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derivata ifluorpropan2-ola koji su supstituini X SRORaDM Xla), djdrioGaR)

skupinom iklorom 3a) WH VX NRULAWHQL NDR VXSVWUDWL ]D NLQ
lipazama.3ULSUDYOMHQL VXD FE HRtcheEphBahaadx3b) kao standardiU

ovim reakcijama ispitano je pet OLpLWLK OLSD]D 1DMDNWLYQLMH L
SRMHGLQL DONRKRO WHVWLUDQH VX X UD]JOLpPpLWLP RUJDQ
srednje visoku enantioselektivnost prema ispitanim supstraimal(+44). U preparativnim
reakcijamakataliziranimlipazama QDM Y LaH HQ D Q WripRaMjehOsd Kniantioht@iRd/ W L
RERJDUHQL F-URev X 65Wa5 %), (9-1b (ev= 92 %), R)-2a (ev= 84 %), §-2b

(ev= 68 %) te smjes¢d)-3a(ev=30 %) i R)-3b (ev= 69 %).
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T . Uvod 1

T UVOD

JOXRULUDQL VSRMHYL GDQDV LPDMXMIQDORDM QXY R@IRQX P Ul
moduliraju se fizikalnekemijska svojstvakao L IDUPDNROR&ND VYRMVWYD PRC
VSRMHYL pHVWRIB®&X WHAMKIVBER GRPMHX VWDELOQRVW L ELRUI
njihovim nefluoriranim analozim&luorima VQDAaD Q HRGHNOWPRQPL LQ®B 6 NWLYQL
I stabilnost susjedh CH ve] D ]Q D [p®WHIBRV@®Z2a CH+ je jako polarnae zbog velike
elektronegativnosti fluordc PD PD QM X BiRarahjaQdrlavh veza u odnosu naikii
GXaLN )OXRULUDQL VSR RetiyjikovodiReGLPROWXX BIR YHIIIDARI KLGUR
lipofilnost, WHUPDOQX L PHWDERDWLHERVWW DEFLID@WN@X ED]LPpQR)
Supstitucija fluorom u alifatskim ugljikovodicima ili alkoholinsaudaljenom funkcionalnom
skupinomdovodi do smanjene lipofilnostBrojni i MHNRYL VDGUaHomwaH®2RQ LOL Y
pDN WUHUOLQX iQDHWRIY DL P HQH M O K ILjekdviQriogl HitRré4 et Ahlilni
ili ireverzibilni inhibitori enzima! =DKY DOM XM X ii L otvima DoMjsviafMagidamh V'Y
spojeva velik dio sintetske organske kemije usmjgeenpravo na njihovu pripravu. Jedan od
pristupa sinteze organofluoriranih spojeva podrazumjeva sintetske modifikacijg, mal
komercijalno dostupnih spoja X FLOMX SULSUDYH QRYLK JUDYHYQLK EO]I
8 GRVDGDAaQMLP ubahurdtbrijulzd BxeeddsdhDu katalizu i biokatalizu
SUR X p D YredRdije ¥mantioselektivnog nukleofilnagvaranjaepifluorhidrina SRP R U X
halogenhidrin dehalogenazdHiDH).? Ispitane HHDH pokazale su nisknantioselektivnost
u reakcijamate stoga nisu prikladni biokatalizat za sintezuHQDQWLRPHUQR pLVWLK
la-3a. Cilj ovog diplomskograda je ispitivanje enantioselektivnosti lipaza kineW Ljp N R
rezolucij alkoholalaa3aV FLOMHP QMLKRYH SULSUDYH Shdhm®@PDQWLRPH!

OH lipaza OAc
F\%\/R vinil-acetat F\)\/R

1a-3a organsko otapalo  1b-3b
R =Nj3;, CN, CI
Shema 1
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t . Literaturni pregled 2

T  LITERATURNI PREGLED

2.1. Enzimi u organskoj sintezi

EQJLPL VX DNWLYQL SURWHLQL NRML NDWDOL]JLUDMX ELRN
VXGMHOXMX X PHWDEROLpPNLP SXWHYLPD L LPDihvaVYRMH ¢
aLub BSQDPMDWR aWR MH XWYUVHQR GD HQ]JLPL SULKYDUDM
XPLQNRYLWRVW HQ]JLPD ELWDQ M H akigna/rojés® lehivhbl gdjeised N W 6
NDWDOLWLpPNL DNWLYQH VNXSLQH VPMH&WDMX By XVREQ!
RIJUDQLPpHQD (QWURSLM YV Ndaké¢ije té NewbiogaRalzid iDODINMD UBFHON@ XM D V
brzoj intranolekulskoj reakciji gdje se skupine koje reagiraju u molekuli nalaze u blizini.
Tijekom sporijih intermolekulskih reakcija u otopini dolazi do megjuktivnih pomicanja
uzrokovanih difuzijon?

OHYyXQDURGQD zg DbMKkesijQ L mblekularnu biologiju (IUBMB, engl.
International Union of Biochemistry and Molecular BiologyE LOM H & L efzMidl &L Y HQ LK
je tek mali udio R G RPpHNpF@IQLKR]LPL VX SRGLMHOMHQL X &HVV
tipu reakcija (ablica J.

Tablica 1 Klasifikacija enzima

broj

Klasa enzima klasificirani  dostupni tip reakcije

1. oksidoreduktaze ~700 ~100 oksidacijaredukcija: oksigenacija €,
C £, C=C vezapklanjanje ili dodavanije
ekvivalenata vodikovih atoma

2. transferaze ~750 ~100 transfer skupina: aldehidne, ketons|
acilne,fosforilne, metilne, NH

3. hidrolaze ~650 ~180 KLGUROLWLpPpNR GRELY
laktona, laktama, epoksida, nitril
anhidrida, glikozidaprganohalogena

4. liaze ~300 ~40 adicijaeliminacija malih molekula si
C=C, C=N, C=0 veze

5. izomeraze ~150 6 LIRPHUL]DFLMD NDR a\
epimerizacija, pregradnja

6. ligaze ~800 5 nastajanjecijepanje GO, C5, CiN, C+

C veze uz cijepanje trifosfata

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad



t . Literaturni pregled 3

Jedna od prednosti Q]LPD MH Q M L K RReBkcliepka@lidirRelenzRiima 46° +
10'° pa i do 16" S X W @ of Wekataliziranih reakcija ttM H SRWUHEQD PDOD NR
SURYRYHQMH PU"HO*NA mbldDenzima u odnosu na supstrat, dok je kemijskog
katalizatora potrebno 0,%1 %> 7DNRYyHU HQJLPL VX SULHKKDWOMLYL
UD]JUDGLYL -Ra MHGQD SUHGQjRtva pM B+&iem@zRMB OMH SUL |

f& pLPH VH VPDQMXMX QHAHOMHQH UHDNFLMH 6 RE]LU
VOLpQLP XYMHWLPD PRJXUH MH SRYH]DWL YL&H HQ]LPD X
LIROLUDQMH PHYXSURGXNRNQ XWHL MM YARRIWHIA XSRPADNFLMH
SURGXNWX (Q]JLPL QLVX RJUDQLpPHQL, ¥ BRBEXQD MWRWMG & WL
vodenomi u nevodenom medijju 'DQDV MH SR]QDW YHOLNL VSHNWDU U
SURYHVWL SRPa tne kdj® fil R\&dive kemijskim metodama.

=D HQ]JLPH VX NDUDNWHULVWLpPQL UD]JOLpLWL WLSR
UHIJLRVHOHNWLYQRVW L HOQDQWLRVHOHNWLYQRVW (QDQW
SRYH]XMH V pLQMHQLFRP GamvdKis¢lita]te Fer i 56 jnrbiD Kirdne
centre, prepoznaju kiralne supstrate s kojima tvdtemplekse enzimisupstrat.
Desimetrizacijom mogu prevesti prokiralni supstrat u kiralni produkt.

