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�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü 

�2�S�W�L�þ�N�L�� �þ�L�V�W�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �V�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�L�� �S�U�H�N�X�U�V�R�U�L�� �X�� �I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�R�M�� �L�Q�G�X�V�W�Uiji. Fluorirani spojevi su 
�D�N�W�L�Y�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���� �V�W�R�J�D�� �V�X�� �Q�R�Y�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �I�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�K�� �N�L�U�D�O�Q�L�K��
�J�U�D�ÿ�H�Y�Q�L�K���E�O�R�N�R�Y�D���S�R�V�H�E�Q�R���]�D�Q�L�P�O�M�L�Y�H���L���Y�U�L�M�H�G�Q�H����U ovom radu sintetizirana �V�X���W�U�L���U�D�F�H�P�L�þ�Q�D��
derivata 1-fluorpropan-2-ola koji su supstituirani �X�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� ���� �D�]�L�G�R�� ��1a), cijano (2a) 
skupinom i klorom (3a) �W�H�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �N�D�R�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �]�D�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�X�� �U�H�]�R�O�X�F�L�M�X�� �N�D�W�D�O�L�]�L�U�D�Q�X��
lipazama. �3�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���V�X���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L��acetati alkohola (1b-3b) kao standardi. U 
ovim reakcijama ispitano je pet r�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �O�L�S�D�]�D���� �1�D�M�D�N�W�L�Y�Q�L�M�H�� �L�� �Q�D�M�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�L�M�H�� �O�L�S�D�]�H�� �]�D��
�S�R�M�H�G�L�Q�L�� �D�O�N�R�K�R�O�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�P�� �R�W�D�S�D�O�L�P�D���� �/�L�S�D�]�H�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �Q�L�V�N�X�� �G�R��
srednje visoku enantioselektivnost prema ispitanim supstratima (E = 1 �± 44). U preparativnim 
reakcijama kataliziranim lipazama �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� pripravljeni su enantiomerno 
�R�E�R�J�D�ü�H�Q�L���S�U�R�G�X�N�W�L������R)-1a (ev = 65 �± 85 %), (S)-1b (ev = 92 %), (R)-2a (ev = 84 %), (S)-2b 
(ev = 68 %) te smjesa (S)-3a (ev = 30 %) i (R)-3b (ev = 69 %). 

(34+XII  stranica, 14 slika, 6 shema, 9 tablica, 37 literaturnih navoda, jezik izvornika: 
hrvatski) 
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ABSTRACT 

KINETIC RESOLUTION OF FLUOROALCOHOLS CATALYSED BY LIPASES 
 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü 
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�†������ UVOD 

�)�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �G�D�Q�D�V�� �L�P�D�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �Q�R�Y�L�K�� �Oi�M�H�N�R�Y�D���� �8�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P�� �I�O�X�R�U�D��

moduliraju se fizikalno-kemijska svojstva, kao �L�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �)�O�X�R�U�L�U�D�Q�L��

�V�S�R�M�H�Y�L�� �þ�H�V�W�R�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�X�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �E�L�R�U�D�V�S�R�O�R�å�L�Y�R�V�W�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V��

njihovim nefluoriranim analozima. Fluor ima �V�Q�D�å�D�Q���H�O�H�N�W�U�R�Q-�R�G�Y�O�D�þ�H�ü�L���L�Q�G�X�N�W�L�Y�Q�L���H�I�H�N�W te je 

i stabilnost susjednih C�±H ve�]�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��po�Y�H�ü�D�Q�D. Veza C�±F je jako polarna te zbog velike 

elektronegativnosti fluora �L�P�D���P�D�Q�M�X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W stvaranja vodikovih veza u odnosu na kisik i 

�G�X�ã�L�N���� �)�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �D�Q�D�O�R�Jne ugljikovodike �L�P�D�M�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�V�W����

lipofilnost, �W�H�U�P�D�O�Q�X�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�X�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �N�L�V�H�O�R�V�W�� ���V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �E�D�]�L�þ�Q�R�V�W���� �L�� �Q�L�å�H�� �Y�U�H�O�L�ã�W�H. 

Supstitucija fluorom u alifatskim ugljikovodicima ili alkoholima s udaljenom funkcionalnom 

skupinom dovodi do smanjene lipofilnosti. Brojni li�M�H�N�R�Y�L���V�D�G�U�å�H���M�H�G�D�Q���L�O�L���Y�L�ã�H���D�Woma fluora, 

�þ�D�N���W�U�H�ü�L�Q�X���Q�D�M�U�D�ã�L�U�H�Q�L�M�L�K���Oi�M�H�N�R�Y�D���þ�L�Q�H���I�O�X�R�U�L�U�D�Q�L���V�S�R�M�H�Y�L�� Takvi lijekovi mogu biti reverzibilni 

ili ireverzibilni inhibitori enzima.1 �=�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �D�W�U�D�N�W�L�Y�Q�L�P�� �V�Yojstvima organofluoriranih 

spojeva velik dio sintetske organske kemije usmjeren je upravo na njihovu pripravu. Jedan od 

pristupa sinteze organofluoriranih spojeva podrazumjeva sintetske modifikacije malih, 

komercijalno dostupnih spojeva �X���F�L�O�M�X���S�U�L�S�U�D�Y�H���Q�R�Y�L�K���J�U�D�ÿ�H�Y�Q�L�K���E�O�R�N�R�Y�D�� 

 �8���G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��u Laboratoriju za stereoselektivnu katalizu i biokatalizu 

�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�H�� �V�X��reakcije enantioselektivnog nukleofilnog otvaranja epifluorhidrina �S�R�P�R�ü�X��

halogenhidrin dehalogenaza (HHDH).2 Ispitane HHDH pokazale su nisku enantioselektivnost 

u reakcijama te stoga nisu prikladni biokatalizatori za sintezu �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�R�� �þ�L�V�W�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D��

1a-3a. Cilj ovog diplomskog rada je ispitivanje enantioselektivnosti lipaza u kine�W�L�þ�N�Rj 

rezoluciji alkohola 1a-3a �V���F�L�O�M�H�P���Q�M�L�K�R�Y�H���S�U�L�S�U�D�Y�H���X���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�R���þ�L�V�W�R�P���R�E�O�L�N�X (Shema 1).  

 

 

Shema 1. 

 



�†����. Literaturni pregled  2 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

�†������ LITERATURNI PREGLED  

2.1. Enzimi u organskoj sintezi 
E�Q�]�L�P�L�� �V�X�� �D�N�W�L�Y�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�L�� �N�D�W�D�O�L�]�L�U�D�M�X�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �X�� �å�L�Y�L�P�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D�� Oni 

�V�X�G�M�H�O�X�M�X�� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�P�� �S�X�W�H�Y�L�P�D�� �L�� �L�P�D�M�X�� �V�Y�R�M�H�� �S�U�L�U�R�G�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H���� �D�O�L�� �P�R�J�X�ü�D�� �M�H�� �L��njihova 

�ã�L�U�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�D�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �G�D�� �H�Q�]�L�P�L�� �S�U�L�K�Y�D�ü�D�M�X�� �L�� �Q�H�S�U�L�U�R�G�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H���� �=�D�� �Y�H�O�L�N�X��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���H�Q�]�L�P�D���E�L�W�D�Q���M�H���H�Q�W�U�R�S�L�M�V�N�L���H�I�H�N�W�����6�X�S�V�W�U�D�W���X�O�D�]�L u aktivno mjesto enzima gdje se 

�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �V�P�M�H�ã�W�D�M�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �E�O�L�]�X���� �G�R�N�� �V�X�� �Q�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�D�� �S�R�P�L�Fanja 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D���� �(�Q�W�U�R�S�L�M�V�N�L�� �H�I�H�N�W�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �E�U�]�L�Q�X reakcije te je biokatalizi�U�D�Q�D�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �V�O�L�þ�Q�D��

brzoj intramolekulskoj reakciji gdje se skupine koje reagiraju u molekuli nalaze u blizini. 

Tijekom sporijih intermolekulskih reakcija u otopini dolazi do neproduktivnih pomicanja 

uzrokovanih difuzijom.3  

 �0�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�D�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�D za biokemiju i molekularnu biologiju (IUBMB, engl. 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology�����E�L�O�M�H�å�L�������������R�W�N�U�L�Y�H�Q�L�K��enzima4 �ãto 

je tek mali udio �R�G���������������R�þ�H�N�L�Y�D�Q�L�K u prirodi�����(�Q�]�L�P�L���V�X���S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L���X���ã�H�V�W���N�D�W�H�J�R�U�L�M�D���S�U�H�P�D��

tipu reakcija (tablica 1).  

 

Tablica 1. Klasifikacija enzima 

klasa enzima 
broj  

tip reakcije 
klasificirani dostupni 

1. oksidoreduktaze ~700 ~100 oksidacija-redukcija: oksigenacija C�±H, 
C�±C, C=C veza, uklanjanje ili dodavanje 
ekvivalenata vodikovih atoma  

2. transferaze ~750 ~100 transfer skupina: aldehidne, ketonske, 
acilne, fosforilne, metilne, NH3 

3. hidrolaze ~650 ~180 �K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�R�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�H�� �H�V�W�H�U�D���� �D�P�L�G�D����
laktona, laktama, epoksida, nitrila, 
anhidrida, glikozida, organohalogena 

4. liaze ~300 ~40 adicija-eliminacija malih molekula sa 
C=C, C=N, C=O veze 

5. izomeraze ~150 6 �L�]�R�P�H�U�L�]�D�F�L�M�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�D�F�H�P�L�]�D�F�L�M�D����
epimerizacija, pregradnja 

6. ligaze ~800 5 nastajanje-cijepanje C�±O, C�±S, C�±N, C�±
C veze uz cijepanje trifosfata 
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Jedna od prednosti �H�Q�]�L�P�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W. Reakcije katalizirane enzimima su 108 �± 

1010 pa i do 1017 �S�X�W�D�� �E�U�åe od nekataliziranih reakcija te �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �P�D�O�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �]�D��

�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �U�H�D�N�F�L�M�D���� �����t3 �± 10�t4 % mola enzima u odnosu na supstrat, dok je kemijskog 

katalizatora potrebno 0,1 �± 1 %.5 �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �H�Q�]�L�P�L�� �V�X�� �S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�L�� �]�D�� �R�N�R�O�L�ã���± lako su 

�U�D�]�J�U�D�G�L�Y�L�����-�R�ã���M�H�G�Q�D���S�U�H�G�Q�R�V�W���M�H���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���S�U�L���E�O�D�J�L�P uvjetima: pH 5 �± 8 i temperatura 20 �± 

������ �ƒ�&���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�X�M�X�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H���� �6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �H�Q�]�L�P�L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�M�X�� �X�� �L�V�W�L�P�� �L�O�L��

�V�O�L�þ�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�W�L�� �Y�L�ã�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�� �N�D�V�N�D�G�X�� �U�H�D�N�F�L�M�D���� �7�L�P�H�� �V�H�� �L�]�E�M�H�J�D�Y�D��

�L�]�R�O�L�U�D�Q�M�H�� �P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�D�� �W�H�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �S�R�P�D�N�Q�X�W�L�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�X�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�U�H�P�D�� �å�H�O�M�H�Q�R�P��

�S�U�R�G�X�N�W�X���� �(�Q�]�L�P�L�� �Q�L�V�X�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�L�� �V�D�P�R�� �Q�D�� �V�Y�R�M�H�� �S�U�L�U�R�G�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H, a �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �U�D�G�L�W�L�� �L�� �X��

vodenom i u nevodenom mediju���� �'�D�Q�D�V�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�� �Y�H�O�L�N�L�� �V�S�H�N�W�D�U�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H��

�S�U�R�Y�H�V�W�L���S�R�P�R�ü�X���H�Q�]�L�P�D, pa i one koje nisu izvedive kemijskim metodama.  

