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1. UvOD

U procesu proizvodnje i primjene te u konacnici zbrinjavanja, velike koli¢ine
proizvoda kemijske, farmaceutske i agrokemijske industrije bivaju ispustene u okoli$. Stoga
se u posljednja dva desetljeca puno govori o potrebi zastite okoliSa, pri ¢emu se velika
pozornost pridaje zelenim i odrzivim tehnologijama. Na nuznost smanjenja primjene Stetnih
organskih otapala i reagensa sveprisutnih u industriji, ukazuje nam zelena kemija, program
implementacije odrzivog razvoja u kemijskoj tehnologiji. Prema smjernicama zelene kemije,
idealno otapalo treba biti netoksi¢no, kemijski i fizicki stabilno, jednostavno za rukovanje,
treba imati nisku hlapljivost te moguénost visekratne uporabe. Posljednjih se godina kao nova
zelena otapala intenzivno proucavaju eutekticka otapala, a koje odlikuje neznatna hlapljivost,
nezapaljivost, velika toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost te posebice moguénosti
reciklacije, ¢ime prema principima zelene kemije, udovoljavaju kriterijima idealnog otapala.
Takoder, zbog velikog broja mogucih struktura ovih otapala, te samim time i dizajniranja
njihovih fizikalno-kemijskih svojstava, cutekti¢ka otapala su se pokazala prikladnima za
raznovrsnu uporabu u organskoj kemiji, (bio)katalitiCkim procesima te procesima ekstrakcije i
separacije organskih i anorganskih komponenata.

Cilj ovog rada je ispitati moguénost primjene eutektickih otapala u enantioselektivnoj
hidrolizi (R,S)-1-feniletil-acetata primjenom lipaze B izolirane iz kvasca Candida antarctica
(CALB) te potom ispitati termicku stabilnost lipaze u najpogodnijem eutektiCkom otapalu

kroz vremenski period od t =72 h.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Biotransformacije
2.1.1. Opcenito o biotransformacijama

Zanimljivi organski spojevi opcenito se dobivaju ekstrakcijom biljaka ili Zivotinjskih
organa, potpunom (totalnom) kemijskom sintezom, djelomic¢nom (parcijalnom) kemijskom
sintezom koja pocinje iz prirodnih proizvoda, prirodnom ili kontroliranom biosintezom te
enzimskom transformacijom prirodnih proizvoda ili supstrata dobivenih kemijskom sintezom
(biotransformacije) (Faber, 2011).

Biotransformacije se definiraju kao pretvorba organskih spojeva u industrijski vazne
kemikalije djelovanjem bioloskog sustava, tj. mikroorganizama ili enzima koji potjecu iz njih.
Drugim rije¢ima, biotransformacije treba smatrati selektivnim enzimskim modifikacijama
definiranih cistih spojeva u definirane konac¢ne proizvode. Mikroorganizmi i njihovi ekstrakti
su ve¢ dugo vremena iskoriStavani za kemijske reakcije, u velikoj mjeri fermentacijske
procese u svrhu dobivanja alkoholnih pica, octa ili pak namirnica kao §to je jogurt. lako je
povijest biotransformacija viSe vezana uz procese fermentacije u 19. stoljecu, ubrzani razvoj
ove discipline zapoceo je tijekom 20. stolje¢a upotrebom mikororganizama za dobivanje
kemijskih spojeva kao $to su Seceri 1 aminokiseline, te razlicitih farmaceutika nakon otkrica
penicilina. Razvoj biotransformacijskih znanosti u posljednja dva desetlje¢a predstavlja jedan
od najboljih primjera sinergistickih odnosa u svim disciplinama bioloske i kemijske znanosti,
ukljucujuéi mikrobiologiju, molekularnu biologiju i enzimologiju (Grogan, 2009).