Nedostatak enzimp da postoje samo jednom enantiomernom oblikunije poznat
QDpLQ GRELYDQMD JUFDO (pék ®ttdjeV enzishiH kojH ka2 wju
enantieelektivnost prema dugomnantiomen supstrataEnzimi funkcioniraju pri blagim
uvjetima,a S RY L ddinQavatirepH medijaili koncentracijesoli p H WadiRlo deaktivacije
proteina. 7 D N R grHigkoj temperaturi enzimi gube aktivnoBhzimi su najaktivniji u vodi,
QR YHULQD RUJDQVNLKlaysstegjivaY BURM RY HYQRMGH. UHDNFLMH X
mediju nudi puno prednosti. To gopljivost nepolarnih supsata u organskom otapal@ L a H
YUHOL&AWH L YLAaL WODN SDUD RUJDQVNLK RWDSDOD WH M
UHDNFLMD NRMH VH pHVWR GRJDYyDMX X YRGL KLGUROL]
SRPLFDQMH WHUPRGLQDRIOCINWHL pMID K Q R W B & Aikdbijaldé SUMH p D
kontaminacie SURYRYHQMH NHPLMVNLK UHDNFLMD NRMH QLV.
PRIJXUQRVW N RnaLizrsvidQMkBmIjskOrh proceSuNedostatakupotrebenekih
enzimaje ovisnosto kofaktorima. Kofaktori, R 8WR VX KHP 10DYLQ 1$%$' 3 +
QHVWDELOQL VNXSL L WHANR VH UHFuBQimskinvedkd@m&8 RQRY Q
PRAH GRLQKG&ELFLMH VXSVWUDWRP LOL SURGXNWRP ,QKL

postupnim dodavanjem supstratakdnhibicija produktom zahtijeva uklanjanje produkta.

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad



t . Literaturni pregled 4

ORJXiH MH GRGDWL MR& M H @itk kmisk MKkRI§aD produRtleBzinaN RM L E
EnzimnL WDNRR/HU L]D]YDWL DOHUJLMVNH UHDN Fspisvdim QR WR

rukovanjem i oprezom.

22. (QJLPVND NLQHWLpPpND UH]JROXFLMD
Kinetiku enzima opisuje Michaelislentenna MHGQDGBRHE®QDGAEBGQDGAED

pretpostavlaX VW DOMHQR VWDQMH X NRMHP MH NRQFHQWUDFLMI
VXVWDY X NRMHP MH NRQBHQ@VFHQM.WDF VIS VIWQJ DRMD LY BUDR E
SRpPHWQRM NRQFH @ \kbuderfradd. prddiga/ WpovEaivaDreakcija zanemarive
3RPpHWQD EU]JLQD X RYLYV Rt taje HipehbBlr@ FUAQilW (SliReFP.M L VX S

8\<_in>?
R L -QE>?

1)

6OLND 2YLVQRVW SR pHWQpstr&ajrer@a-MiBhasliReDEHNQW UD FL M L
MHGQDWHEQDGAED

MichaelisMenteina MHGQDGAED QH YULMHGL ]D OLSD]JH ]JERJ QML
NULWLPpQRM PLFHO Dpst@tR M LNiIRIQX¥ K@ WO Q Mokatakzi}°
2SUHQXLWRPLMVNRM UHDNFLML GROD]L GR QDVWDMDQM|
]DWLP QDVWDMH SURGXNW O5HDNFLMVND NRRUGLE®DWD PR
VXVWDY GRYHR X QQMHHQNBMHPYMR BWRGXNW 5D]JOLND L]
prijelaznog stanjmaziva se aktivacijska Gibbsova enerdijlG) D UD]JOLND L]JPHYyX HC

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad



t . Literaturni pregled 5

reaktanta i produkta reakcijska Gibbsova energigG( S5HDNFLMX MH PRJXUH
energetski povoljijom V QL & D Ydhiyadijdke energijgsika 2). 8SUDYR WR pLQH HQ
SRYROMQLP LQWHUDNFLMDPD VD VXSVWUDWRP L SUHYRYH
WRPH VH UHDNFLMD EU&H GRYRGL X UDYQRWH&QR VWDQMH

Enzim koriste interakciie i YH]H NUR] YL&H WLSRYDbakhB WD OL]H
NRYDOHQWQD HOHNWURVWDWVND NDWDOL]D L NDWDOL]D
SURYRYHQMH UHDNFLMD SRWUHEQD SRPRU NRIDNWRUD .RI
MHWDORRUJDQVND PROHNXOD NRHQ]JLP LOL SURVWHWLpPND

Slika2. 6KHPDWVNL SULND] XWMHFDMD HQ]JLPD QD *LEEVRYX

VXSVWUDW ( HQJLP « SULMHOD]QR VpMjplazndidtaKieQHNDWDO L
kataliziranojreakciji, P produkt reakcije

.DGD VH UDFHPLPQL VXSVWUDW SRGY UhgsformaciéLP VNR M
S U H Wjetladg®hBntiomeragshema2). Zbog kiralnosti aktivnog mjesta, jedan enantiomer
EROMH RGJRYDUD DNWLY QR PRPMESHRKNe jadhgensrtipHEaVt. U D
NLQHWLpPpNRP UH]J]ROXFLMRP UDFHPDWD =D UD]JOLNX RG G
SURYHVWL V LVNRUDAWHQNMWMPpREM UH]J]ROXFLML VYDNL HQIL
LVNRULAaW HRQ M prekskr® rijetko dolazi ddkonverzije samo jednog enantiomera i
reakcija ne staje na 3%, nego usporava blizu te vrijednosti. Brzina transformacije svakog

enantiomera varira sa stupnjem konverzije s obzirom da se omjer enantiomera mijenja.

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad



t . Literaturni pregled 6

Kinetika enzimske rezolutH PRAaH V Henart®nsrliidV bmjeromE (E-
vrijednost). E-vrijednost je konstama za reakciju i opisuje ovisnostkonverzije i
enantiomernogY LAN D V YegS)\\odrdahgodukta é(P)) MHG QDA EH

EA ~ Ep —> enz+P

=—— EB EQ enz+Q
Shema2.

> AR ;:SFAR5;;?
, AR, EARS;,
LZ.%RZ;:SEA%;;? )
AR2; E ARG,

N

ZesF?2sEAA ;;?
ZssF2sFAA ::?

L L 3)

Iznad konverzije od 50 SRYHUDQDamNRMIF Hv/OWEBLMHJ VXSVWUDWD Y
transfomacije teev 3 ] QDpDMQR RSDGD QDNR Q@ SWRICPWHDU PLLNW MV RIED  F
kompatibilnog supstrata je niska do konverzije od 40]QDpDMQR VH SRMUD RNR
maksimalna izn& 60 .DNR EL VH GRELOD RSWLPDOQD pLVWRUD
konverziji od 40% gdje jep L VWBRIRDGXNWD QD RSWLPDOQRM YULMHGQR
idealnomod 50 .DNR EL VH GRELR aWR pL&UL VXSVWUDW SURG
podvrgnuti drugom koraku do konverzije od &8 gdje e LVNRUISXWWWMBWD QDME
konverziji 0d50 %.*

(QDQWLRPHUQL RPMHUL YULMHGQRVWL LVSRG VX VO
rasponu 15+ 30 smatrajuse VUHGQMLP GR GREULP YULMHGQRVWLPD
Vrijednosti E > 200 odnose se na visoko enisielektivne reakcije iz kojih se mogu dobiti
SURGXNWL HQDQWRRFPHUQH pLVWRIUH !

2.3. Lipaze u biokatalizi
/LSD]H VX HQ]JLPL NRML KLGUROL]JLUDMX WULJOLFHULGH GR

u organskoj kemiji za pripravu kiralnih produkat H VX QDMEROMH LVWUDAHQEC

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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9HUL GLR OLSD]D LJROLUDQ MH L] EDNWHULMD L JOMLYD D
L IRUPLUDWL NDUERNVLOQH HVWHUH NDR SURWHD]H L HV\
jedinstvena svojstvaNe prate MichaeliMentennu kinetiku ovisnu o koncentraciji supstrata,

nego su skoro potpuno neaktivne sve dok je supstrat disociran u qei@i3)*° Kada se
NRQFHQWUDFLMD VXSVWUDWD SRYHUD L]QDG Jp&x&@ LFH WK
postanu aktivne. T@ojavase naziva interfacijalna aktivacij&. Koncentracija supstrata, pri
NRMRM VXSVWUDWL QLVX YL&A&H WRSOMLYL D OLSD]H SRV
NRQFHQWUDFLMD &0&  8zaydjrichprékrivaQaRtRo\mjefdd™) Xo na

granici vodenog i lipofilnog sloja otkriva se aktivno mjesto i enzim prelazi u aktivhu
NRQIRUPDFLMX 'D EL VH VWYRULR GYRID]QL PHGLM PRal
supstratailiotaw OR NRMH VH QH PLMH&D V YRGRP

Slika 3 Kinetika lipaza

Lipaze mogu hirolizirati i estere koji nisu gliceridi te neke mogu hidrolizirati i
tioesteré® S obzirom da su prirodni supstrati estefacilgliceridi s kiralnim centrom na
alkoholnom dijelu i akiralnom kiselinom YHUL QD ¢jXsg \kbtisieW Bintdzi su kiralni
alkoholi te manjim dijelom kiralne kiseline. Lipaze preferiraju supstrate koji u blizini imaju
kiralni centar te vodikov atom na kiralnom ili prokiralnom centru. Ako je kiralni centar na
alkoholnom dijelu estera, kiseMiNL GLR EL WUHEDR LPDWL WUL GR pHV
lipofilnosti supstrata.

