baze, reducensi i oksidansi.®
Reaktivnost, i to da se mogu jednostavno pripremiti iz Sirokog raspona razliCitih polaznih
kemikalija, ¢ini epokside idealnim kao intermedijerom u organskim sintezama. Takoder, vazno

svojstvo koje pokazuju epoksidi, a koje je vazno za industrijsku primjenu je kiralnost.®

2.1.1. Stiren oksid i njegovi derivati

Stiren oksid, poznat i kao 2-feniloksiran, je aromatski epoksid nastao iz stirena kao
polaznog spoja (slika 2.2. b). Pripada u osnovne kemijske gradevne jedinice jer sadrzi aromatsku
skupinu, Kiralni centar na benzilnom ugljikovom atomu, te kao epoksid vrlo je reaktivan. Radi toga
pronalazi svoju primjenu kada se Zeli sintetizirati kiralna aromatska molekula.*® Primjena mu se
dalje prosiruje kada se sintetiziraju njegovi derivati. Radi potrebe dobivanja enantio¢istih derivata
zanimljivi su biokataliticki putevi u kojima se osim HHDH Kkoriste i epoksid hidrolaze u
reakcijama Kineticke rezolucije. U njima dolazi do deprotonacije i posljedi¢ne supstitucije
prilikom ¢ega su jedan ili vise vodika zamijenjeni s fluorom, bromom, klorom ili ugljikovim
atomom.!11? Dobivena molekula prikazana je na slici 2.2. c). Derivati stiren oksida koriste se za
sintezu oksazolidinona, nove klase fungicida, antibakterijskih i antimikrobnih agensa koji se
takoder koriste kao prekursori za sintezu g-amino kiselina.®® Takoder mogu se sintetizirati i -
azidoalkoholi (produkt na slici 1.1.). U literaturi mogu se pronaci studije u kojima su proucavane

upotrebe derivata stirena kao gradevnih blokova.!#-1

a) b} c)
0 » o

=
g R g
X

RZ R

Slika 2.1. a) epoksid; b) stiren oksid; ¢) derivat stiren oksida (X = F, CI, Br, C)



2.2. Kiralnost

Neka molekula je kiralna kada se ne moze preklopiti sa svojom zrcalnom slikom, u
suprotnom za nju kazemo da je akiralna (prilog 1). Kiralne molekule su asimetri¢ne te imaju jedan
ili viSe stereocentara. U organskim molekulama stereocentri su ve¢inom ugljikovi atomi koji imaju
razli¢ite atome ili skupine vezane na sebe te se opcenito na prikazima molekula oznacavaju sa
zvjezdicom (*). Ako usporedimo dvije kiralne molekule koje su po svemu iste osim $to se odnose
kao predmet i njena zrcalna slika, za njih kazemo da su prostorni izomeri ili enantiomeri. Oni
pokazuju ista fizikalna svojstva osim $to zakre¢u ravninu svjetlosti u suprotnim smjerovima, pa se
I prema tome drugacije oznacavaju prema Cahn-Ingold-Prelog pravilu. (R) (lat. rectus — desno) je
oznaka za enantiomer koji zakreée ravninu u desno, dok (S) dolazi od latinske rijeci sinsiter sto
znaéi lijevo.r"*8 Prilikom sinteze neke organske molekule, jer su enantiomeri jako sli¢ni, moze se
dogoditi da se kao produkt dobije smjesa enantiomera. Mjera Cistoce ovih spojeva je enantiomerni
visak (ee) koji govori o tome koliko u spoju ima viSe jednog enantiomera od drugoga, te racuna se
prema jed. 2.1., gdje je n broj molova pojedinog enantiomera. Ako u produktu ima jednaka koli¢ina
oba enantiomera dobiveni produkt se naziva racemi¢na smjesa (ee = 0 %). U slucaju da ima vise
jednog enantiomera od drugog naziva se enatiomerno obogacen spoj (ee = 0 — 100 %), a ako je

sintetiziran samo jedan enatiomer, onda se naziva enatiomerno &isti spoj (ee = 100 %).%°

ee[%] :M.loo

n(R)+n(S) (22

lako enantiomeri pokazuju ista fizikalna i kemijska svojstva, organizam ih Cesto drugacije
metabolizira, tj. mogu imati razliitu bioloSku aktivnost. To je zato §to enantiomer mora
geometrijski odgovarati receptorskom mjestu u organizmu, zasluznom za njegovu metabolizaciju
(prilog 1).2° Navedena pojava je vazna za farmaciju i proizvodnju agrokemikalija. Jedan enatiomer
moze imati Zeljeni u¢inak dok drugi moze biti toksian, imati nikakvo ili slabo djelovanje na
organizam. Pa se tako lijek Ibuprofen prodaje kao racemat jer oba enantiomera imaju pozitivan
ucinak, dok suprotno u Talidomidu samo (R)-izomer ima Zzeljeni sedativni uc¢inak, dok (S)-izomer
je kancerogen. Indoxcarb je insekticid u kojemu (S)-izomer je dvostruko aktivniji od (R)-izomera,
Sto znaci da ako se on koristi u enatiomerno obogac¢enom obliku, smanjuje se ukupna koli¢ina
kemikalija koja se koristi te to smanjuje negativni utjecaj na okoli§.?! Opéenito, moze se reéi da

enatiomerno ¢isti spoj ima bolji u¢inak nego enatiomerna smjesa.



2.3. Enzimi

Enzimi su organske makromolekule koje ubrzavaju biokemijske reakcije unutar zivih

organizama. Radi toga poznati su pod nazivom biokatalizatori, dok ime enzim su dobili jer su prvi

put pronadeni u stanicama kvasca (gré. enzumé — u kvascu).??> Ne zamjenjiva je uloga enzima za

zivi svijet. U organizmima sudjeluju u metaboli¢kim putevima, respiraciji, digestiji i drugim

vaznim Zzivotnim procesima. Omogucuju odrzavanje homeostaze, tj. ravnoteznih uvjeta u

organizmu.? Takoder, zato $to su industrijski enzimski procesi odrzivi, vazna je njihova uloga u

biotehnologiji. Enzimi su obnovljivi materijal jer nastaju unutar stanica te procesi uzgoja enzima

za proizvodne potrebe su repetitivni. Biorazgradivost enzima i atmosferski uvjeti u enzimskim

procesima doprinose odrzivosti i ¢ine te procese prihvatljivim za okoli§.?* Opcenita svojstva

enzima, vazna za njihovu ulogu u zivom svijetu i industriji, prikazan su u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Opcenita svojstva enzima

Svojstvo Opis Znacaj za primjenu u industriji
Mjera kataliticke mo¢i enzima. Enzimi se mogu koristiti umjesto kemijskih
Akt 22 Enzimi s visom aktivnosti ¢e katalizatora.
ivnos

prevesti viSe supstrata u produkt
u istom vremenu.

Sto je veéa aktivnost to je potrebna manja

koli¢ina enzima po koli¢ini produkta.

Stabilnost®

Ostatak enzimske aktivnosti
nakon odredenog vremena. Ako
enzim pokazuje mali gubitak
aktivnosti u vremenu, kazemo da
je on stabilan.

Potrebno je pazljivo odrzavati uvijete u
procesu koji odgovaraju enzimima.
Vecina enzimatskih procesa mora se
provoditi u blagim uvjetima pri niskim
tlakovima i temperaturama.

Selektivnost?®?’

Svojstvo da enzim reagira samo
s jednim supstratom ili grupom
supstrata.

Enzimi se mogu Koristiti za separaciju
smjesa slicnih molekula. Nastaje manje
nusprodukata. Biosenzori mogu detektirati
analite na koje su enzimi selektivni.

Promiskuitentnost®®

Suprotan pojam od selektivnosti.
Enzimi kataliziraju reakcije iz

dvije ili vise razli¢itih skupina

Enzimi iz iste grupe mogu se koristiti za

razlicite procese u industriji.

Specifi¢nost enzima
prema supstratu®

Kineti¢ko svojstvo koje govori o
afinitetu enzima prema
supstratu. Sto je vece to ée
enzim brze reagirati s njim

prevodeci ga pritom u produkt.

Procesi postaju krac¢i. Moguce su brze
reakcije s malom koli¢inom supstrata.
Visoka specifi¢nost daje brzi odziv u

detekciji analita s enzimima u biosenzorima.




2.3.1. Vaznost biotehnologije i mjesto enzima u njoj

Biotehnologija je koriStenje organizama ili njihovih dijelova u industrijske i druge
komercijalne svrhe. Temelji se na oponasanju i ugradnji bioloskih procesa u proizvodne procese
kako bi se dobio ekonomski isplativi produkt.® Biotehnologija pronalazi ulogu u proizvodnji
lijekova za medicinu i farmaceutsku industriju, povecanju prinosa u agroindustriji, uklanjanju
oneciséenja iz okoli$a te za proizvodnju kemikalija u kemijskoj industriji.3! 2017. svjetsko trziste
biotehnologije vrijedilo je skoro 400 milijarde $ te se predvida porast do 775 milijarde $ do 2025.3
Moze se reci da je rast impozantan, u 8 godina o¢ekuje se skoro dvostruki rast te je zato u izvjestaju
Poslovi budu¢nosti, Svjetski Ekonomski Forum (WFE) uklju¢io biotehnologiju u 20 poslovnih
podrudja s najve¢im utjecajem na svijetsku ekonomiju za sljedec¢ih 5 godina.®® Glavni razlozi tog
rasta kriju se u rastu populacije i opéeg zivotnog standarda radi kojih dolazi do poveéane potrebe
za hranom i lijekovima.®? Biotehnologija moze uspjesno odgovoriti na tu potrebu. Takoder,
poticaji vlada i javnosti da se prede na odrZzive proizvodne procese te razvoj novih tehnologija koje
¢ine procese unutar biotehnologije ekonomski isplativijim daju prednost biotehnologiji nad drugim
proizvodnim granama.®2343% Biotehnologiju mozemo podijeliti prema podru¢ju na kojem se
primjenjuje kako je prikazano u tablici 2.2. U svim podru¢jima prisutni su procesi s enzimima, a
najvise su razvijeni u biofarmaciji ili crvenoj biotehnologiji te bioindustriji ili bijeloj

biotehnologiji.®® U nastavku poglavlja slijede primjeri koristenja enzima u biotehnologiji.

Enzimi se koriste za proizvodnju kemikalija i proizvoda unutar bijele biotehnologije.
Primjer su lipaze i proteaze kao dio modernih detergenata. Lipaze kataliziraju raspad kemijskih
veza u molekulama ulja i masti, te je posljedi¢no omoguceno lakse uklanjanje tih tvari s odjece.
Proteaze razgraduju proteine te se tako s tekstila lakSe uklanja ljudski znoj te druge proteinske
tvari.3"3 Ove dvije skupine enzima koriste se i u prehrambenoj industriji za proizvodnju sireva i
aroma.>**% Za prehrambenu industriju znacajna je proizvodnja sintetskih zasladivaca koji se
dodaju u prehrambene proizvode. Pa se tako iz kukuruznog $kroba aktivno$¢u enzima
glukoamilaza ili glukoizomeraza proizvodi glukozno-fruktozni sirup.** IstraZivanja pokazuju
upitan utjecaj tog zasladivaca na ljudsko zdravlje, te neka ga povezuju s pretilos¢u i sréanim
tegobama.*? Radi toga danas raste trziste niskokalori¢nih zasladivada koji nemaju znacajan
negativni utjecaj na zdravlje.*® Primjer je aspartam koji se sintetizira iz asparginske kiseline uz

enzim termolizin.**



U farmaceutskoj industriji proizvodnja lijekova cesto zahtjeva vise koraka u kojima se od
pocetne molekule preko niza intermedijera proizvodi produkt koji moze imati pozitivan u¢inak na
zdravlje. Spomenuti intermedijeri su Cesto kiralni te izvrsna regioselektivnost i stereoselektivnost
koju pokazuju enzimi pojednostavljuje sintezu tih kompleksnih spojeva.*® Selektivnost enzima je
omogucila razvoj brojnih enzimski puteva za proizvodnju antibiotika, protuupalnih lijekova i
drugih farmaceutika. Primjer su g-laktamskih antibiotici, kao $to je penicilin, koji zauzimaju 65%
ukupnog trzista antibiotika.*® Osim sinteze farmaceutika, enzimskim putem se mogu dobiti spojevi
koji se dodaju u lijekove kako bi se poboljsala stabilnost i smanjili nezeljeni efekti lijeka. Primjer

je ciklodekstrin kao dio protuupalnog lijeka ibuprofena.*’

Potaknuto strozim zakonodavstvom koje tezi smanjenju emisije stakleni¢kih plinova i
rizika koji su povezani s tradicionalnom petrokemijskom industrijom, dolazi do porasta
proizvodnje biogoriva u biotehnologkim procesima.®® U njima se za proizvodnju goriva koristi
lignocelulozna biomasa kao odrzivi resurs. Usko grlo procesa je njena predobrada kojom se iz
kompliciranog polisaharida dobiju jednostavni Seceri spremni za fermentaciju 1 proizvodnju
goriva. Upravo se koristenje celulaza i hemicelulaza, enzima koji razgraduju lignocelulozu, smatra

kao opcija za uklanjanje tog uskog grla i posljedi¢no poboljsanje ekonomiénosti procesa.*®

Tablica 2.2. Najvaznije boje (podrucja) biotehnologije

Boja biotehnologije
Bijela *°
(industrijska
biotehnologija)
Crvena ¥

Opis Uloga enzima u njoj
Enzimi zamjenjuju koristenje
kemijskih katalizatora u

proizvodnji kemikalija.

Proizvodnja finih kemikalija i
kemikalija Siroke potro$nje.

(farmaceutska
biotehnologija)

Primjena biotehnologije u zdravstvu i
farmaceutskom sektoru. Proizvodnja
specijalnih kemikalija.

Prisutni su u brojnim sintetskim
putevima, te koriste se za
racemizaciju.