Primjena biokatalitickih procesa u industriji znacajno je porasla u zadnjih dvadeset
godina, ponajprije zahvaljujuéi velikom napretku u genetickom inZenjerstvu te povecanoj
potrebi za enantiomerno Cistim spojevima (eng. Enantiomerically Pure Compounds, EPC) u
farmaceutskoj industriji i poljoprivredi. Ucinkovita primjena biotransformacija u
industrijskom myjerilu ovisi o dostupnosti i cijeni odgovarajuc¢ih enzima i mikroorganizama,
pripremi procesa (hranjive podloge, reakcijske smjese ili biokatalizatora), izdvajanju
proizvoda iz prirasle biomase te njegovom procis¢avanju, prednostima pred postoje¢im
kemijskim metodama i procesima, vremenskim zahtjevima za razvojem novog procesa,
problemu otpadnih voda i otapala, odobrenju procesa i krajnjeg proizvoda te javnom misljenju

(Faber, 2011).



Svrha 1 ciljevi biotransformacija uklju¢uju uvodenje kiralnih centara u molekule,
odvajanje racemata, selektivnu pretvorbu odgovarajué¢ih funkcionalnih skupina slicnih
reaktivnosti, regioselektivnu funkcionalizaciju neaktivnog ugljika te pretvorbu nestabilnih
molekula u blagim reakcijskim uvjetima (Bommarius i Riebel, 2004). U biotransformacijama
najznacajniju primjenu imaju hidroliticke transformacije koje se izvode uporabom proteaza,
esteraza i lipaza. Od svih tipova enzimski Kkataliziranih reakcija, one se najlakse i
najjednostavnije izvode. Pri tome se poseban naglasak stavlja na primjenu lipaza zahvaljujuci
njihovoj komercijalnoj dostupnosti iz raznih mikroorganizama, aktivnosti i stabilnosti u
organskim otapalima te djelovanju bez potrebe za kofaktorima. Upravo zbog toga se
upotrebljavaju u proizvodnji biodizela, prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji,
medicini, obradi otpadnih voda te formulaciji detergenata. Posebno je znacajna njihova
primjena u farmaceutskoj industriji, gdje se koriste u proizvodnji enantiomerno ¢istih amina
enantioselektivnim katalitickim aciliranjem te u komercijalnom procesu rezolucije metilnog
estera, klju¢nog prekursora u pripravi diltiazema. Iako im je industrijska primjena ogranic¢ena
upravo zbog njihove ograni¢ene dostupnosti, esteraze pokazuju visoku aktivnost i
stereoselektivnost prema 2-arilpropionskim  kiselinama, koje se koriste npr. u
enantioselektivnosj sintezi (S)-naproxena [(+)-(S)-2-(6-metoksi-2-naftil)propionske kiseline]
koja predstavlja nesteroidni antiinflamatorni lijek. Naime, (S)-naproxen je oko 150 puta
ucinkovitiji od (R)-naproxena koji takoder moze prouzrokovati nezeljene gastrointestinalne
poremecaje. Neke proteaze takoder posjeduju esteraznu aktivnost 1 mogu katalizirati

selektivne hidrolize, ali i stvaranje esterskih veza (Bommarius i Riebel, 2004).

2.1.2. Biokatalizatori u biotransformacijama

Svi zivi organizmi sastoje se od jedne ili viSe stanica koje mogu sintetizirati
razli¢ite enzime - Katalizatore u biotransformacijama. Enzimi mogu biti prisutni u stanici u
ve¢im ili manjim koncentracijama ovisno o prirodi enzima, tipu stanice te stadiju njezina
razvitka. Veéina sintetiziranih enzima djeluje intracelularno (djeluju na mjestu sinteze), no
neke enzime stanica Iu¢i ekstracelularno (djeluju izvan mjesta sinteze). U
biotransformacijama se kao biokatalizatori koriste enzimi (sirovi ili procisceni), biljne i
zivotinjske stanice 1 tkiva, Ciste kulture mikroorganizama (bakterije, kvasci, plijesni, alge) te

umjetni enzimi (abzimi) (Grogan, 2009).



Primjena enzima kao katalizatora u organskoj sintezi ima odredene prednosti i
nedostatke (tablica 1) (Faber, 2011).

Tablical. Prednosti i nedostaci enzima kao biokatalizatora (Bommarius i Riebel, 2004).

Prednosti

Nedostaci

Enzimi su vrlo djelotvorni katalizatori
(primjenjuju se u koncentracijama od
10— 10“% i ubrzavaju reakciju za
faktor 108 — 10° koji moze narasti i
do 10%?)

