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SAZETAK

BIOKATALITICKA SINTEZA (R)-4-KLORO-3-HIDROKSIBUTIRONITRILA
KATALIZIRANA S HALOGENHIDRIN-DEHALOGENAZOM

Enzimi su biokatalizatori koji kataliziraju reakcije u zivim organizmima. Njihova primjena
omogucuje niz prednosti, poput odvijanja reakcija u blazim uvjetima te smanjenje nastanka
Stetnih nusprodukata. Prirodna uloga halogenhidrin-dehalogenaza je kataliza halohidrina u
odgovaraju¢e epokside (reakcija dehalogenacije), odnosno Kataliza reakcije zatvaranja
epoksidnog prstena pri ¢emu dolazi do otpustanja halogenih iona. U ovom radu je ispitana
reakcija biokataliticke sinteze (R)-4-klor-3-hidroksibutironitrila uz B-tip halogenhidrin-

dehalogenaze.

Sinteza opticki ¢istih tvari izuzetno je vazan dio farmaceutske industrije s obzirom na to da dva
enantiomera mogu imati potpuno razli¢ita svojstva, a vrlo ¢esto jedan od njih moze pokazivati
Stetno 1 toksicno biolosko djelovanje. Epoksidi su visoko vrijedni spojevi u organskoj sintezi
zbog toga Sto se epoksidni prsten moze kemijski transformirati u brojne sintetski korisne
intermedijere. Reakcije u kojima su ukljuéeni enzimi potrebno je pomno istraziti i

okarakterizirati kako bi se mogle provoditi u industrijskom mjerilu.

Reakcija biokataliticke sinteze (R)-4-klor-3-hidroksibutironitrila provedena je u kotlastom
reaktoru uz natrijev cijanid kao nukleofil, a uzorci su analizirani uporabom plinske
kromatografije. Ispitan je utjecaj koncentracija reakcijskih komponenti na brzinu enzimske
reakcije te je pokazan nizak afinitet enzima prema supstratu i nukleofilu kod oba enzima, a
takoder je uoCen znacajan inhibicijski uéinak produkta. Aktivnost enzima pracena je
spektrofotometrijski, a rezultati su pokazali da aktivnost kod oba enzima pada s vremenom,

odnosno dolazi do njihove deaktivacije.

Kljuéne rije¢i: biokataliza, enzimi, halogenhidrin-dehalogenaza, epoksid, (R)-4-klor-3-

hidroksibutironitril



SUMMARY

BIOCATALYTIC SYTHESIS OF (R)-4-CHLORO-3-HYDROXIBUTYRONITRILE
CATALYZED WITH HALOGENHYDRINE DEHALOGENASE

Enzymes are biocatalysts that catalyze reactions in living cells. Their usage provides a number
of advantages, such as conducting a reaction in milder conditions and a reduction in the
occurrence of harmful by-products. The natural role of halohydrin-dehalogenases is the
catalysis of halohydrins to the corresponding epoxides (dehalogenation). Halohydrin-
dehalogenase catalyzes the epoxy ring closure in which halogen ions are released. In this work,
the reaction of biocatalytic synthesis of (R)-4-chloro-3-hydroxybutyronitrile with type B
halohydrin-dehalogenase was investigated.

The synthesis of optically pure substances is an extremely important part of the pharmaceutical
industry since two enantiomers can have completely different properties and very often one of
them can show harmful and toxic biological effects. Epoxides are highly valuable compounds
in organic synthesis because the epoxy ring can be chemically transformed into a number of
synthetic beneficial intermediates. Reactions involving enzymes need to be carefully

investigated and characterized in order to be carried out on an industrial scale.

The biocatalytic synthesis of (R)-4-chloro-3-hydroxybutyronitrile was carried out in a batch
reactor with sodium cyanide as a nucleophile. The samples were analyzed using gas
chromatography. The influence of the concentration of the reaction components on the rate of
the enzymatic reaction was tested. Low enzyme affinity for the substrate and nucleophile was
observed in reactions with both enzymes. A significant inhibitory effect of the product was also
shown. The activity of the enzyme was monitored by spectrophotometer and it was observed

that in both enzymes there is a decrease in activity over time.

Key words: biocatalysis, enzymes, halohydrin-dehalogenase, epoxide, (R)-4-chloro-3-

hydroxybutyronitrile
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1. Uvod

1. UVOD

U danasSnje vrijeme sve se viSe paznje posvecuje zastiti okolisa, a u svrhu njegovog ocuvanja
prelazi se na ¢iste tehnologije. Cista tehnologija obuhvaca i primjenu enzima u industriji. Zbog
dostupnosti velike koli¢ine enzima u okoliSu te sve vece orijentacije prema zelenoj kemiji,
biokatalizatori se sve viSe primjenjuju u brojnim industrijama. Biokataliza je otvorila vrata
odrzivim tehnologijama i selektivnim enzimima te je na taj nac¢in omogucila prijelaz Stetnih
kemijskih procesa blize onima neutralnijima za okolis. Biokatalizatori koristeni u industrijskoj
katalizi su cijele stanice organizama ili procis¢eni enzimi dobiveni rekombinanom ekspresijom
enzima u stanicama domacina ili u mati¢nim stanicama [1]. Tehnologija rekombinantne DNA
omogucuje ucinkovitu proizvodnju i modifikacije enzima s ciljem dobivanja enzima Zeljenih

svojstava te razvoja procesa prema vecoj stabilnosti i u¢inkovitosti [2].