Koristenje genetskih modificiranih

Pomazu u razvoju biljaka otpornih

Zelena® biljaka za proizvodnju kemikalija i T :
hr aJ\ne P J ! na bioticke i abioticke ¢imbenike.
Iskoristavanje bioraznolikosti mora i | Enzimi porijeklom iz vodenih
Plava® slatkih voda kao izvor novih organizama se koriste za razvoj
proizvoda. novih sintetskih procesa.
L o Koristenje enzima unutar
. 3051 Razvoj biotehnoloskih procesa za - . (. G
Siva > biosenzora za pracenje one¢is¢enja

primjenu u okolisu.

u okolisu. Bioremedijacija tla.




2.3.2. Djelovanje enzima

Enzimi, isto kao i klasi¢ni kemijski katalizatori, ubrzavaju kemijsku reakciju tako Sto
smanjuju energiju koju je potrebno dovesti reaktantima da bi presli u produkte. Ta energija se zove
energija aktivacije, a reaktanti u enzimskim reakcijama se nazivaju supstrati. Smanjenje energije
aktivacije se postize tako $to se enzim i supstrat vezu u kompleks radi kojeg je supstratu lakse
prijeci u produkt nego da nema enzima. Zato $to je enzim znatno veci nego supstrat koncentracija
kompleksa je znatno veéa nego supstrata, te ¢e to uzrokovati proporcionalno povecanje brzine
reakcije. Nakon $to je produkt nastao, kompleks se raspada u produkt i enzim koji iz reakcije izlazi
nepromijenjen.®>*3 Vezanje se dogada jer aktivno mjesto na enzimu geometrijski odgovara obliku
supstrata. To se moZe zamisliti kao klju¢ koji ulazi u bravu, te je zato autor E. Fischer i nazvao tu
teoriju kljuc-brava. D.E. Koshland je nadogradio tu teoriju i rekao da enzim i supstrat si ne moraju
idealno geometrijski odgovarati, nego da supstrat uzrokuje promjenu aktivnog mjesta prilikom
vezanja. Cesto se povlagi analogija s rukavicom i rukom. Rukavica i ruka su geometrijski
komplementarne u obliku, medutim kada se rukavica navuce na ruku ona mijenja svoj oblik kako
bi bolje pristala.>* Bez obzira o kojoj se teoriji radi, kao posljedica geometrijskog vezanja u
kompleks enzimi posjeduju visoku selektivnost za pojedini supstrat.?® Veze prisutne prilikom

nastajanja kompleksa mogu biti van der Waalsove, hidrofobne, vodikove i ponekad kovalentne.*

Aktivno mjesto enzima s
fiksnim oblikom

Produkti

- Y

b Aktivno mjesto enzima
) prilagodava se obliku supstrata

Slika 2.2. Djelovanje enzima teorijom klju¢-brava (a), inducirane pobude (b)



2.3.3. Uvjeti za djelotvoran enzim

U nekom komercijalnom industrijskom procesu potrebno je odrzavati uvjete koji
odgovaraju enzimima kako bi gubitak enzimske aktivnosti u vremenu bio §to manji. Ti uvjeti
trebaju biti sli¢ni bioloskim uvjetima u organizmima u kojima se enzimi prirodno nalaze. Radi se
0 pH blizu 7, temperaturi izmedu 20 — 50 °C, atmosferskom tlaku te o razrijedenim vodenim
otopinama. Cesto su stvarni uvjeti u procesu razli¢iti od idealnih. Razlog tomu je teZnja za ve¢om
produktivnosti koja se tesko moze posti¢i u uvjetima koji prirodno odgovaraju enzimima.>>* Na
primjer, vise ¢e produkta moc¢i nastati ako se enzim nalazi u koncentriranoj otopini pri vi$oj
temperaturi. Medutim u takvim uvjetima enzim neée moéi biti dugo stabilan.®’ Radi toga
pribjegava se metodama koje mijenjaju 1 proSiruju uvjete u kojima su enzimi stabilni. Najpoznatija
je heterogena biokataliza u kojoj se enzim imobilizira na nosioc ili se zadrZzava u nekom volumenu
pomoc¢u membrana sve kako bi se poboljSala svojstva enzima navedena u tablici 2.1. Istrazivanja
heterogene biokatalize se intenzivno provode jer se smatra kao jedno od glavnih oruda u
poboljsanju ekonomiénosti enzimskih procesa.’®>® Osim toga proteinskim inZenjerstvom i
genetskom modifikacijom enzima te posljedi¢no promjenom u njegovoj strukturi takoder se moze

postié¢i da enzim bude aktivniji u Sirem podrudju.®®

Vecina enzima djeluje unutar stanica u kojima nastaju (intercelularno) dok se neki nakon
sinteze izluduju izvan stanice gdje pokazuju aktivnost (ekstracelularno).®® Da budu aktivni, bez
obzira gdje se nalaze, potrebna im je bar minimalna koli¢ina vode u svojem okruzenju®’. Osim
toga nekim enzimima za aktivnost je potrebna ne proteinska molekula koja se veze na strukturu
enzima i ¢ini enzim aktivnim. Takve molekule nazivaju se kofaktori i Cesto se radi o metalnim
ionima kao §to su bakar, cink ili Zeljezo. Ako je za djelovanje enzima potrebna organska molekula,
kofaktor se jo$ naziva koenzim. Kofaktori se ¢esto moraju dodavati u reakcijsku smjesu u nekom
enzimatskom procesu kako bi se reakcija mogla provoditi.®? Osim toga vazni su i za Zivi svijet.
Razlog zaSto ljudi moraju konzumirati vitamine i minerale je u tome $to oni imaju ulogu kofaktora

u metaboli¢kim putevima u organizmu.®

2.3.4. Struktura enzima
Svi enzimi su proteini. Osnovne gradevne jedinice proteina su aminokiseline koje se
medusobno povezuju stvaraju¢i molekulu velike molarne mase. Ona se naziva makromolekula te

njezina molarna masa moZe biti od nekoliko tisuéa pa sve do nekoliko milijuna g mol™. S obzirom



na kompleksnost, strukturu enzima mozemo podijeliti u Eetiri stupnja (slika 2.3.).%* Primarnu
strukturu ¢ine molekule aminokiselina koje se povezuju vezom izmedu karboksilne grupe jedne
aminokiseline i amino grupe sljedece aminokiseline u nizu. Ta veza se naziva peptidna i kada se
tako nekoliko stotina aminokiselina poveze dobije se primarna struktura, tj. polipeptidni lanac. On
nije linearan, ve¢ je slobodan u prostoru te je moguéa rotacija izmedu veza u lancu. Radi toga
struktura je fleksibilna i tezit ¢e stabilizaciji. Kemijske grupe u polipeptidnom lancu priblizit ¢e se
jedna drugoj te dolazi do stvaranja vodikovih veza koje stabiliziraju strukturu i to izmedu vodika
u amino grupi i kisika u karboksilnoj. Dobiveni oblik moze biti heliks ili plo¢a i predstavlja
sekundarnu strukturu proteina. Polipeptidni lanac ja i dalje fleksibilan te dolazi do njegovog
uvijanja, savijanja i zbijanja te dobije se kompaktna trodimenzionalna globularna struktura koja
dodatno stabilizira makromolekulu te naziva se tercijarna struktura. | na kraju najstabilnija je
kvartarna struktura koja se dobije kada se medusobno poveze vise polipeptidnih lanaca.>®

Disulfidni mostovi i ne kovalentne veze su karakteristi¢ne za tercijarnu i kvartarnu strukturu.

Aminokiseline

f&h{’\;’? ) .

Sl )i T Vodikove v
\j‘,ﬁ‘f‘c‘-‘?w . \c\ 4 ‘{\} odikove veze

I, g R gw/.
it &y

Slika 2.3. Struktura enzima: 1-primarna 2-sekundarna (a-ploca, b-heliks) 3-tercijarna 4-kvartarna
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Kvartarna struktura je isto globularni protein. Globularnost znaci da je protein u obliku
sfere te je takva struktura i dalje fleksibilna $to je vazno kako bi enzim mogao primati supstrat na
sebe. Tako samo mali dio enzimske molekule sudjeluje u stvaranju aktivnog mjesta, vazan je i
ostatak molekule jer on stabilizira strukturu enzima i stvoreni kompleks izmedu enzima i
supstrata.®® Strukturu enzima je vazno poznavati jer ona odreduje najvaznija enzimska svojstva

navedena u tablici 2.1., te promjenama u strukturi ona se mogu poboljsati.®

2.3.5. Nomenklatura i podjela enzima

U literaturi se moze lako prepoznati je li neki spoj enzim, po tome da li ima sufiks -aza
(eng. —ase). Samo ime enzima daje neku informaciju o enzimskom sustavu, bilo da se radi o
supstratu, produktu ili o reakciji u kojoj oni sudjeluju. Npr., enzim oksidaza katalizira reakciju
oksidacije. Kroz povijest pojedini enzim je ponekad dobivao i viSe imena, te naziv enzima nije
uvijek davalo najbolju indikaciju o reakciji. Primjer je enzim invertaza koji katalizira hidrolizu
sukroze u fruktozu i glukozu. Neka od alternativnih imena za invertazu su saharaza, glukosukraza,
invertin te EC 3.2.1.26. Zadnji naziv, koji je poznat kao EC broj, uveden je od strane Enzimske
Komisije kako bi se izbjeglo nasumi¢no imenovanje enzima te radi toga preferira se kada se zeli
to¢no opisati ime enzima. On se sastoji od 4 dijela koja su objaSnjena na primjeru invertaze. Prvi
broj u nazivu je 3 te on ukazuje da invertaza pripada u grupu hidrolaza koja je jedna od 6 glavnih
grupa enzima (tablica 2.3.). Sljede¢i brojevi u nazivu se odnose na podgrupe. 2 predstavlja
glikozilaze koje kataliziraju cijepanje glikozidne veze nakon Cega slijedi 1 koji kaze da se cijepa
veza na O ili S-glikozidu (glikozidaza). Zadnji broj najbliZze opisuje enzim te u sluéaju invertaze
kaze da ona pripada u S-fruktofuranozidaze koje kataliziraju terminalne p-fruktofuranozide.®” Sve
informacije 0 nazivljima enzima mogu se prona¢i u web bazama podataka (BRENDA,
EXPASYy...).5869

Tablica 2.3. Osnovne grupe enzima

Prvi EC broj i grupa enzima Tip katalizirane reakcije

1. Oksidoreduktaze Oksidacija i redukcija

2. Transferaze Prijenos atoma ili funkcionalne skupine medu molekulama

3. Hidrolaze Hidroliza

4. Liaze Uklanjanje funkcionalne skupine kidanjem kovalentne veze

5. Izomeraze Izomerizacija

6. Ligaze Stvaranje kovalentne veze uz istovremenu hidrolizu pirofosfatne
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2.4. Halogenhidrin-dehalogenaze

HHDH spadaju u enzimsku grupu liaza (EC 4.5.1.-) te se jo$ nazivaju haloalkol-
dehalogenaze, halohidrin-epoksidaze i halohidrin hidrogen-halid-liaze.” Kao i kod drugih enzima,
iz naziva se moze zakljuciti o reakcijama u kojima sudjeluju i supstratima s kojim reagiraju. Ovi
enzimi u metabolizmu Kkataliziraju reverzibilnu dehalogenaciju vicinalninh haloalkohola
(halohidrina) prilikom ¢ega kao produkt nastaje epoksid i halid (HX) (slika 2.4.).°° Drugim
rije¢ima HHDH reagira sa supstratima koji na susjednim ugljikovim atomima imaju hidroksilnu
skupinu (OH) i halogeni element (X), dolazi do zatvaranja prstena i nastajanja epoksida te pritom

vodik (H) s X-om izlazi iz spoja.

Nu” 0O
OH HHDH o \\___' H
X - A = Nu
R, /ﬁ\\m; R R, HHDH Ra

Slika 2.4. Zatvaranje i otvaranje epoksidnog prstena s HHDH'?

HHDH katalizira i reverzibilnu reakciju (slika 2.4.) u kojoj dolazi do otvaranja epoksidnog
prstena u prisustvu nukleofila (Nu). Ovo svojstvo je vazno za komercijalnu primjenu HHDH jer
su osim halida i drugi nukleofili (slika 2.5.) poput cijanida (CN") ili azida (N3") prihvacéeni od strane
ovih enzima te moze doéi do nastajanja nove C-C, C-O, C-N ili C-S veze.”? Ako u otvaranju
prstena sudjeluju nukleofili osim halida, reakcija je ireverzibilna. Takoder, ako je prisutna voda u

sustavu ona ¢e se ponasati nukleofilno i moze doéi do nastajanja 1,2-diola.®

OH OH OH
j{\)\/R M:\.)\/H U'\'N\/‘\/R

X=Br, CI", I ) .
\ lcr\'- L
(8]

OH
OH ,
= %, N
ol Lc‘{'.l\}\/ R & G "3

0
OH >_ 0
NL‘S\}\/ R Hr\'\)\/ R

Slika 2.5. Kataliticko podrucje djelovanja HHDH

R
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2.4.1. Reakcijski mehanizam

Kataliticki mehanizam dehalogenacije s HHDH prikazan je na slici 2.6. Aktivno mjesto na
ovom enzimu izgradeno je od 3 aminokiseline: serin (Ser), tirozin (Tir) i arginin (Arg). Reakcija
pocinje tako §to nukleofilni Tir uzima proton od OH s epoksida i posljedi¢no kisik iz OH
nukleofilno napada susjednu C-X vezu na epoksidu. Prilikom toga dolazi do zatvaranja prstena, X
(na slici CI) izlazi iz supstrata te oduzima vodik Tir-u. Nastali epoksid izlazi iz aktivnog mjesta i

HHDH je spreman za novu kataliti¢ku reakciju.’"