Potpuno se razgraduju u okolisu za
razliku od teskih metala

Djeluju u blagim uvjetima (pH-
podrucje 5-8 i temperaturni raspon

T =20-40 °C)

Djeluju opcenito pri istim ili slicnim
uvjetima pa se nekoliko biokataliti¢ih
reakcija moze izvoditi u jednoj tikvici
(medusobno su snosljivi)

Mogu katalizirati razli¢ite reakcije
(hidroliza, oksidacija, adicija i
eliminacija, halogeniranje i
dehalogeniranje, alkiliranje i
dealkiliranje, izomerizacije, aciloinske

i aldolne reakcije, Michaelova adicija)

Prirodni enzimi dolaze u samo

jednom enantiomernom obliku

Enzimi trebaju odgovarajuce radne
parametre (poviSene temperature,
ekstremne pH-vrijednosti i visoke
koncentracije soli uzrokuju
deaktiviranje enzima)

Enzimi ispoljavaju najvecu kataliticku
aktivnost u vodi (voda je obi¢no
najmanje pogodno otapalo za veéinu
organskih reakcija zbog visoke tocke
vreliSta i visoke topline uparavanja)
Enzimi su podloZni inhibiciji
supstratom ili produktom

Enzimi mogu uzrokovati alergijske
reakcije koje se mogu sprijeciti

pazljivim rukovanjem

Cijele stanice obavljaju funkciju biokatalizatora u obliku kulture u fazi rasta,
stacionarnoj fazi, u obliku spora ili se pak primjenjuju kao imobilizirana kultura. Najkorisniji
oblik mikrobnog stani¢nog biokatalizatora je Cista kultura mikroorganizma koja sadrzi visoku
razinu jednog ili viSe enzima koji ¢e izvesti zeljenu biotransformaciju. Moguénost uporabe
mijesane kulture dvaju ili vise razli¢itih tipova mikroorganizama (kokulture) od kojih ¢e jedan
provesti zeljenu biotransformaciju, nije preporucljiv jer su mijesane kulture Cesto nestabilne

zbog promjene dinamike populacije u kokulturi iz ¢ega mogu proizaci nepredvidive varijacije
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u rezultatu biotransformacije. Provodenje reakcija s cijelim stanicama kao biokatalizatorima
je jeftina i jednostavna tehnika, buduéi da se reakcije odvijaju u vodenom mediju bez dodatka
kofaktora, a izdvajanje biokatalizatora iz reakcijske smjese je takoder olaksano. Kod primjene
imobiliziranih kultura, biokatalizator zadrzava aktivnost kroz dulji vremenski period, a osim
toga, moze se 1 ponovno upotrijebiti. Velika prednost uporabe takvih kultura je i lako
uklanjanje i procis¢avanje produkta iz reakcijske smjese. Nedostatak njihove primjene je
smanjenje kataliticke aktivnosti enzima zbog ograniCenja difuzije supstrata/produkta, $to se
nastoji izbjec¢i povecanjem gustoce imobiliziranih stanica (Faber, 2011).

lako se biljne i zivotinjske stanice zbog sporijeg rasta upotrebljavaju u manjoj mjeri,
imaju odredene prednosti u odnosu na mikroorganizme (tablica 2) (Bommarius i Riebel,

2004).

Tablica 2. Prednosti biljnih i Zivotinjskih stanica te mikroorganizama kao biokatalizatora
(Bommarius i Riebel, 2004).

Prednosti biljnih i Zivotinjskih stanica Prednosti mikroorganizama

» Provode enantioselektivnu » Zbog velike brzine stani¢nog
transformaciju specifi¢nih egzogenih metabolizma brze provode
supstrata dodanih uzgojenim biotransformacije
stanicama

» Kao medij se moze koristiti voda bez » Mogu transformirati Siroki spektar
dodatka izvora ugljika supstrata

» Laka dostupnost u velikim koli¢inama » Manje su osjetljivi na uvjete razlicitih
na svim podrucjima tehnika kultiviranja

2.1.3. Karakterizacija biokatalizatora
2.1.3.1. Mehanizmi djelovanja enzima i Michaelis-Menteni¢ina Kinetika

Enzimi su klasa multifunkcionalnih multivalentnih makromolekula koje imaju
sposobnost vezanja malih molekula te utjecanja na ravnotezu reakcija. Enzimi su proteini i

sastoje se od jednog ili viSe linearnih lanaca ¢iji je aminokiselinski sastav gotovo uvijek, uz

vrlo rijetke iznimke, 20 zajedni¢kih aminokiselina. Iznimka su formijat dehidrogenaza,



pirolizin te glutation peroksidaza, u ¢ijem sastavu je i 21. aminokiselina selenocistein (Mehl,
2003).