�=�D�� �H�Q�]�L�P�H�� �V�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �W�L�S�R�Y�L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �N�H�P�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W����

�U�H�J�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �L�� �H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �(�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�P�� �V�X�S�V�W�U�D�W�X�� �V�H��

�S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�R�P�� �G�D�� �V�X�� �H�Q�]�L�P�L�� �J�U�D�ÿ�H�Q�L�� �R�G��L-aminokiselina te, jer i sami imaju kiralne 

centre, prepoznaju kiralne supstrate s kojima tvore komplekse enzim�±supstrat. 

Desimetrizacijom mogu prevesti prokiralni supstrat u kiralni produkt.  

Nedostatak enzima je da postoje samo u jednom enantiomernom obliku i nije poznat 

�Q�D�þ�L�Q�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�D�� �]�U�F�D�O�Q�H�� �S�U�H�V�O�L�N�H�� �H�Q�]�L�P�D����Ipak, postoje enzimi koji pokazuju 

enantioselektivnost prema dugom enantiomeru supstrata. Enzimi funkcioniraju pri blagim 

uvjetima, a �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H temperature, pH medija ili koncentracije soli �þ�H�V�W�R vodi do deaktivacije 

proteina. �7�D�N�R�ÿ�H�U, pri niskoj temperaturi enzimi gube aktivnost. Enzimi su najaktivniji u vodi, 

�Q�R�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �M�H�� �X�� �Y�R�G�L slabo topljiva���� �3�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �X�� �Q�H�Y�R�G�H�Q�R�P��

mediju nudi puno prednosti. To su topljivost nepolarnih supstrata u organskom otapalu, �Q�L�å�H��

�Y�U�H�O�L�ã�W�H�� �L�� �Y�L�ã�L�� �W�O�D�N�� �S�D�U�D�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D�� �W�H�� �M�H�I�W�L�Q�L�M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �V�S�R�U�H�G�Q�L�K��

�U�H�D�N�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �þ�H�V�W�R�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�X�� �X�� �Y�R�G�L�� ���K�L�G�U�R�O�L�]�D���� �U�D�F�H�P�L�]�D�F�L�M�D���� �S�R�O�L�P�H�U�L�]�D�F�L�M�D���� �U�D�V�S�D�G������

�S�R�P�L�F�D�Q�M�H�� �W�H�U�P�R�G�L�Q�D�P�L�þ�N�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �U�H�D�N�F�L�M�D���� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�H��mikrobijalne 

kontaminacije���� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �Q�L�V�X�� �P�R�J�X�ü�H�� �X�� �Y�R�G�H�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X����

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �H�Q�]ima izravno u kemijskom procesu.6 Nedostatak upotrebe nekih 

enzima je ovisnost o kofaktorima. Kofaktori, k�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �K�H�P���� �I�O�D�Y�L�Q���� �1�$�'���3���+�� �L�� �$�7�3���� �V�X��

�Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�L�����V�N�X�S�L���L���W�H�ã�N�R���V�H���U�H�F�L�N�O�L�U�D�M�X���]�D���S�R�Q�R�Y�Q�X���X�S�R�W�U�H�E�X�����1�D�G�D�O�M�H����u enzimskim reakcijama 

�P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�R�P�� �L�O�L�� �S�U�R�G�X�N�W�R�P���� �,�Q�K�L�E�L�F�L�M�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�R�P�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�]�E�M�H�ü�L��

postupnim dodavanjem supstrata, dok inhibicija produktom zahtijeva uklanjanje produkta. 
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�0�R�J�X�ü�H���M�H���G�R�G�D�W�L���M�R�ã���M�H�G�D�Q���X�]�D�V�W�R�S�Q�L���N�R�U�D�N���N�R�M�L���E�L��in situ kemijski uklanjao produkt enzima. 

Enzim�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U �P�R�J�X�� �L�]�D�]�Y�D�W�L�� �D�O�H�U�J�L�M�V�N�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H���� �Q�R�� �W�R�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �L�]�E�M�H�ü�L��ispravnim 

rukovanjem i oprezom.7 

 

2.2. �(�Q�]�L�P�V�N�D���N�L�Q�H�W�L�þ�N�D���U�H�]�R�O�X�F�L�M�D 
Kinetiku enzima opisuje Michaelis-Mentenina �M�H�G�Q�D�G�å�E�D ���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�� �������� �-�H�G�Q�D�G�å�E�D��

pretpostavlja �X�V�W�D�O�M�H�Q�R���V�W�D�Q�M�H���X���N�R�M�H�P���M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�D���W�H���Y�U�L�M�H�G�L���]�D��

�V�X�V�W�D�Y�� �X�� �N�R�M�H�P�� �M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �Y�H�ü�D��od kon�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �L�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �M�H�G�Q�D�N�D��

�S�R�þ�H�W�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D, a koncentracija produkta i povratna reakcija zanemarive. 

�3�R�þ�H�W�Q�D���E�U�]�L�Q�D���X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���V�X�Sstrata daje hiperbolnu funkciju (slika 1).8,9 

 

 
�R�4 
L

�8�k�_�i�q
E�>���?

�-�Q 
E�>���?
 (1) 

 

�6�O�L�N�D���������2�Y�L�V�Q�R�V�W���S�R�þ�H�W�Q�H���E�U�]�L�Q�H���R���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L supstrata prema Michaelis-Menteninoj 

�M�H�G�Q�D�G�å�E�L ���M�H�G�Q�D�G�å�E�D����) 

 

Michaelis-Mentenina �M�H�G�Q�D�G�å�E�D�� �Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�L�� �]�D�� �O�L�S�D�]�H�� �]�E�R�J�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �S�U�L��

�N�U�L�W�L�þ�Q�R�M���P�L�F�H�O�D�U�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���V�Xpstrata ���Y�L�ã�H���X���S�R�J�O�D�Y�O�M�X��������. Lipaze u biokatalizi).10  

�2�S�ü�H�Q�L�W�R �X���N�H�P�L�M�V�N�R�M���U�H�D�N�F�L�M�L���G�R�O�D�]�L���G�R���Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D���Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�J���P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�D���L�]���N�R�M�H�J��

�]�D�W�L�P�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �S�U�R�G�X�N�W���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �N�R�R�U�G�L�Q�D�W�D�� �P�R�U�D�� �S�U�L�M�H�ü�L�� �H�Q�H�U�J�L�M�V�N�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X�� �N�D�N�R�� �E�L se 

�V�X�V�W�D�Y���G�R�Y�H�R���X���Q�L�å�H���H�Q�H�U�J�L�M�V�N�R���V�W�D�Q�M�H���X���N�R�M�H�P���M�H���S�U�R�G�X�N�W�����5�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���H�Q�H�U�J�L�M�H���U�H�D�N�W�D�Q�W�D���L��

prijelaznog stanja naziva se aktivacijska Gibbsova energija (�ûG�•)���� �D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�Q�H�U�J�L�M�H��
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reaktanta i produkta reakcijska Gibbsova energija (�ûrG������ �5�H�D�N�F�L�M�X�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �X�þ�L�Q�L�W�L��

energetski povoljnijom �V�Q�L�å�D�Y�D�Q�M�H�P��aktivacijske energije (slika 2). �8�S�U�D�Y�R�� �W�R�� �þ�L�Q�H�� �H�Q�]�L�P�L��

�S�R�Y�R�O�M�Q�L�P�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �V�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�R�P�� �L�� �S�U�H�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P�� �X�� �M�H�G�D�Q�� �L�O�L�� �Y�L�ã�H�� �P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�D�W�D���� �3�U�L��

�W�R�P�H���V�H���U�H�D�N�F�L�M�D���E�U�å�H���G�R�Y�R�G�L���X���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R���V�W�D�Q�M�H�����D�O�L���V�H���Q�H���P�L�M�H�Q�M�D���U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���U�H�D�N�F�L�M�H��11  

Enzimi koriste interakcije i �Y�H�]�H�� �N�U�R�]�� �Y�L�ã�H�� �W�L�S�R�Y�D�� �N�D�W�D�O�L�]�H���� �N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R-bazna, 

�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�D���� �H�O�H�N�W�U�R�V�W�D�W�V�N�D�� �N�D�W�D�O�L�]�D�� �L�� �N�D�W�D�O�L�]�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�H�W�D�O�Q�R�J�� �L�R�Q�D���� �1�H�N�L�P�� �H�Q�]�L�P�L�P�D�� �M�H�� �]�D��

�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���U�H�D�N�F�L�M�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �S�R�P�R�ü�� �N�R�I�D�N�W�R�U�D���� �.�R�I�D�N�W�R�U�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �P�H�W�D�O�Q�L�� �L�R�Q���� �R�U�J�D�Q�V�N�D�� �L�O�L��

m�H�W�D�O�R�R�U�J�D�Q�V�N�D���P�R�O�H�N�X�O�D�����N�R�H�Q�]�L�P�����L�O�L���S�U�R�V�W�H�W�L�þ�N�D���V�N�X�S�L�Q�D��12   

 

 

Slika 2. �6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���X�W�M�H�F�D�M�D���H�Q�]�L�P�D���Q�D���*�L�E�E�V�R�Y�X���H�Q�H�U�J�L�M�X���U�H�D�N�F�L�M�H���S�U�L���þ�H�P�X���M�H���6��

�V�X�S�V�W�U�D�W�����(���H�Q�]�L�P�����•���S�U�L�M�H�O�D�]�Q�R���V�W�D�Q�M�H���X���Q�H�N�D�W�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�M���U�H�D�N�F�L�M�L�����(�6�• prijelazno stanje u 

kataliziranoj reakciji, P produkt reakcije 

 

�.�D�G�D�� �V�H�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �S�R�G�Y�U�J�Q�H�� �H�Q�]�L�P�V�N�R�M�� �U�H�D�N�F�L�M�L���� �G�R�O�D�]�L�� �G�R��transformacije 

�S�U�H�W�H�å�L�W�R jednog enantiomera (shema 2). Zbog kiralnosti aktivnog mjesta, jedan enantiomer 

�E�R�O�M�H���R�G�J�R�Y�D�U�D���D�N�W�L�Y�Q�R�P���P�M�H�V�W�X���ã�W�R���U�H�]�X�O�W�L�U�D���Y�H�ü�R�P���E�U�]�Lnom reakcije jednog enentiomera, tj. 

�N�L�Q�H�W�L�þ�N�R�P�� �U�H�]�R�O�X�F�L�M�R�P�� �U�D�F�H�P�D�W�D���� �=�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �G�H�V�L�P�H�W�U�L�]�D�F�L�M�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �X�� �W�H�R�U�L�M�L�� �P�R�å�H��

�S�U�R�Y�H�V�W�L���V���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���R�G�������� ������ �X���N�L�Q�H�W�L�þ�N�R�M���U�H�]�R�O�X�F�L�M�L���V�Y�D�N�L���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U���V�H���P�R�å�H���G�R�E�L�W�L���V��

�L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���R�G������ %. U praksi vrlo rijetko dolazi do konverzije samo jednog enantiomera i 

reakcija ne staje na 50 %, nego usporava blizu te vrijednosti. Brzina transformacije svakog 

enantiomera varira sa stupnjem konverzije s obzirom da se omjer enantiomera mijenja.  
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Kinetika enzimske rezoluci�M�H�� �P�R�å�H�� �V�H�� �R�S�L�V�D�W�L��enantiomernim omjerom E (E-

vrijednosti). E-vrijednost je konstantna za reakciju i opisuje ovisnost konverzije i 

enantiomernog �Y�L�ã�N�D���V�X�S�V�W�U�D�W�D����ev(S)), odnosno produkta (ev(P)) ���M�H�G�Q�D�G�å�E�H 2 i 3).7 

 

 

Shema 2. 