Kataliticko djelovanje enzima ima nekoliko prednosti u odnosu na standardne kemijske
katalizatore poput jednostavnijeg puta sinteze, minimalne energetske potrebe te nastanka manje
nusprodukta i otpada. Osim navedenog, biokataliti¢ke reakcije su brze, blazi su reakcijski uvjeti
I minimalna je toksi¢nost za okoli§ [1]. Medutim, prakti¢na upotreba enzima kao bioloskih
katalizatora zapoceta je zapravo zbog njihove svestranosti, regio-, kemo- i enantioselektivnosti,
zajedno s potrebom da kemijska industrija prijede na ekoloSki kompatibilne katalizatore 1
procese. Navedena svojstva enzima dovode do smanjenja troskova proizvodnje te doprinose
poboljsanju konkurentnosti, pogotovo u visoko reguliranim drZavama. PoboljSanja procesa
poput poveéanja prinosa i smanjenja potro$nje sirovina, emisija i otpada kao rezultat daju manje
troSkove procesa Sto biotransformacijama daje prednost pred tradicionalnim kemijskim
putevima. lako primjena enzima kao Kkatalizatora ima brojne prednosti, njih karakteriziraju i
odredeni nedostaci koji ponekad znaju onemogudéiti njihovu primjenu u sintezama. Naime,
enzimi imaju smanjenu stabilnost izvan prirodnog okruzenja, podlozni su deaktivaciji i

inhibiciji, a velik problem jos uvijek predstavlja njihova relativno visoka cijena [3].

Unato¢ nedostacima, enzimi nalaze svoju primjenu u brojnim podrucjima poput proizvodnje
organskih tvari (hrana, Secer, pivo, ulja, masti, kozmetika), “finih* kemikalija, sredstva za
Ciscenje, a takoder se oc¢ekuje i brzi razvoj u polju polimera. Enzimi se primjenjuju u industriji
detergenata, industriji papira, tekstilnoj industriji, kemijskoj industriji, farmaceutskoj industriji
te su vrlo znacajni u proizvodnji kiralnih spojeva [4]. Izmedu navedenih, najznacajnija primjena

enzima u industrijske svrhe upravo je u farmaceutskoj industriji u kojoj su enzimi kljucni za
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sintezu aktivnih farmaceutskih supstanci. Enzimi omogucuju dobivanje opticki ¢istih spojeva
koji se koriste kao prekursori u farmaceutskoj industriji, a velik broj konvencionalnih kemijskih
procesa u farmaceutskoj industriji moze biti zamijenjen koriStenjem enzima S$to ih Cini
privla¢nim izborom za primjenu u budu¢nosti. Enzimi su ve¢ sada pokazali veliki potencijal u
industrijskoj primjeni zbog moguc¢nosti Siroke primjene, proizvodnje i modifikacije svojstva te

¢e se njihova primjena sve vise §iriti [5].
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2. TEORIJSKI DIO

2.1 Biokatalizatori

2.1.1 Opéenito o biokatalizatorima

Biokatalizatori ili enzimi organske su makromolekule, odnosno globularni proteini koji nastaju
u zivoj stanici gdje djeluju kao katalizatori biokemijskih reakcija vezanih za zivot. Bez
prisutnosti enzima, vecina biokemijskih reakcija se odvija vrlo sporo ili se uopce ne odvija pri
blagim uvjetima tlaka i temperature. Enzimi imaju relativno veliku molekulsku masu, a sastoje
se prvenstveno od lanaca aminokiselina koje su povezane peptidnim vezama. Sve skupine
enzima dobivaju se iz obnovljivih sirovina poput bakterija, biljaka, gljiva te kvasaca i plijesni
te ih to klasificira kao prirodne produkte. Osim toga, enzimi pokazuju jo§ neka kvalitetna
svojstva poput biorazgradivosti, u¢inkovitosti, aktivnosti te stabilnosti, a osobito vazna svojstva
koja ih izdvajaju u odnosu na standardne katalizatore su regio, stereo i enantioselektivnost.
Upravo svojstvo enantioselektivnosti razlog je Sirokog raspona koriStenja enzima u organskoj

sintezi, osobito u asimetri¢noj sintezi i kinetickoj rezoluciji kako bi se dobili ¢isti enantiomeri.

Buduéi da su enzimi evoluirali tako da efikasno kataliziraju biokemijske reakcije u blagim
reakcijskim uvjetima unutar bioloskih sustava posebno su primjenjivi u zelenoj kemiji. Zbog
blagih reakcijskih uvjeta enzimskih procesa, oni se mogu provoditi koristenjem relativno
jednostavne opreme te se mogu lako kontrolirati. Medutim, biokatalizatore karakteriziraju i
odredeni nedostaci poput niske stabilnosti i/ili aktivnosti u odredenim radnim uvjetima te
smanjenje efikasnosti. Naime, cesti razlog pada efikasnosti enzima je inhibicija zbog prisutnosti
odredenih supstrata ili produkata reakcije, Sto takoder smanjuje i Zivotni vijek koristenja
odgovarajuceg enzima. Osim navedenih nedostataka, enzime karakterizira i visoka cijena te

kompleksna struktura [6,7].