Mehanizam enzimske reakcije temelji se na reverzibilnom udruzivanju slobodnog
enzima E i slobodnog supstrata S u enzim-supstrat kompleks (ES kompleks). ES kompleks
zatim prolazi kroz prijelazno stanje do enzim-produkt kompleksa (EP kompleks) te potom do
osnovnog stanja slobodnog enzima E i slobodnog produkta P. Iz navedenog slijeda reakcija,
proizlazi zakon koji uklju¢uje promatrane varijable ovisno o njihovim koncentracijama. U
enzimskoj katalizi, prvi takav zakon napisali su Michaelis i Menten 1913. godine. Prema tome
se odgovarajuca kinetika naziva Michaelis-Menteni¢ina Kinetika (MM-kinetika). Zakon isti¢e
zasicenje reakcije s obzirom na supstrat (nulti red pri visokoj, prvi red pri niskoj koncentraciji
supstrata) te s obzirom na enzim (prvi red reakcije) (Bommarius i Riebel, 2004).

Ideja MM-kinetike enzimske reakcije, koja se sastoji od koraka vezanja i slijedeceg
reakcijskog koraka, utjelovljena je u koordinatnom dijagramu (4G-{) slobodno-entalpijske
reakcije, opisujuéi promjenu u Gibbsovoj slobodnoj entalpiji 4G kroz opseg reakcije ¢ (slika
1). U nekataliziranoj reakciji, jedan ili viSe supstrata ili reaktanata nalaze se u svom pocetnom
ili osnovnom stanju. Tijekom reakcije reaktanti prolaze kroz to¢ku maksimalne slobodne
entalpije 4Gy uncat, $to se naziva prijelaznim stanjem, te nastavljaju do pocetnog tj. osnovnog
stanja produkta. MM-kinetiku opisuju dvije kineticke konstante: Vmax (Najveca moguca brzina
reakcije koja bi se mogla (teorijski) postic¢i pri odredenoj koncentraciji enzima) i Km (jednaka
je koncentraciji supstrata pri kojoj je brzina reakcije jednaka polovici maksimalne brzine
(vmax/2)). U enzimskoj reakciji, pocetni slobodni enzim E i slobodni supstrat S nalaze se u
svojim osnovnim stanjima. Iz osnovnog stanja, enzim i supstrat se udruzuju u ES kompleks.
Ako je [S] > Km, onda ES kompleks formira intermedijer, §to oznacava lokalni minimum
slobodne entalpije. Ako je [S] < Kwm, onda je slobodna entalpija ES kompleksa veca od
slobodne entalpije enzima u osnovnom stanju. Kad je [S] = Kwm, razine slobodne entalpije su
jednake. ES kompleks prolazi kroz drugo prijelazno stanje AGucat Na svom putu do EP
kompleksa i zatim u osnovno stanje slobodnog enzima E i slobodnog produkta P (Bommarius
i Riebel, 2004).



Slobodna entalpija

A G Prijelazno stanje

AG,  — Gibbsg_va slob(?dna
entalpija vezanja

Nekatalizirana AG _ Slobodna entalpija
reakcija uncat aktivacije nekatalizirane
reakcije

AGunl:at

Slobodna entalpija

Enzimski- AGat  — aktivacije katalizirane

katalizirana reakcije

reakcija

AG- _, Slobodna entalpija
reakcije

- + -
Osnovno stanje AAG = AGuncat AGp AGea

Koordinata reakcije

Slika 1. Slobodna entalpija reakcijskog koordinatnog dijagrama za enzimsku reakciju
(Bommarius i Riebel, 2004).

Maksimum Gibbsove slobodne entalpije izmedu osnovnog stanja supstrata i produkta
formira Gibbsovu slobodnu entalpiju aktivacije sa energetskom razlikom 4G* koja odreduje
konstantu brzine reakcije. Kao svaki katalizator, enzim smanjuje vrijednost 4G” i time
ubrzava reakciju. Agens koji poveéava vrijednost 4G naziva se antikatalizator.