 
 

�' 
L
�Ž�•

�>�A�R�:���;�:�s
F �A�R�:�5�;�;�?
�:�A�R�:�2�; 
E�A�R�:�5�;�;

�Ž�•
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E�A�R�:�5�;�;�?

�:�A�R�:�2�; 
E�A�R�:�5�;

 (2) 

 
 

�' 
L
�Ž�•���>�s
F �?�:�s
E�A�A�:���;�;�?

�Ž�•���>�s
F �?�:�s
F�A�A�:���;�;�?
 (3) 

 

Iznad konverzije od 50 ������ �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�Ua�F�L�M�D�� �V�O�D�E�L�M�H�J�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H��

transformacije te ev���3���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �R�S�D�G�D�� �Q�D�N�R�Q�� �N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�H�� �R�G�� ���� ������ �2�S�W�L�þ�N�D�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �P�D�Q�M�H��

kompatibilnog supstrata je niska do konverzije od 40 ������ �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�H���S�R�Y�H�ü�D���R�N�R������ % te je 

maksimalna iznad 60 ������ �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�D�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�D�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �V�H�� �]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D��

konverziji od 40 % gdje je �þ�L�V�W�R�ü�D �S�U�R�G�X�N�W�D���Q�D���R�S�W�L�P�D�O�Q�R�M���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����D���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���Q�D�M�E�O�L�å�H��

idealnom od 50 ������ �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�R�� �ã�W�R�� �þ�L�ã�ü�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W���� �S�U�R�G�X�N�W�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�]�R�O�L�U�D�W�L���� �D�� �V�X�S�V�W�U�D�W��

podvrgnuti drugom koraku do konverzije od 60 %, gdje je �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H s�X�S�V�W�U�D�W�D�� �Q�D�M�E�O�L�å�H 

konverziji od 50 %.13  

�(�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�L���R�P�M�H�U�L���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�V�S�R�G���������V�X���V�O�D�E�L���]�D���S�U�D�N�W�L�þ�Q�X���X�S�R�U�D�E�X�����9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���X��

rasponu 15 �± 30 smatraju se �V�U�H�G�Q�M�L�P�� �G�R�� �G�R�E�U�L�P�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D���� �D�� �L�]�Q�D�G�� ������ �R�G�O�L�þ�Q�L�P�D����

Vrijednosti E > 200 odnose se na visoko enantioselektivne reakcije iz kojih se mogu dobiti 

�S�U�R�G�X�N�W�L���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�H���þ�L�V�W�R�ü�H���! 99 %.14  

 

2.3. Lipaze u biokatalizi 
�/�L�S�D�]�H���V�X���H�Q�]�L�P�L���N�R�M�L���K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�M�X���W�U�L�J�O�L�F�H�U�L�G�H���G�R���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���L���J�O�L�F�H�U�R�O�D�����ý�H�V�W�R���V�H���N�R�U�L�V�W�H��

u organskoj kemiji za pripravu kiralnih produkata �W�H�� �V�X�� �Q�D�M�E�R�O�M�H�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�D�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �H�Q�]�L�P�D����
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�9�H�ü�L���G�L�R���O�L�S�D�]�D���L�]�R�O�L�U�D�Q���M�H���L�]���E�D�N�W�H�U�L�M�D���L���J�O�M�L�Y�D�����D���P�D�Q�M�L���G�L�R���L�]���V�L�V�D�Y�D�F�D�����,�D�N�R���P�R�J�X���K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�W�L��

�L�� �I�R�U�P�L�U�D�W�L�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�H�� �H�V�W�H�U�H�� �N�D�R�� �S�U�R�W�H�D�]�H�� �L�� �H�V�W�H�U�D�]�H���� �Q�M�L�K�R�Y�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �M�H�� �G�U�X�J�D�þ�L�M�L�� �L�� �L�P�D��

jedinstvena svojstva. Ne prate Michaelis-Menteninu kinetiku ovisnu o koncentraciji supstrata, 

nego su skoro potpuno neaktivne sve dok je supstrat disociran u otopini (slika 3).10 Kada se 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�� �L�]�Q�D�G�� �J�U�D�Q�L�F�H�� �W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �W�H�� �V�H�� �S�R�M�D�Y�L�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�� �V�O�R�M�� lipaze 

postanu aktivne. Ta pojava se naziva interfacijalna aktivacija.15 Koncentracija supstrata, pri 

�N�R�M�R�M�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �Q�L�V�X�� �Y�L�ã�H�� �W�R�S�O�M�L�Y�L���� �D�� �O�L�S�D�]�H�� �S�R�V�W�D�M�X�� �D�N�W�L�Y�Q�H���� �Q�D�]�L�Y�D�� �V�H�� �N�U�L�W�L�þ�Q�D�� �P�L�F�H�O�D�U�Q�D��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� ���&�0�&������ �8�� �Q�H�D�N�W�L�Y�Q�R�P�� �V�W�D�Q�M�X�� �.-zavojnica prekriva aktivno mjesto16�±19, no na 

granici vodenog i lipofilnog sloja otkriva se aktivno mjesto i enzim prelazi u aktivnu 

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X���� �'�D�� �E�L�� �V�H�� �V�W�Y�R�U�L�R�� �G�Y�R�I�D�]�Q�L�� �P�H�G�L�M���� �P�R�å�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

supstrata ili otap�D�O�R���N�R�M�H���V�H���Q�H���P�L�M�H�ã�D���V���Y�R�G�R�P���� 

 

 

Slika 3. Kinetika lipaza  

 

 Lipaze mogu hirolizirati i estere koji nisu gliceridi te neke mogu hidrolizirati i 

tioestere.20 S obzirom da su prirodni supstrati esteri triacilgliceridi s kiralnim centrom na 

alkoholnom dijelu i akiralnom kiselinom���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �V�X�S�W�U�D�W�D�� �Noji se koriste u sintezi 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, kiselin�V�N�L�� �G�L�R�� �E�L�� �W�U�H�E�D�R�� �L�P�D�W�L�� �W�U�L�� �G�R�� �þ�H�W�L�U�L�� �X�J�O�M�L�N�R�Y�D�� �D�W�R�P�D�� �]�E�R�J��

lipofilnosti supstrata.  

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �H�V�W�H�U�D�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �O�L�S�D�]�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �H�Q�D�Q�W�L�R�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W��

prema Kazlauskasovom pravilu.21 �$�N�R���M�H���V�N�X�S�L�Q�D���Y�H�ü�H�J���S�U�L�R�U�L�W�H�W�D���51 �Y�H�ü�D���R�G���V�N�X�S�L�Q�H���P�D�Q�M�H�J��
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prioriteta R2���� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �O�L�S�D�]�D�� �S�U�L�K�Y�D�W�L�W�L�� �L�P�D�� ��R)-konfiguraciju na 

�D�O�N�R�K�R�O�Q�R�M�� �V�N�X�S�L�Q�L���� �7�R�þ�Q�R�V�W�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�Q�M�D�� �N�R�Q�I�L�J�X�U�D�F�L�M�H�� �M�H�� �•�� ������ ������ �G�R�N�� �M�H�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�Q�M�H�� �.-

kiralnog centra na kiselinskoj skupini manje pouzdana. Manji dio supstrata koji imaju kiralni 

�F�H�Q�W�D�U���Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�M���V�N�X�S�L�Q�L���O�L�S�D�]�H���O�D�N�ã�H���S�U�L�K�Y�D�ü�D�M�X���D�N�R���D�O�N�R�K�R�O�Q�L���G�L�R���þ�L�Q�L���G�X�J�L���Q�H�U�D�]�J�U�D�Q�D�W�L��

�O�D�Q�D�F���N�D�R���ã�W�R���M�H��n-�E�X�W�D�Q�R�O���W�H���ü�H���S�U�H�I�H�U�L�U�D�Q�L���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U���E�L�W�L����S)-konfiguracije (slika 4).  

 

 

Slika 4. Konfiguracija supstrata lipaza prema Kazlauskasovom pravilu  

 
 �/�L�S�D�]�H�� �V�H�� �P�R�J�X�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�W�L�� �S�U�H�P�D�� �V�W�H�U�L�þ�N�L�P�� �]�D�K�W�M�H�Y�L�P�D�� �]�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H���� �3�U�L�P�M�H�U�L�F�H����

lipaza iz Aspergillus �V�S���� �S�U�L�K�Y�D�ü�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �N�U�X�S�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H�� �L�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �P�D�Q�M�X�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

prema manjim supstratima, dok su supstrati lipaze iz Candida �V�S���� �Y�H�ü�L�� �L�� �V�U�H�G�Q�M�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H����

Lipaze iz Pseudomonas sp. i Mucor �V�S�����V�X���M�D�N�R���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�H���S�U�H�P�D���P�D�Q�M�L�P���V�X�S�V�W�U�D�W�L�P�D���L���W�H�ã�N�R��

�S�U�L�K�Y�D�ü�D�M�X�� �Y�H�ü�H���� �6�L�U�R�Y�D�� �O�L�S�D�]�D�� �L�]�� �V�Y�L�Q�M�V�N�H�� �J�X�ã�W�H�U�D�þ�H�� ���3�3�/���� �M�H�� �V�P�M�H�V�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�L�K��

enzima te je �W�H�ã�N�R�� �S�U�H�G�Y�L�G�M�H�W�L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D�� �3�3�/�� �M�H�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�D�� �S�U�H�P�D�� �P�D�Q�M�L�P��

supstratima (shema 3).7  

 

Shema 3. 
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�ý�H�V�W�R���V�H���N�R�U�L�V�W�H���O�L�S�D�]�H���L�]���N�Y�D�V�F�D��Candida sp. (Candida lipolytica, Candida antarctica i 

Candida rugosa). Lipaza iz C. rugosa, odnosno C. cylindracea ���&�&�/���� �M�H�� �þ�H�V�W�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D��

�U�H�]�R�O�X�F�L�M�X�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D���� �S�R�V�H�E�Q�R�� �F�L�N�O�L�þ�N�L�K���� �L�� �U�M�H�ÿ�H�� �]�D�� �U�H�]�R�O�X�F�L�M�X�� �.-supstituiranih 

�N�D�U�E�R�N�V�L�O�D�W�D�����3�U�H�P�D���U�D�Y�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�P���V�X�S�V�W�U�D�W�L�P�D���S�R�N�D�]�X�M�H���G�R�E�U�X���H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���D�N�R���L�P�D�M�X��

velike supstituente, a prema esterima primarnih alkohola pokazuje slabu enantioselektivnost. 