8 VOXpDMX HVWHUD VHNXQGDUQLK DONRKROD YHULQI
prema Kazlauskasovom pravﬁh.$ NR MH VNXSLQD Y HHUD SRIGE R/INXYVSH YYD B D

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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prioriteta R, YMHURMDWQL HQDQWLRPHU NRMdnfigutdciji@®@ he&&§ D]D SL
DONRKROQRM VNXSLQL 7RPpQRVW SUHGYLYDQMD NRQILJXU
kiralnog centra na kiselinskoj skupini manje pouzdana. Manji dio supstrata kqji kimani

FHQWDU QD NLVHOLQVNRM VNXSLQL OLSD]H ODN&aH SULKYD
ODQDF NDRXAWIRQR A WH (H SUHIHKotfigueatijesx®QWLRPHU ELW

O
i R 0
R,—*0" R, R,—*
H H O-R;

Slika 4 Konfiguracija sipstrata lipaza prema Kazlauskasovom pravilu

/ILSD]JH VH PRJX RNDUDNWHUL]JLUDWL SUHPD VWHULpPNL
lipaza izAspergillusVS SULKYDUD UHODWLYQR NUXSQH VXSVWUDW
prema manjim supstratima, dok supstrati lipaze i£andidaVS YHUOL L VUHGQMH Y
Lipaze izPseudomonasp. iMucor VS VX MDNR VHOHNWLYQH SUHPD PDQ
SULKYDUDMX YHUH 6LURYD OLSD]D L] VYLQMVNH JXaWHUD
enzima te eWH&NR SUHGYLGMHWL VHOHNWLYQRVW QR SURpLal

supstratimaghemag).’

Shema 3.
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YyHVWR VH NRUL YV Widnddasp DGahdidplipblixd, E&ndidaantarcticai
Candidarugosg. Lipaza izC. rugosa odnosncC. cylindracea & &/ MH pHVWR NRULAV
UHJROXFLMX VHNXQGDUQLK DONRKROD SR-SdghtQiRNiFLNOLpP N
NDUERNVLODWD 3UHPD UDYQRODQPDQLP VXSVWUDWLPD SF
velike supstituente, a prema esterimmanarnih alkohola pokazuje slabu enantioselektivnost.
Candida rugosaroizvodi nekoliko izoformi lipaze, a 5 je klonirano i sekvencir&no.

C. antarctica proizvodi dva izoenzima, A (CAJA) i B (CAL-B). CAL-A je
termostabilnija L Y H &% d&kDje CAL:B manje otpona na estremnije temperature i
neovisia o prisutnosti metala. CAL$ MH MDNR DNWLYQD SUHPD WULJOLF
neprirodne estere. CAl% SULKYDUD UD]J]QH QHSULURGQH HVWBHUH L pt
se deaktiviratek pri5& f&/H QHPD LJUDAHQX LQWHUIDFLMDOQX DN\
esterazama. Aktivna je prema supstratima koji imaju kiralni centar ili na alkoholnom ili na
NLVHOLQVNRP GLMHOX WH KkhéseshBievd.ildbili s@strdtl uHahil bd D FL M C
supstraV D & &/ RELPQR VX WR DFHWDWQL LOLK&XOWLWBDWQL HV
& t3SRORA&4iUMIMD Y QL ODQDF LOL PRQRFLNOLpPNX VNXSLQX

Visokoselektivne lipaze su izolirane Pseudomonasp. P. fluoresensP. aeruginosa
P. cepacig P. glumad (36/ 2YH OLSD]H SUHIHULUDMX AXA&H3 VXSVW.L
prema R)-esterima sekundarnih alkohola. Pokazuju i znatnu selektivnost u desimetrizaciji
VSRMHYD V XGDOMHQLMLP SURNLUDOQLP FHQWULPD WH P
krDOQL FHQWDU QD DWRPX VXP S-Rddthtni &dtesi lkpjiSLiednX Srery U D W L
LPDMX PDOX D V GUXJH YHOLNX VNXSLQX WH SULKYDUDM)
SBRVHEQR VX VHOHNWLYQH SUHPD UDFHPLRQLP L SURNLUDO

yHVWR VH NRULM¢d sp. (@ InBebdiHM. Ljigvanicus 06/ 6WHULpPNL
]JDKWMHYL ]D VXSVWUDWH VX VOLPpQL VXSVWUDWLPD 36/

/ILSD]H LPDMX NDWDSHEMVBNY O W ULRMNDGODO @HRQVNX aXSONM
mjestu. Aspetat, odnosno glutamat igmje pKy KLVWLGLQD L pLQL JD EROMRP E
SURWRQ VHULQX L pLQL JD EROMLP QXNOHRILORP G6HUL!
nukleofiino napada supstratslika 5). O0Hy X S U ReBzZiiNsipstrat ima tetraedarsku
strukturu, stabiliziran je koVA HQWQRP YH]RP L]JPHYX QXNOHRILOQRJ NL)
WH MH NDUERQLOQL NLVLN VWDELOL]JLUDQ YRGLNRYLP YH
VNXSLQD X]LPD SURWRQ V KLVWLGLQD L RVOREDYD VH DON

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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aktiviia YRGX GMHOXMXiL NDR ED]D WH YRGD QXNOHRILOQR Q
WHWUDHGDUVNL PHyXSURGXNW 8]LPDQMHP SURWRQD V KL\

His His
Asp Asp
O-. O--
C&_ Hy '\ Ser Cé/_ Hy '\ Ser
\H_O + H Q:

R, O R, O
Slika5. . DWDOLWLpPpNL PHKDQL]DP OLSD]D

2.4. Halogenhidrin dehalogenaze u biokatalizi

Halogenhidrin dehalogenazdHHDH) (EC 3.8.1.5.)su bakterijski enzimi koji u
prirodi sudjelujuu razgradniji vicinalnih halogeniranih alkohdla

HHDH VDGU&H NDWDO LWL ANXTW]E batd @ok SBer sudjeluje
YH]DQMX VXSVWUDWD 8O0 R X til4iha LkgjiLu@ima protonvhitoineD Q M H

VNXSLQH VXSVWUDWD NDNROGERWHW PR R MEBEXAD SR HKFDOR J
6).25,26

K [
Cx Cx
HNT OSNH' HNT OSNH
AN TyI‘ N Tyr
H. -/ H. /
20 0
) H/
H - .
H /\ / I]I ///
f (ll /O“H /CT/O\‘H
Cl—7>~ -~ -~
vezno mjesto H/ /C\ O~Ger vezno mjesto\ CI H /C\ O—ger
za halogenidni H R za halogenidni H R
ion ion

Slika6. . D W D OneWalizand HHDH
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Reakcija koju HHDH Kkatalizira je reverzibilna. U smjeru nastajanja epoksida
hidroksilna skupina supstrata se vodikovim veza¥hal & Hidroksilnim skupinama serina i
tirozina. Protonacija tirozina i nukleofilni napad vode do zatvaranja prsteRAM S XaW D QM D
halogenidaU smjeru otvaranja epoksida dolaz dukleofilnog napada halogenidnog iona
(koji se nalazi dipofilnom veznom mjestu za halogenidon) i simultane aktivacije epoksida
protonacijomstir RILQVNRJ ERYQRJ ODQFD