ATE 49 -'i'-rlll.m
NH /‘L“
l H;N N -
H,N HI:L‘_“‘ TYr1es 2 _u.“‘ J.-]:'T:”-"

.“'E':"]- ——— “;)_
/ s ]
- -H—O—Se 50~ -H—0—Ser

|!r:-’/~“{} H—0—25ers4 H 132

7 R

Slika 2.6. Mehanizam otvaranja epoksidnog prstena s HHDH
Epoksidi su reaktivni spojevi te napadom nukleofila (na slici CN") dolazi do otvaranja
njegovog prstena. Tir donira proton kisiku iz epoksidnog prstena, reakcija je gotova i doslo je do
stvaranja cijanohidrina (slika 2.7.). U oba mehanizma Arg ima ulogu da polarizira OH grupu Tir-
a i ubrza prijenos protona, dok Ser kroz interakciju sa supstratom pozicionira OH prema Tir-u.

Mehanizam je isti bez obzira o kojem se nukleofilu radi.”™ "

ATZ) 40 -"i"-rln'l-u:-
ﬁ|~u| NH
/g H1N/J§th _
i r:MIN‘]! Tyrigs _ ’ KHﬁ M43
l-l-'i:-" = '.;}-
H i 3
g /
g /! H O- -H—0—Ser, 1,
"?f

2 0 -H—0—Ser,
H N IIP-?—QIIR
y e !

Slika 2.7. Mehanizam zatvaranja epoksidnog prstena s HHDH
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2.4.2. Podjela HHDH

HHDH mozemo filogenetski podijeliti na podtipove s obzirom na sekvencu gena i
aktivnost koju pokazuju. Primjer jednog enzima iz grupe HHDH je HheA2. Hhe znaci da se radi
o HHDH, A je podtip te poslije njega se dodaje broj ako postoji vise enzima unutar jednog podtipa.
Trenutacno su za biotehnolosko iskoristavanje komercijalno dostupna 5 HHDH koje spadaju u 3
podtipa A, B i C dok se u zadnjih 5 godina otkrivene na desetine novih HHDH koje su predmet
istrazivanja te su svrstane u podtipove A — G.’%"* Najznacajniji enzim je HheC (slika 2.8.)

porijeklom iz bakterija Agrobacterium radiobacter i Rhizobium sp.”

Slika 2.8. 3D struktura HheC

2.4.3. Primjena HHDH u kontroli oneciSé¢enja u okoliSu

Uloga HHDH u metabolizmu pojedinih mikroorganizama je da im omoguci prezivljavanje
situacija kada se u njihovom organizmu nadu toksi¢ni vicinalni halohidrini. Ti mikroorganizmi
mogu razgraditi navedene spojeve enzimskim putem kako je opisano u prethodnom poglavlju,
prilikom cega dolazi do uklanjanja halogenog atoma, te se dobije organski spoj kojega
mikroorganizmi mogu sigurno iskoristiti kao izvor ugljika i energije.”® Kako biotehnoloski procesi
nastoje oponasati prirodu, tako se i oponaSa navedeni proces da bi HHDH biorazgradio toksi¢na
halogenirana organska oneci$¢avala prisutna u tlu i vodi. Oni tamo dolaze jer su u Sirokoj upotrebi
u proizvodnji kemikalija, te primjer je razgradnja 1,2,3 — trihalopropanola i drugih supstituiranih
halogeniranih derivata propanola koriste¢i genetski modificiranu A. radiobacter. Navedeni spojevi
&esto su prisutni u otpadnim strujama polimerne i papirne industrije.”” Osim toga od posebnog je
interesa uklanjanje toksi¢nih spojeva koji nastaju prilikom prerade hrane kako bi ona postala

sigurna za konzumaciju. Primjer su mono i diklorirani propanoli i esteri masnih kiselina koji
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nastaju prilikom hidrolize proteina i uklanjanja mirisa iz biljnih ulja. Za uklanjanje navedenih
spojeva mogu se koristiti HHDH unutar cijelih stanica ili kao pro¢is¢eni enzimi. U oba slucaja

HHDH se kombinira s lipazama i hidrolazama za postizanje u¢inkovitog procesa.’8’®

HHDH se takoder mogu koristiti za kvantifikaciju azida i cijanida u vodenoj fazi. Ovi
nukleofili imaju Siroku upotrebu u pripravi finih kemikalija. Medutim, inhibiraju metabolicke
puteve u organizmima te radi toga potrebno je pratiti i kontrolirati njihovu koncentraciju u okolisu.
Razvijena metoda s HHDH za njihovu detekciju je brza, ekoloski prihvatljiva, jeftina, jednostavna
i selektivna, a zasniva se na reakciji epoksida s azidom ili cijanidom kataliziranom HHDH.

Dobiveni produkti se analiziraju s plinskom kromatografijom.8°

2.4.4. Biotehnoloska primjena HHDH

Promiskuitetnost HHDH omogucéuje ovim enzimima Siroku primjenu u proizvodnji
razli¢itih kemikalija za farmaceutske i1 industrijske potrebe. Osim toga visoka aktivnost,
enantioselektivnost, 1 specificnost koju pokazuju pojedini tipovi HHDH, te takoder to da im ne
trebaju kofaktori za reakcije &ini te procese ekonomski isplativima.8! Slijede primjeri

najznacajnijih komercijalnih procesa u kojima se koriste HHDH.

Najvaznija primjena HHDH je u visokotonaznoj proizvodnji prekursora za sintezu
Lipitora, najprodavanijeg lijeka u svijetu s godiSnjom prodajom od oko 10 milijardi $. Lipitor
pripada u grupu statina, lijekova koji se koriste za snizavanje kolesterola.®? Prekursor je (R)-4-
cijano-3-hidroksibutirat te proizvodi se iz etilnog (S)-4-kloro-3-hidroksibutirata koriste¢i genetski
modificiranu HheC. Enantiomerna ¢istoca dobivenog prekursora je visa od 99.9 % (ee). To je
vazno jer ee Lipitora ovisi iskljué¢ivo o ee prekursora, a kako bi se sintetizirani Lipitor mogao
koristiti kao lijek potrebno je da ima ee visi od 99.5 %.2% Teznja za tako visokom ee dovela je do
razvijanja biotehnoloskih puteva za sintezu Lipitora koriste¢i HHDH, te oni postaju sve
kompetitivniji klasi¢nim kemijskim procesima, posebno ako se uzme u obzir njihova prihvatljivost

za okolis.

HHDH se koristi u sintezi kiralnih epoksida, vrijednih spojeva za proizvodnju
enantiomerno ¢istih farmaceutika i agrokemikalija.®* Procesi koji se koriste su ve¢ spomenuto
zatvaranje prstena, te kineticka rezolucija i kaskadna reakcija. Kineti¢ka rezolucija je proces u
kojemu visoka enantioselektivnost enzima omogucuje brZe reagiranje s jednim enantiomerom i

dobivanje enantiomerno obogacenog produkta. Ovakav proces se moze kombinirati u kaskadu s

14



in-situ racemizacijom sporije reagirajuéeg enantiomera kako bi teoretski iskoristenje bilo 100 %.5°
Primjeri procesa u kojima se HHDH koriste za proizvodnju epoksida navedenim putevima su dani

u literaturi.?887

Kao $to je prikazano na slici 2.5., HHDH se u procesu otvaranja epoksidnog prstena koristi
u sintezi Sirokog spektra proizvoda. Najzastupljeniji komercijalni procesi su otvaranje prstena s
azidima i nitratima kao nukleofilima. Osim toga vazno je spomenuti i sintezu tercijarnih alkohola
iz 2,2-disupstituiranih epoksida te ulogu cijanida kao nukleofila u proizvodnja antimikrobnih

agensa. %8

2.4.5. Otvaranje epoksidnog prstena s azidom

p-amino alkoholi se koriste u medicini kao pg-blokatori u lije¢enju kardiovaskularnih
bolesti, asimetri¢noj sintezi kiralnih liganada i pomo¢nih tvari u lijekovima, te u proizvodnji
insekticida.®® Klasi¢ne metode za dobivanje enatriomerno &istih f-amino alkohola zahtijevaju
kineticku rezoluciju racemi¢ne smjese ili njeno procis¢avanje kromatografskim metodama. Ti
procesi mogu biti skupi te se dobiva znatna koli¢ina nezeljenog enantiomera.®® Njihova alternativa
su biotehnoloski putevi u kojima se dobiva samo jedan enatiomer, i to direktno ili preko
meduprodukta. Jedan od tih puteva je i otvaranje epoksidnog prstena s azidom kao nukleofilom,
gdje kao meduprodukti nastaju opticki &isti S-azidoalkoholi.®* Iz njih se vrlo jednostavno
redukcijom mogu sintetizirati aminoalkoholi ili aziridini (slika 2.9.).°> Radi svoje reaktivnosti i jer
sadrze amino grupu, aziridini su vrijedni polazni spojevi za sintezu u organskoj i medicinskoj

kemiji.%

PPh,
Rz NH CHsCN, 60°C Rz OH Ha, PdIC R, OH

BN AN Bon A NH,
1 1 1 C

A B

Slika 2.9. Proizvodnja azirdina (A) i aminoalkohola (C) redukcijom iz

azidoalkohola (B) dobivenog biotehnologkom putem s HHDH®
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2.5. Razvoj biokatalitickog procesa

Sto je potrebno napraviti ako Zelimo imati uspje$nu proizvodnju nekog produkta
biokataliticke reakcije, tj. drugima rije¢ima kako imati uspjesan biotehnoloski proces? Odgovor
na to pitanje nije jednostavan te zahtijeva razvoj procesa kroz 3 razine: laboratorijsko,
poluindustrijsko i na kraju industrijsko. Ako je utvrdeno da postoji trziSte na koje bi se mogao
plasirati neki produkt, a za njega ne postoji proizvodni proces, prvi korak je ispitivanje mogucnosti
proizvodnje produkta u najmanjem, tj. laboratorijskom mijerilu. Slijedi ispitivanje u vecem
poluindustrijskom mjerilu kako bi se dobila veca koli¢ina produkta s kojim se moze testirati njegov
plasman na trziste te da se olaksa prelazak na industrijsku razinu. Bez obzira o kojoj se razini radi
mjera uspjeSnosti procesa su pokazatelji koji govore o ekonomskoj isplativosti procesa (tablica
2.4.).%4% Idealno bi bilo da svi pokazatelji imaju §to visu vrijednost, medutim oni su medusobno
ovisni te povecanje jednog Cesto znaci smanjenje drugog i radi toga potrebno je naci optimum
izmedu pokazatelja®. Osim ekonomskog drugi aspekt koji utjete na uspjesnost procesa je njegov

utjecaj na okoli§. On treba biti §to manji, a da proces i dalje bude ekonomski isplativ.®’

U ovom radu biokataliticki proces za proizvodnju S-amino alkohola enzimskim putem s
HHDH (slika 1.1.) razmatran je na laboratorijskoj razini te sli¢na metodologija moze se primijeniti
na bilo koju drugu biokataliticku reakciju. Proces nije razmatran na viSim razinama. Ukoliko bi se
to htjelo, potrebno je koristiti alate i metodologije za utvrdivanje ekonomske uspjeSnosti i

uklanjanje uskih grla procesa. %%

Tablica 2.4. Tipi¢ni pokazatelji uspjesnosti biokatalitickog procesa®

. Mjerna y .
Pokazatelj je djinica Vaznost za razvoj procesa
Konverzija 1 Govori o tome koliko se je reaktanta pretvorilo u produkt ili
supstrata Gprod Greak nusprodukt. Treba biti visok za jeftine proizvode.

pr(\){j?JIEtT/ﬁ)St Oprod lea> h™ | Odreduje veli¢inu industrijskog postrojenja i kapitalne troskove.

Specificna A Odreduje potrebnu koli¢inu enzima za proizvodnju odredenje
produktivnost | Jred Gercim koligine produkta
KO;r(;%nJrk?glja prod lreakt™ Odreduje kapitalne troskove i troskove procis¢avanja produkta.
Produktivnost 1 | Mjera doprinosa enzima ukupnim tro§kovima procesa. Sto je veéa to
biokatalizatora | 9P okt | ig'yotrebno manje enzima.
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2.6. Modeliranje biokatalitickih reakcija

Laboratorijskim provodenjem reakcija u malom mjerilu dolazi se do modela koji opisuju
brzinu potrosnje supstrata ili brzinu nastajanja produkta u ovisnosti o parametrima procesa.
Najvazniji su kineti¢ki modeli koji daju vezu izmedu brzine biokataliticke reakcije i koncentracije
pojedinih sudionika reakcijske smjese. Kada se oni kombiniraju s modelom reaktora u kojemu se
provodi reakcija moguce je pri razli¢itim uvjetima procijeniti pokazatelje iz tablice 2.4. Tako se
mogu pronaci optimalni uvjeti za provedbu reakcije. Takoder moze se vidjeti inhibira li pojedini
sudionik reakcijske smjese reakciju, u kojemu tipu reaktora bi bilo najbolje provoditi reakciju ili
kolika koli¢ina kofaktora je potrebna za uspje$nu reakciju. Kombinacija kinetickog i reaktorskog
modela naziva se matematicki model biokatalitiCke reakcije te je opéenita strategija za njegov

razvoj prikazana na slici 2.10,100101

Probir enzima i Razvoj mat. modela Primjena na
supstrata R biokat. reakcije dizajn procesa

Karakterizacija Provodenje Frocjena Validacija Upotreba
enzima “5" | eksperimenata | " Kinetickih _y modela -y modela i
R parametara oy optimizacija

Slika 2.10. Strategija razvoja enzimskog procesa na laboratorijskoj razini®10

Gornji dio sheme prikazuje iterativni proces izmedu probira enzima i supstrata te razvoja
matematickog modela. Prilikom razvoja modela prikupljaju se informacije koje ukazuju na
uspjesnost pojedinog enzima i supstrata kao sudionika biokataliticke reakcije. Tako se moze naéi
optimalni par enzima i supstrata s kojima se ide u daljnja ispitivanja. Sam razvoj modela je
dugotrajni proces kroz 5 koraka prikazanih na donjem dijelu sheme, a opisan u sljede¢im
poglavljima. Jednom dobiveni matemati¢ki model moze se primijeniti na dizajn biokatalitickog
procesa prilikom ¢ega se uklanjaju uska grla procesa i olakSava se prelazak na poluindustrijsku

razinu.1°21% Na shemi su sa R oznaceni koraci koji su eksperimentalno provedeni u ovom radu.
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2.6.1. Poboljsanje, probir i karakterizacija enzima