Od ideje enzimske kinetike kao koraka zdruzivanja i koraka reakcije zajedno sa
odgovaraju¢om energetskom krivuljom u reakcijskom koordinatnom dijagramu Gibbsove

slobodne entalpije (4G-{), nastaje reakcijska shema (jednadzba 1):
E+Se&ES—EP—(<)E+P [1]

Pri tome je zahtijevani mehanizam reakcije modeliran zakonom koji je nazvan po
Langmuiru i Hinshelwoodu i kasnije takoder po Hougenu i Watsonu (LHHW). LHHW 1 MM
oboje pretpostavljaju limitirajuci broj aktivnih mjesta koja mogu biti zasi¢ena sa supstratom.
Kineti¢ka shema prema Michaelis-Menten za reakciju s jednim supstratom pretpostavlja tri
moguca osnovna reakcijska koraka: nastajanje ES kompleksa, disocijacija ES kompleksa u
enzim E i supstrat S te ireverzibilna reakcija do produkta P. 1z ove sheme, pretpostavlja se da
korak nastajanja produkta P iz kompleksa ES u E i P ogranicava brzinu reakcije, pa je ES
kompleks modeliran na nain da reagira direktno sa slobodnim enzimom i molekulom
produkta za koji se pretpostavlja da disocira sa enzima bez nastajanja EP kompleksa
(jednadzba 2):



E+SoES—E+P [2]

Prema MM, pretpostavlja se da je asocijacija i disocijacija slobodnog enzima,
slobodnog supstrata i ES kompleksa u ravnotezi (Haldane, 1965), sto prikazuje jednadzba 3:

oo 1S 3

Sa ovom pretpostavkom 1 masenom ravnotezom svih enzimskih komponenata izrazenom

jednadzbom 4:
[E]luk=[E]s1ob+[ES] [4]

proizlazi jednadzba 5:

v Vmax[S] . [EJuk[S] [5]
~ Ku+[S]  Ku+[S]

gdje je:

Vv - brzina enzimske reakcije,

Vmax - maksimalna brzina enzimske reakcije,

Kwm - koncentracija supstrata pri kojoj se postize polovica maksimalne brzine,
[S] - koncentracija supstrata,

Keat - konstanta brzine reakcije,

[E]uk - ukupna koncentracija enzima u reakciji.

Suprotno [E]sion, [E]uk je mogucée pratiti. Jednadzba je napisana S Km konstantom
umjesto s ravnoteznom konstantom Ks. Osim ako je enzimska reakcija jako brza, u gotovo
svim slucajevima vrijedi odnos: Ky = Ks.

U prethodnoj jednadzbi je brzina reakcije tradicionalno obiljezavana sa Vv
(koncentracija/vrijeme) a reakcijska konstanta sa keat (vrijeme™). Jednadzba opisuje kinetiku
Michaelis-Menteni¢ine reakcije uzimaju¢i u obzir koncentraciju supstrata i zasi¢enje pri
visokim koncentracijama supstrata. Maksimalna brzina reakcije pri zasienju supstratom

oznacava se sa Vmax, a racuna Se prema jednadzbi 6:

Vmax:kcat[E] [6]



Kwm vrijednost odgovara koncentraciji supstrata pri polovi¢noj zasi¢enosti (Vmax/2) i
mjeri afinitet vezanja supstrata na enzim. Visoka Kwm vrijednost odgovara slabom vezanju, dok
niska vrijednost odgovara ¢vrstom vezanju enzima i supstrata. Pri niskoj koncentraciji
supstrata, preciznije ako je [S] << Kwm, jednadzba 6 je pojednostavljena na sljede¢i nacin
(jednadzba 7):

s [7]

1 oznacava prvi red reakcije, uzimaju¢i u obzir koncentraciju supstrata. Suprotno tome, kod
visoke koncentracije supstrata, preciznije ako je [S] >> Kwm, jednadZzba 6 je pojednostavljena
na sljedeéi nacin (jednadzba 8):

V:Vmax [8]