Osim prirodnih mkleofila, halogenidnih ionaotkriveno je daHQ]LP S&JhX YDl
neprirodnih nukleofila popuzidg, nitrita, cijanidg, (tio)cijanati formijata. Brzine reakcija s
cijanidom, (tio)cijanatom i formjatom su uspockve s reakcijama s halogenidnim ionima

dok su azidi i nitriti puno bolji nukleofil{slika 7).22#°

OH
R)\/CN
OH
rRANO,
OH NaCN
RN NaNO
NaN3
O NaX OH
AN RS
X =Cl,Br, |

NaOCN
D HCO,Na

R NaSCN OH

R)\/O\CHO
OH
R)\/ SCN
Slika 7. Reakcijeotvaranja epoksida koje katalizira HHDH

HHDH kataliziraju reakige uz visoku regioselektivnosts preferiranim napadom

nukleofila na manje suptiirani uglikov atom epoksidnog prstena (terminalnta@m)

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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7TDNRYyHU YHULQD RNDUDNWHUL]JLUDQLK ++(R)-ajsiutié HOHN W L
konfiguracije

Otvaranje epoksida kemijskim metodamaR EL p &R odvija s manjom
regioselektivnosti, potrebna je Lewisova kiselina kao katalizator, visoka temper&uofa H
vrijeme trajanja reakcije INRUL&AWHQMH RUJDQVNLKtvBrinp §doli3ida %L RNI
odvija se u vodi, pod blagim uvjetima s visokom regioselektivnosti, stbig#DH poput
enzima HheB iz Mycobacterium predstavlja dobar katalizatora pripravu racHPLp QLK
alkohola®

HHDH otvaraju i epihalogenhidrine% URPRDONRKROL L NORURDONR
VXSVWUDWL ++'+ WH UHDNFLMVND VPMHVD VDGUAaL UD]OLpL
]JERJ QHPRJIXUQRVW L-FFIz kogl @DoQaMjdz epifudrHididna PRJIXUH GRELWL
supstituirani3-fluorpropan2-ol bez nusprodukata . RULAWHQMHP KDORJHQKLGUL
iz Mycobacteriumsp. (HheB) SULSUDY O M H Q alkéhili (taii€aHA¥ LLp @dkciji s
azidompostignuta je potpuna konverzija unutar.lReakcija je napredovala® H & Wifgn P D
LVNRULAWHMORIHIPMH V GUXJLP QXNON®TLONPHKbN\WRIRA siWR VX
nitritom nakon 1 h iznosi 85 %. U reakciji nastajeusprodukt nitritni ester. Konverzija u
reakciji s cijanidom i kloridom izosi oko 70 %. Reakcija s cijanidom polagano nastavlja, dok
klorid reagira reverzibilno. Za otvaranje epifluorhidriotimalni XY MHWL VX X] NRUL&W
ekvivalenata Nap 2 ekvivalenta NaN&i NaCN te 5 ekvivalenata NaCl.

Tablica 2. Rezultati #aranp epifluohidrina katalizirandiheB

O
HheB OH
/ N\ + NaN
F e Tris-SO, pufer F\)\/Nu

Nu ekvivalenti t/h konv.2/ % °/ %
N3 15 1 100 92
NO, 2 2 100 31
CN 2 3 100 84
Cl 5 1 100 63

®NRQYHU]LMD MH RGUHYHQD SOLQVNRP NURPDWRJUDILMRP
b L VNRULAWHQMHI@IkdRQ L]RODFLMH S
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T  EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

.RPHUFLMDOQR GRVWXSQH NHPLNDOLMH N REpifldoitliQH VX EH

je nabavljenod tvrtke Manchester Organicsl-fluor-3-klorpropan2-ol od tvrtke Combi

Blocks, natrijev cijanid i natrijevad od Kemike Od tvrtke Aldrichnaba/jeni su vinilacetat

I acetitklorid. . RULAWHQD V XackBt&Y (E®BC), Piridih Woluén, heksan, cikloheksan,

t-butil-metil-eter (MTBE) diizopropiteter (DIPE), dietHeter, diklormetan (DCM) i

dimetilsulfoksid (DMSOQO).Otapala su prije upotreb 8 URpLAUHQD GHVWLODFLMRP
.RULAWHQH VX Veaiddb@dhasHIuarésSdidi ($ O G U LADK00-U/g;

Fluka, 31,5 U/my imobilizirana lipaza iz Candida antarctica CAL#8B (Sigma),

imobilizirana lipaza izMucor miehei Lipozyme IM (Novo Nordiks A/S49 BIU/g), lipaza iz

Candida cylindracea CCL (Fluka, 1,6 U/mg) i lipaza iZseudomonas cepacid?CL

(Amano). Halogenhidrin dehalogenazBlheB, prethodno je pripravljena u Laboratoriju za

kemijsku biologiju (Zavod za molekularnu biologiju, IRB).

3.2. Metode
Spektri nuklearne magnetske rezonandieNMR i **C-NMR, snimljeni su na spektrometru
Bruker AV 300. Kao unutarniVWDQGDUG NRULAWHQ MH WHWUDPHWLO)
LIUDAHQL SRPDFL X SSP |RQN&MDIHNVWHXVSUHJIH

Tankoslojra kromatografig (engl. thin layer chromatographyTLC) UDyHQB MH
SORPLFDPD VLOLNDUJHO Ds, ‘té&tke LINtEXCKHH O DU VW DGW  ZMHPDpPNIL
vizualizaciju mrlja N R U L a Vétdpip® fosfdinolibdenske kiselingb5 g fosfomolibdenske
kiseline, 7,5 g CeS{) 495 mL HO i 25 mL koncentrirane $$0Q,). Kromatografsko
pUR pL au pryddkatipkbvedeno je na kolonamaapunjenimsilikagelom tvrtke Sigma
$OGULFK YHOLpLQD SRUD+* c—RHOLPLQD pHVWLFD

Plinska kromatografia (GC) provedena jena serijskom plinskom kromatografu
HewlettPackard 5890 s plameionizacijskim detektorom (300 f & LQMHNWRURP
GMHORRQR@RDMIM (250f & L GXALNRP NDR SOLQERCiQRVLRFHP
S U D U HQlor® IBP1 ( P 1 PP 1 —P), ®JHQHDAQWLRPHUQD pLV
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RGUHYHQD QD NLWBetoREX NROR®DIPD PP 1 -m, Supelco) i
LipodexE( P 1 PP 1 — P 0D F Kipkeind wyjgtir@ navedenim alici
3.

Tablica 3. Uvjeti separacijeenaQ WLRPHUD UD FH Rd3aQ adétaidaZd-RIRn& SO D

kolonama

R¢/min

Spoj kolona metoda

R S
la DEX 225 f& PLQ *f@RPLQf& 169 16,83
2a  Lipodex E f& PLQ *fQRPLQf& 16,70 16,90
3a DEX 225 f& PLQ *f@RPLQf& 1222 11,97
1b DEX 225 f& PLQ *f@RPLQf& 8,88 9,10
2b  Lipodex E f& PLQ *f@RPLQf& 9,97 8,74
3b DEX 225 f& PLQ *f@RPLQf& 5,73 7,14

33. 6LQWH]D VXSVWUDWD L UDFHPLPpQLK VWDQGDUC

3.3.1. 1-azido-3-fluorpropan2-ol (1a)

U okruglu tikvicu od 100 mL odvagan je epifluorhid{@,5 g,6,573mmol), dodan TrisSO,
pufer 60 mL,0,5 M, pH7,5, NaN; (0,6419, 9,859mmol) i enzimHheB (2,5 mL sirovog
enzimskog ekstraktapintezge provedenal zatvorenojtikvici 3 h pri sobnoj temperaturi uz
PLMHADQMH SRPRiUX P D Redkalska\ sinjeBa. kekistabir@narelEtOAC.
OUJDQVNL HNwVjgia bavaindiWNeS®. Dobivenoje 571,6mg produktala ( =
73 %). Izolirani produktanaliziranje NMR spektroskopijom plinskom kromatografijom

'H NMR (CDCk): / = 2,39 (1H, d,J = 6,0 Hz), 3,43,46 (2H, m), 3,9%,10
(1H, m), 4,49 (2H, ddd}, = 47,0 Hz,J,= 7,0 Hz,J3= 5,0 Hz)ppm

¢ NMR (CDCk): / = 525 (d, J = 6,5 Hz), 69,4 (d,J = 250), 859 (d,
J=170,0 Hz) ppm
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3.3.2. 4-fluor-3-hidroksibutanitril (2a)