Ako se utvrdi da postoji enzimski put sinteze nekog industrijski zanimljivog produkta, prvi
korak u razvoju procesa za njegovu proizvodnju ili za poboljSanje postojeeg procesa je pronalazak
idealnog enzima. Metodologija u prvom koraku je da se uzme enzim za koji je dokazano da
katalizira reakciju sinteze produkta, te se onda razvijaju i poboljSavaju njegova svojstva. To se
postize zamjenom aminokiselina u primarnoj strukturi enzima te se naziva proteinsko
inzenjerstvo.* Primjer je studija u kojoj su autori uspjeli poboljsati volumnu produktivnost HHDH
za 4000 puta pretrazujuci bazu podataka u kojoj je dana veza izmedu sekvence aminokiselina 1
volumne produktivnosti.’®* Osim pretrazivanja baza podataka drugi &esto koristeni alat u
proteinskom inZenjerstvu je usmjerena evolucija. Ona se svodi na namjerno izazivanje mutacija u
genu odgovornom za nastanak enzima, te posljedi¢noj ugradnji tog gena u bakteriju kako bi u njoj
doslo do nastajanja mutiranih enzima. Dobivenim mutantima odreduju se kataliticka svojstva 1 ako
ona zadovoljavaju, njihovim genima izazivaju se nove mutacije i proces se ponavlja.l%
Usmjerenom evolucijom moze Se poboljsati aktivnost divljeg tipa HheC za 10 puta,
termostabilnost za 8 °C te se moze posti¢i okretanje enantioselektivnosti enzima prema suprotnom
izomeru.’%® Moze se reé¢i da bilo koje svojstvo enzima moZe biti poboljsano proteinskim
inzenjerstvom i usmjerenom evolucijom, te radi toga su te tehnologije omogucile komercijalizaciju
biokatalize. Vaznost se vidi i u tome $to je 2018. godine Nobelova nagrada za kemiju dodijeljena

F. H. Arnold za cjeloZivotni rad na podruéju usmjerene evolucije.*%®

Enzime je potrebno karakterizirati u ovisnosti o razli¢itim uvjetima u sustavu kako bi se
pronasli optimalni uvjeti pri kojima bi enzimska svojstva bila najpovoljnija. Uglavnom je cilj
odrediti aktivnost, selektivnost i stabilnost pri industrijski relevantnom pH, temperaturi i
koncentraciji pojedinih sudionika reakcijske smjese.!® Takoder, moZe se odrediti stabilnost
enzima u razli¢itim organskim otapalima te pronaci optimalni uvjeti ako se u sustavu nalaze vise
razli¢itih enzima. Informacije dobivene karakterizacijom enzima takoder sluze kao pokazatelj
uspjesnosti proteinskog inZenjerstva i usmjerene evolucije, te ukazuju na kataliticku moguénost

divljeg tipa.1%’

2.6.2. Kineticki modeli enzimske reakcije
Do kinetickih modela dolazi se provodenjem testova (eng. assays) u kojima se odreduje

enzimska aktivnost u ovisnosti o koncentraciji supstrata u sustavu.. NajceScée se Kkoristi
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eksperiment u kojemu se pomijeSa poznata koli¢ina enzima i supstrata te se prati nestajanje
supstrata ili nastajanje produkta u vremenu (slika 2.11). U sustav je potrebno dodati i pufer jer
enzimska aktivnost ovisi 0 pH, te je zato potrebno podesiti ga na konstantu vrijednost tijekom
eksperimenta.l% Za praéenje koncentracije supstrata i produkta u enzimskim testovima mogu se

koristiti kolorimetrijske i spektroskopske metode, te plinska ili teku¢inska kromatografija.

1.2

Podrucje linearnosti
1.0 4

081 \

0.6 - AN

Produkt

N -
04 N Supstrat

¢/ mmol dm-3

02 T \\

0.0 : ‘ ‘ ‘ ~
0 20 40 60 80 100
t/ min

Slika 2.11. Primjer promjena koncentracije supstrata i produkta u enzimskom sustavu

Promatrajuéi sliku 2.11. moze se primijetiti da na pocetku reakcije, uobicajeno tijekom
prvih nekoliko sekundi ili minuta, promjena koncentracije supstrata ili produkta u vremenu je
konstanta (linearna) i ve¢a nego nakon tog perioda kada dolazi do pada. Glavni razlog je u tome
Sto je na pocetku supstrat u suvisku u usporedbi s aktivnim mjestima na enzimu, te kako se on trosi
tako postaje limitirajuci faktor. Koncentracija produkta na pocetku reakcije je minimalna te zato
se mozZe zanemariti utjecaj inhibicije produktom ako ona postoji. Osim toga enzim se moze
denaturirati tijekom reakcije. Radi tih efekata brzina enzimske reakcije, koja je definirana kao
promjena koncentracije u vremenu [mmol dm min™], mjeri se na pocetku kada je ona priblizno
konstanta. Ta brzina naziva se pocetna (rsp) i odreduje se iz linearnog podrucja na grafu povlacec¢i

tangentu na toc¢ku t = 0 prema jed. (2.2.)%31%

AC
Ma=—
5,0 At (2.2)
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Dobivena rso je pri odredenoj pocetnoj koncentraciji supstrata, cso [mmol dm=].
Eksperiment se moZe ponoviti tako da se ta koncentracija promijeni, a Sve ostalo u sustavu ostane
konstantno te tako se dobije niz parova vrijednosti rs i cs koji se mogu prikazati na grafu.

Najop¢éenitiji primjer takve ovisnosti je prikazan na slici 2.12. te predstavlja enzimsku kinetiku.®

100

rs / mmol dm™3 min-1
N (2] (0]
o o o

N
o
L

0 50 100 150 200
cs / mmol dm™3

Slika 2.12. Primjer ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata

Kretanje podataka na slici 2.12. opisuje se pravokutnom hiperbolom te naziva se
Michaelis-Menteni¢in (M-M) model (jed. 2.3.).5° Promatrajuéi sliku moze se primijetiti da kada je
Cs mali, njegovim povecanjem Ce se znacajno povecati I's, a kako idemo prema veéim Cs tako se taj
trend smanjuje.!*® Razlog leZi u tome $to enzim ima maksimalan broj aktivnih mjesta koja se pri
visokim koncentracijama supstrata zasite s njim. Brzina reakcije se pri tim uvjetima naziva
maksimalna i oznacava se s Vmm [mmol min™ dm], te dodatno poveéanje koncentracije supstrata
ima zanemariv utjecaj na njeno povecanje. Osim Vp drugi parametar M-M modela je Michaelisova
konstanta Km [mmol dm]. Ona se definira kao koncentracija supstrata pri kojoj je brzina enzimska
reakcije jednaka polovici Vm. Kn je indikator afiniteta supstrata prema enzimu. Pri niskoj
vrijednosti K enzimu je potrebna manja koli¢ina supstrata da on bude zasic¢en s njim, tj. enzim
ima visoki afinitet prema supstratu. Tada se Vi postize pri niskim koncentracijama supstrata. Pri

visokim K, vrijedi suprotno.®
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_ Vm°CS

- Km,g +C (2.3)

s

Mehanisticki M-M Kinetika moZze se objasniti jed. 2.4. Mehanizam se bazira na nastajanju
prijelaznog stanja (ES) izmedu enzima i supstrata kinetikom za koju je karakteristicna konstanta
k1. ES se moze raspasti nazad na enzim (E) i supstrat (S) sto je opisano ko ili moze dati produkt (P)

kinetikom ks. Bez obzira dali nastane S ili P, enzim iz reakcije izlazi nepromijenjen.

E+S :<:>ZESL>E+P 24)

Iz jed. 2.3. definiraju se parametri M-M kinetike prema jed. 2.5. i 2.6. Daljnjim izvodom

iz tih jednadzbi mozZe se dobiti osnovni M-M model (jed 2.3.). Prilikom izvoda u obzir je potrebno
uzeti dvije pretpostavke. Prva je da na pocetku reakcije, kada se mjeri pocetna brzina,
koncentracija produkta je zanemariva te se zato moze zanemariti povratna reakcija u kojoj se
produkt vra¢a u supstrat. Druga pretpostavka je da koncentracija supstrata je znatno veca od

koncentracije enzima (Cg).

Vi, =k;-Ce (25)
k +k
Kn = 1k 2 2.6.)
2

Km 1 Vi su karakteristi¢ni za odredeni enzimski sustav. Posebno je zanimljiv Kn jer ako se
promijeni supstrat, a enzim ostane isti Kn ¢e imati drugaciju vrijednost. To znadi da se
provodenjem viSe eksperimenata s istim enzimom, a razliitim supstratima dobiti razliCite
vrijednosti parametara ¢ijom usporedbom se dobiva uvid u to koji supstrat ima najveci afinitet
prema enzimu. Prilikom toga uvjeti u sustavu kao §to je temperatura i pH moraju biti konstanti jer
oni utjecu na Kp vrijednost. KoriSteni enzim mora biti uzgojen u istom organizmu, jer i porijeklo

enzima utje¢e na kinetiku. Km vrijednosti se uobi¢ajeno kreéu u podrugju niskih koncentracija.%®

M-M Kinetika je osnovna enzimska kinetika, te na nju se mogu nadogradivati razli¢iti efekti
koji se mogu pojaviti u sustavu. Ako ima vise supstrata ili kosupstrata za svaki je potrebno dodati

¢lan na M-M model koji se odnosi na pojedini supstrat i koji sadrzi njegov Km. U nekim
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slu¢ajevima povecanje koncentracije supstrata nakon odredene vrijednosti ima inhibirajuéi u¢inak
na enzim. Osim toga produkt koji nastaje moze takoder inhibirati enzimsku aktivnost. Ako
navedene inhibicije postoje, ugraduju se u M-M model s pripadaju¢om konstantom inhibicije (K;).
Osnovni enzimski kineti¢ki modeli mogu se pronaci u prilogu 1. Oni se mogu medusobno

kombinirati, sve s ciljem da se $to bolje opise kretanje eksperimentalnih podatka.

2.6.3. Procjena kinetickih parametara

Nakon §to su dobiveni eksperimentalni podaci 1 kada je pretpostavljen model koji opisuje
njihovo kretanje, moze se i¢i u procjenu vrijednosti kineti¢kih parametara koji se nalaze u tom
modelu. Za to se uobiCajeno koriste nelinearne regresijske numericke i statisticke in sillico metode
koje na temelju eksperimentalnih podataka i modela pretpostavljaju odredenu vrijednost
parametara te rjeSavaju model s njima. Simulacijom dobivene vrijednosti usporeduju se s onima
koje su dobivene eksperimentom. Na pocetku su odstupanja znacajna, medutim proces se ponavlja
prilikom cega vrijednost parametara se u svakom koraku mijenja tako da odstupanja izmedu
simuliranih i eksperimentalnih podataka bude $to manja. Primjer metode, koja je koristena u ovom
radu, opisana je u eksperimentalnom dijelu (poglavlje 3.3.). Alternativa navedenim metodama je
koristenje grafickih metoda u kojima se linearizira model i interpolacijom procjenjuju vrijednosti
parametara. Medutim nedostatak je Sto one ne mogu dovoljno dobro procijeniti parametre

kompleksnih vise-supstratnih i inhibicijskinh kinetika.*?

Prednost kompjuterskih programa za procjenu parametara je i u tome $to oni automatski
mogu dati statisticku analizu parametara. Parametre je potrebno statisticki analizirati kako bi se
dobio uvid u njihovu pouzdanost. Na primjer, mjera to¢nosti moZe biti standardna devijacija (o)
koja je dana kao + vrijednost uz iznos parametra ili kvadrat te vrijednosti koji se naziva varijanca
(6%). Niske vrijednosti navedenih pokazatelja znade da podaci dobiveni simulacijom su blizu
eksperimentalnih, tj. oc¢ekivanih. Ako su vrijednosti visoke, pozeljno je prikupiti dodatne
eksperimentalne podatke kako bi se prilikom procijene parametara dobile to¢nije vrijednosti.!t3114
Osim statisticke analize korisno je 1 procijeniti osjetljivost dobivenih parametara. Tako se dobije
uvid u to koji parametri najvise utje¢u na rezultate modela, te jesu li neki suvisni. Sto su dobiveni
parametri pouzdaniji, to ¢e validacija koja je sljede¢i korak u razvoju matematickog modela biti

uspjesnija.t®
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2.6.4. Validacija i upotreba modela

Validacija je korak u kojem se provode eksperimenti izvan uvjeta koji su koristeni za razvoj
modela kako bi se on validirao, tj. kako bi se vidjelo u kojim uvjetima je model valjan. Provodi se
niz eksperimenata pri razlicitim pocetnim uvjetima koncentracije biokatalizatora i supstrata te se
prati promjena koncentracije u vremenu. Eksperimenti se uobi¢ajeno provode u kotlastom reaktoru
(KR). Dobiveni rezultati eksperimenta usporeduju se s rezultatima simulacije u istim uvjetima te
ako se oni slazu uz prihvatljivu pogresku model je validiran. U suprotnom potrebno se je vratiti U
neki od prethodnih koraka u razvoju modela te prikupiti nove podatke.'? Nakon $to je model
validiran napokon se moZe upotrijebiti za pronalazak tih koncentracija supstrata i1 biokatalizatora
u razli¢itim reaktorima koje ¢e omoguditi ispunjavanje zahtjeva koje za proces daje industrija
(tablica 2.4.).1°

2.6.5. Kotlasti reaktor

KR je najceséi tip reaktora za provodenje enzimskih testova u laboratorijskim uvjetima.
Razlog lezi u tome Sto je Cesto potrebno provesti na stotine kratkih eksperimenata u malom
volumenu reaktora. Jednostavni laboratorijski pribor kao $to su plasti¢na Kiveta ili mala staklena
bocica vjerno simulira KR. Za provodenje istih testova u cijevnom ili proto¢no-kotlastom reaktoru

potrebno je posebna izvedba reaktora te oni se vise koriste kada se Zeli uveéati proces.*6117