I oznacava nulti red reakcije, uzimajuci u obzir koncentraciju supstrata. U svim situacijama

brzina reakcije v je proporcionalna koncentraciji enzima [E] (Bommarius i Riebel, 2004).
2.1.3.2. Aktivnost, selektivnost i stabilnost enzima

Svaki katalizator kao i biokatalizator, moze se okarakterizirati S tri osnovne veli¢ine:
aktivno$cu, selektivnoscéu i stabilno$¢u (Bommarius i1 Riebel, 2004).
Ukupna enzimska aktivnost se izraZava internacionalnim jedinicama ili ,,jedinicama®
(eng. Units):
1Unit = 11U = 1U = 1umol min™!

Aktivnost enzima moze se izraziti kao specifi¢na aktivnost enzima s obzirom na masu

katalizatora i kao volumetrijska aktivnost bazirana na jedinici volumena:

1U(mg proteina) '=1umol( min mg proteina)™! = specifi¢na aktivnost

1UmL'=1pmol( min mL)™! = volumetrijska aktivnost

Aktivnost enzima jednostavna je za mjerenje 1 nuzna ¢ak i u osnovnim eksperimentalnim
protokolima. U usporedbi s drugim katalizatorima, veéina enzima je aktivna i stabilna pri
odredenoj temperaturi i pH-vrijednosti (uglavnom izmedu T = 15 - 50 °C te pH-vrijednost =

5 - 10), a najcesce se odreduje pri uvjetima temperature od T = 30 °C i pH-vrijednosti 7,5,



osim ako nije druk¢ije specificirano. Prag specifi¢ne aktivnosti za korisni biokatalizator je 1U
(mg &istog proteina)™. Specifiéna aktivnost moze biti pobolj$ana optimiranjem reakcijskih
uvjeta, promjenom strukture nosaca enzima ili ¢ak enzima. Volumetrijska aktivnost
biokatalizatora moZze biti poboljSana dodatkom viSe biokatalizatora u sustav. Aktivnost

predstavlja frekvenciju preokreta, a definira se na sljedeci nacin (jednadzba 9):

broj katalitickih dogadaja [9]
vrijeme - broj aktivnih mjesta

frekvencija preokreta(TOF)=

Frekvencijom preokreta (eng. turnover number, TOF) moze se usporediti uspjeSnost
enzimskih reakcija kataliziranih razli¢itim katalizatorima/biokatalizatorima. Prema definiciji,
TOF moze biti odreden samo ako je poznat broj aktivnih mjesta enzima. Za enzimsku reakciju
koja slijedi MM-kinetiku, frekvencija preokreta racuna se prema jednadzbi 10 (Bommarius i
Riebel, 2004):

1 [10]

cat

TOF=

Biokatalizatori su najéeS¢e selektivniji od ne-bioloskih katalizatora, bilo da je u
pitanju enantio-, kemo- ili regioselektivnost. S obzirom na primjenu biokatalizatora u svrhu
postizanja enantiomerne Cisto¢e produkata, enantioselektivnost je najvaznija vrsta
selektivnosti u kontekstu biokatalize, a kontrolira se enantiomernim odnosom ili E
vrijedno$¢u i enantiomernim viskom (ee). Enantiomerni odnos ili E vrijednost sluzi kao mjera
enantioselektivnosti u odredenom stupnju konverzije (Chen, 1982), a rauna se prema
jednadzbi 11:

_ Kear/Rada _ ([A]/[Alo) [11]

B Rea/Ks " ((B/[Blo)

gdje je:

E - enantiomerni odnos,

Keat - konstanta brzine reakcije,

Kwm - konstanta saturacije (zasicenja),

[A] - koncentracija faster-reacting enantiomera,

[B] - koncentracija slower-reacting enantiomera.
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Druga mjera enantioselektivnosti je enantiomerni visak, koji obuhvaca ukupnu selektivnost do
tocke izolacije proizvoda, a racuna se prema jednadzbi 12:

_[AMB] [12]
e.e.—m 100%

gdje je:
e.e. - enantiomerni visak,
[A] - koncentracija faster-reacting enantiomera,

[B] - koncentracija slower-reacting enantiomera.

Prag enantioselektivnosti biokataliatora je E = 100 ili 99 % e.e., ovisno o tome procjenjuje li
se sama reakcija ili reakcijski produkt (Bommarius i Riebel, 2004).