U okruglu tikvicu od 100 mL odvagan je epifluorhidrin (0,5%¢573mmol), dodanTris 50,

pufer (65 mL, 0,5 M, pH’,5, DMSO (0,5 mL) i NaCN (1,611,d.3,146mmol). Sintezge

provedenaX |IDWYRUHQRM WLNYLFL K SULHVEERRM WBRBQH WD
P LMH a Béakchksa smjesa ekstrahirana §eEtOAc. OUJDQVNL HNW\eUWBNW RV:
bezvodnom NaSO, 3URGXNW MH SURpPpLEAUHG] QLR BNIROOR L DYH OU N ]m
polarnosti fieksan:DCM (1:1) ] D W L P DEMMADCM:EtOAc (9:1). Dobivenoje 272,2

mg produkta2a ( = 40 %). 3UR pL gridtukt lanaliziran je NMR spektroskoppm i

plinskom kromatografijom

'H NMR (CDCh): /= 2,612,70 (2H, m), 2,93 (1H, d,J = 5,76 H3, 4,20 4,24 (1H, m),

4,48 (2H, dd,); = 48,0Hz, J, = 6,0HZz) ppm

%c NMR (CDCk): / = 21,8 (d,J = 7,5 Hz), 66,3 (d,J = 28,5 Hz), 8% (d,
J=173,5Hz), 16,7 ppm

3.3.3. l-azido-3-fluorprop-2-il acetat (Lb)
U okruglu tikvicu od 5mL odvagan je alkohala (0,081 g,0,680mmol), dodan piridin (1
mL) i acetitklorid (0,243 mL,0,267 g, 3,40 mmol). Reakcija je provedena tikvici s klor
NDOFLMHYRJ FMHWRERRM WHPSHUDWXUL X] PLMHADQMH SRF
Reakcijska smjesge uparena dodavanjem toluen@LURYL SURGXBYWA ®ORPpLAUGHQ
silikagelauz heksan:EtOAc (9:1) kanobilnu fazu.Dobiveno je 42,7 mg produkid ( = 39
3 UR p L bodukiQd artaliziran NMRpektroskopijom plinskom kromatografijom.
'H NMR (CDCk): /=2,14 (3H, s), 3,53 (2H, d,= 5,13Hz), 4,54 (2H, dd), = 4,2 Hz,J, =
46,9Hz); 4,45 5,17 (1H, m) ppm
%c NMR (CDCE): / = 20,8, 49,7(d, J = 6,0 Hz), 70,6 (d,J = 205 Hz),
812 (d,J=173,5 Hz), 17@ ppm

3.3.4. 1-cijano-3-fluorprop-2-il acetat @b)

U okruglu tikvicu od 5mL odvagan je alkohd?a (0,050 g,0,485mmol), dodan piridin (0,7

mL) i acetitklorid (0,180 mL,0,191g, 2,43mmol). Reakcija je provedena tikvici s klor-
NDOFLMHYRJ FMHYpPLFRP K SUL VREQRM WHPSHUDWXUL X]
Reakcijska smjesge uparena dodavanjem toluen8 LURYL SURGXNRWA kBlonRpLAUHQ
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silikagelauz heksan:EtOAc (7:3kao mobilnu fazuDobiveno je 59,4ng produktalb ( = 84
SURpPLAUHQL SUR G X Npekitdskapiiph plihghobd Rr@mdtdgsafijom.

'H NMR (CDCk): / = 2,16 (3H, s), 2,83 (2H, d,J = 4,0 Hz), 4,70 (2H, dd,

J1 =470 Hz,J,=4,0 Hz,J; = 1,8 Hz), 5,175,27 (1H, m) ppm

3C NMR (CDCk): / = 19,0 (d, J = 7,0 Hz), 20,7, 6D, (d, J = 240 Hz),

815 (d,J = 181,0 Hz), 115,5, 169,ppm

3.3.5. 1-fluor-3-klorprop-2-il acetat @3b)

U okruglu tikvicu od 5mL odvagan jel-fluor-3-klorpropan2-ol (3a) (0,100 g,0,889mmaol),

dodan piridin (1,3 mL) acetitklorid (0,320 mL,0,349¢, 4,443mmol). Sintezge provedena

u tikvici s lor-NDOFLMHYRJ FMHYpPLFRP K SUL VREQRM WHPS
PDIJQHWVNH RdaktijtkeDIm|essel uparena dodavanjem toluen@irovi produkt

S UR p L Rdlonbsilikagelauz heksan:EtOAc (7:3) kamobilnu fazu. Dobiveno je72,1

mg produkta3b ( = 52 SBURpPLAUHQL SURGXN Wsphkioskb@Qibn®d L]LUDQ
plinskom kromatografijom.

'H NMR (CDCk): /=2,13 (3H, n), 3,62 +3,75 (2H,m), 4,474,74 (2H,m), 5,12 5,23 (1H,

m) ppm

3c NMR (CDCE): /=20,8,40,8 (d, J = 7,5 Hz), 71,2 (d, J = 22,5 H30,9 (d, J = 173,5

Hz), 169,9pm

34, %LRNDWDOLWLpPpNH WUDQVIRUPDFLMH

341. ,VSLWLYDQMH OLSD]D X NL#3B&LPpNRM UH]J]ROXFLML DONTF
U Erlenmeyerou tikvicu odvagane supstratla-3a (10 mg 0,084 +£0,097mmol), otopljenu
heksanu(5 mL) te je dodan vindacetat (1 mL, 14,0nmol). Reakcije su provedenu
termostatiranoj tresilicin80 f & L . BokrBnutesu dodatkom10 mg enzimgCAL 1B,
Lipozyme IM, CCL, PCL i PFD) te VX S U Dplindk@ritl kromatografijom Uzorci su

analiziraniu vremenskimntervalima30 60 min.

342. VSLWLYDQMH RUJDQVNLK RWDSDQA®3dD NLQHWLpPpNX UH]I
U tikvicu je odvagansupstratla-3a (10 mg 0,084 +0,097nmol), otoplienu UD]JOLpLWLP
otapalima(5 mL) te je dodan vin#acetat(1 mL, 14,0 mmol) . RULAWHQD VX RWDSDOI
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cikloheksan, toluen, MTBEi DIPESHDNFLMH VX SURYHGHQH X WHUPRVWD
I 220 rpm.Pokrenute swdodatkom 10 mg enzimBFL zala, PCL za2ai CAL-B za3a
S5HDNFLMH V HinskaiD Krbn@atdgrafijom Uzorci su analizirani u vremenskim

intervalima3060 min.

3.4.3. Biotransformacijaalkoholana preparativnoj skali

3.4.3.1. Biotransformacija alkohold a kataliziranalipazom izPseudomonas fluorescens

U Erlenmeyergu tikvicu od 250 mL doda je alkoholla (200 mg, 1,679mmol), heksan(50

mL), vinil-acetat(10 mL, 140 mmol) i enzim PFL (100 mg Reakcijaje provedenau
termostatiranoj tresilicna 30 f & L iLp&Rinuta nakon 3h kod konverzije &@f%.

Smjesa je Y RILOWULUDQD XSDUHQD L SURpPLAUHQD NURPDWI
heksan:EtOAc (9:1) kao mobilnu fazDobiveno je 72,5 mg acetatd{1b ( =27 %) i 11,8

mg alkoholaR)-1a( = 6 %).

Sinteza je ponovljena i uz lipaRAL QL aH N D W D/apktiWLtikiNdd jd dodidh
alkohol 1a (570 mg, 4,80 mmol), heksan (200 mL), viadetat (50 mL, 700 mmol) i PFL
(107 mg). Reakcija je provedena u istim uvjetima i prekinuta nakokatl konverzije od 39

1IDNRQ L]JRODFLMH L SU&Rgs6l0&ng cetat@Pilb ( GRLE oY iHo® KRmiyl
alkohola R)-1a( =11 %).

Snimljeni su NMR spekttkoji odgovaraju spektrima racemata.