Kao §to je ve¢ spomenuto, enzimi su gradeni od jednog ili vise polipeptidnih lanaca, koji se
sastoje od aminokiselina medusobno povezanih peptidnim vezama izmedu amino i1 karboksilnih
skupina. Primarnu strukturu predstavlja prosjecni polipeptidni lanac, prikazan na slici 1., koji

je sastavljen od 500 molekula aminokiselina [8].
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Slika 1. Struktura proteina - primarna, sekundarna, tercijarna i kvartarna struktura

Sekundarna struktura proteina odnosi se na lokalnu strukturnu konformaciju polipeptidnih
lanaca, koji izvijanjem i stvaranjem vodikovih veza tvore alfa-uzvojnice ili beta-strukture
proteina, jer takvom konformacijom postiZu niZzu energiju makromolekule, odnosno vecu
stabilnost. Daljnjim savijanjem i sabijanjem lanaca dolazi do stvaranja trodimenzionalne
tercijarne strukture proteina. Slaganjem tercijarnih struktura u vece agregate dolazi do stvaranja
kvartarne strukture. Najbolji biokatalizatori dolaze upravo u obliku kvartarnih struktura, tj.
globularnih kompleksa stabiliziranih disulfidnim mostovima i sekundarnim valencijskim

silama [9].

2.1.2 Teorije djelovanja enzima

Reakcije katalizirane enzimima slijede drugaciji reakcijski put u odnosu na nekataliticke
reakcije. Kako bi se reakcija ubrzala, potreban je fizi¢ki kontakt enzima i supstrata. Postoje
dvije teorije koje opisuju tu interakciju. Prva pretpostavlja medusobnu komplementarnost
supstrata i enzima (slika 2.), odnosno supstrat se veze na specificni dio proteinske molekule

enzima koje se zove aktivno mjesto. Da bi se supstrat mogao vezati na aktivno mjesto, prostorna
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struktura tog dijela proteinske molekule i molekule reaktanta moraju si medusobno odgovarati

kao brava i klju¢ [8,10].

@ KOMPLEKS

ENZIM-SUPSTRAT w
Slika 2. Shematski prikaz hipoteze djelovanja enzima - princip klju¢-brava

Druga teorija pretpostavlja da je enzim komplementaran prijelaznom stanju supstrata (slika 3.),
tj. onom kemijskom obliku koji supstrat mora poprimiti pri prelasku u produkt reakcije. U oba
slucaja enzim i supstrat tvore kompleks pomocu Van der Waalsovih sila, elektrostatskih sila,
vodikovih veza ili nesto rjede pomocu kovalentnih veza. Kompleksiranje i odvajanje mora biti
vrlo brzo 1 reverzibilno kako bi nepromijenjeni enzim mogao nastaviti svoje kataliticko
djelovanje na ostalim molekulama [11]. Nakon nastajanja meduspoja u biokatalizi dolazi do
prijelaza protona s molekule reaktanta na molekulu enzima, pa je biokataliza u osnovi kiselo-
bazna kataliza. Konfiguracija molekule enzima utjece na biokatalizu pa tako efekt priblizavanja
omogucava dovodenje u blizinu reaktivnih (veznih) grupa i kataliti¢kog centra, a efekt povrsine
dovodi do pada polarnosti otapala u blizini povrsine enzima (desolvatacija molekula
reaktanata). Molekule supstrata i enzima se pritom deformiraju kako bi lakse doslo do vezanja
(biokatalize) [8]. Postojanje meduspoja dokazano je nizom eksperimentalnih istrazivanja kao

Sto su rendgenska analiza, spektroskopija i elektron spin rezonancija [12,13].

KOMPLEKS PRODUKTI
SUPSTRAT

ENZIM-SUPSTRAT

Slika 3. Shematski prikaz hipoteze djelovanja enzima — pobudena prilagodba

5
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Za neke enzime nije dovoljan samo fizicki kontakt sa supstratom kako bi pokazali kataliticku
aktivnost i ubrzali odvijanje reakcije nego je potrebna prisutnost kofaktora i koenzima na
aktivnom mjestu enzima. Kofaktori su neproteinske molekule koje se ili trajno ili privremeno
vezu za enzim te time znatno poboljSavaju odvijanje biokemijske transformacije. Oni su
najée$¢e metalni ioni poput bakra, kalcija, magnezija, Zeljeza, kalija itd., a ako se radi o

organskim neproteinskim molekulama, tada se oni nazivaju koenzimi [14].

2.1.3 Podjela enzima

Enzimi se mogu podijeliti u 6 osnovnih skupina i to prema reakcijama koje kataliziraju. U
tablici 1. prikazana je podjela enzima uz pripadajuce reakcije koje kataliziraju i svojstva koja

ih karakteriziraju.