Pod stabilno$¢éu enzima opcenito se podrazumijeva temperaturna ili termicka
stabilnost, iako na stabilnost enzima utjecu razli¢iti faktori kao $to su: inhibitori enzima,
koncentracija kisika u reakcijskoj smjesi, pH-vrijednost ili pak mehanicki stres. Termicka
stabilnost proteina, karakterizirana je temperaturom taljenja Tm, tj. temperaturom na kojoj se
protein nalazi u ravnotezi izmedu nativne N (eng. Native) i nesmotane U (eng. Unfolded)
konformacije (N«<»U), odnosno na kojoj je protein napola smotan. Na temperaturu taljenja s
jedne strane utjeCe sekvenca aminokiselina te broj disulfidnih mostova, a s druge strane
otapalo, dodani tip soli te njena koncentracija (Kaushik, 1999). Strukturne usporedbe medu
enzimima izoliranih iz mezofilnih i termofilnih organizama, potvrdile su brojne protein-
stabiliziraju¢e uinke, medu kojima se isticu 1 tzv. solni mostovi koji su u ve¢em udjelu
pronadeni u termostabilnim i hipertermostabilnim proteinima (Karshikoff, 2001). Utjecaj

koncentracije soli na temperaturu taljenja, prikazan je jednadZzbom 13:

Tm:T0+ K- Cg [13]

gdje je:

Tm - temperatura taljenja,

To - temperatura taljenja u odsutnosti soli,
Cs - koncentracija soli,

K - pripadaju¢i koeficijent.
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Skladisna stabilnost tijekom vremena pod ustaljenim uvjetima temperature, pH-
vrijednosti i koncentracije dodanih tvari moze biti izraZzena jednadzbom raspada prvog reda

(Bommarius i Riebel, 2004) (jednadzba 14):
[E];=[E]o - e™¢"* [14]

gdje je:
[E]: - koncentracija aktivnog enzima u vremenu t,
[E]o - koncentracija aktivnog enzima u vremenu 0,

kq - konstanta brzine deaktivacije koja je proporcionalna koli¢ini aktivnog proteina (Craig,
1996).

2.2. Eutekticka otapala

2.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva eutektickih otapala

Zbog toksicnosti i hlapljivosti organskih otapala, dolazi do isparavanja hlapljivih
organskih komponenata u atmosferu. U sklopu koncepta zelene tehnologije, istrazuju se nova
otapala koja bi mogla zamijeniti organska otapala. Tijekom zadnja dva desetlje¢a, ionske
kapljevine privukle su ogromnu paznju znanstvene zajednice, a broj ¢lanaka u literaturi
vezanih uz ovu tematiku, eksponencijalno je rastao (Paiva i sur., 2014). Medutim, ionske
kapljevine su slabo biorazgradive i toksi¢ne te samim time nisu odrzive. Navedeni nedostaci
u nacelu se odnose na imidazolijeve 1 piridinijeve ionske kapljevine te je razvoj alternativnih
otapala posljednjih godina usmjeren ka prirodnim ionskim kapljevinama 1 eutektickim
otapalima (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) koja su pokazala najveci potencijal u podrucju
zelene kemije.

Eutekticka otapala su smjesa akceptora vodika kao S$to su netoksicne kvaterne
amonijeve soli (npr. kolin-klorid) i prirodno dobivenog, nenabijenog donora vodikove veze
(npr. amini, Seceri, alkoholi, karboksilne kiseline) u odredenom molarnom omjeru (slika 2).
Komponente u DES-u povezane su vodikovim vezama, a zbog delokalizacije naboja, dolazi
do snizenja tocke taliSta smjese, u odnosu na tocke taliSta polaznih materijala (Cvjetko Bubalo
i sur., 2015a). Kada su komponente koje sa¢injavaju DES-ove, primarni metaboliti kao $to su
aminokiseline, organske kiseline, Seceri ili derivati kolina, takva otapala se nazivaju prirodna

eutekticka otapala ili NADES (eng. Natural Deep Eutectic Solvents) koja u potpunosti
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zadovoljavaju kriterije idealnog zelenog otapala prema nacelima zelene kemije (Paiva i sur.,
2014).