Kako bi se mogao izmodelirati proces u KR potrebno je uzeti u obzir pretpostavke koje
pojednostavljuju matematicki opis procesa. Prva pretpostavka je da je KR zatvoreni sustav te da
tijekom reakcije ne dolazi do izmjene tvari s okolinom, tj. da je volumen reakcijske smjese u KR
konstantan. Prilikom provodenja enzimskih testova potrebno je uzeti odredeni volumen reakcijske
smjese kako bi se uzorak mogao staviti na analizu. Potrebno je paziti da se ne uzme previse
(maksimalno do 10% pocetnog volumena) kako bi pretpostavka zatvorenog sustava bila ispravna.
Druga pretpostavka je idealno mijeSanje, Sto znaci da su sastav reakcijske smjese i temperatura u
svakoj tocki reakcijskog volumena isti. Kako se provodi reakcija u KR tako dolazi do promijene
veli¢ina stanja u sustavu. Prema tome KR uvijek radi u nestacionarnom radu. Za modeliranje
enzimskih reakcija vazno je pratiti promjenu sastava reakcijske smjese koja se matematicki opisuje

modelom kotlastog reaktora prikazano na jed. 2.7.118

dc,
s = Ty 2.7)
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni dio ovog radu moze se podijeliti na dvije cjeline. Prva se odnosi na
karakterizaciju enzima. U njoj su provedeni analiti¢ki testovi kojima je odredena koncentracija i
aktivnost enzima. Ti testovi su opéeniti i uobi¢ajeno se provode nakon $to je enzim uzgojen u
nekom mikroorganizmu. Nakon toga provedeni su specifi¢ni eksperimenti u kojima je provedena
kineticka karakterizacija razlicitih epoksida kao supstrata HHDH. Razvijene su metode za
analiticko pracenje koncentracije epoksida na plinskoj kromatografiji (GC) 1 tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC). Dobiveni rezultati koriSteni Su za razvijanje
kinetickih modela uz pomo¢ programskog paketa Scientist. Ispitivani epoksidi mogu se pronaci u

tablici 3.1. Ostale koriStene kemikalije u ovom radu mogu se pronaci u prilogu 3.

Tablica 3.1. Epoksidi koriSteni kao supstrati za evaluaciju HHDH

Naziv epoksida Struktura Pokrata
0
2-(2-fluorfenil)oksiran CL/Q Epox - 1
F
0
2-(3-fluorfenil)oksiran @/A Epox - 2
F
0
2-(4-fluorfenil)oksiran /@A Epox- 3
F
0
2-(2-fluorfenil)-2-metiloksiran @fg Epox - 4
F
0
2-(3-fluorfenil)-2-metiloksiran ©>u Epox—5
F
F 0
2-(2,6-difluorfenil)oksiran @\/A Epox- 6
F
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3.1. Karakterizacija enzima

3.1.1. Analiza enzima elektroforezom

U ovom radu koristen je HheC iz genetski modificirane Escherichia coli. Kako bi nastalo
vise enzima, prilikom uzgoja je potaknuta njegova ekspresija. Za odredivanje uspjeSnosti
ekspresije koriStena je gel elektroforeza. To je metoda za separaciju makromolekula, najcesce
proteina, na temelju veli¢ine i ponekad naboja molekule. Uzorak koji sadrzi proteine nanese se na
polimerni gel, te pod utjecajem elektricne struje dolazi do putovanja molekula kroz njega.
Molekule koje se separiraju su negativno nabijene te putuju prema pozitivno nabijenoj anodi.
Poroznost gela predstavlja prepreku na tom putu te molekule koje imaju manju molekulsku masu
(Mw) mogu brze putovati kroz gel te se tako separiraju prema veli¢ini. U ovom radu koristena je
poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE) koja je pogodna za separaciju proteina s My izmedu 5
— 2000 g mol™. Togan naziv procedure je SDS-PAGE jer se u njoj koristi detergent natrijev dodecil
sulfat (SDS) za denaturaciju proteina. SDS razara strukturu proteina pretvarajuci je u negativno
nabijene linearne polipeptidne lance. Takoder se veZe na lanac u omjeru dva SDS-a na jednu amino
grupu. Kao posljedica toga svaka molekula proteina imat ¢e isti omjer Mw 1 naboja te ¢e doc¢i do

separacije jedino kao posljedica razlike u My, }19%

SDS-PAGE postupak se moze podijeliti u nekoliko koraka. Priprava poliakrilamidnog
(PA) gela i uzoraka za analizu nakon ¢ega slijedi separacija proteina elektroforezom i na kraju
detekcija separiranih proteina.'?® PA gel se pripravlja radikalskom polimerizacijom unutar
vertikalnog kalupa za gel izmedu dva stakalca. Sastojci za pripravu gela su akrilamid kao
polimeriziraju¢i monomer, amonijev persulfat (APS) i tetrametiletilendiamin (TEMED) kao
inicijatori polimerizacije, SDS, voda i Tris pufer. Razlikujemo donji ve¢i razdvajaju¢i (RG) i
gornji kra¢i koncentrirajuéi gel (SG). Prvo se nanosi RG odmah nakon pocetka polimerizacije (V
= 6.75 cm®) nakon &ega se priceka oko pola sata da gel o&vrsne nakon ¢ega se SG nanosi istom
procedurom (V = 0.75 cm®). Na vrh SG-a umetne se &eslji¢ kako bi nastale jazice unutar kojih ¢e
se nanositi uzorci. Volumeni i udjeli pojedinih sastojaka za pripravu oba gela mogu se naéi u
prilogu 4. SG ima visoku poroznost i pripravljen je pri pH 6.8. pri kojemu proteini su negativno
nabijeni. Radi toga molekule proteina mogu brzo putovati do granice izmedu dva gela prilikom
Cega se koncentriraju (eng. stacking) u mali volumen, tzv. proteinsku vrpcu. RG se jo§ naziva i

separirajuci gel jer se u njemu dogada separacije molekula. Radi toga on ima malu poroznost 1
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pripravljen je pri puferu od pH 8.8. pri kojemu su proteini slabije negativno nabijeni. Radi takvih

svojstava RG-a molekule ¢e sporo putovati kroz njega i posljedi¢no se moci bolje separirati.

Cilj pripreme uzorka za elektroforezu je denaturacija proteina. Radi toga sirovi enzimski
ekstrakt pomijeSan je s puferom za uzorke koji kako bi doSlo do denaturacije sadrzi SDS 1 2-
merkaptoetanol ¢ija je uloga da reducira disulfidne mostove u tercijarnoj enzimskoj strukturi.
Takoder kako bi se pospjesila denaturacija, uzorak se nakon mijesanja treba zagrijavati 10 minuta
u susioniku na 95 °C. Prije i poslije susenja uzorak je potrebno centrifugirati kako bi se separirali
manji proteini od vecih stani¢nih organela. Pufer za uzorke takoder sadrzi 10% otopinu

bromfenoplavo ¢ija je uloga da oboji uzorak te da se tako moze pratiti proces elektroforeze.

Nakon §to je uzorak pripravljen, nanese se u jazicu u SG-u (slika 3.1. lijevo). Osim toga
pozeljno je u prvu jazicu staviti uzorak koji sadrzi proteine s poznatim omjerom molekularne mase
i naboja, tzv. page ruler. Potom prostor iznad gela s uzorkom i u komoru u kojoj se nalazi gel
napuni se s runing puferom. Napokon, elektroforeza se moze pokrenuti tako da se elektrode kalupa
za gel prikljuce na izvor struje. Prvih 10 minuta provodi se pri naponu od 100 V, a nakon toga pri
200 V dok se crta s uzorcima ne spusti do dna gela. Po zavrsetku procesa gel se oslobodi izmedu
stakalca te je spreman za detekciju separiranih proteina bojanjem s Coomassie Brilliant Blue G-
250 (CBB). To se provodi u kadici koja je pri¢vrS¢ena na tresilici u digestoru te traje 1 h. Po
zavrSetku bojanja provodi se obezbojenje gela prilikom ¢ega se vizualiziraju proteinske vrpce. Za
to se koristi 10 % octena kiselina te se obezbojenje takoder provodi 1 h. Volumeni i udjeli pojedinih

sastojaka za pripremu koristenih pufera i otopine za obezbojenje mogu se pronaci u prilogu 5.

Slika 3.1. Lijevo: PA gel s nanesenim uzorcima neposredno prije pocetka elektroforeze;

Desno: kretanje uzoraka tijekom elektroforeze
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3.1.2. Odredivanje koncentracije enzima metodom po Bradfordu

Kako bi se mogla dodati zeljena koli¢ina enzima u neki reakcijski sustav potrebno je znati
njegovu koncentraciju i aktivnost. Koncentracija proteina u sirovom enzimskom ekstraktu
odredena je metodom po Bradfordu koriste¢i spektrofotometar UV-1601 (Shimadzu, Japan)
mjere¢i apsorbanciju pri 595 nm. Metoda se temelji na izravhom vezanju boje CBB u kiselom
mediju hidrofobnim interakcijama i ionskim vezama na amino grupe proteina. Kao posljedica
dolazi do stabilizacije boje u anionskom obliku i do vidljive promjene obojenja iz smedeg u plavu.
Prilikom toga dolazi do pomaka maksimuma apsorbancije boje, 0d Amax = 465 d0 Amax = 595 nm.
Boja se dodaje u suvisku te $to je vec¢a koncentracija enzima to ¢e se vise boje vezati na enzim te
¢e posljedi¢no uzorak biti intenzivnije plavo obojen (slika 3.2.). U metodi CBB se ne dodaje sam
u uzorak enzima ve¢ se koristi u obliku Bradfordovog reagensa (prilog 6). Ova metoda je u Sirokoj
upotrebi jer je priprema reagensa jednostavna, boja je stabilna i brzo se razvija te radi brzine i

Sirokog opsega proporcionalnosti intenziteta obojenja i koncentracije proteina.?!

Da bi koncentraciju enzima mogli izravno odrediti mjere¢i apsorbanciju, potrebno je
napraviti bazdarni pravac koji pokazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji enzima. Za izradu
bazdarnog pravca koristene su standardne otopine albumina govedeg seruma (BSA) koncentracija
1,0 pg em®; 2,5 pg em3; 5 pg em™ i 7,0 pg cm. Postupak odredivanja koncentracije proteina je
sliede¢i: 0,2 cm® reagensa doda se u alikvot od 0,8 cm® uzorka proteina te se pomijesa 5 s na
mijesalici 1 ostavi da inkubira na sobnoj temperaturi 5 minuta. Nakon toga na spektrofotometru
ocitana je apsorbancija. Napravljene su 3 paralelne probe za svaki uzorak te je postupak bio isti za

otopine BSA i sirovi enzimski ekstrakt.

Slika 3.2. Metoda po Bradfordu
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3.1.3. Odredivanje aktivnosti enzima spektrofotomerijskim testom s PNSHH

Aktivnost enzima odredena je mjere¢i promjenu apsorbancije u vremenu u reakcijskom
sustavu prikazanom jed. 3.1., na spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu, Japan) pri valnoj duljini,
A =310 nm. Podaci su obradeni uz program UV Probe (Shimadzu, Japan). U sustavu enzim
katalizira reakciju u kojoj halohidrin 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanol (PNSHH) prelazi u epoksid
para-nitrostiren oksid. Kako epoksid nastaje tako dolazi do povecanja apsorbancije pri A =310 nm,

te je ona proporcionalna koncentraciji enzima.?2
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PNSHH Epoksid (38)

Za test je potrebno pripremiti temeljnu otopinu (TO) otapanjem 1,23 pg PNSHH u 500 pL
dimetil sulfoksida (DMSQ). U kvarcnu kivetu dodano je 990 pL Tris-SO4 pufera i 5 pL TO
PNSHH-a. Potrebno je intenzivno mijesati kako bi DMSO ostao dispergiran. PNSHH nije stabilan
u vodenom mediju te se zato ovaj korak provodio neposredno prije koriStenja. Napokon
dodavanjem 5 pL enzima u sustav reakcija krece te je zato potrebno odmah kivetu staviti u
spektrofotometar i pokrenuti mjerenje na raCunalnom programu. Izmjerena promjena apsorbancije
u vremenu (AA/At) sluzi kako bi se izracunala volumna aktivnost (V.A.) enzima prema jednadzbi

3.2.

V. AA

V.A = -
g-d-Vg At (3.9

Volumen uzorka u kiveti (Vi) je bio 1 cm?, ¢ je ekstinkcijski koeficijent PNSHH te iznosi

4,289 mM™ cm?, $irina kvarcne kivete (d) je 1 cm, Ve je volumen dodanog enzima.

Mjerna jedinica V.A. je U cm™. U (eng. units) predstavlja promjenu koli¢ine supstrata u
vremenu (umol min) te je mjerna jedinica za enzimsku aktivnost. Kako bi se mogle usporedivati
aktivnosti razli¢itih enzima pozeljno je koristiti specifi¢nu aktivnost (S.A.) tako da se V.A. podijeli
s masenom koncentracijom enzima (y) koja se u ovom radu dobila metodom po Bradfordu. Mjerna

jedinica S.A. je U mg™.
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3.2. Kineticka ispitivanja
3.2.1. Odredivanje stabilnosti epoksida

Reakcijski medij u ovom radu je 500 mM Tris-SO4 pri pH 7.5. Zato $to je to vodeni sustav,
epoksidi su nestabilni u njemu te dolazi do reakcije hidrolize. Kako bi se mogao dobiti ispravan
kineti¢ki model potrebno je odrediti koliki je utjecaj hidrolize na potro$nju epoksida, a to se postize

odredivanjem brzine reakcije hidrolize.