Candida rugosa proizvodi nekoliko izoformi lipaze, a 5 je klonirano i sekvencirano.22  

C. antarctica proizvodi dva izoenzima, A (CAL-A) i B (CAL-B). CAL-A je 

termostabilnija �L�� �Y�H�å�H�� �&�D2+, dok je CAL-B manje otporna na ekstremnije temperature i 

neovisna o prisutnosti metala. CAL-�$�� �M�H�� �M�D�N�R�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �S�U�H�P�D�� �W�U�L�J�O�L�F�H�U�L�G�L�P�D�� �L�� �Q�H�� �S�U�L�K�Y�D�ü�D��

neprirodne estere. CAL-�%���S�U�L�K�Y�D�ü�D���U�D�]�Q�H���Q�H�S�U�L�U�R�G�Q�H���H�V�W�H�U�H���L���þ�H�ã�ü�H���V�H���N�R�U�L�V�W�L���X���V�L�Q�W�H�]�L�����&�$�/-B 

se deaktivira tek pri 50 �± �������ƒ�&���W�H���Q�H�P�D���L�]�U�D�å�H�Q�X���L�Q�W�H�U�I�D�F�L�M�D�O�Q�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���ã�W�R���M�X���þ�L�Q�L���V�O�L�þ�Q�L�M�R�P��

esterazama. Aktivna je prema supstratima koji imaju kiralni centar ili na alkoholnom ili na 

�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�P�� �G�L�M�H�O�X�� �W�H�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�D�� �L�� �G�H�V�L�P�H�W�U�L�]�D�F�L�M�D��meso-spojeva. Dobri supstrati su manji od 

supstra�W�D�� �&�&�/���� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�X�� �W�R�� �D�F�H�W�D�W�Q�L�� �L�O�L�� �E�X�W�L�U�D�W�Q�L�� �H�V�W�H�U�L�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D��koji �Q�D�� �&���± ili 

�&���±�S�R�O�R�å�D�M�X��imaju �U�D�Y�Q�L���O�D�Q�D�F���L�O�L���P�R�Q�R�F�L�N�O�L�þ�N�X���V�N�X�S�L�Q�X���� 

Visokoselektivne lipaze su izolirane iz Pseudomonas sp. (P. fluoresens, P. aeruginosa, 

P. cepacia, P. glumae) (�3�6�/������ �2�Y�H���O�L�S�D�]�H���S�U�H�I�H�U�L�U�D�M�X���Ä�X�å�H�³���V�X�S�V�W�U�D�W�H���L���S�R�N�D�]�X�M�X���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

prema (R)-esterima sekundarnih alkohola. Pokazuju i znatnu selektivnost u desimetrizaciji 

�V�S�R�M�H�Y�D�� �V�� �X�G�D�O�M�H�Q�L�M�L�P�� �S�U�R�N�L�U�D�O�Q�L�P�� �F�H�Q�W�U�L�P�D�� �W�H�� �P�R�J�X�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �L�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�W�L�� �H�V�W�H�U�H�� �þ�L�M�L�� �M�H��

kir�D�O�Q�L�� �F�H�Q�W�D�U�� �Q�D�� �D�W�R�P�X�� �V�X�P�S�R�U�D���� �7�L�S�L�þ�Q�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �V�X�� ���&����-acetatni esteri koji s jedne strane 

�L�P�D�M�X�� �P�D�O�X���� �D�� �V�� �G�U�X�J�H�� �Y�H�O�L�N�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �W�H�� �S�U�L�K�Y�D�ü�D�M�X�� �L�� �H�V�W�H�U�H�� �F�L�N�O�L�þ�N�L�K�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D����

�3�R�V�H�E�Q�R���V�X���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�H���S�U�H�P�D���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�P���L���S�U�R�N�L�U�D�O�Q�L�P���S�U�L�P�D�U�Q�L�P���D�O�N�R�K�R�O�L�Pa.  

�ý�H�V�W�R�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �L�� �O�L�S�D�]�H�� �L�]��Mucor sp. (M. miehei, M. javanicus���� ���0�6�/������ �6�W�H�U�L�þ�N�L��

�]�D�K�W�M�H�Y�L���]�D���V�X�S�V�W�U�D�W�H���V�X���V�O�L�þ�Q�L���V�X�S�V�W�U�D�W�L�P�D���3�6�/��7 

�/�L�S�D�]�H���L�P�D�M�X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �W�U�L�M�D�G�X���6�H�U�±His�±�$�V�S���*�O�X���L���R�N�V�L�D�Q�L�R�Q�V�N�X���ã�X�S�O�M�L�Q�X���X���D�N�W�L�Y�Q�R�P��

mjestu. Aspartat, odnosno glutamat snizuje pKa �K�L�V�W�L�G�L�Q�D���L���þ�L�Q�L���J�D���E�R�O�M�R�P���E�D�]�R�P���� �+�L�V���X�]�L�P�D��

�S�U�R�W�R�Q�� �V�H�U�L�Q�X�� �L�� �þ�L�Q�L�� �J�D�� �E�R�O�M�L�P�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�R�P���� �6�H�U�L�Q�� �G�M�H�O�X�M�H�� �N�D�R�� �N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�� �N�D�W�D�O�L�]�D�W�R�U�� �W�H��

nukleofilno napada supstrat (slika 5). �0�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W enzim�±supstrat ima tetraedarsku 

strukturu, stabiliziran je kova�O�H�Q�W�Q�R�P���Y�H�]�R�P���L�]�P�H�ÿ�X���Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�J���N�L�V�L�N�D���E�R�þ�Q�R�J���O�D�Q�F�D���V�H�U�L�Q�D��

�W�H�� �M�H�� �N�D�U�E�R�Q�L�O�Q�L�� �N�L�V�L�N�� �V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�� �Y�R�G�L�N�R�Y�L�P�� �Y�H�]�D�P�D�� �X�� �R�N�V�L�D�Q�L�R�Q�V�N�R�M�� �ã�X�S�O�M�L�Q�L���� �$�O�N�R�K�R�O�Q�D��

�V�N�X�S�L�Q�D���X�]�L�P�D���S�U�R�W�R�Q���V���K�L�V�W�L�G�L�Q�D���L���R�V�O�R�E�D�ÿ�D���V�H���D�O�N�R�K�R�O�����G�R�N���M�H���D�F�L�O���M�R�ã���Y�H�]�D�Q���]�D���V�H�U�L�Q�����+�L�V�W�L�G�L�Q��
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aktivira �Y�R�G�X���G�M�H�O�X�M�X�ü�L���N�D�R���E�D�]�D���W�H���Y�R�G�D���Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R���Q�D�S�D�G�D���D�F�L�O���S�U�L���þ�H�P�X���M�R�ã���M�H�G�Q�R�P���Q�D�V�W�D�M�H��

�W�H�W�U�D�H�G�D�U�V�N�L���P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�����8�]�L�P�D�Q�M�H�P���S�U�R�W�R�Q�D���V���K�L�V�W�L�G�L�Q�D���Q�D�V�W�D�M�H���N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D��23, 24 

 

 

Slika 5. �.�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���O�L�S�D�]�D 

 

2.4. Halogenhidrin dehalogenaze u biokatalizi 
Halogenhidrin dehalogenaze (HHDH) (EC 3.8.1.5.) su bakterijski enzimi koji u 

prirodi sudjeluju u razgradnji vicinalnih halogeniranih alkohola.7  

HHDH �V�D�G�U�å�H�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �W�U�L�M�D�G�X�� �6�H�U�±Tyr�±Arg. Tyr je baza, dok Ser sudjeluje u 

�Y�H�]�D�Q�M�X�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D���� �8�O�R�J�D�� �D�U�J�L�Q�L�Q�D�� �M�H�� �V�Q�L�å�D�Y�D�Q�M�H�� �SKa tirozina koji uzima proton hidroksilne 

�V�N�X�S�L�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W�� �]�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �K�D�O�R�J�H�Q�L�G�Q�R�J�� �L�R�Q�D (slika 

6).25, 26  

 

 

 

Slika 6. �.�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L mehanizam HHDH 
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 Reakcija koju HHDH katalizira je reverzibilna. U smjeru nastajanja epoksida 

hidroksilna skupina supstrata se vodikovim vezama �Y�H�å�H s hidroksilnim skupinama serina i 

tirozina. Protonacija tirozina i nukleofilni napad vode do zatvaranja prstena i �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D��

halogenida. U smjeru otvaranja epoksida dolazi do nukleofilnog napada halogenidnog iona 

(koji se nalazi u lipofilnom veznom mjestu za halogenidni ion) i simultane aktivacije epoksida 

protonacijom s tir�R�]�L�Q�V�N�R�J���E�R�þ�Q�R�J���O�D�Q�F�D��27  

 Osim prirodnih nukleofila, halogenidnih iona, otkriveno je da �H�Q�]�L�P�� �S�U�L�K�Y�D�üa niz 

neprirodnih nukleofila poput azida, nitrita, cijanida, (tio)cijanata i formijata. Brzine reakcija s 

cijanidom, (tio)cijanatom i formijatom su usporedive s reakcijama s halogenidnim ionima, 

dok su azidi i nitriti puno bolji nukleofili (slika 7).28,29 

 

 

Slika 7. Reakcije otvaranja epoksida koje katalizira HHDH 

 

HHDH kataliziraju reakcije uz visoku regioselektivnost, s preferiranim napadom 

nukleofila na manje supstituirani uglikov atom epoksidnog prstena (terminalni C�±atom). 
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�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �+�+�'�+�� �M�H�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�L�M�D�� �S�U�H�P�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�P�D (R)-apsolutne 

konfiguracije. 

 Otvaranje epoksida kemijskim metodama �R�E�L�þ�Q�R se odvija s manjom 

regioselektivnosti, potrebna je Lewisova kiselina kao katalizator, visoka temperatura, �G�X�å�H��

vrijeme trajanja reakcije i �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D���� �%�L�R�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�� �Rtvaranje epoksida 

odvija se u vodi, pod blagim uvjetima s visokom regioselektivnosti, stoga HHDH poput 

enzima HheB iz Mycobacterium predstavlja dobar katalizator za pripravu rac�H�P�L�þ�Q�L�K��

alkohola.30  

HHDH otvaraju i epihalogenhidrine. �%�U�R�P�R�D�O�N�R�K�R�O�L�� �L�� �N�O�R�U�R�D�O�N�R�K�R�O�L�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��

�V�X�S�V�W�U�D�W�L���+�+�'�+���W�H���U�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���V�D�G�U�å�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���S�U�R�G�X�N�W�H�����G�R�N���I�O�X�R�U�R�D�O�N�R�K�R�O���Q�L�M�H���V�X�S�V�W�U�D�W��

�]�E�R�J�� �Q�H�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� �Y�H�]�H�� �&-F. Iz tog razloga je iz epifuorhidrina �P�R�J�X�ü�H�� �G�R�E�L�W�L�� ��-

supstituirani-3-fluorpropan-2-ol bez nusprodukata���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �K�D�O�R�J�H�Q�K�L�G�U�L�Q�� �G�H�K�D�O�R�J�H�Q�D�]�H��

iz Mycobacterium sp. (HheB) �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�L��alkoholi (tablica 2).2 U reakciji s 

azidom postignuta je potpuna konverzija unutar 1 h. Reakcija je napredovala s �Q�H�ã�W�R���P�Dnjim 

�L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P �L�� �V�S�R�U�L�M�H�� �V�� �G�U�X�J�L�P�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �&�O�±, NO2
�± i CN�±. Konverzija s 

nitritom nakon 1 h iznosi 85 %. U reakciji nastaje i nusprodukt nitritni ester. Konverzija u 

reakciji s cijanidom i kloridom iznosi oko 70 %. Reakcija s cijanidom polagano nastavlja, dok 

klorid reagira reverzibilno. Za otvaranje epifluorhidrina optimalni �X�Y�M�H�W�L���V�X���X�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H����������

ekvivalenata NaN3, 2 ekvivalenta NaNO2 i NaCN te 5 ekvivalenata NaCl.  