Tablica 1. Podjela enzima uz reakciju koju kataliziraju i svojstva koja ih karakteriziraju [15]

oksidacijsko/redukcijske reakcije - dio su centralnog metabolizma

) u kojima dolazi do prijenosa - zahtjevaju prisustvo koenzima i
Oksidoreduktaze e L e
elektrona, vodikovih ili kisikovih isklju¢ivo su unutarstani¢ni
atoma katalizatori
reakcije u kojima dolazi do

- unutarstani¢ni enzimi

Transferaze prijenosa funkcionalne skupine e .
- zahtijevaju prisustvo koenzima

od donora do akceptora
- uglavnom ne zahtijevaju
prisustvo koenzima
- velika vecina je vanstani¢na i
dovoljno robusna da bi mogle
provoditi reakcije pri definiranim
reakcijskim uvjetima
- mali broj izomeraza se
Izomeraze Izomerizacija iskoristava tehnoloski
- vecina ih je unutarstani¢no

hidroliza, odnosno reakcije
Hidrolaze cijepanja veze dodavanjem
molekula vode

o i i . - vecina liaza zahtijeva prisustvo
eliminacija funkcionalnih skupina UL

Liaze . . koenzima
kidanjem kovalentnih veza e . .
- vanstanicni enzimi
. reakcije vezanja dva supstrata na - iskljucivo unutarstanicni,
Ligaze - o .
teret hidrolize adenintrifosfata kompleksni enzimi
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Enzimi se takoder mogu podijeliti prema njihovoj primjeni u industriji te tada razlikujemo
enzime Kkoji se primjenjuju u prehrambenoj industriji, enzime za obradu, enzime kao
industrijske biokatalizatore, enzime za genetsko inzenjerstvo i enzime koji se koriste u

kozmeti¢koj industriji [16].

2.1.4 Primjenaenzima

Posljednjih godina enzimi se sve viSe primjenjuju u biokatalizi. Biokataliza ukljucuje katalizu
kemijskih reakcija gdje se kao katalizator koriste prirodni katalizatori, izolirani enzimi te cijele
zive stanice mikroorganizama [17]. Kako je potreba za odrzivom proizvodnjom i razvojem
selektivnih metoda za sintezu farmaceutskih meduprodukata rasla, tako je takoder doslo do
porasta interesa za biokatalizom. Razvoj u proteinskom inzenjerstvu te optimizaciji funkcija i
znacajka enzima uzrokovao je jednostavnije industrijske uvjete prilikom sinteza. Veliki znacaj
pokazuje razvoj enantioselektivne sinteze kiralnih alkohola i amina, ali kako bi se mogli koristi
u industrijske svrhe, potrebno ih je proizvoditi u velikim koli¢inama [18]. Mikroorganizmi su
glavni izvor enzima zbog svoje Siroke dostupnosti, velike brzine rasta i mogucnosti genetskih
manipulacija kako bi se dobili enzimi zeljene kvalitete. Najveéi doprinos u proizvodnji
industrijskih enzima imaju kvasci i plijesni, zatim slijede bakterije, te u malom postotku
zivotinjski i biljni izvori. U prirodi se nalazi oko 3000 enzima, ali u industrijske svrhe se koristi
samo 5% [19,20].

Medutim, upotreba enzima nije novitet. Naime, enzimi su se ranije Kkoristili u pivarstvu,
proizvodnji sira, kod pecenja i sl. Zadnjih godina veliki doprinos koristenju enzima donio je
razvoj tehnologije rekombinatne DNA i napredni bioprocesi. Razvojem ovih tehnologija
omogucdila se proizvodnja i proci§¢avanje enzima u velikim koli¢inama, a rezultat toga je
primjena enzima u raznim industrijama poput kemijske, tekstilne, prehrambene, agrokemijske,
industrije papira i sli¢no [21]. Enzimi se u kemijskoj industriji koriste ve¢ neko vrijeme, a
razvojem novih tehnologija sve vise raste. NajveCu primjenu enzimi imaju u proizvodnji
organskih proizvoda, lijekova i sredstva za ¢iS¢enje, a uskoro je ocekivana i velika primjena u
polimernoj industriji [22]. Svakim danom sve viSe raste primjena biokatalize u farmaceutskoj
industriji zbog Sirokog spektra moguénosti te ¢injenici da enzimi pruzaju alternativna zelena

rjeSenja koja imaju velik utjecaj na smanjenje onecis¢enja okolisa.
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Prednost enzima kao Kkatalizatora u farmaceutskoj industriji proizlazi iz svojstva
regioselektivnosti i stereoselektivnosti ¢ime se omogucuje laksa sinteza zeljenih produkata
[23]. Koristenje enzima kao katalizatora u farmaceutskoj industriji doprinijelo je sintezi spojeva
poput antikancerogenih, antivirusnih, antiinfektivnih, antipsihotickih i drugih [24]. KoriStenjem
enzima u industrijske svrhe moguce je provoditi procese pri boljim reakcijskim uvjetima, bez
potrebe za visokim temperaturama i tlakovima, pri neutralnoj pH vrijednosti i bez uporabe
organskih otapala. Takoder, smanjuju se operacijski troskovi, toksi¢nost i negativan utjecaj na

okolis, a dobivaju se zeljeni produkti visoke Cistoce [25].

2.1.5 Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH)

Halogenhidrin-dehalogenaze (jos zvane haloalkohol-dehalogenaze ili vodik-halid-liaze)
bakterijski su enzimi koji pripadaju posebnoj grupi enzima koji kataliziraju cijepanje halidnog
iona i protona s vicinalnog halohidrina pritom formiraju¢i epoksid. Prirodna uloga HHDH je
kataliza konverzije vicinalnih halohidrina u odgovarajuée epokside (reakcije dehalogenacije),
odnosno kataliza reakcija zatvaranja epoksidnog prstena [26,27] pri ¢emu dolazi do otpustanja

halogenih iona [28], shema reakcije prikazana je na slici 4.