Reakcijski sustav (slika 3.3.) se sastoji od staklene bocice koja sluzi kao kotlasti reaktor,
magneta i magnetske mijesalice pri 900 okretaja u minuti za postizanje homogenih uvjeta u
sustavu. Za uzimanje uzoraka iz reaktora koristila se je igla i Sprice kako bi se smanjio gubitak

lako hlapljivog epoksida.

Slika 3.3. Reakcijski sustav za odredivanje stabilnosti epoksida

Postupak odredivanja stabilnosti epoksida je opisan u nastavku teksta. Prvo je potrebno
pripremiti temeljnu otopinu epoksida (croepoxcc = 5 M, Croepoxhprc = 0.5 M) tako da se odredena
masa izvaze na analiti¢koj vagi i otopi u dimetil sulfoksidu (DMSO) jer epoksid nije topljiv u
vodenom mediju koji se koristi u sustavu. 1z temeljne otopine uzet je alikvot za pripremu otopine
zeljene pocetne koncentracije za reakciju, te je dodana odredena koli¢ina DMSO-a kako bi se
osigurao njegov udio u sustavu od 5 %. Dodatkom pufera u reaktor smatra se da reakcija raspada
epoksida krece. Tijekom odvijanja reakcije periodi¢no se uz pomo¢ igle i $price uzima 20-30 pl

uzorka iz reaktora, koji se prebaci u kivetu iz koje se moze to¢no uzeti 10 pl pomocu polu-
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automatske pipete. Uzorak je potrebno razrijediti tako da se uzetih 10 pl prebaci u kivetu s puferom
¢ime se postize potrebno razrjedenje kako bi epoksid mogao biti detektiran s GC-om ili HPLC-
om. U tom trenutku radi razrjedivanja smatra se da je reakcija zaustavljena i zapise se vrijeme od
pocetka reakcije. Uzorak se homogenizira par sekundi na mijesalici i iz njega se uzima 10 pl koji
se prebaci u kivetu s 500 pl metil terc-butil etera (MTBE). Svrha ovog koraka je da se epoksid
ekstrahira iz vodene u organsku fazu kako bi bio spreman za detekciju. Naime voda i drugi sastojci
reakcijske smjese (azidi) mogu smetati 1 oStetiti analitiCku opremu koriStenu u ovom radu te ih je
zato potrebno ukloniti. Ekstrakcija se provodi homogenizacijom od 20 sekundi te nakon toga se
cijeli volumen iz kivete uz pomo¢ Pasteurove pipete i kapaljke prebaci kroz novu Pasteurovu
pipetu koja sadrzi higroskopni Na,SO4 u staklenu vialu. Nakon toga uzorak koji sadrzi DMSO,
MTBE, epoksid i produkte raspada je spreman za analizu. Tijekom reakcije uzima se 6 uzoraka
jedan za drugim te se uzorci ¢uvaju na ledu do trenutka kada se stave na analizu. Ukupna koli¢ina
uzetih uzoraka nije preSla 10 % volumena reakcijske smjese. Prije analize svakog epoksida
potrebno je napraviti njegov bazdarni pravac u rasponu koncentracija od 0.1 — 10 mM.

Eksperimenti su ponovljeni pri razli¢itim koncentracijama koje se mogu pronaci u tablici 3.2.

Tablica 3.2. Pocetni sastav reakcijskog sustava za odredivanja stabilnosti epoksida

) Cepox,GC VTo.epox,GC Vbwmso,cc Cepox,HPLC V1oepox,HrLe | VDMso,HPLC

Eksperiment™ 3 3
[mmol dm™] [ML] [uL]>* [mmol dm™] [WL] [uL]™

1 10 1,2 28,8 1 1 19

2 20 2,4 27,6 2 2 18

3 30 3,6 26,4 5 5 15

4 50 6,0 24,0 10 10 10

5 75 9,0 21,0 15 15

6 100 12,0 18,0 20 20

7 125 15,0 15,0

8 150 18,0 12,0

9 175 21,0 9,0

10 200 24,0 6,0

*  Za sve epokside provedeno je do 10 eksperimenata, ukupni volumen reakcijskog sustava je bio 600 pL za
analize na GC-u te 500 pL za analize na HPLC-u, Vpuferec = 570 pL, Vputer,Hpe =570 pL

** Dodani Vomso odgovara udijelu DMSO-a u sustavu od 5 %
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3.2.2. Ispitivanje kinetike u enzimatskoj reakciji epoksida s azidima

Protokol za odredivanje kinetike reakcije prikazane u uvodu ovog rada sli¢an je opisanom
protokolu za odredivanje stabilnosti epoksida u proslom poglavlju. Razlika proizlazi iz toga Sto se
reakcija provodi s azidima (Cto,zid = 0.3 M) koji su toksi¢ni i lako hlapivi te se radi toga reakcija
je provodila u digestoru (slika 3.4.). Koristena je metoda pocetnih brzina te su radi toga
uzrokovanja provedena pri konverziji supstrata ispod 10 % , tj jedno za drugim nakon dodatka
enzima. Kao KR sluzila je Eppendorf kiveta. Za svih 6 reakcija varirane su koncentracije epoksida
(tablica 3.4.) dok za EPOX — 3 varirani su i azidi (1 - 50 mM) pri Cepox-3 = 10 mM.

o /

Tablica 3.4. Pocetni sastav reakcijskog sustava za ispitivanje kinetike s azidima (GC analiza)

Slika 3.4. Ispitivanje kinetike s azidima u digestoru

Eksperiment®,** | Cepox [MMOl dM™®] | Vroepox [UL] Vbowmso [UL]

1 1 1 19
2 2 2 18
3 3 3 17
4 4 4 16
5 5 5 15
6 10 10 10
7 20 20 0

* Za sve eksperimente ovi su uvijeti konstanti: volumen reakcijskih sustava je 500 pL, Vpufer = 438.3 L, V1o azid = 16.7
uL §to odgovara Cazia = 10 mM, 5 % DMSO

** Za epox — 3 ispitivanja su provedena pri Cepox-3 do 200 mM
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3.2.3. Analiza uzoraka plinskom kromatografijom

Uzorci su analizirani plinskom kromatografijom GC-2014 (Shimadzu, Japan) prikazanoj
na slici 3.5. Za stacionarnu fazu koristena je HP-5 kapilarna kolona (Agilent Technologies, SAD)
¢ije su karakteristike prikazane u tablici 3.5. Kao mobilna faza koristen je smjesa dusika. Plina se
nalazi se u visokotla¢énom spremniku (Uljanik tehnicki plinovi, Hrvatska). Injektiranje uzoraka u
kolonu provodilo se automatski koriste¢i uredaj AOC-20i (Shimadzu, Japan) pri sljede¢im
uvjetima: Tinjektor = 250 °C, p = 37,8 kPa i g = 13,8 cm® min™t. Kako bi se uklonile potencijalne
necistoce igla za injektiranje prije svake analize automatski je bila isprana 5 putas 1 uL MTBE, 3
puta s uzorkom te 5 puta s MTBE nakon injektiranja. Nakon injektirana uzorci su putovali kroz
kolonu koja je 2 minute bila na 75 °C nakon ¢ega temperature se povisila do 140 °C brzinom od
15 °C mint. Ukupno trajanje jedne analize je 6.33 min. Za detekciju spojeva po izlasku iz kolone
koristio se plameno ionizacijski detektor u kojem su uzorci spaljivani pri temperaturi od 300 °C u
smjesi sintetskog zraka i vodika generiranog uredajem Gas Generator 9150 (Parker Hannifin,
SAD) uzimajuci sintetski zrak iz spremnika. Nakon svakih 5 analiziranih uzoraka potrebno ju je
spaljivati pri 200 °C 25 — 30 min dok se bazna linija ne ustabili kako bi se uklonile neCistoce
zaostale u koloni. U prilogu 7 moze se naci primjer kromatograma za epox — 3 te pripadajuca
vremena zadrZavanja pojedinih komponenti. Dobiveni podaci obradivani su programom GC

Solutions (Shimadzu, Japan).

Slika 3.5. GC sustav: 1 — spremnici s plinovima, 2 — generator vodika, 3 — sustav za automatsko

injektiranje, 4 — plinski kromatograf, 4 — racunalna podrska
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Tablica 3.4. GC kolona koristena u radu

Karakteristika HP-5

Literaturni izvor https://www.agilent.com
Tip kolone kiralna

Materijal (5%-fenil)-metilpolisiloksan
Duljina, m 30

Unutarnji promjer, mm 0,32

Debljina filma, pm 0,25
Maksimalna temperatura, °C 250

3.2.4. Analiza uzoraka tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Osim GC-a uzorci su analizirani i HPLC-om Kao stacionarna faza koristena je Kinetex™
C18 kolona (Phenomenex, SAD) ¢ije se karakteristike mogu pronaci u tablici 3.5. Pokretnu fazu
ja Cinila smjesa metanola i ultra Ciste vode koja je izokratno eluirala kolonu pri konstantnom
protoku oba otapala od 0.5 cm® min™t. Ukupno trajanje metode je 12 minuta te uzroci po izlasku iz
kolone su detektirani sa spektrometrom pri valnoj duljini od 254 nm. Volumen injektiranog uzorka
po analizi je bio 5 pL. Konstantna temperatura u sustavu od 30 °C se postigla s pe¢icom. U prilogu
8 moze se naéi primjer kromatograma za epox — 3 te pripadajuc¢a vremena zadrzavanja pojedinih

komponenti. Podaci su obradeni u programu HPLC Solutions (Shimadzu, Japan).

Slika 3.6. HPLC sustav koristen u radu
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Tablica 3.5. HPLC kolona kori$tena u radu

Naziv Kintex™ C18

Literaturni izvor https://www.phenomenex.com/Kinetex
Aktivna skupina stacionarne faze C18 (ugljik)

Endcapping tetrametilsilan

Duljina, mm 250

Unutarnji promjer, mm 4,6

Velicina Cestica, um 5

Veli¢ina pora (A) 100

3.3. Obrada podataka u programskom paketu Scientist

Dobiveni rezultati kinetickih ispitivanja metodom pocetnih brzina obradivani su
nelinearnom regresijom u programskom paketu Scientist.?® Koristene su metoda najmanjih
kvadrata i simpleks metoda kako bi se procijenila vrijednost parametara kinetickih modela iz
eksperimentalnih podataka i1 pretpostavljenog kinetickog modela. Metoda najmanjih kvadrata je
statisticka metoda kojom se parametri procjenjuju tako da se iterativno minimizira odstupanje
zbroja kvadratnih devijacija izmedu eksperimentalnih i procijenjenih vrijednosti. Prije nego li se
metoda moze koristiti potrebno je proizvoljno staviti pocetnu vrijednost parametara. Ako je ta
vrijednost blizu ispravne, metodom najmanjih kvadrata mo¢i ¢e se dobro procijeniti kona¢na
vrijednost parametara.'?* Ako nije potrebno je koristiti Simpleks metodu kojom se mozZe procijeniti
priblizna vrijednost parametara. Simpleks metoda je numericka metoda koja koristi algoritam za
pronalazak minimuma funkcijske gubitka koja predstavlja razliku izmedu procijenjenih i pravih

vrijednosti.t?®
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4. Rezultati I rasprava

4.1. Karakterizacija enzima

4.1.1. Odredivanje uspjesnosti ekspresije enzima elektroforezom

Rezultati elektroforeze mogu se vidjeti na slici 4.1. A. Na njoj svaka proteinska vrpca
predstavlja nakupinu makromolekula odredene My koja se moze otprilike odrediti iz Page rulera
pod brojem 1. Uz njega se nalaze oznake za M, iskazanu u kDa. Ispitivano je 7 razlicitih HHDH
uzgojenih u E. coli te HheC pod brojem 4 se koristio za reakcije u ovom radu. Enzimi s oznakom
* su modificirani proteinskim inzenjerstvom, a bez oznake su divlji tip. Radi usporedbe, slika 4.2.

B prikazuje rezultat elektroforeze za pro¢iséenu HheC iz literature.1?

S obzirom na to da enzimi od 2-8 nisu bili pro¢iséeni, moguce je vidjeti niz proteinskih
vrpca razlicite Mw. Razlog tomu je $to se nakon uzgoja HHDH stanica E. coli razbila i dobio se
tzv. sirovi enzimski ekstrakt koji sadrzi stani¢ne organele, proteine te druge makromolekule koje
se takoder mogu separirati elektroforezom. Najintenzivnija vrpca predstavlja HHDH te za HheC
ona se nalazi oko 30 kDa $to odgovara literaturnim vrijednostima od 28 — 30.1271% Genetski
modificirane HheC (6-8) imaju izraZeniju proteinsku vrpcu za enzim $to znaci ga je prilikom
uzgoja nastalo vise. HheC pod brojem 8 ima proteinsku vrpcu oko 35 kDA. Veca My je posljedica

utjecaja proteinskog inzenjerstva na promjenu strukture enzima.