PFL $OGULFK 8 J
eVla) =85 %

eV(1b) =86 %

[ 1o%(1b)= +29,5 (c 1,22 CHG)
E=36

uz PFL (Fluka, 31,5 U/mqQ)
ev(la) = 60 %

eV(1b) =92 %

[ ]o% (18) = +4,3 (c 0,92 CHG)
[ ]o° (1b) = +33,7 (c 0,89 CHG)
E=44

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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3.4.3.2. Biotransformacija alkohol@a kataliziranalipazom izPseudomonas cepacia
U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL dodan je alkoBal(200 mg, 1,940 mmalheksan (50
mL), vinil-acetat (10 mL 140 mmol) i enzim PCL (100 mg). Reakcija je provedena u
WHUPRVWDWLUDQRM WBRYVLQMAHN QDHD N F&-oitH R8dUdjaij[dQ MH *
zaustavljena nakon 6h kod konverzije od%5Smjesa je profiltrirana, upgfQ D L SURpPLAUH(
kromatografijom na koloni silikagela uz heksan:EtOAc Y k& mobilnu fazuDobiveno je
146,6 mg acetat®-2b ( =53 %) i 91,3 mg alkoholdj-2a( = 46 %).

Snimljeni su NMR spekttkoji odgovaraju spektrima racemata.

e2a) =84 %

eV(2b) =68 %

[ 1o%(24) = +9,3 (c 1,08 CHG)
[ ]o™(2b) = +91,2 (c 1,04 CHG)
E=14

3.4.3.3. Biotransformacijaalkohola3a kataliziranalipazom izCandida antartica

U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL dodan je alkoBal(200 mg, 1,777 mmalheksan (50
mL), vinil-acetat (10 mL 140 mmol) i enzim CALB (100 mg). Reakcija je provedena u
termostatirandd WUHVLOLFL QD prekinkitalnakon WesSked WoRverzije od 306.
Tijek reakcije je S U D U Hdn. ‘Reeakcijska smjesa je profiltrirana i uparena tojeiveno 40
mg smjese aceta@b i alkohola3a

Snimljeni su NMR spektri koji odgovaraju spektrima racemata.

e3a) =30 %
e 3b) =69 %
E=7

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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T REZULTATI | RASPRAVA

41. &LOM LVWUDALYDQMD

Fluorirani organskispojevi VX ]DQLPOMLYL L pHVWER NRODFHAWQDLEARR
OQRAWYR OLMHNRYD VH ED]JLUD QD LQKLELFLML IOXRULU
antivirotici, antidepesivi, antidijabetici i drugisWRJD VX LVWUDALYDQMD QRYL
IOXRULUDQLK NLUDOQLK JU s fdrhadéutskd RAUSKTUDVEj R 82E Q R E L\
QDVWDYOMD Q Dabbntdfiju Radtefdosgiekiivny katalizu i biokatalizkojima je
SURXpDYDQD PRIJXUQRVW GRELYDQMD HQDB®WRRR HILOJ R LipLLWA
HHDH.? % X G X U LHIBOM pokazalenisku enantioselektivnost reakcijama potencijal za
VLQWH]X VDPR UDFHPLY@OURAAYRP@XNDDWDNVRP SRGUXpMX QI
ispitivanja GU XJLK EL R Nilsupa kpjinve Lbp 8eLrdogli priprawi ovi komercijalno

zanimljivi spogvi. Cilj ovog radaje ispitatt HQDQWLRVHOHNWLYQRVWL QL]D
UHDNFLMDPD WUDQVHYV Wiakohbldl®Falskerma).DFHPLPpQLK 10

42. 6LQWH]D VXSVWUDWD L UDFHPLPQLK VWDQGDUC
.DR VXSVWUDWL ]D OLSD]H oh&liuaZa\DaiQjé spojdakdmerdijglndd QL D O N
dostupan, spojevikai 2abilo je potrebno pripravitiSinteza spojda SURYHGHQD MH SROD
UDFHPLPQRJ HSISE@XRHYKLEUGRDL]ID HSRNVLGD SURYHGHC
halogenhidrin dehalogenatheB kao kaalizator prema literaturnom propisuReakcija je

provedena uz 1,5 ekvivalenata navifazidg a produktlaje GRELYHQ X LVNRUL&WHQN

O HheB OH
/ N\ + NaN -
F s Tris-SO,4 pufer F\)\/N3
1a

iskoristenje 73%

Shema 4

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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Epifluorhidrin reagira spontano s nagsijm azidom brzinorrod oprilike 10 % / h.3%%

Dodatkom enzima reakcija se znatno ubrzasvdUL pHRX NPIHYUHDNFLMH JQDWQR
nastajanje nusprodukata, poput diola, smanjuje.
Reakcjom otvaranja epiflouorhidrinanatijevim cijanidom kataliziranom enzimom
HheB nastajéblago end@ WL R P H U @R ciraBoRIMdDdi2a, ev =18 %. Stoga jesinteza
U D F H P Rdpgparetlena kemijskim putenul reakcijis 5 ekvivalenata NaCHrovedenoj u
destiliranoj vodinastaje smjesa regioizomefshemab5). Eliminacijom HF iz primarnog
alkohola nastaje ZAhidroksimetil)akrilonitrii kao nusprodukt Reakcija dobivanjaZ2a
ponovljena je smjesiTris-SO, pufer/ DMSOu kojo MH WRSOMLYRWAKMXSVWUDW
RYLP XYMH We je 2bjegHutE spardna reakciihD RYDM Q D Ra@ipRdéR KR O
MH NHPLMVNL pLVW L X LVNRULAWHQMX RG

CN -HF CN
F._A_oOH HO. A

+

F\)\/CN

O 2a

F / \ + NaCN —]

H,0

Tris-SO, pufs
ris-SO4 pu ef FJ\/CN

iskoristenje 40%

Shema 5

=D UD]JUDGX DQDOLWLPNLK PHWRGD L RGUHYLYDQMH HQ
UHDNFLMD ELOR MH SRWUHEQR1bS30 lk&oU fdandavdsh spgdipMeHP LPp QH
AcetiiranMHP UDFHPLPpQH VPMHMttord @ MRdnR pré&naDskaHdArdmom
postupkupripravljeni surac-1lb X LV NR U L3WAIrecMIX XRIGV NR U L&MW X R G

3bu LV NRU L 352 %(GShéxatR G

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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OH CH,COCI OAc

PR Piridin P AR
1a-3a 1b-3b
R=Nj; CN, Cl iskoriStenje 39 - 84 %
Shema 6

43. .LQHWLpPpND UH]J]ROB&LMD DORKROD D

U prvoj seriji eksperimenata ispitana je enantioselektivnost nekoliko komercijalnih lipaza u
reakcijama treansesterifikacijac-1a-3a u heksanu kao otapalus vinil-acetabm kao acit

donoom. .RUL aW HQipazavl CAEB, Lipozyme IM, CCL, PCL i PFL. Reakcije su
provedene pri 30f & X] PDVHQL RPMHU HQ]JLP VXSVWUDW 30LQ
MH WLMHN UHDNFLMD WH MH QD NLUDOQRM NRORQL RGL
supstrata i produ D L] pHJD MH L]J]UDpXQDWD H@RMds).RezdiatHNWLY Q

acetiliranjarac-1a prikazani su uablici 4 i naslici 8.

Tablica 4. Rezultati enantioselektivnog acetilirargie-1a

OH lipaza OAc
F\)*\/ N3 heksan F\)\/N3

1a vinil-acetat (S)-1b
lipaza t/h konv. / % eV 1b)®/ % ev1a)®/ % E
CAL-B 1,5 42 55 (9 40 R 5
Lipozyme IM 24 36 91 (9 51 R 36
CCL 4 25 0 0 /
PCL 4 36 20 (9 52 R) 33
PFL 1 32 92 (9 44 R) 35

% u zagradje navedenapsolutna konfiguracija izolirarg produkta(1b) i neizreagiranogigostrata(1a)

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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100,0
-
70,0 - M Lipozyme IM
S 60,0- R . coL
8 500 . X
§ 40,0 - * X A y X PCL
S 3007 * " *PFL
2001 ¢
10,0 - A - - u
oo m N . . . .
0 1 2 ¢ /p 3 4 5

Slika 8 Krivulje tijeka acetiliranjarac-lau hekssQ X UD]J]OLpLWLP OLSD]DPD

CAL-B se pokazao kao najaktivniji, ddkipozyme IM kao ngenantioselektivniji enzim
CAL-% LPD YHOLNR DNWLYQR PMHVWR L ODNR ogBugddttd@avD RED
la aWR ]D SRVOM R@GantioXelekivDos@|=V/\ Xipozyme IM ima vrlo slabu
aktivnost, no pokazujelobru enantioselektivnost s ovim supstratge VOLPQR NDR
lipaze iz PCL (E=33) i PFL E = 35), dok je CCL potpunoneselekvan prema ovom
supstratu.=D G DOM QM HodalMandeByLYYERMMN HUH D NipdzeVLp&yh/ L R G
IM.