OH HHDH
@)
X — — + HX
R)\/ R/<I

X =ClI, Br, |

Slika 4. Reakcijski mehanizam dehalogenacije kataliziran halogenhidrin-dehalogenazama

Halohidrin-dehalogenaze rijetki su enzimi otkriveni tek u nekoliko bakterijskih sojeva u kojima
sudjeluju u bioloskoj razgradnji ksenobiotika kao na primjer epiklorhidrina, 1,3-diklor-2-
propanola ili 1,2-dibrometana. Dehalogenacija ovih spojeva odvija se eliminacijom halida s

haloalkohola tvorec¢i epoksid intramolekularnim zatvaranjem prstena [29,30].

Zahvaljujuéi strukturi, HHDH takoder mogu iskoristiti druge, negativno nabijene nukleofile
poput cijanida, azida ili nitrita (slika 5.) u ireverzibilnom otvaranju epoksidnog prstena pri ¢emu
nastaju nove C-C, C-N ili C-O veze [31].
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Slika 5. Opseg kataliti¢kog djelovanja halohidrin dehalogenaza u dehalogenaciji i otvaranju
epoksidnog prstena [31]

Ove rijetke enzime karakterizira nekoliko vrlo bitnih svojstva poput stabilnosti, kataliticke
raznolikosti te mogucnosti primjene kao industrijskog katalizatora, a vrlo lako se mogu
pripremiti standardnim rekombinacijskim ekspresijskim sustavom u stanicama Escherichia coli

zbog Cega se sSmatraju multifunkcionalnim biokatalitickim alatom [32].

2.1.5.1 Upotreba HHDH u biokatalizi

Dehalogenacija katalizirana s HHDH ima nekoliko prednosti u odnosu na druge nacine, poput
ekoloski prihvatljivih reakcijskih uvjeta i jeftinog poc¢etnog materijala, a takoder je dokazano
kako su haloalkohol-dehalogenaze vrijedna alternativa kemijskim katalizatorima koji se danas
koriste za dehalogeniranje halohidrina u proizvodnji epoksida [26,33]. U posljednjih nekoliko
desetljeca, halogenhidrin-dehalogenaze prepoznate su kao koristan alat za proizvodnju
farmaceutskih meduprodukata i biorazgradnju otrovnih kloriranih organskih spojeva. Brojni
halogenirani spojevi su industrijski nusproizvodi te su Stetni za okoli§ pa se sugerira da
haloalkohol-dehalogenaze mogu biti korisni katalizatori za njihovu biorazgradnju, s

potencijalnom primjenom u bioremediaciji. Naime, halogenhidrin-dehalogenaze su mikrobni
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enzimi koji kataliziraju nukleofilno premjestanje atoma halogena hidroksilnom skupinom u

halogenhidrinu kako bi stvorili halid, proton te ve¢ spomenuti epoksid [34].

HHDH su trenutno u aktivnom razvoju za proizvodnju enantioCistog etil (R)-4-cijano-3-
hidroksibutirata (HN) i opti¢ki Cistih epoksida i halohidrina. Opticki aktivan (R)-HN vazan je
kiralni sinton za bo¢ni lanac lijeka za sniZzavanje kolesterola (Lipitor), koji je ¢lan porodice
statina takozvanih inhibitora HMG-CoA reduktaze koji blokiraju sintezu kolesterola u jetri
[35,36]. Posljednjih se godina HHDH primjenjuje u biokatalitickoj pripremi opticki Cistih
proizvoda [36].

Ovi enzimi takoder ucinkovito kataliziraju reverznu reakciju, halogeniranje epoksida i
dehalogeniranje vicinalnih klorkarbonila u hidroksikarbonile [37,38]. lako put biokatalize u
kojem se halogenhidrin-dehalogenaze koriste kao katalizatori za sintezu epiklorhidrina ima
velik potencijal, postoji nekoliko problema koji se javljaju prilikom navedene sinteze.
Konkretno, njegova stabilnost i ponovna upotreba relativno su lo$i u usporedbi s mnogim
drugim industrijskim biokatalizatorima. Spomenuti problemi mogu se rijesiti u¢inkovitom
imobilizacijom enzima. Imobilizacija kovalentnom vezom enzima na cvrste nosace ima
viSestruke prednosti, ukljucujuc¢i niske troSkove, visoku mehani¢ku cvrsto¢u te izvrsnu
termostabilnost 1 moguénost recikliranja enzima za kontinuirane procese. Dakle, imobilizacija
kovalentnom vezom $iroko je koristen pristup za imobilizaciju industrijskih enzima. Medutim,
zabiljeZzeno je malo istrazivanja o imobilizaciji halogenhidrin-dehalogenaza kovalentnom

vezom [34].

2.2 Opticki Ciste tvari

2.2.1 Kiralnost

Kiralnost je Cisto geometrijsko svojstvo, odnosno jedna od osnovnih pojava u prirodi i
karakteristi¢na je za zivi svijet i njegove osnovne gradevne jedinice poput aminokiselina, Secera
i lipida. Molekula je kiralna kada se ne moze preklopiti s vlastitom zrcalnom slikom, poput
dlanova ruke (grc. yeip (cheir) - ruka), a akiralna kada se ne moze preklopiti s vlastitom

zrcalnom slikom. Molekule koje su u zrcalnom odnosu, tj. odnose se kao predmet i njegova
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slika, a ne mogu se preklopiti, nazivaju se enantiomerima (slika 6.), dok se smjesa dvaju

enantiomera u molarnom omjeru 1:1 naziva racemi¢nom smjesom.