100

HheC

Slika 4.1. A) Rezultati elektroforeze za ispitivane enzime. B) primjer rezultata iz literature!?®
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Iz rezultata elektroforeze takoder se moze vidjeti da vec¢ina prisutnih makromolekula ima
Mw ve¢u od HHDH. Poznavanje M\, komponenti u sirovom enzimskom ekstraktu je dobar pocetak
za postavljanje protokola za pro¢is¢avanje enzima. Cisti enzim pokazuje bolja kataliti¢ka svojstva,
medutim separacijske tehnike kojima se on dobiva su skupe. Zato je dobro ve¢ u samom startu
prilikom uzgoja dobiti ve¢u koli¢inu enzima, §to se postize proteinskim inzenjerstvom. Vazne
separacijske tehnike za prociS¢avanje enzima su gel filtracija, ionska i kromatografija

isklju¢enjem,126:129-131

U rezultatima iz ovog rada (slika 4.1. A) moze se primijetiti losije obezbojenje gela i
posljedi¢no slabije vizualiziranje proteinskih vrpca nego u literaturnom (slika 4.2. B). Ako se zeli
poboljsati vizualiziranje potrebno je obezbojiti gel dulje od 1 h te posljedicno ¢eS¢e mijenjati
otopinu za obezbojavanje. Protokol u literaturi isti¢e da bi se gel trebao obezbojiti barem 1 dan u
7 % octenoj kiselini. Medutim, potrebno je uzeti u obzir stabilnost gela, jer neispravan protokol

mozZe unistiti gel.}?°

4.1.2. Koncentracija i aktivnost enzima

Masena koncentracija enzima (Yye) je odredena metodom po Bradfordu, te u sirovom
enzimskom ekstraktu iznosi 11,128 mg cm?. Izraunata je iz bazdarnog pravca (prilog 9)
uzimajuci u obzir razrjedenje od 2000 puta. Volumna aktivnost HheC odredena PNSHH testom
iznosi 10,352 U cm?. Iz nje i ye slijedi da specifiéna aktivnost iznosi 0,930 U mg™. Za usporedbu
u tablici 4.1. u primjerima 1-3 mogu se vidjeti sli¢ne vrijednosti za aktivnost HheC. lako su one
odredene istim PNSHH testom, do razlika dolazi kao posljedica drugog uzgoja. Primjeri 4 i 5 su
testovi u kojima su koriSteni drugaciji supstrati nego PNSHH. Ocekivano je da su u njima
aktivnosti razli¢ite jer enzimi pokazuju drugaéiju aktivnost prema razli¢itim supstratima. Sto je
aktivnost vi$a to enzim ima bolja kataliticka svojstva. Ako Zelimo usporediti aktivnosti razli¢itih

enzima potrebno je provesti testove s istim supstratom.*3413>

Tablica 4.1. Aktivnosti divljeg tipa HheC preuzete iz literature

Primjer | V.A. [Ucm?®] | S.A.[Umg?] Supstrat u testu Literatura
1 13,20 - PNSHH ref. 128
2 10,20 1,889 PNSHH ref. 132
3 9,44 0,729 PNSHH ref. 133
4 - 6,4 5 mM 1,3-dikloro-2-propanol ref. 134
5 - 3,6 5 mM 1,2-epoksiheksan ref. 135
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4.2. Ispitivanje stabilnosti epoksida

Kako bi se mogla odrediti kinetika enzimske reakcije potrebno je ispitati ostale utjecaje na
potros$nju supstrata, tj. epoksida. Kada se oni znaju mogu se ukljuéiti u matematicko modeliranje,
ili podesiti reakcijski uvjeti tako da se smanje. Za epokside karakteristi¢na je hidroliza u vodenom
mediju prilikom ¢ega dolazi do nastajanja diola i ketona mehanizmom pregradnje karbokationa. %
Takoder oni su lako hlapivi spojevi §to se moZze primijetiti po intenzivnom mirisu, te zato prilikom
reakcija potrebno je smanjiti gubitke radi hlapljenja. Radi navedenih utjecaja ispitivana je kinetika
stabilnosti epoksida (rse) te rezultati konstanti (kse) mogu se pronaci u tablici 4.1 a graficki prikaz
rezultata na slikama 4.2 i 4.3. Utvrdeno je da se radi o kinetici 1. stupnja prikazanom jed. 4.1.
Ispitivanja su provedena u vodenom puferu pripremljenom s ultracistom vodom i radi toga moguce

je zanemariti ostale utjecaje na stabilnost epoksida.

Ise = kSE " Cepox (4.10.)

Tablica 4.1. Rezultati ispitivanja stabilnosti epoksida

i tr.cc Kse,cc SEcc trRHPLC Ksg,HpLc SEnpLc
Epoksid ) - L ) - L
[min] [min™] [% h~] [min] [min~] [% h™]
ki = 0,0285 ki =0,0040
Epox -1 4,608 181 8,853 25
R2=0,9779 R2=0,9996
k, =0,0103 k, = 0,0057
Epox — 2 4,809 69 8,310 33
R2=0,9801 R2=0,9935
ks =0,0112 ks = 0,0028
Epox — 3 4,846 152 10,196 24
R2 =0,9407 R2 =0,9449
ks = 0,0245 ks = 0,0059
Epox -4 4,601 205 11,510 36
R2=0,9613 R2=0,9899
ks = 0,0114 ks = 0,0047
Epox -5 5,100 79 11,840 26
R2=0,9240 R2=0,9984
ke = 0,0558 ke = 0,0028
Epox — 6 5,013 91 7,457 15
R2=0,9849 Rz =0,9984

U literaturi se mogu pronaci eksperimenti za odredivanje stabilnosti epoksida (SE), kojima
se ispituje hidroliza u vodenom mediju te se rezultati iskazuju kao postotak raspadnute kemikalije
po satu (% h™). Eksperimenti se uobi¢ajeno provode nekoliko sati prilikom ¢ega se prati promjena

koncentracije kemikalije pri nekoj pocetnoj koncentraciji u reakcijskom mediju. Da bi se rezultati
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iz ovog rada mogli usporediti s literaturnim potrebno je koristiti jed. 4.2. da se iz kinetickih
mjerenja kojima je odredena ks izra¢una SE (% h%). Jed. 4.2. predstavlja konverziju epoksida po
vremenu. Cepoxtr je koncentracija epoksida u vremenu t; nakon pocetka reakcije, a Cepox, t2
koncentracija u vremenu t2 uzetog $to blize kraju eksperimenta. Zadnji ¢lan se odnosi na korekciju
vremena i pretvorbu minuta u sate. Za izraCunavanje SE Uzete SU Cepox iz onih kinetickih mjerenja

Ciji par vrijednosti s, Cepox (Slika 4.2 14.3.) pada ili je Sto blize pravcu kojim je odreden Kse.

C —C
SE(%/h) = 2 thoxty 100.&

t, —t, (4.11.)

epox,t;

U tablici 4.1. moze se vidjeti da su kse i SE dobiveni na GC-u 2-20 puta visi nego na HPLC-
U. SEac kreée se oko 70 do 200 % ht pri koncentracijama do 200 mM, a SEwpLc izmedu 15 do 36
% h? pri koncentracijama do 20 mM. Vrijednosti iznad 100 % h dobivene su ekstrapolacijom, te
ukazuju na to da bi se teoretski sav epoksid trebao raspasti prije 1 h. Postavlja se pitanje koji su
rezultati realniji? SE iz ovog rada ne moze se direktno usporediti s literaturnim jer su eksperiment
i koncentracije drugaciji. Medutim, u literaturi nije pronadena SE koja je visa od 15 % h? pri
koncentracijama do 50 mM.*®" Prema tome rezultati na HPLC-u moraju biti realniji. To najbolje
pokazuje rad u kojemu je ispitivana stabilnost istih epoksida kao u ovom radu, samo pri

koncentracijama od 2 mM te je odredena SE od 5-10 % ovisno o epoksidu.'3?

Postoji viSe objasnjena zasto analitika na GC-u ukazuje na nisku stabilnost epoksida.
Uzorci prije nego li se analiziraju na GC-u nalaze se u otvorenom autosampleru na sobnoj
temperaturi te se uslijed visoke hlapivosti mogu adsorbirati u dijelovima uredaja te moze do¢i do
znacajne promjene koncentracije epoksida u uzorku. Takoder to je izraZenije pri visokim pocetnim
koncentracijama, a ispitivanja na GC-u su provedena pri koncentracijama epoksida do 200 mM.
Epoksidi su slabo topivi u vodenom mediju te kako je u sustavu samo 5 % organskog otapala
(DMSO) dio epoksida mogao je ostati ne otopljen i kao takav ne u potpunosti prijeci u organsku
fazu prilikom ekstrakcije s MTBE. Za razliku od GC-a, prilikom analiza na HPLC-u autosampler
se nalazio u hladenom 1 zatvorenom prostoru. Takoder, ispitivanja su provedena pri niZim
koncentracijama epoksida (do 20 mM) te prema tome gubitak uslijed hlapljenja moze biti maniji,
a topljivost veca. Radi takvih eksperimentalnih uvjeta i nacina analize SEnpLc SU bliZe literaturnim

1 nizi nego isti na GC-u. Moze se zakljuciti da je kineticka ispitivanja epox 1 — 6 potrebno provoditi
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pri Cepox do 20 MM 1 ako je mogucée $to vise smanjiti gubitak uslijed hlapljenja. Ako se zeli i¢i na

vise koncentracije potrebno je povecati topljivost povec¢anjem udjela organskog otapala u sustavu.
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Slika 4.2. Rezultati odredivanja stabilnosti epoksida pri koncentracijama epoksida do 200

MM (Cepox pracene GC-om)
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Slika 4.3. Rezultati odredivanja stabilnosti epoksida pri koncentracijama epoksida do 20

MM (Cepox pracene HPLC-om)
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4.3. Ispitivanje utjecaja epoksida na kinetiku enzimske reakcije

Metodom pocetnih brzina ispitivan je utjecaj Cepox Na Kinetiku enzimske reakcije. Za sve
epokside utvrdena je M-M kinetika osim za epox — 3 koji pokazuje linearnu ovisnost S.A. 0 Cepox.
Rezultati procijenjenih parametara se nalaze u tablici 4.2. Takoder u njoj se nalaze i rezultati
osjetljivosti parametara dobiveni Scientistom te iskazani preko ¢. Na slici 4.5. mogu se pronaci

grafi¢ki rezultati eksperimenata i provedenih simulacija s procijenjenim parametrima.

Drugacija kinetika za epox — 3, U usporedbi s ostalim ispitivanim epoksidima, moze se
objasniti time $to su za njega eksperimenti provedeni pri visokim koncentracijama epoksida do
200 mM. U eksperimentima ispitivanja stabilnosti epoksida utvrdeno je da epoksid nije u
potpunosti otopljen pri koncentracijama epoksida visim od 20 mM. Prema tome su slaba topljivost
i manjak afiniteta enzima prema supstratu utjecali i na to da se je prilikom odredivanja enzimske
kinetike za epox — 3 dobila kinetika prvog reda karakterizirana s parametrom k = 0.0664 min™. Za
sve ostale epokside eksperimenti su provedeni do 20 mM kako bi epoksid bio u potpunosti

otopljen.

Tablica 4.2. Vrijednosti procijenjenih parametara za M-M Kinetiku

. Vi o o Kn o o
Epoksid "
[Umg~] i % [mM] + %
Epox — 1 0,877 0,230 26,2 7,572 4,710 62,2
Epox — 2 0,420 0,087 20,7 6,175 2,436 39,4
Epox — 4 0,165 0,068 41,2 3,699 3,004 81,2
Epox — 5 0,287 0,025 8,7 6,769 1,305 19,3
Epox — 6 0,263 0,031 11,7 7,724 1,471 19,0

Uvjeti odredivanja kinetike su bili isti bez obzira na epoksid. Prema tome vrijednosti
odredenih parametara u tablici 4.2. trebali bi se razlikovati jedino kao posljedica razlike u strukturi
1 svojstvima izmedu epoksida. Usporedbom dobivenih parametara moZemo zakljuciti o tome koji
epoksid ima najveci afinitet prema koriStenoj HheC, medutim prilikom toga moramo uzeti u obzir
i nesigurnost u njihovu vrijednost iskazanu preko . Epox — 4 ima najmanju vrijednost Kn-a i
prema tome najveci afinitet te ga potom slijede epox 2, 5, 1i 6 s najmanjim afinitetom. Medutim,
o vrijednost za epox — 4 je znatno veca za oba procijenjena parametra nego kod drugih epoksida i

prema tome najmanja je sigurnost u njihovu vrijednost. Ako zanemarimo epox — 4 ostali epoksidi
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pokazuju sli¢nu vrijednost Kn-a izmedu 6 — 8 mM. Tada kao najbolji supstrat se pokazao epox —
2. Strukturno on se razlikuje od drugih epoksida po tome $to ima jedan fluorov atom na meta
poloZaju. Epox — 1 ima flour na orto poloZaju te pokazuje manji afinitet nego epox — 2 dok epox
— 3 ima flour na para polozaju te se iz rezultata ne moze zakljuéiti o njegovom afinitetu. Medutim
Marin je odredio afinitet epox — 3 u istom reakcijskom sustavu prema sli¢nom enzimu (HheA) te
zaklju¢eno je da on pokazuje najveéi afinitet od testiranih epoksida.*? Osim toga Majeri¢ Elenkov
i sur. su pokazali da supstrat koji ima fluor atom u para polozaju na fenilnom prstenu pokazuje
visi afinitet prema HHDH nego isti u orto i meta.'® Moze se zakljuéiti da polozaj supstituenta ima
utjecaj na afinitet epoksida prema enzimu te da najbolji afinitet pokazuje onaj epoksid koji ima
supstituente najudaljenije od epoksidnog prstena. To se takoder moZe primijetiti ako se usporede
strukture epox 2 i 5. Oni se razlikuju samo po tome §to epox — 5 ima metilnu grupu na kiralnom C
atomu koji se nalazi na epoksidnom prstenu. Kao posljedica toga epox — 5 je losiji supstrat za
HheC nego epox — 2. Epox — 6 ima manji afinitet od epox 1, 2 i 3 jer ima 2 fluorova atoma na orto

polozaju. Vizualno objasnjenje rezultat moze se vidjeti na slici 4.4.