 

Tablica 2. Rezultati otvaranja epifluorhidrina katalizirano HheB 

 

Nu ekvivalenti  t / h konv.a / % ��b / % 

N3 1,5 1 100 92 

NO2 2 2 100 31 

CN 2 3 100 84 

Cl 5 1 100 63 
a �N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���S�O�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� 
b �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���Q�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H���Srodukta 
 



�†���������(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L���G�L�R 13 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

�†������ EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Materijali  
�.�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X���E�H�]���S�U�H�W�K�R�G�Q�R�J���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D����Epifluorhidrin 

je nabavljen od tvrtke Manchester Organics, 1-fluor-3-klorpropan-2-ol od tvrtke Combi-

Blocks, natrijev cijanid i natrijev azid od Kemike. Od tvrtke Aldrich nabavljeni su vinil-acetat 

i acetil-klorid. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���V�X���R�W�D�S�D�O�D�����H�W�L�O-acetat (EtOAc), piridin, toluen, heksan, cikloheksan, 

t-butil-metil-eter (MTBE), diizopropil-eter (DIPE), dietil-eter, diklormetan (DCM) i 

dimetilsulfoksid (DMSO). Otapala su prije upotrebe �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D���G�H�V�W�L�O�D�F�L�M�R�P���� 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�� �O�L�S�D�]�H�� Pseudomonas fluorescens, PFL (�$�O�G�U�L�F�K���� �• 20 000 U/g; 

Fluka, 31,5 U/mg), imobilizirana lipaza iz Candida antarctica, CAL�±B (Sigma), 

imobilizirana lipaza iz Mucor miehei, Lipozyme IM (Novo Nordiks A/S, 49 BIU/g), lipaza iz 

Candida cylindracea, CCL (Fluka, 1,6 U/mg) i lipaza iz Pseudomonas cepacia, PCL 

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

kemijsku biologiju (Zavod za molekularnu biologiju, IRB). 

 

3.2. Metode  
Spektri nuklearne magnetske rezonancije, 1H-NMR i 13C-NMR, snimljeni su na spektrometru 

Bruker AV 300. Kao unutarnji �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �W�H�W�U�D�P�H�W�L�O�V�L�O�D�Q�� ���7�0�6������ �S�U�H�P�D�� �N�R�M�H�P�� �V�X��

�L�]�U�D�å�H�Q�L���S�R�P�D�F�L���X���S�S�P�����.�R�Q�V�W�D�Q�W�H���V�S�U�H�J�H����J�����L�]�U�D�å�H�Q�H���V�X���X���+�]���� 

Tankoslojna kromatografija (engl. thin layer chromatography, TLC) �U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H��na 

�S�O�R�þ�L�F�D�P�D�� �V�L�O�L�N�D�J�H�O�D�� �'�&�� �.�L�H�V�H�O�J�H�O�� ������ �)254 tvrtke Merck ���'�D�U�P�V�W�D�G�W���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� Za 

vizualizaciju mrlja �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H otopina fosfomolibdenske kiseline (55 g fosfomolibdenske 

kiseline, 7,5 g CeSO4, 495 mL H2O i 25 mL koncentrirane H2SO4). Kromatografsko 

p�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��produkata provedeno je na kolonama napunjenim silikagelom tvrtke Sigma 

�$�O�G�U�L�F�K�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���S�R�U�D���������c�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���þ�H�V�W�L�F�D�������±���������—�P���� 

Plinska kromatografija (GC) provedena je na serijskom plinskom kromatografu 

Hewlett-Packard 5890 s plameno-ionizacijskim detektorom (300 �ƒ�&������ �L�Q�M�H�N�W�R�U�R�P�� �]�D��

�G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���X�Q�R�ã�H�Q�Me uzorka (250 �ƒ�&���� �L�� �G�X�ã�L�N�R�P�� �N�D�R�� �S�O�L�Q�R�P�� �Q�R�V�L�R�F�H�P���� �7�L�M�H�N��reakcija je 

�S�U�D�ü�H�Q�� �Q�D koloni HP1 (������ �P�� �î�� ���������� �P�P�� �î�� ���������� �—�P���� �$�J�L�O�H�Q�W), �D�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�D�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �M�H��
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�R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �Q�D�� �N�L�U�D�O�Q�L�P�� �N�R�O�R�Q�D�P�D Beta DEXTM �������� �������� �P�� �î�� ���������� �P�P�� �î�� �����������—m, Supelco) i 

Lipodex E (�������P���î���������� �P�P���î�������������—�P�����0�D�F�K�H�U�\���1�D�J�H�O) prema uvjetima navedenim u tablici 

3. 

 

Tablica 3. Uvjeti separacije ena�Q�W�L�R�P�H�U�D�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D��1a-3a i acetata 2b-3b na GC 

kolonama.  

spoj kolona metoda 
Rt/min 

R S 

1a ���±DEX 225 ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 16,50 16,83 

2a Lipodex E ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 16,70 16,90 

3a ���±DEX 225 ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 12,22 11,97 

1b ���±DEX 225 ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 8,88 9,10 

2b Lipodex E ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 9,97 8,74 

3b ���±DEX 225 ���������ƒ�&�������P�L�Q���������ƒ�&���P�L�Q�±1 �G�R�����������ƒ�& 5,73 7,14 

 

3.3. �6�L�Q�W�H�]�D���V�X�S�V�W�U�D�W�D���L���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D 
 

3.3.1. 1-azido-3-fluorpropan-2-ol (1a) 

U okruglu tikvicu od 100 mL odvagan je epifluorhidrin (0,5 g, 6,573 mmol), dodan Tris�±SO4 

pufer (60 mL, 0,5 M, pH 7,5), NaN3 (0,641 g, 9,859 mmol) i enzim HheB (2,5 mL sirovog 

enzimskog ekstrakta). Sinteza je provedena u zatvorenoj tikvici  3 h pri sobnoj temperaturi uz 

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�D�J�Q�H�W�V�N�H�� �P�L�M�H�ã�D�O�L�F�H�� Reakcijska smjesa ekstrahirana je s EtOAc. 

O�U�J�D�Q�V�N�L���H�N�V�W�U�D�N�W���R�V�X�ã�Hn je na bezvodnom Na2SO4. Dobiveno je 571,6 mg produkta 1a (�� = 

73 %). Izolirani produkt analiziran je NMR spektroskopijom i plinskom kromatografijom.  
1H NMR (CDCl3): �/ = 2,39 (1H, d, J = 6,0 Hz), 3,4-3,46 (2H, m), 3,97-4,10  

(1H, m), 4,49 (2H, ddd, J1 = 47,0 Hz, J2 = 7,0 Hz, J3 = 5,0 Hz) ppm  
13C NMR (CDCl3): �/ = 52,5 (d, J = 6,5 Hz), 69,4 (d, J = 25,0), 85,9 (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 g, 6,573 mmol), dodan Tris�±SO4 

pufer (65 mL, 0,5 M, pH 7,5), DMSO (0,5 mL) i NaCN (1,611 g, 13,146 mmol). Sinteza je 

provedena �X���]�D�W�Y�R�U�H�Q�R�M���W�L�N�Y�L�F�L���������� �K���S�U�L���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���X�]�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���S�R�P�R�ü�X���P�D�J�Q�H�W�V�N�H��

�P�L�M�H�ã�D�O�L�F�H����Reakcijska smjesa ekstrahirana je s EtOAc. O�U�J�D�Q�V�N�L�� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �R�V�X�ã�Hn je na 

bezvodnom Na2SO4���� �3�U�R�G�X�N�W�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �Q�D�� �N�R�O�R�Q�L�� �V�L�O�L�N�D�J�H�O�D �X�]�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

polarnosti (heksan:DCM (1:1), �]�D�W�L�P�� �þ�L�V�W�L��DCM te DCM:EtOAc (9:1)). Dobiveno je 272,2 

mg produkta 2a (�� = 40 %). �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L produkt analiziran je NMR spektroskopijom i 

plinskom kromatografijom.  
1H NMR (CDCl3): �/ = 2,61�±2,70 (2H, m), 2,93 (1H, d, J = 5,76 Hz), 4,20 �± 4,24 (1H, m), 

4,48 (2H, dd, J1 = 48,0 Hz, J2 = 6,0 Hz) ppm 
13C NMR (CDCl3): �/ = 21,8 (d, J = 7,5 Hz), 66,3 (d, J = 28,5 Hz), 84,5 (d,  

J = 173,5 Hz), 116,7 ppm 

 

3.3.3. 1-azido-3-fluorprop-2-il acetat (1b) 

U okruglu tikvicu od 5 mL odvagan je alkohol 1a (0,081 g, 0,680 mmol), dodan piridin (1 

mL) i acetil-klorid (0,243 mL, 0,267 g, 3,40 mmol). Reakcija je provedena u tikvici s klor-

�N�D�O�F�L�M�H�Y�R�J���F�M�H�Y�þ�L�F�R�P�����������K���S�U�L �V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���X�]���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���S�R�P�R�ü�X���P�D�J�Q�H�W�V�N�H���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�H����

Reakcijska smjesa je uparena dodavanjem toluena. �6�L�U�R�Y�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �Me na koloni 

silikagela uz heksan:EtOAc (9:1) kao mobilnu fazu. Dobiveno je 42,7 mg produkta 1b (�� = 39 

���������3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���Srodukt je analiziran NMR spektroskopijom i plinskom kromatografijom.  
1H NMR (CDCl3): �/ = 2,14 (3H, s), 3,53 (2H, d, J = 5,13 Hz), 4,54 (2H, dd, J1 = 4,2 Hz, J2 = 

46,9 Hz); 4,45 �± 5,17 (1H, m) ppm 
13C NMR (CDCl3): �/ = 20,8, 49,7 (d, J = 6,0 Hz), 70,6 (d, J = 20,5 Hz),  

81,2 (d, J = 173,5 Hz), 170,0 ppm 

 

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

U okruglu tikvicu od 5 mL odvagan je alkohol 2a (0,050 g, 0,485 mmol), dodan piridin (0,7 

mL) i acetil-klorid (0,180 mL, 0,191 g, 2,43 mmol). Reakcija je provedena u tikvici s klor-

�N�D�O�F�L�M�H�Y�R�J���F�M�H�Y�þ�L�F�R�P������ �K���S�U�L���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���X�]���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���S�R�P�R�ü�X���P�D�J�Q�H�W�V�N�H���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�H����

Reakcijska smjesa je uparena dodavanjem toluena. �6�L�U�R�Y�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �M�H��na koloni 



�†���������(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L���G�L�R 16 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

silikagela uz heksan:EtOAc (7:3) kao mobilnu fazu. Dobiveno je 59,4 mg produkta 1b (�� = 84 

���������3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���S�U�R�G�X�N�W���M�H���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q���1�0�5��spektroskopijom i plinskom kromatografijom.  
1H NMR (CDCl3): �/ = 2,16 (3H, s), 2,83 (2H, d, J = 4,0 Hz), 4,70 (2H, dd,  

J1 = 47,0 Hz, J2 = 4,0 Hz, J3 = 1,8 Hz), 5,17-5,27 (1H, m) ppm 
13C NMR (CDCl3): �/ = 19,0 (d, J = 7,0 Hz), 20,7, 67,0 (d, J = 24,0 Hz),  

81,5 (d, J = 181,0 Hz), 115,5, 169,7 ppm 

 