D-Alanin L-Alanin

Slika 6. Enantiomeri aminokiseline alanina

Stereoizomeri imaju identi¢nu kemijsku strukturu, tj. atomi u molekuli povezani su na isti nac¢in,
ali je prostorni raspored atoma drugaciji. Stereoizomeri se dijele na konformacijske i
konfiguracijske, a konfiguracijski opet na geometrijske i opticke. U geometrijske stereoizomere
ubrajamo cis i trans-izomere, dok opticke stereoizomere cine enantiomeri i dijastereomeri.
Razlika u prostornom rasporedu atoma unutar molekule moZe uzrokovati razliku u bioloskim
svojstvima optickih stereoizomera, odnosno enantiomera i dijastereomera. Postoje Cetiri oblika
kiralnosti: srediSnja, osna, planarna i helikoidalna kiralnost (slika 7.), a kod molekula je
najcesca sredisnja kiralnost [39,40,41,42].

07N
COOH ol Hooe f
* .,ﬂ.H O
j = N -
ch%;ﬁ H>=C N T @g
a b c 5 A d

Slika 7. Cetiri oblika kiralnosti: sredi$nja (a), osna (b), planarna (c) i helikoidalna (d) [40]

11
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Enantiomeri pokazuju opticku aktivnost odnosno zakrecu ravninu polarizirane svjetlosti za isti
iznos kuta, ali u suprotnim smjerovima. Prema tome u kojem smjeru zakrecu ravninu,

razlikujemo (R)-enantiomere (lat. rectus — desni) i (S)-enantiomere (lat. sinister — lijevi) [43].

2.2.2 Enantiomerna Cistoca

Kiralni spoj koji je smjesa jednakih koli¢ina enantiomera naziva se racemat (racemicna smjesa)
te ne pokazuje opticku aktivnost. Opticka aktivnost podrazumijeva zakretanje ravnine
polariziranog svjetla za odredeni broj stupnjeva. Otopina cistog enantiomera pokazuje
maksimalno skretanje (amax). Smjesi enantiomera koja nije racemi¢na moze se izmjeriti opticko
skretanje (aexp) te ukoliko je poznat podatak amax, moguce je odrediti opti¢ku Cistoc¢u (OP) spoja
prema jednadzbi (1) [44]:

OP(%) = —=2- 100 €

Xmax

U idealnom slucaju, doprinos pojedinog enantiomera u optickom skretanju je direktno
proporcionalan molarnom udjelu enantiomera. Mjerenje optickog skretanja je tradicionalna
metoda odredivanja sastava neracemi¢ne smjese enantiomera. Medutim, pokazalo se kako
eksperimentalno odredeno opticko skretanje nije uvijek u linearnoj vezi s optickom ¢isto¢om.
Zato je 1971. godine uveden termin enantiomerni visak (ev) koji govori koliko je uzorak

enantiomerno Cist i raCuna se prema jednadzbi (2) [45]:

ev = |%R — %S| = i-1oo| )

R
R+S

Dakle, enantiomerni visak od 100 % oznacava enantiomerno ¢ist spoj, dok vrijednost od 0 %
oznacava racemi¢nu smjesu. Enantiomerni viSak od 80 % znaci da imamo smjesu 90 % jednog
enantiomera i 10 % drugoga, odnosno imamo 80 % Cistog enantiomera i 20 % racemata koji ne
utjece na opticku aktivnost. Odredivanje enantiomernog visSka zahtijeva zasebno odredivanje
koli¢ine pojedinog enantiomera u smjesi, §to je omoguc¢eno razvojem kiralnih kromatografskih

metoda i metoda NMR spektroskopije 60-ih i 70-ih godina proslog stoljeca [44].

12
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2.2.3 Epoksidi

2.2.3.1 Opéenito o epoksidima

Epoksidi su ciklicki eteri koji u tro¢lanom prstenu sadrze kisikov atom, tj. sadrze djelomi¢no
pozitivno nabijene atome ugljika i bazi¢ni Kisik (slika 8.). Polarnost prstena ¢ini epokside vrlo

reaktivnima, ukljucujudi i nukleofile i elektrofile, kiseline i baze [46].

Rll, O \R3

RZ R4

Slika 8. Struktura epoksidnog prstena

Bududi da je tro€lani prsten epoksida dosta napregnut, to ih ¢ini mnogo reaktivnijim prema
nukleofilnoj supstituciji od ostalih etera [47]. Reaktivnost epoksidnog prstena povecava se
reakcijom njihovog otvaranja te nakon toga slijedi nukleofilna adicija. Ako se radi o vodenom
mediju, dolazi do adicije vode, odnosno nastajanja hidroksilne skupine [48]. Voda djeluje kao
nukleofil te napada protonirani epoksid sa strane nasuprot epoksidnoj skupini, odnosno dolazi
do Sn2 nukleofilnog napada gdje nukleofil napada manje ometani ugljik na epoksidnom prstenu
i cijepa C-O vezu [49]. Medutim, do otvaranja epoksidnog prstena moze do¢i i drugim putem,
odnosno tijekom bazne katalize do koje ¢e doci ukoliko je epoksid asimetri¢an. U tom slucaju

nukleofil ¢e napasti manje supstituirani ugljik.