Smanjenje afiniteta HheC prema fluoriranim derivatima stiren oksida

sallve
/C]/A @ﬁ Epox—1 Ep;:—ﬁ
Epox—3 Epr—E ©>u Eju

Epox—5 Epox—4
Slika 4.4. Smanjenje afiniteta HheC prema epoksidima

Od ispitivanih epoksida epox — 3 je najbolji supstrat za HheC jer mu je fluor najudaljeniji
od epoksidnog prstena. Medutim u ovom radu za epox — 3 nije bilo moguce odrediti vrijednost
kineti¢kih parametara radi slabe topljivosti, te za konkretne zakljucke potrebno je provesti dodatne
eksperimente pri visim koncentracijama od 20 mM. Kako bi se to moglo posti¢i potrebno je

povecati udio organskog medija u sustavu vise od 5 % DMSO-a. Pri provodenju takvih
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eksperimenata potrebno je uzeti u obzir da enzimi pokazuju manju aktivnost u organskom mediju.
To je pogotovo sluc¢aj za enzime iz prirodnih mikroorganizama te zato je pozeljno koristiti enzime

kojima je proteinskim inZzenjerstvom smanjenja osjetljivost na organski medij.
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Slika 4.5. Rezultati odredivanja utjecaja epoksida na brzinu enzimske reakcije
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4.4. Ispitivanje utjecaja azida na kinetiku enzimske reakcije

Da bi se odredio kineticki model enzimske reakcije potrebno je ispitati utjecaj
koncentracije svih sudionika na brzinu svih reakcija koje su prisutne u sustavu. U ovom radu osim
epoksida, supstrat enzimu je i nukleofilni azid. On se u sustav dodao u obliku otopljenog NaNs te
ispitivan je utjecaj njegove koncentracije na brzinu enzimske reakcije. Eksperiment je proveden

samo za epox — 3 jer je za njega pretpostavljeno da je najbolji supstrat za HheC.

Pri ispitivanju utjecaja jednog supstrata na brzinu enzimske reakcije potrebno je
eksperimente provoditi pri koncentracijama zasiCenja ostalim supstratima. Takvi uvjeti
osiguravaju da male promijene u koncentracijama supstrata, koje se zele drzati konstante, nemaju
utjecaj na brzinu reakcije. Rezultati odredivanja kinetike epoksida (slika 4.5.) ukazuju da bi
koncentracija epoksida zasi¢enja bila oko od 20 mM. Medutim, eksperimenti su provedeni pri
nizoj koncentraciji epoksida od 10 mM gdje je utvrdeno da je epoksid u potpunosti otopljen za sve

slucajeve.

Rezultati ispitivanja utjecaja azida na kinetiku enzimske reakcije mogu se vidjeti na slici
4.6. Kretanje eksperimentalnih podataka moze se opisati kinetickim modelom enzimske reakcije
s inhibicijom supstrata (prilog 2). Odredeni su parametri kinetickog modela te oni iznose Vi =
1,3427 U mg?, Kn = 1,3948 mM, i K; = 77,1751 mM. Maksimalna brzina enzimske reakcije je
oko cazig 0od 10 mM nakon ¢ega povecanje koncentracije ima negativan utjecaj na brzinu enzimske
reakcije. U literaturi do sada nije spomenut inhibicijski u¢inak azida na HHDH. Medutim, poznato

je da mali nukleofili kao $to su azidi i cijanidi pri visokim koncentracijama inhibiraju enzime,3%140

0 10 20 30 40 50
Cazid [mmol dm'3]

Slika 4.6. Odredivanja utjecaja azida na brzinu enzimske reakcije (Cepox-3 = 10 mM)
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5. Zakljucak

Epox — 3 se pokazao kao najbolji supstrat za divlji tip HheC u reakciji otvaranja epoksidnog
prstena stiren oksida s azidima. Slijede ga epox — 2, 1, 5, 6 i 4. To tog zakljucka se je doslo
odredivanjem utjecaja epoksida na kinetiku enzimske reakcije i pregledom literature. Polozaj
supstituenta na stiren oksidu odreduje aktivnost enzima i afinitet supstrata prema enzimu. Sto je
atom fluora na stiren oksidu udaljeniji od epoksidnog prstena, to ¢e taj epoksid biti bolji supstrat.
Takoder, metilna grupa koja se nalazi na epoksidnom prstenu ima negativan utjecaj na afinitet i
aktivnost. Prema toma epox — 3 treba biti najbolji supstrat jer nema metilnu grupu i ima jedan atom

fluora na para-poloZaju.

Eksperimentalno se je odredilo da svi ispitivani epoksidi, osim epox — 3 pokazuju M-M
kinetiku. Radi sli¢cnosti s drugim epoksidima, za epox — 3 se takoder moze pretpostaviti M-M
kinetika. Medutim to u ovom radu nije potvrdeno jer za njega odredivana je kinetika pri
koncentracijama u kojima on nije dovoljno topiv. Ispitivan je i utjecaj koncentracije azida na
kinetiku enzimske reakcije te odredeno je da se on ponasa kao inhibitor. Pri koncentracijama azida

visim od 10 mM on usporava brzinu enzimske reakcije i djeluje kao inhibitor.

Prilikom svih eksperimenata bilo je problemati¢no odredivati kinetiku enzimske reakcije
jer su epoksidi hlapivi. Takoder, pokazuju slabu topivost i skloni su hidrolizi u ispitivanom
vodenom mediju sa samo 5 % organskog DMSO-a. Radi toga enzimsku kinetiku je bilo moguce
odrediti samo do koncentracije epoksida od 20 mM. Buduc¢a istrazivanja ispitivanog sustava nuzno
je usmjeriti prema visim koncentracijama epoksida. To se moze posti¢i provodenjem reakcija u
uzeti u obzir da enzimi pokazuju manju aktivnost i stabilnost u organskom mediju i radi toga bit
¢e potrebno naci optimum reakcijskih uvjeta da odgovaraju epoksidu i enzimu. Proteinsko
inZenjerstvo moze se koristiti za poboljsanje svojstava enzima i i povecanoj toleranciji prema
organskom mediju. Za buduca ispitivanja i razvoj matematickog modela ispitivanog enzimskog
sustava moze se koristiti opisani pristup u teorijskom dijelu (poglavlje 2.6). Za pracenje
koncentracije epoksida razvijene su metode na GC-u i HPLC-u. Takoder bit ¢e potrebno razviti i
metodu za pracenje koncentracije produkta kako bi se moglo jednozna¢nije odrediti kinetika

enzimske reakcije.
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6. Popis pokrata i simbola

A — apsorbancija, [/]

BSA — albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)
¢ — mnozinska koncentracija, [mmol dm™]

d — debljina kvarcne kivete, [cm]

DMSO — dimetil sulfoksid

E —enzim

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

EPOX — epoksid

ES — enzim-supstrat kompleks

GC - plinska kromatografija (engl. gas chromatography)
HHDH — halohidrin dehalogenaza (engl. halohydrin dehalogenase)
HheC — C tip halohidrin dehalogenaze

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, (engl. high perfromance liquid
chromatography)

k — kineti¢ka konstanta, [min™]

Ki — konstanta inhibicije, [mmol dm™]

KR — Kkotlasti reaktor

m — masa, [g]

MTBE — metil terc-butil eter

Mw — molarna masa (engl. molecular weight)

N — mnozina tvari, mol

P — produkt

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza

PC — osobno racunalo (engl. personal computer)
PNSHH — 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanol

r — brzina enzimske reakcije, [mmol dm= min]

R? — koeficijent linearne regeresije
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S —supstrat

S.A. — specifi¢na aktivnost, [U mg™]

SDS — natrijev dodecil sulfat, (engl. sodium dodecil sulfat)

SE — stabilnost enzima, [% h™]

T — temperatura, [°C]

t —vrijeme, [s]

TO — temeljna otopina

tr — vrijeme zadrzavanja, (engl. retention time) [min]
Tris-SO4— 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol sulfatni puffer
U — jedinica enzimske aktivnosti (engl. units) [umol min]

V — volumen, [cm?]

V.A. — volumna aktivnost, [U cm™]

Vim — maksimalna brzina enzimske reakcije, [mmol dm= min-]
Vr — volumen reakcijske smjese, [cm?]

y — masena koncentracija, [mg dm?]

A — promjena

¢ — ekstinkcijski koeficijent, [mM™* cm™]

A —valna duljina, [nm]

o — standardna devijacija, [-]
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8. Prilozi

Prilog 1. Prikaz enantiomera i enantioselektivnosti receptora u zivim organizmima

Ravnina simetrije

Altivni enantiomer Inaktivni enantiomer
D D A
B B B
A Cc C A D C
X X
b b b
a c a c a c
Receptorsko mjesto u organiznm Receptorsko mjesto u organizmm

Prilog 2. Osnovni enzimski kineticki modeli

Naziv modela Model Parametri modela
Michaelis-Meteni¢ina r— Vi - Cg Ve K
kinetika Ky G moms
Michaelis-Meteni¢ina V, Cg -Cs,
= Vi K K
dvosupstratna kinetika ° (Kt +Cs1) (K g +Cs,) m mSt ms2
r. = Vm 'CS
Kompetitivna inhibicija ° K .-+ Cp )+c Vi Knms Kip
S S
" i,P
Antikompetiti I Vi -y
ntikompetitivna s =
C Vi Kns Ki
inhibicija Kins 65+ ) monmS TP
i,P
r = Vm - Cg
Nekompetitivna inhibicija s (K . +c.) (L+ Co ) Vi Kms Kip
m,S S
i,P
r. = Vm 'CS
S
Inhibicija supstratom (K . +co+ Ce ) Vin Kms Kis
m,S S

i,S
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Prilog 3. Popis vaznih kemikalija koriStenih u radu

R Pokrata ili Proizvodac ili ref. u kojoj je opisana

Kemikalija S ;
kemijski simbol sinteza
1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanola ~ PNSHH Ref. 141
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3- ) . i i
. . TriS-SO4 Sigma-Aldrich Corporation, SAD

propandiol sulfatni pufer
Albumin govedeg seruma BSA Honeywell Fluka, SAD
Bezvodni natrijev sulfat Na,SO, Lach — Ner s.r.o., Ceska Republika
C tip halogenhidrin dehalogenaze  HheC Ref. 1422
Coomassie Brilliant Blue G-250 CBB Honeywell Fluka, SAD
Dimetil sulfoksid DMSO Kemika d.d., Hrvatska
Ispitivani epoksidi Epox 1-6 Preuzeto s instituta Ruder Boskovi¢
Metil-terc-butil-eter MTBE VWR Chemicals, Francuska
Natrijev azid NaNs Sigma-Aldrich Corporation, SAD
PageRuler #26619 Thermo Scientific™, SAD
Sumporna Kiselina H>S04 Kemika d.d., Hrvatska

Prilog 4. Volumeni i udjeli sastojaka za pripravu gelova za elektroforezu

) Separirajuci gel Gel za koncentriranje
Sastojak* - - 3 : ; 3
Udio sastojka [%] V [cm°] Udio sastojka [%] V [cm°]
H20 0,3350 3,350 0,6020 3,050
0.5M Tris pH 6,8 - - 0,2470 1,250
1.5M Tris pH 8,8 0,2500 2,500 - -
Akrilamid 30 % 0,4000 4,000 0,1300 0,660
SDS 10 % 0,0100 0,100 0,0099 0,050
APS 10 % 0,0050 0,050 0,0099 0,050
TEMED 0,0005 0,005 0,0010 0,005

* Sve kemikalije su pripravljene s ultra ¢istom vodom i cuvane su u hladnjaku. Radi nestabilnosti APS je pripravljen neposrdeno

prije upotrebe.
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Prilog 5. Sastojci za pripravu pufera i otopine za bojanje koristene u elektroforezi

Pufer za uzorke Running pufer Otopina za bojanje
V (H.0), cm® 3,55 | V (H:0), dm? 1|V (H.0), cm® 43
V (TrispH 6,80,5 M), cm® 1,25 | m (Tris), g 30,285 | V (MetOH), cm? 50
V (glicerol), cm® 2,5 | m (Glicin), g 144,1344 | V (10 % CH3COOH), cm® 7
V (10% SDS), cm? 2 | m(SDS) 10 | m(CBB), g 0.1
V(10% BPB*), cm® 0,2
*Otopina bromfenolplavo
Prilog 6. Sastojci za pripravu Bradfordovog reagensa
Bradfordov reagens
V (H.0), dm? 0,85
V (EtOH), cm? 50
V (85% HsPO, ), cm?® 100
m (CBB), ¢ 100
Prilog 7. Primjer GC kromatograma za epox — 3
5 u“.frhl'l?nﬁ‘;um Yene SB8 Ween R
453
404
354 pufter \TBI A A
I :
263 | 1 / /
20: ‘ ‘1
s | | /
0.5 ' Q - | r;
a3 JJ \\#\'.‘_,J k RS __A_J|\n\ e
2o 05 10 15 20 25 30 15 40 45 50 55 80 min

trmTE = 1,469 min; tpmso = 2,447 min ; trepox-3 = 4,846 min
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Prilog 8. Primjer HPLC kromatograma za epox — 3

uV(x1,000)
.. . Time 0607 nlen 419
40 I
] ||| DMSO
3A0" ‘I Epox-3
] |
1‘ y
204 ‘l :‘| MTBE
| |
4 \I
1.0 ‘\ ‘
1 : \ll ]-.‘ ;
1 i\ 1 l"‘
ISR N | W
0.0 1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

trmTBE = 2,6 MIN; trpmso = 4,1 Min ; trepox-3 = 7,6 min

Prilog 9. Bazdarni pravac za Bradforda

0.4

A= 0,0302'CBSA+ 0,1023
R%=0.9999

0.0

1 2 3 4 5 6 7
Cosa [1g cm™]

Za raCunanje Ye Uzela se je srednja vrijednost apsorbancije (A) iz 3 nezavisnih mjerenja te je

iznosila 0.27033. Razrjedenje, kako bi ye upao u bazdarni pravac, je bilo 2000 puta.
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9. Zivotopis

Marko Pranic |GG 1o'ai i zavriava Gimnaziju Bjelovar.

U Zagrebu upisuje smjer Ekoinzenjerstvo na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije. 2018
je obranio zavr$ni rad preddiplomskog studija na temu RO/NF obrada komunalne otpadne vode,
te potom upisuje diplomski studij na istom smjeru. Na Institutu Ruder Boskovi¢ odraduje stru¢nu
praksu u zavodu za Istrazivanje mora 1 okoliSa. Kao pripravnik je boravio 7 mjeseci na Institutu
Wetsus u Nizozemskoj gdje je radio na uredaju za laboratorijsko testiranje membranskih procesa.
U buduénosti planira upisati doktorski studij na nekom od sveudilista u Nizozemskoj. Znanstveno

ga zanimaju biotehnologija i tehnologije obrade otpadnih i drugih voda.
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