Acetiliranjerac-2a provedeno je p istim reakcijskim uvjetimaRezultati su prikazani
su utablici5i naslici 9.
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Tablica 5 Rezultatienantioselektivhogacetiliranjarac-2a

OH lipaza OAc
F \)*\/CN heksan F\)\/CN

2a vinil-acetat (S)-2b
lipaza t/h konv. / % ev2b)®/ % ev2a)?®/ % E
CAL-B 2,5 51 60 (9 63(R) 7
Lipozyme IM 24 38 83 (1 51(R) 18
ccL 5 32 13 (9 6 R 1
PCL 5 55 729 88 R 18
PFL 3 54 51 (S 61(R) 6

%u zagradje navedenapsolutna konfiguracija izoliranog produk®b) i neizreagiranog supstrataa)

100,0
90,0 -
¢ CAL-B
80,0
20.0 M Lipozyme IM
CCL
¥ 600+ X
~ b ¢
c 50,0 - P > S XPCL
:E'- & X X X X
o 400- . SRV PFL
£ X
o 30,0 ¢
~
20,0 o X -
10,0 - u |
- |
0,0 Eg T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
t/h

Slika 9. Krivulje tijeka acetiliranjaac-2a X KHNVDQX UD]JOLpPpLWLP OLSD]

Kataliza esterifikacije alkohol2a odvija se uz Q L axantisekektivnost QDMYL&AD MH
postignuta $2CL i Lipozyme IM(E %XGXUL GD INpbzyh&IM IGYRQ/RWIEQ L aD
GDOMQMD Lodalrdd 3d POLQ MAL-B, CCL i PCL pokazuju vrlo nisku
enantioselektivnosg=1 7).

Rezultati acetiliranjaac-3a prikazani su uablici 6 i naslici 10.
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Tablica 6 Rezultatienantioselektivnogcetiliranjarac-3a

OH lipaza OAc
F\)*\/Cl heksan F\)\/Cl

3a vinil-acetat (R)-3b
lipaza t/h konv./ % eM3hb)®/ % eV3a)?/ % E
CAL-B 4 54 57 R 67 (9 7
Lipozyme IM 24 19 39(R) 109 2
CCL 24 7,3 no No /
PCL 24 41 37(R) 26 (9 3
PFL 24 54 22(R) 26 (9 2

%u zagradje navedenapsolutna konfiguracija izoliranog produk@b) i neizreagiranog supstrataa)

100,0 -

90,0 -

80,0 -

70,0 -

#CAL-B

X 60,0 -
C\U 50,0 - * BLipozyme IM
i o ¢
o 400- IS X PCL
> *
s %99 * PFL
= 20,0 - *

1004 @

07 o | N .
ooMmi i W W ﬁ .
0 1 2 3 4 5
t/h

Slika 10. Krivulje tijeka acetiliranjaac-3a X KHNVDQX UD]OLpLWLP OLSD

8 V O XdidohIx3a aktivnost ienantioselektivnosy Y L K HQJLPD MH Q@ha&D X RG(
2a(slika 10, tablica6E=1 * 1 D MBEAHlij@dhost pokazuje CAIB (E=7).

8RPpOMLYR M HB @dpktwmiji &d$svih enzima [[&e 8 10). Supstituent na
kiralnom FHQWUX QHPD J]QDpDMDQ X530 % KdneMijeQDstipiitd/unvtgr R V W
3h), kao i na enantioselektivnost reakcife £ 5 +7). Aktivnost lipaze Lipozyme IM je
XVSRUHGLYD |]D VYD WUL VXSVWUDWD GRN HQHQWXIHRMNWBEDHW

9DOHQWLQD (YLu Diplomski rad
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pada u smjeru N(E=36) >CN €=18)>Cl E= , VWL WUHQG XRpHQ MH L N
CCL je u reakcijama potpuno neselektivan.

Apsolutna konfiguracija produkata enzimskih reakcijaR G U H jjéd Qlibskom
kromatografijom,usporedbom reterjskih vremenastandardnih spojevpoznate apsolutne
konfiguracije prethodno pripravljenih u laboratorijiRelativha konfiguracija produkata svih
enzimskih reakcija u skladu je s KazlauskasopiawiloP X V Ol pZakéxktivniji je S
enantiomer, dok jé&od 3a reaktivniji R-enantiomer(sika 11). 9DaQR MH XRpLWL GD V
LVWRM UHODWLYQRM NRQILIXUDFLML GRN VH DSVROXWQD

na kiralnom centru (CIP pravilo).

OH - OH OH
r_ACN, r_A_oNn RN a
(S)-1a (S)-2a (R)-3a

Slika 11 Re&tivniji enantiomeri supstrata i njihova apsolutna konfiguracija.

8 VOMHGHUHP QL]X HNVSHULPHQDWD LVSLWDQH VX RG
otapalima cikloheksanu, heksanu, metibutil-eteru (MTBE), toluenu te diizopropdteru

(DIPE). Rezultdi acetiliranjarac-1a lipazom PFL prikazani su tablici 7 i naslici 12

Tablica 7. Rezultati enantioselektivnog acetilirargjeela X UD]J]OLpLWLP RUJDQVNLP F

otapalo logP t/h  konv./% eulb)/% evla)/% E aps. konf?
heksan 3,94* 3 53 83 95 38 S
cikloheksan ~ 3,34° 2 49 86 84 33 S
toluen 2,73° 3 30 92 39 34 S
DIPE 1,68° 5 11 91 11 24 S
MTBE 1,15" 5 37 89 53 29 S

# apsolutna konfiguracijeeaktivnijeg enantiomersupstrata
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100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0 -
@ heksan
£ 60,0 -
c\s £0.0 - 0 v [ | Bcikloheksan
N 40.0 - [ | v toluen
o : X
2 0. v % X DIPE
2 ol @ v XMTBE
1] X X
10,0 - X
0,0 % T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
t/h

Slika 12. Krivulje tijeka acetiliranjaac-1la X U Dtin©dtgphalima lipazom PFL

8RPHQR MH GD SROQHWRI RY I B MARGIH@ENE KD reakcija,
iako suE-vrijednostt QHAWR QLAaH X HWHUVNLP RWDSkE@BKD 3XQR
aktivnost. U nepolarnim otapalima, ka&oW Rieks&n cikloheksanPFL je najaktivnig.

Rezultati acetiliranjaac-2a lipazom PG X UD]OLpLWLP RWDS®BIA PD SULI

7 i naslici 13.

Tablica 7. Rezultati eamtioselektivnog acetiliranjeac-2za X UD]J]OLpLWLP RUJDQVNLP F

otapalo logP t/h  konv./% eu2b)/% ev2a)/% E aps. konf?
heksan 3,94* 5 55 72 88 18 S
cikloheksan ~ 3,34° 3 49 73 71 13 S
toluen 2,73° 6 30 82 35 14 S
DIPE 1,68° 6 41 79 55 15 S
MTBE 1,15" 6 26 84 30 15 S

#apsolutna konfiguracijeeaktivnijeg enantiomersupstrata
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100,0 -
90,0 +
80,0 -
70,0 ~
< 60,0 - @ heksan
- 50.0 - . M cikloheksan
© ’ *
—_ ‘
N 400 - ’ , toluen
3 g DIPE
2 30,0 u
o X XMTBE
=< 20,0 - s S
10,0 - 8
sV 7 X » X
X
0,0 % T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
t/h

Slika 13. Krivulje tijeka acetiliranjaac-2za X UD]J]OLpLWLP RWDSDOLPD OLSI

60LpDQ WUHQG XRPpWi@diddtisl SNUR. G CBLEA QiRsphld-2G Q<N H
RWDSDOLPD &aWR sladddelekttvria iMdédidBa&i dpQ D p pidrijede ovisno o
otapalu.

Rezultati acetiliranjarac-3a lipazom CAL% X UD]OLpLWLP RWDSDOLPD

tablici 8 i naslici 14.