Buduéi da su epoksidi vrlo reaktivni, to ih ¢ini kancerogenima jer prolaze vrlo lagane
nukleofilne reakcije supstitucije s DNK. Nukleofilna mjesta na DNK reagiraju na otvaranje

epoksidnog prstena, uzrokujuéi alkiliranje DNK stvaranjem kovalentne veze s karcinogenom
[47].

U enzimskim reakcijama epoksid se ponasa kao supstrat, a upravo o supstratu ovise enzimska
aktivnost i brzina reakcije. Enzimi su vrlo specifi¢ni prema supstratima te ih upravo to ¢ini vrlo
privlaénima za primjenu u brojnim industrijama. Budu¢i da halogenhidrin-halogenaze u prirodi

sluze kao katalizatori reakcija dehalogenacije popracene zatvaranjem epoksidnog prstena, ne

13
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Cudi Cinjenica da su alifatski i aromatski vicinalni halohidrini pogodni supstrati za

halogenhidrin-dehalogenaze [32].

2.2.3.2 Zatvaranje i otvaranje epoksidnog prstena

Tijekom reakcije dehalogenacije, odnosno zatvaranja epoksidnog prstena dolazi do transfera
protona $to se odvija preko mreze vodikovih veza uspostavljenih izmedu boc¢nih lanaca
aminokiselina i molekula vode iz otapala. Kao posljedica nukleofilnog napada, dolazi do
pucanja veze ugljik-halogen (C-X veze) i otpustanja halogenidnog iona koji se stabilizira na
anionskom veznom mjestu enzima. Razna istrazivanja su pokazala da su reakcije zatvaranja
prstena vicinalnih halohidrina reverzibilne. U slucaju ove reakcije, reverzibilnost se smatra
nedostatkom zbog toga §to je ona uzrok nepotpune konverzije vicinalnog halohidrina u epoksid
[26]. Medutim, reverzibilnost Se moze umanjiti premjeStanjem ravnoteze reakcije na stranu

produkata uklanjanjem epoksida iz reakcijske smjese razli¢itim kemijskim reakcijama [32].

Mehanizam obrnut od mehanizma zatvaranja epoksidnog prstena je otvaranje epoksidnog
prstena koje podrazumijeva nukleofilni napad uz protoniranje kisika prilikom ¢ega nastaje veza
izmedu ugljika i halogenida [50]. Kemijske metode koje se primjenjuju za otvaranje epoksidnih
prstenova imaju nisku regioselektivnost, potrebna im je visoka temperatura, prisutnost
Lewisove kiseline kao katalizatora, zahtijevaju upotrebu raznih organskih otapala te se reakcija
odvija dugo. Za razliku od kemijskih metoda, biokataliticke reakcije otvaranja epoksidnih
prstenova ne zahtijevaju navedene uvjete, nego upravo suprotno. Naime, biokataliti¢kim
reakcijama otvaranja prstena epoksida (s cijanidima) potrebni su blagi uvjeti, vodeni medij, a
reakcije su visoko regio- i enantioselektivne. Medutim, visoka selektivnost u ovom slucaju
moze biti 1 nezeljena jer je moguce dobiti samo jedan stereoizomer Zeljenog produkta. Osim
toga, jo§ jedan nedostatak ovih reakcija je smanjena aktivnost u prisutnosti nenabijenih

nukleofila poput amonijaka i vode te ograni¢enje na terminalne epoksidne supstrate [26,32].

14
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2.2.3.3 Primjena epoksida u industriji

Epoksidi imaju Sirok spektar upotrebe, koriste se kao sirovina u brojnim sintezama, kao
omeksivaci i stabilizatori, prekursori u raznim reakcijama te drugo. Epoksidi su naro¢ito vazni
u farmaceutskoj industriji upravo zbog svoje velike reaktivnosti, radi ¢ega mogu sluziti kao
reaktanti u brojnim reakcijama za dobivanje raznih organskih spojeva [51]. Primjer jedne takve
reakcije je dobivanje (R)-4-cijano-3-hidroksibutirata koji sluzi kao vazan prekursor u
proizvodnji lijeka za snizavanje kolesterola, a dobiva se upravo iz epoksidnog prstena s

cijanidima koji je nastao u reakciji dehalogenacije (S)-4-klor-3-hidroksibutirata [52,53,54].

Takoder, zahvaljujuci velikoj reaktivnosti epoksida, oni su najée$¢e prekursori u raznim
bioloskim reakcijama. Zbog velike reaktivnosti epoksida, spoj vrlo lako prelazi u konaéni
produkt §to moze biti kolesterol ili neki od steroidnih hormona (testosteron, kortizon i sli¢no).
Osim toga, epoksidi su vrlo vazni prekursori u procesu pretvorbe esencijalne aminokiseline L-
fenilalanina u neesencijalnu aminokiselinu L-tirozin. Ovaj proces je bitan jer ¢e kod osoba s
manjkom enzima za pretvorbu tih aminokiselina, sav dostupan L-fenilalanin biti preveden
metaboli¢kim reakcijama u fenilpirogrozdanu kiselinu, a ta kiselina moze biti uzrok retardacije

kod male djece [55].

Nadalje, etilen-oksid, koji je prvi sintetizirani epoksid, primjenjuje se u plinovitom obliku za
sterilizaciju medicinske opreme koji ne podnose visoke temperature. To se provodi na na¢in da
se medicinski instrumenti i pribor u posebnim komorama izloze djelovanju para etilen-oksida
na temperaturi od 45 do 65 °C. Tako se steriliziraju predmeti poput $trcaljki, jednokratnih

sterilnih plasti¢nih proizvoda i rublja te kirurskih konaca [56].