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

U okruglu tikvicu od 5 mL odvagan je 1-fluor-3-klorpropan-2-ol (3a) (0,100 g, 0,889 mmol), 

dodan piridin (1,3 mL) i acetil-klorid (0,320 mL, 0,349 g, 4,443 mmol). Sinteza je provedena 

u tikvici s klor-�N�D�O�F�L�M�H�Y�R�J�� �F�M�H�Y�þ�L�F�R�P�� ���� �K�� �S�U�L�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�]�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�� �S�R�P�R�ü�X��

�P�D�J�Q�H�W�V�N�H�� �P�L�M�H�ã�D�O�L�F�H�� Reakcijska smjesa je uparena dodavanjem toluena. Sirovi produkt 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���Me na koloni silikagela uz heksan:EtOAc (7:3) kao mobilnu fazu. Dobiveno je 72,1 

mg produkta 3b (�� = 52 �������� �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�� �1�0�5��spektroskopijom i 

plinskom kromatografijom.  
1H NMR (CDCl3): �/ = 2,13 (3H, m), 3,62 �± 3,75 (2H, m), 4,47�±4,74 (2H, m), 5,12�±5,23 (1H, 

m) ppm 
13C NMR (CDCl3): �/ = 20,8, 40,8 (d, J = 7,5 Hz), 71,2 (d, J = 22,5 Hz), 80,9 (d, J = 173,5 

Hz), 169,9 ppm 

 

3.4. �%�L�R�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H 
 

3.4.1. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���O�L�S�D�]�D���X���N�L�Q�H�W�L�þ�N�R�M���U�H�]�R�O�X�F�L�M�L���D�O�N�R�K�R�O�D��1a-3a 

U Erlenmeyerovu tikvicu odvagan je supstrat 1a-3a (10 mg, 0,084 �± 0,097 mmol), otopljen u 

heksanu (5 mL) te je dodan vinil-acetat (1 mL, 14,0 mmol). Reakcije su provedene u 

termostatiranoj tresilici na 30 �ƒ�&���L�����������U�S�P. Pokrenute su dodatkom 10 mg enzima (CAL�±B, 

Lipozyme IM, CCL, PCL i PFL) te �V�X�� �S�U�D�ü�H�Q�H plinskom kromatografijom. Uzorci su 

analizirani u vremenskim intervalima 30�±60 min. 

 

3.4.2. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���R�U�J�D�Q�V�N�L�K���R�W�D�S�D�O�D���]�D���N�L�Q�H�W�L�þ�N�X���U�H�]�R�O�X�F�L�M�X���D�O�N�R�K�R�O�D��1a-3a 

U tikvicu je odvagan supstrat 1a-3a (10 mg, 0,084 �± 0,097mmol), otopljen u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

otapalima (5 mL) te je dodan vinil-acetat (1 mL, 14,0 mmol). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �R�W�D�S�D�O�D���� �K�H�N�V�D�Q����
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cikloheksan, toluen, MTBE i DIPE. �5�H�D�N�F�L�M�H���V�X���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���X���W�H�U�P�R�V�W�D�W�L�U�D�Q�R�M���W�U�H�V�L�O�L�F�L���Q�D���������ƒ�&��

i 220 rpm. Pokrenute su dodatkom 10 mg enzima PFL za 1a, PCL za 2a i CAL-B za 3a. 

�5�H�D�N�F�L�M�H�� �V�X�� �S�U�D�ü�H�Q�H plinskom kromatografijom. Uzorci su analizirani u vremenskim 

intervalima 30�±60 min. 

 

3.4.3. Biotransformacija alkohola na preparativnoj skali 

3.4.3.1. Biotransformacija alkohola 1a katalizirana lipazom iz Pseudomonas fluorescens  

U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL dodan je alkohol 1a (200 mg, 1,679 mmol), heksan (50 

mL), vinil-acetat (10 mL, 140 mmol) i enzim PFL (100 mg). Reakcija je provedena u 

termostatiranoj tresilici na 30 �ƒ�&�� �L�� �������� �U�S�P i prekinuta nakon 3h kod konverzije od 50%. 

Smjesa je p�U�R�I�L�O�W�U�L�U�D�Q�D���� �X�S�D�U�H�Q�D�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �Q�D�� �N�R�O�R�Q�L�� �V�L�O�L�N�D�J�H�O�D�� �X�]��

heksan:EtOAc (9:1) kao mobilnu fazu. Dobiveno je 72,5 mg acetata (S)-1b (�� = 27 %) i 11,8 

mg alkohola (R)-1a (�� = 6 %).  

 Sinteza je ponovljena i uz lipazu PFL �Q�L�å�H�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�Lvnosti. U tikvicu je dodan 

alkohol 1a (570 mg, 4,80 mmol), heksan (200 mL), vinil-acetat (50 mL, 700 mmol) i PFL 

(107 mg). Reakcija je provedena u istim uvjetima i prekinuta nakon 7 h kod konverzije od 39 

�������1�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���G�R�E�L�Y�H�Q�R���Me 86,0 mg acetata (S)-1b (�� = 11 %) i 65,4 mg 

alkohola (R)-1a (�� = 11 %). 

 Snimljeni su NMR spektri koji odgovaraju spektrima racemata.  

 

PFL ���$�O�G�U�L�F�K�����•���������������8���J�� 

ev(1a) = 85 % 

ev(1b) = 86 % 

[�.]D
st (1b)= +29,5 (c 1,22 CHCl3) 

E = 36 

 

uz PFL (Fluka, 31,5 U/mg) 

ev(1a) = 60 % 

ev(1b) = 92 % 

[�.]D
st (1a) = +4,3 (c 0,92 CHCl3) 

[�.]D
st (1b) = +33,7 (c 0,89 CHCl3) 

E = 44 
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3.4.3.2. Biotransformacija alkohola 2a katalizirana lipazom iz Pseudomonas cepacia  

U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL dodan je alkohol 2a (200 mg, 1,940 mmol), heksan (50 

mL), vinil-acetat (10 mL, 140 mmol) i enzim PCL (100 mg). Reakcija je provedena u 

�W�H�U�P�R�V�W�D�W�L�U�D�Q�R�M�� �W�U�H�V�L�O�L�F�L�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� �L�� �������� �U�S�P���� �7�L�M�H�N�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�U�D�ü�H�Q�� �M�H�� �*�&-om. Reakcija je 

zaustavljena nakon 6h kod konverzije od 55 %. Smjesa je profiltrirana, upar�H�Q�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D��

kromatografijom na koloni silikagela uz heksan:EtOAc (7:3) kao mobilnu fazu. Dobiveno je 

146,6 mg acetata (S)-2b (�� = 53 %) i 91,3 mg alkohola (R)-2a (�� = 46 %).  

 Snimljeni su NMR spektri koji odgovaraju spektrima racemata. 

 

ev(2a) = 84 % 

ev(2b) = 68 % 

[�.]D
st (2a) = +9,3 (c 1,08 CHCl3) 

[�.]D
st (2b) = +91,2 (c 1,04 CHCl3) 

E = 14 

 

3.4.3.3. Biotransformacija alkohola 3a katalizirana lipazom iz Candida antartica  

U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL dodan je alkohol 3a (200 mg, 1,777 mmol), heksan (50 

mL), vinil -acetat (10 mL, 140 mmol) i enzim CAL-B (100 mg). Reakcija je provedena u 

termostatirano�M���W�U�H�V�L�O�L�F�L���Q�D���������ƒ�&���L�����������U�S�P���W�H prekinuta nakon 10 h kod konverzije od 30 %. 

Tijek reakcije je �S�U�D�ü�H�Q���*�&-om. Reakcijska smjesa je profiltrirana i uparena te je dobiveno 40 

mg smjese acetata 3b i alkohola 3a.  

 Snimljeni su NMR spektri koji odgovaraju spektrima racemata.  

 

ev(3a) = 30 % 

ev(3b) = 69 % 

E = 7 
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�†������ REZULTATI I RASPRAVA  

4.1. �&�L�O�M���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 
Fluorirani organski spojevi �V�X�� �]�D�Q�L�P�O�M�L�Y�L�� �L�� �þ�H�V�W�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �N�D�R�� �N�L�U�D�O�Q�L�� �J�U�D�ÿ�H�Y�Q�L�� �E�O�R�N�R�Y�L. 

�0�Q�R�ã�W�Y�R�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �V�H�� �E�D�]�L�U�D�� �Q�D�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�L�� �I�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�P�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L����

antivirotici, antidepresivi, antidijabetici i drugi, s�W�R�J�D�� �V�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�R�Y�L�K�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �V�L�Q�W�H�]�H��

�I�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�K���N�L�U�D�O�Q�L�K���J�U�D�ÿ�H�Y�Q�L�K���E�O�R�N�R�Y�D���S�R�V�H�E�Q�R���E�L�W�Qa za farmaceutsku industriju.31 Ovaj rad se 

�Q�D�V�W�D�Y�O�M�D���Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X��Laboratoriju za stereoselektivnu katalizu i biokatalizu u kojima je 

�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�R�E�L�Y�D�Q�M�D�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�R�� �þ�L�V�W�L�K�� �I�O�X�R�U�L�U�D�Q�L�K�� �D�O�N�R�K�R�O�D �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

HHDH.2 �%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X��HHDH pokazale nisku enantioselektivnost u reakcijama i potencijal za 

�V�L�Q�W�H�]�X�� �V�D�P�R�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�� �W�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �X�� �V�P�M�H�U�X��

ispitivanja �G�U�X�J�L�K�� �E�L�R�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�K��pristupa kojima bi se mogli pripraviti ovi komercijalno 

zanimljivi spojevi. Cilj ovog rada je ispitati �H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �Q�L�]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �O�L�S�D�]�D�� �X��

�U�H�D�N�F�L�M�D�P�D���W�U�D�Q�V�H�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K���I�Ouoroalkohola 1a-3a (shema 1).  

  

4.2. �6�L�Q�W�H�]�D���V�X�S�V�W�U�D�W�D���L���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D 
�.�D�R�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �]�D�� �O�L�S�D�]�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�� �D�O�Noholi 1a-3a. Dok je spoj 3a komercijalno 

dostupan, spojeve 1a i 2a bilo je potrebno pripraviti. Sinteza spoja 1a �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���S�R�O�D�]�H�ü�L���L�]��

�U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J�� �H�S�L�I�O�X�R�U�K�L�G�U�L�Q�D (Shema 4)���� �$�]�L�G�R�O�L�]�D�� �H�S�R�N�V�L�G�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

halogenhidrin dehalogenazu HheB kao katalizator prema literaturnom propisu.2 Reakcija je 

provedena uz 1,5 ekvivalenata natrijeva azida, a produkt 1a je �G�R�E�L�Y�H�Q���X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G������������ 

 

 

Shema 4. 

 



�†����. Rezultati i rasprava 20 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

Epifluorhidrin reagira spontano s natrijevim azidom brzinom od otprilike 10 % / h.32,33 

Dodatkom enzima reakcija se znatno ubrzava�����S�U�L���þ�H�P�X���V�H���Y�U�L�M�H�P�H���U�H�D�N�F�L�M�H���]�Q�D�W�Q�R���V�N�U�D�ü�X�M�H�����D��

nastajanje nusprodukata, poput diola, smanjuje. 