Tablica 8. Rezultati eamtioselektivnog acetiliranjeac-3a X UD]J]OLpLWLP RUJDQVNLP F

otapalo logP t/h  konv./% ev(3b)/% eu3a)/% E aps. konf?
heksan 3,94* 4 54 57 67 7 R
cikloheksan ~ 3,34° 4 45 58 48 6 R
Toluene 2,73° 4 43 60 45 6 R
DIPE 1,68° 4 34 58 30 5 R
MTBE 1,15" 4 21 67 18 6 R

#apsolutna konfiguracijeeaktivnijeg enantiomersupstrata
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100,0
90,0 -
80,0 -
70,0 -
¢ heksan
Q2 oo HEcikloheksan
o 50,0 - . h
N 40,0 - = [ % toluen
o | X DIPE
= 30,0 g x
@] X XMTBE
X 20,0 - !
10,0 - Q
/,\
0,0 % T T T T 1
0 1 2 3 4 5
t/h

Slika 14. Krivulje tijeka acetiliranjaac-3a X UD]OLpLWLP RWDSB®OLPD OLSD

.LQHWLpPpND UH]R3 ddfe idDnidbeB-Nifednesd W H MH UHDNFLMD QDMEU
stupanj konverzije od 50 % u heksamiktivnost CAL-B je vrlo bliska u najnepaknijim
otapalima(heksan, cikloheksan i tolugrKonverzija pravilno opada s porastom polarnosti
otapala.

Sva otapala su nepdlhlQD L QH PLMHaD Mtxrisublagb poRIGIRNTBE) R
> DIPE > toluen > heksan > cikloheksdnpazama odgovara nepoho otapalo u kojima se
otvara poklopac nad aktivnim mjestoi@upstrati su polarniji pa s&labo otapaju u ovim
otapalima Reakcije su najefikasnijd. Q D M-Vrije@lkbsti su postignuteu napepolarnijim
otapalimaheksanu i cikloheksan®reparativne rakcije provedene su beksam kao otapalu
X VOXpDMX VYD WUL VXSVWUDWD

Biotransformacijela-3a provedene su u heksanu s 26870 mg supstrata (tablica 9).
Kod pripravelb, reakcija je prekinuta nakon 3 h pri konverziji od 50 %. Izoliran je ac8tat (
lIbuiVNRULAaWH Q v 88 & teneizieagirani alkoholR)-1a( =6 %, ev= 85 %).
Ista reakcija ponovijena je SUXJRP dDUARP H Q4 Ilp&kazad )maiRaktivnddt i
QHAWR YLAX HQDQWLRVHOHNWLYQRVW .RULAaWSIsDatMH SHW
Reakcija je zaustavljena nakon 7 h prkerziji od 39 % te je izolira(S)-1b ( =53 %,ev=
92 % i (R-1a( =11 %,ev=92%.

Reakcija f2a zaustavljena je nakon 6 h pri konverziji od 55 %. Izolirar§e2p ( =

53 %,ev= 68 %) i(R)-2a( =46 %,ev= 84 %). Reakcija 8b zaustavljena je nakon 10 h pri
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konverziji od 30 % te je dobiveno 40 mg smjese ac&aiaalkohola3a. Spojevi3ai 3b nisu

dalje izolirani iz smjese zbog gubitka materijala zbog njihove hlapivosti.

Tablica 9 Rezultati preparativnih reakcija

maseni izolirani produkt neizreagirani supstrat
Supstrat  enzim  gmjer t/h  konv./%
S'E Spoj [% ev/% spoj 1% ev/%
rac-la PFL 2:1 3 50 (9-1b 27 86 (R-1a 6 85
rac-la PFL 53:1 7 39 (9-1b 11 92 (R-la 11 60
rac-2a PCL 2:1 6 55 (9-2b 53 68 (R-2a 46 84
rac-3a  CAL-B 2:1 10 30 (R-3b  n.o. 69 (9-3a n.o. 30

9DOHQWLQD (YL
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t =$./-8Yy$.

U ovom raduispitana je enantioselektivnost niza lipaza u reakcijama transesterifikacije
UDFHPLpPpQLK |AxBU BrfaBhinkRdaRalima.

Racla SULSUHPOMHQ MH NRULWs¢BaIL HDFHPWLY KpiBbB WHRE B W
pripravljeni su standardnim kemijskim metodama.

8 NLQHWLPNRM U HIER38 X ¥ SMW DN VKR O Y BekSanp kad LK O L S
RWDSDOX e8¥ aktivnadtR evantioselektivnost ovisna o supsttatR UD]JOLFL YHOL
APDORJ® L AYHOLNRJ® VXSVWIAMXtUGDHQ VAR N RWDSEE@RMD FHAP
utjecajna enantioselekinost reakcije, dok ima velik utjecap enzimsku aktivhosReakcije
VX EUAH X QHSRODUQLP RWDSDOLPD D NDNR €RODUQRYV
enzimskim reakcijama nastaju prodiukste relativne konfiguracije dok se apsolutna
konfiguraciaa] OLNXMH JERJ UD]OLpPpLWRJ SULR Genivi HR&aRtiwAiXK SV W L W
su enantiomeri§)-1a, (§-2ai (R)-3a.

Preparativne reakcije provedene isa skaliod 200 mgu heksanu kao otapalu s
HQJLPLPD NRML VX SRND]DOL Q® VM 9OKiONRQ H WH. GEU-HNDHH N8 YV L
36),2aPCL E=14) i CAL-B za3a(E = 7). Produkti enzimskih reakcija, acetati, izolirani su
X LVNRUL &%8 PaQHMOO QW L R P HU Q92 %.N¥ixkeRgir&hi supstrati izolirani su
X LVNRULAWHQIMHRD QWLRPEHWSPh.pLVWRUH
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T POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOL A

ATP zadonizin trifosfat

CAL-A tlipaza iz Candida antarctica izoenzim A

CAL-B tlipaza iz Candida antarctica izoenzim B

CCL tlipaza iz Candida cylindracea

CMC +tNULWLpQD PLFHODUQD NRQFHQWUDFLMD
DCM zdiklormetan

DIPE zdiizopropileter

DMSO zdimetilsufoksid

E +enantiomerni omjer

E +enzim

efP) tHQDQWLRPHUQL YLADN SURGXNWD

e(S) +tHQDQWLRPHUQL YLADN VXSVWUDWD

ES tkompleks enzirsupstrat

EtOAc zetil-acetat

GC zplinska kromatografija

HHDH thalogenhidrin dehalogenaza

HheB thalogenhidrin dehabenaza iMycobacteriumsp.

IUBMB tOHYyXQDURGQD |DMHGQLFD ]D ELRNHP UnNexatioraROHN X O
Union of Biochemistry and Molecular Biology

Lipozyme IM ximobilizirana lipaza izMucor miehei

MSL zlipaza izMucor sp.

MTBE zt-butil-metil-eter

NAD(P)H znikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NMR znuklearna magnetska rezonancija, engl. nuclear magnetic resonance
P tprodukt

PPL+OLSD]D L] VYLQMVNH JXaWHUDpH

PSL tlipaza izPseudomonasp.

R; tretencijsko vrijeme

S tsupstrat
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TMS +tetrametilsilan
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1 . Dodatak viii

T DODATAK

8.1. GC kromatogrami

200 4

180-

160—-

o

120 Fo AN

100 2
0] 1
S
40—-

0 l I I ' l 2I0
Retencjsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
16,52 4,30 50,47
16,83 4,22 49,53

Slikal5. URPDWRJUDP UDFHRLPQRJ DONRKROD
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1 . Dodatak (e

Retencijsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
8,88 10,64 51,60
9,10 9,98 48,60

Slikal6. URPDWRJUDP UDFHPLPQRJI DFHWDWD

Retencijsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
16,70 2,26 49,67
16,90 2,29 50,33

Slikal7. . URPDWRJUDP UDFHRLPQRJ DONRKROD
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1 . Dodatak X

Retencijsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
8,74 55,45 41,00
9,97 79,77 59,00

Slikal8. URPDWRJUDP UDFBEPPLPQRJI DFHWDWD

1

Retencijsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
11,97 1,98 50,16
12,22 1,97 49,84

Slikal9. URPDWRJUDP UDFHRBRLPQRJ DONRKROD
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1 . Dodatak Xi

Retencijsko vrijeme BRYUALQD SLND Udio/%
5,73 14,86 50,34
7,14 14,66 49,66

Slika20. . URPDWRJUDP UDFRBPLPpQRJ DFHWDWD
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