Propilen-oksid koristi se u raznim sintezama, kao otapalo u smolama i ljepilima te kao sastojak
pesticida i rashladnih tekuéina. Epoksidirane masne kiseline koriste se kao omeksivaci i
stablizatori u preradi polivinilklorida gdje reagiraju s klorom nastalim raspadom
polivinilklorida [57].

Osim toga, postoji epoksid koji se naziva disparlur (cis-7,8-epoksi-2-metiloktadekan), prikazan
naslici 9., kojeg proizvode zenke moljaca kako bi privukle muzjake. Naime, kad muzjaci osjete
prisusnost tog feromona, prate miris do izvora te na taj nacin pronalaze svoj par. Ovaj Spoj
pronasao je svoju primjenu u sprjeéavanju razmnozavanja moljaca tako da se sintetski spoj

disparlur nanese na zarazeno podrucje ¢ime se privuku muzjaci koji zatim postaju zbunjeni jer
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ne mogu detektirati prisustvo plodne Zenke moljca, dok one Zive odvojeno od muzjaka. Ovim

nac¢inom kontrolira se Sirenje moljaca [55].

o)
H;C CHj;

CH;

Slika 9. Disparlur

2.2.4 (R)-4-klor-3-hidroksibutironitril

Cijanohidrini su oduvijek bili vazni i kao kemikalije i kao reagensi u raznim organskim
sintezama. Posebno su se istaknuli u sintezama kiralnih lijekova te fizioloski aktivnih spojeva.
Opticki aktivni cijanohidrini korisni su kao prekursori u sintezi kiralnih karboksilnih kiselina i
alkohola [53]. 1z tog se razloga posljednjih godina znacajno radi na razvoju kemijskih i
enzimskih metoda u kojima se upravo opticki aktivni cijanohidrini koriste kao prekursori u
spomenutim sintezama. Kemijske metode ukljucuju dijastercoselektivno i enantioselektivno
dodavanje trimetilsilil cijanida aldehidima u prisutnosti kiralnih katalizatora, dok enzimske
metode ukljuéuju enantioelektivhu hidrolizu, esterifikaciju cijanohidrina lipazom te
enantioselektivno dodavanje HCN-a aldehidima i ketonima uz oksinitrilazu kao katalizator
[59,60,61].

Posljednjih godina doslo je do napretka u sintezi opticki aktivnog 4-klor-3-hidroksibutironitrila,
koji je vrsta klorcijanohidrina, iz opticki aktivnog epiklorhidrina [62,63,64,65]. (R)-4-klor-3-
hidroksibutironitril koristi se kao prekursor L-karnitina koji igra vaznu ulogu u ljudskom
metabolizmu i transportu dugolan¢anih masnih kiselina u membrani mitohondrija [66,67]. S
druge strane, (S)-4-klor-3-hidroksibutironitril koristi se kao klju¢na struktura u sintezi
inhibitora HMG-CoA reduktaze, §to je enzim koji ograniCava brzinu biosinteze kolesterola
[68,69,70]. Osim navedenog, (S)-4-klor-3-hidroksibutironitril se takoder koristi i u sintezi
fizioloski aktivnog vitamina D koji ima vaznu ulogu u imunoloskom sustavu [71,72]. Opticki
aktivni hidroksibutironitril lako se pretvara u razne bioloski bitne spojeve poput 4-amino-3-
hidroksimaslaéne  kiseline i  4-hidroksipirolidona iz  4-klor-3-hidroksibutanoata

[73,74,75,76,77]. Na temelju navedenog, moze se zakljuciti kako je opticki aktivni
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hidroksibutironitril klju¢an u sintezi brojnih kiralnih lijekova zbog Cega je sve veéi broj

istrazivanja na temu sinteze hidroksibutironitrila [78].

2.3 Kotlasti reaktor

Kotlasti reaktori (eng. batch reactors) pripadaju grupi kemijskih reaktora koji su zatvoreni
sustavi. U kemijskim reaktorima ne dolazi do izmjenjivanja sadrzaja s okolinom tijekom
reakcije, odnosno sva koli¢ina reakcijske mase u kotlastom reaktoru se unese na pocetku
reakcije. Kemijske i toplinske promjene ovisne su o vremenu, a unutar reaktora te veli¢ine su
iste u svakom njegovom dijelu. Sto se ti¢e konstrukcije, kotlasti reaktori su valjkaste posude
koje imaju zaobljeno dno i odgovarajuéi uredaj za prijenos topline i mijesanje. Najcesce su na
njih povezana odgovarajuca kontrolna i mjerna osjetila, sigurnosne brtve, cjevovodi i ventili
koji sluZze za unos i izvodenje reakcijske smjese itd. Reaktori su valjkastog oblika zbog
konstruktivnih razloga poput lak$e proizvodnje, moguénosti postizanja viseg tlaka te boljeg
mijesanja i lakSeg ¢iS¢enja [79]. Veli¢ina reaktora se krec¢e od 1 L do 15 000 L, a materijali od
kojih su izradeni su najées¢e nehrdajuéi Celik, staklo, keramika, plastika, cement i pleksiglas.
Reaktanti se unose cjevovodima na vrhu poklopca reaktora, dok se produ