Reakcijom otvaranja epiflouorhidrina natrijevim cijanidom kataliziranom enzimom 

HheB nastaje blago ena�Q�W�L�R�P�H�U�Q�R�� �R�E�R�J�D�üeni cijanoalkohol 2a, ev =18 %. Stoga je sinteza 

�U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J��2a provedena kemijskim putem. U reakciji s 5 ekvivalenata NaCN provedenoj u 

destiliranoj vodi nastaje smjesa regioizomera (shema 5). Eliminacijom HF iz primarnog 

alkohola nastaje 2-(hidroksimetil)akrilonitril kao nusprodukt. Reakcija dobivanja 2a 

ponovljena je u smjesi Tris-SO4 pufer / DMSO u kojoj �M�H���W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W���V�X�S�V�W�U�D�W�D���Y�H�ü�D. Reakcija u 

�R�Y�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���M�H���E�U�å�D��te je izbjegnuta sporedna reakcija. �1�D���R�Y�D�M���Q�D�þ�L�Q���D�O�N�R�K�R�O��2a pripravljen 

�M�H���N�H�P�L�M�V�N�L���þ�L�V�W���L���X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G�������������� 

 

Shema 5. 

 

�=�D���U�D�]�U�D�G�X���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K���P�H�W�R�G�D���L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�H���þ�L�V�W�R�ü�H���S�U�R�G�X�N�D�W�D���H�Q�]�L�P�V�N�L�K��

�U�H�D�N�F�L�M�D�� �E�L�O�R�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �S�U�L�S�U�D�Y�L�W�L�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�H�� �D�F�H�W�D�W�H��1b-3b kao standardne spojeve. 

Acetiliran�M�H�P�� �U�D�F�H�P�L�þ�Q�H�� �V�P�M�H�V�H�� �D�O�N�R�K�R�O�D�� �D�F�H�W�L�O-kloridom u piridinu prema standardnom 

postupku pripravljeni su rac-1b �X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G 39 %, rac-2b �X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G��84 % i rac-

3b u �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G��52 % (Shema 6).  
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Shema 6. 

 

4.3. �.�L�Q�H�W�L�þ�N�D���U�H�]�R�O�X�F�L�M�D���D�O�R�K�R�O�D�����D-3a 
U prvoj seriji eksperimenata ispitana je enantioselektivnost nekoliko komercijalnih lipaza u 

reakcijama treansesterifikacije rac-1a-3a u heksanu kao otapalu i s vinil -acetatom kao acil- 

donorom. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �Me 5 lipaza: CAL-B, Lipozyme IM, CCL, PCL i PFL. Reakcije su 

provedene pri 30 �ƒ�&���X�]���P�D�V�H�Q�L���R�P�M�H�U���H�Q�]�L�P���V�X�S�V�W�U�D�W��� �������������3�O�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P���S�U�D�ü�H�Q��

�M�H�� �W�L�M�H�N�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �W�H�� �M�H�� �Q�D�� �N�L�U�D�O�Q�R�M�� �N�R�O�R�Q�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�D�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �Q�H�L�]�U�H�D�J�L�U�D�Q�R�J��

supstrata i produk�W�D���L�]���þ�H�J�D���M�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���U�H�D�N�F�L�M�H����E-vrijednost). Rezultati 

acetiliranja rac-1a prikazani su u tablici 4 i na slici 8.  

 

Tablica 4. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-1a 

 

lipaza t / h konv. / % ev(1b)a / % ev(1a)a / % E 

CAL -B 1,5 42 55 (S) 40 (R) 5 

Lipozyme IM 24 36 91 (S) 51 (R) 36 

CCL 4 25 0 0 / 

PCL 4 36 90 (S) 52 (R) 33 

PFL 1 32 92 (S) 44 (R) 35 
a u zagradi je navedena apsolutna konfiguracija izoliranog produkta (1b) i neizreagiranog supstrata (1a) 
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Slika 8. Krivulje tijeka acetiliranja rac-1a u heksa�Q�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���O�L�S�D�]�D�P�D 

 

CAL-B se pokazao kao najaktivniji, dok Lipozyme IM kao najenantioselektivniji enzim. 

CAL-�%���L�P�D���Y�H�O�L�N�R���D�N�W�L�Y�Q�R���P�M�H�V�W�R���L���O�D�N�R���V�P�M�H�ã�W�D���R�E�D���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�D���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���P�D�O�H�Qog supstrata 

1a���� �ã�W�R�� �]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�X�� �L�P�D�� �Q�L�V�N�X��enantioselektivnost (E = 7). Lipozyme IM ima vrlo slabu 

aktivnost, no pokazuje dobru enantioselektivnost s ovim supstratom (E � �� ���������� �V�O�L�þ�Q�R�� �N�D�R�� �L��

lipaze iz PCL (E = 33) i PFL (E = 35), dok je CCL potpuno neselektivan prema ovom 

supstratu. �=�D�� �G�D�O�M�Q�M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H odabrana je �3�)�/�� �]�E�R�J�� �Y�H�ü�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �R�G��lipaze Lipozyme 

IM. 

 Acetiliranje rac-2a provedeno je pri istim reakcijskim uvjetima. Rezultati su prikazani 

su u tablici 5 i na slici 9. 
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Tablica 5. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-2a 

 

lipaza t / h konv. / % ev(2b)a / % ev(2a)a / % E 

CAL -B 2,5 51 60 (S) 63 (R) 7 

Lipozyme IM 24 38 83 (S) 51 (R) 18 

CCL 5 32 13 (S) 6 (R) 1 

PCL 5 55 72 (S) 88 (R) 18 

PFL 3 54 51 (S) 61 (R) 6 
a u zagradi je navedena apsolutna konfiguracija izoliranog produkta (2b) i neizreagiranog supstrata (2a) 

 

 

Slika 9. Krivulje tijeka acetiliranja rac-2a �X���K�H�N�V�D�Q�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���O�L�S�D�]�D�P�D 

 

Kataliza esterifikacije alkohola 2a odvija se uz �Q�L�å�X enantioselektivnost���� �Q�D�M�Y�L�ã�D�� �M�H��

postignuta s PCL i Lipozyme IM (E� �����������%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W Lipozyma IM �G�R�V�W�D���Q�L�å�D, za 

�G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D odabrana je PCL. CAL-B, CCL i PCL pokazuju vrlo nisku 

enantioselektivnost (E = 1 �± 7).  

 Rezultati acetiliranja rac-3a prikazani su u tablici 6 i na slici 10.  
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Tablica 6. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-3a 

 

lipaza t / h konv. / % ev(3b)a / % ev(3a)a / % E 

CAL -B 4 54 57 (R) 67 (S) 7 

Lipozyme IM 24 19 39 (R) 10 (S) 2 

CCL 24 7,3 no No / 

PCL 24 41 37 (R) 26 (S) 3 

PFL 24 54 22 (R) 26 (S) 2 
a u zagradi je navedena apsolutna konfiguracija izoliranog produkta (3b) i neizreagiranog supstrata (3a) 

 

 

Slika 10. Krivulje tijeka acetiliranja rac-3a �X���K�H�N�V�D�Q�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���O�L�S�D�]�D�P�D 

 

�8���V�O�X�þ�D�M�X alkohola 3a aktivnost i enantioselektivnost �V�Y�L�K�������H�Q�]�L�P�D���M�H���Q�L�å�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��1a i 

2a (slika 10, tablica 6, E = 1 �± ���������1�D�M�Y�H�ü�X��E-vrijednost pokazuje CAL-B (E = 7). 

�8�R�þ�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �G�D�� �M�H�� �&�$�/�±B najaktivniji od svih enzima (slike 8�±10). Supstituent na 

kiralnom �F�H�Q�W�U�X���Q�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���X�W�M�H�F�D�M���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�������� �± 50 % konverzije postignuto unutar 

3 h), kao i na enantioselektivnost reakcije (E = 5 �± 7). Aktivnost lipaze Lipozyme IM je 

�X�V�S�R�U�H�G�L�Y�D���]�D���V�Y�D���W�U�L���V�X�S�V�W�U�D�W�D�����G�R�N���H�Q�H�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���R�Y�L�V�L���R���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���Ä�Y�H�ü�H�J���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�D�³���W�H��

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0

90,0

100,0

0 1 2 3 4 5

ko
nv

er
zi

ja
 / 

%
 

t / h 

CAL-B

Lipozyme IM

PCL

PFL



�†����. Rezultati i rasprava 25 

�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

pada u smjeru N3 (E = 36) > CN (E = 18) > Cl (E = ���������,�V�W�L���W�U�H�Q�G���X�R�þ�H�Q���M�H���L���N�R�G���3�&�/���L���3�)�/����

CCL je u reakcijama potpuno neselektivan. 

 Apsolutna konfiguracija produkata enzimskih reakcija �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D je plinskom 

kromatografijom, usporedbom retencijskih vremena standardnih spojeva poznate apsolutne 

konfiguracije prethodno pripravljenih u laboratoriju. Relativna konfiguracija produkata svih 

enzimskih reakcija u skladu je s Kazlauskasovim pravilo�P�����X���V�O�X�þ�D�M�X��1a i 2a reaktivniji je S-

enantiomer, dok je kod 3a reaktivniji R-enantiomer (slika 11). �9�D�å�Q�R�� �M�H�� �X�R�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R��

�L�V�W�R�M���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�M���N�R�Q�I�L�J�X�U�D�F�L�M�L�����G�R�N���V�H���D�S�V�R�O�X�W�Q�D���U�D�]�O�L�N�X�M�H���]�E�R�J���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J���S�U�L�R�U�L�W�H�W�D���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�D�W�D��

na kiralnom centru (CIP pravilo). 

 

 

Slika 11. Reaktivniji enantiomeri supstrata i njihova apsolutna konfiguracija. 

 

 �8�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�P�� �Q�L�]�X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D�� �L�V�S�L�W�D�Q�H�� �V�X�� �R�G�D�E�U�D�Q�H�� �O�L�S�D�]�H�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�P��

otapalima: cikloheksanu, heksanu, metil-t-butil-eteru (MTBE), toluenu te diizopropil-eteru 

(DIPE). Rezultati acetiliranja rac-1a lipazom PFL prikazani su u tablici 7 i na slici 12.  

 

Tablica 7. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-1a �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�U�J�D�Q�V�N�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D. 

otapalo logP t / h konv. / % ev(1b) / % ev(1a) / % E aps. konf.a 

heksan 3,9434 3 53 83 95 38 S 

cikloheksan 3,3435 2 49 86 84 33 S 

toluen 2,7335 3 30 92 39 34 S 

DIPE 1,6836 5 11 91 11 24 S 

MTBE  1,1537 5 37 89 53 29 S 
a apsolutna konfiguracija reaktivnijeg enantiomera supstrata 
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Slika 12. Krivulje tijeka acetiliranja rac-1a �X���U�D�]�O�L�þ�Ltim otapalima lipazom PFL 

 

 �8�R�þ�H�Q�R���M�H���G�D���S�R�O�D�U�Q�R�V�W���R�W�D�S�D�Oa �Q�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���X�W�M�H�F�D�M na enantioselektivnost reakcija, 

iako su E-vrijednosti �Q�H�ã�W�R�� �Q�L�å�H�� �X�� �H�W�H�U�V�N�L�P�� �R�W�D�S�D�O�L�P�D���� �3�X�Q�R�� �Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �M�H�� �Q�D��enzimsku 

aktivnost. U nepolarnim otapalima, kao �ã�W�R���V�X��heksan i cikloheksan, PFL je najaktivnija.  

 Rezultati acetiliranja rac-2a lipazom PC�/���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���V�X���X��tablici 

7 i na slici 13.  

 

Tablica 7. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-2a �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�U�J�D�Q�V�N�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D 

otapalo logP t / h konv. / % ev(2b) / % ev(2a) / % E aps. konf.a 

heksan 3,9434 5 55 72 88 18 S 

cikloheksan 3,3435 3 49 73 71 13 S 

toluen 2,7335 6 30 82 35 14 S 

DIPE 1,6836 6 41 79 55 15 S 

MTBE  1,1537 6 26 84 30 15 S 
a apsolutna konfiguracija reaktivnijeg enantiomera supstrata 
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Slika 13. Krivulje tijeka acetiliranja rac-2a �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D���O�L�S�D�]�R�P���3�&�/ 

 

�6�O�L�þ�D�Q���W�U�H�Q�G���X�R�þ�H�Q���M�H���L���N�R�G���3�&�/. E-vrijednosti su �S�U�L�E�O�L�å�Q�R���M�H�G�Q�D�N�H��i ispod 20 u svim 

�R�W�D�S�D�O�L�P�D���� �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �3�&L slabo selektivna i ne dolazi do �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��promjene ovisno o 

otapalu.  

 Rezultati acetiliranja rac-3a lipazom CAL-�%�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �R�W�D�S�D�O�L�P�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �V�X�� �X��

tablici 8 i na slici 14.  

 

Tablica 8. Rezultati enantioselektivnog acetiliranja rac-3a �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�U�J�D�Q�V�N�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D 

otapalo logP t / h konv. / % ev(3b) / % ev(3a) / % E aps. konf.a 

heksan 3,9434 4 54 57 67 7 R 

cikloheksan 3,3435 4 45 58 48 6 R 

Toluene 2,7335 4 43 60 45 6 R 

DIPE 1,6836 4 34 58 30 5 R 

MTBE  1,1537 4 21 67 18 6 R 
a apsolutna konfiguracija reaktivnijeg enantiomera supstrata. 
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Slika 14. Krivulje tijeka acetiliranja rac-3a �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�W�D�S�D�O�L�P�D���O�L�S�D�]�R�P���&�$�/-B 

 

�.�L�Q�H�W�L�þ�N�D���U�H�]�R�O�X�F�L�M�D���D�O�N�R�K�R�O�D��3a daje vrlo niske E-vrijednosti �W�H���M�H���U�H�D�N�F�L�M�D���Q�D�M�E�U�å�H���G�R�V�H�J�Q�X�O�D��

stupanj konverzije od 50 % u heksanu. Aktivnost CAL-B je vrlo bliska u najnepolarnijim 

otapalima (heksan, cikloheksan i toluen). Konverzija pravilno opada s porastom polarnosti 

otapala.  

Sva otapala su nepola�U�Q�D���L���Q�H���P�L�M�H�ã�D�M�X���V�H���V���Y�R�G�R�P�����Q�R eteri su blago polarniji: MTBE 

> DIPE > toluen > heksan > cikloheksan. Lipazama odgovara nepolarno otapalo u kojima se 

otvara poklopac nad aktivnim mjestom. Supstrati su polarniji pa se slabo otapaju u ovim 

otapalima. Reakcije su najefikasnije �L�� �Q�D�M�Y�L�ã�H��E-vrijednosti su postignute u najnepolarnijim 

otapalima, heksanu i cikloheksanu. Preparativne reakcije provedene su u heksanu kao otapalu 

�X���V�O�X�þ�D�M�X���V�Y�D���W�U�L���V�X�S�V�W�U�D�W�D. 

Biotransformacije 1a-3a provedene su u heksanu s 200 �± 570 mg supstrata (tablica 9). 

Kod priprave 1b, reakcija je prekinuta nakon 3 h pri konverziji od 50 %. Izoliran je acetat (S)-

1b u i�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���R�G�������������L��ev = 86 % te neizreagirani alkohol (R)-1a (�� = 6 %, ev = 85 %). 

Ista reakcija ponovljena je s �G�U�X�J�R�P�� �ã�D�U�å�R�P�� �H�Q�]�L�P�D�� �3�)�/�� �N�R�M�L�� �Me pokazao manju aktivnost i 

�Q�H�ã�W�R���Y�L�ã�X���H�Q�D�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�����.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���S�H�W���S�X�W�D���P�D�Q�M�D���P�D�V�D���H�Q�]�L�P�D���X���R�G�Q�R�Vu na supstrat. 

Reakcija je zaustavljena nakon 7 h pri konverziji od 39 % te je izoliran (S)-1b (�� = 53 %, ev = 

92 %) i (R)-1a (�� = 11 %, ev = 92 %).  

Reakcija s 2a zaustavljena je nakon 6 h pri konverziji od 55 %. Izoliran je (S)-2b (�� = 

53 %, ev = 68 %) i (R)-2a (�� = 46 %, ev = 84 %). Reakcija s 3b zaustavljena je nakon 10 h pri 
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konverziji od 30 % te je dobiveno 40 mg smjese acetata 3b i alkohola 3a. Spojevi 3a i 3b nisu 

dalje izolirani iz smjese zbog gubitka materijala zbog njihove hlapivosti.  

 

Tablica 9. Rezultati preparativnih reakcija 

Supstrat enzim 
maseni 
omjer 
S : E 

t / h konv. / % 
izolirani produkt  neizreagirani supstrat 

spoj �� / % ev / % spoj �� / % ev / % 

rac-1a PFL 2 : 1 3 50 (S)-1b 27 86 (R)-1a 6 85 

rac-1a PFL 5,3 : 1 7 39 (S)-1b 11 92 (R)-1a 11 60 

rac-2a PCL 2 : 1 6 55 (S)-2b 53 68 (R)-2a 46 84 

rac-3a CAL-B 2 : 1 10 30 (R)-3b n.o. 69 (S)-3a n.o. 30 
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�†������ �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

U ovom radu ispitana je enantioselektivnost niza lipaza u reakcijama transesterifikacije 

�U�D�F�H�P�L�þ�Q�L�K���I�O�X�R�U�R�D�O�N�R�K�R�O�D��1a-3a u organskim otapalima.  

 Rac-1a �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���H�Q�]�L�P�V�N�X���P�H�W�R�G�X���� �D��rac-2a �L���U�D�F�H�P�L�þ�Q�L���D�F�H�W�D�W�L��1b-3b 

pripravljeni su standardnim kemijskim metodama. 

 �8�� �N�L�Q�H�W�L�þ�N�R�M�� �U�H�]�R�O�X�F�L�M�L�� �D�O�N�R�K�R�O�D��1a-3a �L�V�S�L�W�D�Q�R�� �M�H�� ���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �O�L�S�D�]�D u heksanu kao 

�R�W�D�S�D�O�X�����8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���Me da je aktivnost i enantioselektivnost ovisna o supstratu �L���R���U�D�]�O�L�F�L���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��

�Ä�P�D�O�R�J�³���L���Ä�Y�H�O�L�N�R�J�³���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�D���Q�D���N�L�U�D�O�Q�R�P���F�H�Q�W�U�X. Izbor o�U�J�D�Q�V�N�R�J���R�W�D�S�D�O�D���Q�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�D�Q��

utjecaj na enantioselektivnost reakcije, dok ima velik utjecaj na enzimsku aktivnost. Reakcije 

�V�X�� �E�U�å�H�� �X�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�L�P�� �R�W�D�S�D�O�L�P�D���� �D�� �N�D�N�R�� �S�R�O�D�U�Q�R�V�W�� �U�D�V�W�H���� �E�U�]�L�Q�D�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�D�G�D�� U svim 

enzimskim reakcijama nastaju produkti iste relativne konfiguracije, dok se apsolutna 

konfiguracija ra�]�O�L�N�X�M�H���]�E�R�J���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J���S�U�L�R�U�L�W�H�W�D���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�D�W�D���Q�D���N�L�U�D�O�Q�R�P centru. Reaktivniji 

su enantiomeri (S)-1a, (S)-2a i (R)-3a. 

Preparativne reakcije provedene su na skali od 200 mg u heksanu kao otapalu s 

�H�Q�]�L�P�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �H�Q�H�Q�W�L�R�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X��1a �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �3�)�/�� ��E = 

36), 2a PCL (E = 14) i CAL-B za 3a (E = 7). Produkti enzimskih reakcija, acetati, izolirani su 

�X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X���������± 53 %, �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�H���þ�L�V�W�R�ü�H���������± 92 %. Neizreagirani supstrati izolirani su 

�X���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�L�P�D���� �± �����������L���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�H���þ�L�V�W�R�ü�H����0 �± 85 %. 
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�†������ POPIS OZNAKA, KRATIC A I SIMBOL A  

ATP �± adonizin trifosfat 

CAL-A �± lipaza iz Candida antarctica izoenzim A 

CAL-B �± lipaza iz Candida antarctica izoenzim B 

CCL �± lipaza iz Candida cylindracea 

CMC �± �N�U�L�W�L�þ�Q�D���P�L�F�H�O�D�U�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D 

DCM �± diklormetan 

DIPE �± diizopropil-eter 

DMSO �± dimetilsulfoksid 

E �± enantiomerni omjer 

E �± enzim 

ev(P) �± �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�L���Y�L�ã�D�N���S�U�R�G�X�N�W�D������ 

ev(S) �± �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�Q�L���Y�L�ã�D�N���V�X�S�V�W�U�D�W�D������ 

ES �± kompleks enzim-supstrat 

EtOAc �± etil-acetat 

GC �± plinska kromatografija 

HHDH �± halogenhidrin dehalogenaza 

HheB �± halogenhidrin dehalogenaza iz Mycobacterium sp.  

IUBMB �± �0�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�D�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�D�� �]�D�� �E�L�R�N�H�P�L�M�X���L�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �E�L�R�O�R�J�L�M�X���� �H�Q�J�O����International 

Union of Biochemistry and Molecular Biology 

Lipozyme IM �± imobilizirana lipaza iz Mucor miehei 

MSL �± lipaza iz Mucor sp. 

MTBE �± t-butil-metil -eter 

NAD(P)H �± nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NMR �± nuklearna magnetska rezonancija, engl. nuclear magnetic resonance 

P �± produkt 

PPL �± �O�L�S�D�]�D���L�]���V�Y�L�Q�M�V�N�H���J�X�ã�W�H�U�D�þ�H 

PSL �± lipaza iz Pseudomonas sp. 

Rt �± retencijsko vrijeme 

S �± supstrat 
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TMS �± tetrametilsilan 
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�†������ DODATAK  

8.1. GC kromatogrami 
 
 

 
Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

16,52 4,30 50,47 

16,83 4,22 49,53 

 
Slika 15. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�O�N�R�K�R�O�D��1a 
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Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

8,88 10,64 51,60 

9,10 9,98 48,60 

 
Slika 16. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�F�H�W�D�W�D��1b 
 

 
Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

16,70 2,26 49,67 

16,90 2,29 50,33 

 
Slika 17. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�O�N�R�K�R�O�D��2a 
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Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

8,74 55,45 41,00 

9,97 79,77 59,00 

 
Slika 18. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�F�H�W�D�W�D��2b 
 

1  
Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

11,97 1,98 50,16 

12,22 1,97 49,84 

Slika 19. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�O�N�R�K�R�O�D��3a 
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�9�D�O�H�Q�W�L�Q�D���(�Y�L�ü Diplomski rad 

 

Retencijsko vrijeme �3�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D Udio / % 

5,73 14,86 50,34 

7,14 14,66 49,66 

Slika 20. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���U�D�F�H�P�L�þ�Q�R�J���D�F�H�W�D�W�D��3b 
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