0. _OH
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HO/\\/ N HO~ TN *-OH |
cl L o ~OH
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—~._ 0O O
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Slika 2. Kemijske strukture razli¢itih komponenata koje mogu formirati prirodna eutekti¢na

otapala (Paiva i sur., 2014).

Najznacajniji DES-ovi se temelje na kolin-kloridu (Ch), karboksilnim kiselinama i
drugim donorima vodikove veze kao Sto su urea, limunska kiselina, jantarna kiselina ili
glicerol. Klasi¢ni primjer je mjesavina kolin-klorida (t: = 302 °C, 2-hidroksietil-trimetilamonij
klorida) i uree (t: = 133°C) u molarnom omjeru 1:2, koja je u teku¢em agregatnom stanju pri
sobnoj temperaturi (t: = 12°C) (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

Eutekticka otapala se smatraju netoksi¢nima, no zbog njihove ocekivane vece
industrijske primjene, njihov citotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinak treba i nadalje istraZivati.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da DES-ovi bazirani na Ch-u nemaju citotoksi¢ni utjecaj
na bakterijske kulture, dok su DES-ovi temeljeni na fosfonijevom anionu pokazali slabu
antibakterijsku aktivnost (Hayyan i sur., 2013a; 2013b ). To je objasnjeno o$tecenjem stani¢ne
stijenke bakterija u prisustvu delokaliziranih naboja u ovim tipovima tekué¢ina. U navedenim
istrazivanjima Hayyana i sur. (2013a, 2013b) zapazeno je da je citotoksi¢énost DES-ova bila
veca nego citotoksi¢nost svake tvari zasebno, S§to ukazuje na moguci sinergisticki u€inak tih
tvari u DES-u. Razlog tome moze biti sama kemijska priroda DES-a (nastala kao posljedica
interakcije donora vodikove veze i organske soli), ali i 10§ prijenos kisika u kulturi stanica u
hranjivoj podlozi zbog povecane viskoznosti DES-a (Hayyan i sur., 2013a; 2013b).

Toksi¢nost DES-a takoder je uzrokovana njegovim inhibitornim uéinkom na
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acetilkolinesterazu (AChE), esencijalni enzim Kkoji je prisutan u ziv¢anom sustavu gotovo svih
visih organizama (Hou i sur., 2013).

U radu RadoSevi¢ i sur. (2015) dokazana je i1 korelacija izmedu biorazgradnje i
citotoksicnosti otapala. Ispitivanja njihove toksi¢nosti provode se na enzimima i bakterijama
kao Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis i Listeria monocytogenes
(Hou i sur., 2013; Gouveia i sur., 2014), morskoj bakteriji Vibrio fischeri (Ventura i sur.,
2014) te na stani¢noj kulturi larva raica Artemia salina (Gouveia i sur., 2014).
Biodegradaciju eutektickih otapala takoder su proucavali Hou i sur. (2013), te zakljucili da se

DES-ovi mogu razgraditi djelovanjem mikroorganizama.

2.2.2. Primjena eutektickih otapala

Vecina eutektickih otapala su ekoloski prihvatljive tekucine ¢ija je snazna sposobnost
doniranja i prihvac¢anja protona i elektrona, ujedno i njihova glavna karakteristika. Ta
specificna odlika ¢ini ih odli¢énim kandidatima za otapanje raznolikih materijala kao §to su
soli, proteini, lijekovi, aminokiseline, surfaktanti, Seeri i polisaharidi. Budu¢i da sluze i za
otapanje razli¢itih metalnih oksida, DES-ovi se mogu koristiti u elektrokemijskim procesima
kao $to su elektrodepozicija ili elektropoliranje, ili pak za odvajanje metala. Osim toga, neka
istrazivanja su potvrdila njithovu snaznu sposobnost otapanja COg, $to ih Cini jako privlaénim
sustavima za pro¢i§¢avanje plinova, katalizu i kemijsku fiksaciju CO2. Zanimljivo je i da se
ove mjeSavine primjenjuju kao ekstrakcijski agensi (ekstrakcija polifenolnih komponenata,
ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva iz biljnog materijala, ekstrakcija glicerola iz biodizela).
Eutekticka otapala se mogu koristiti i kao medij koji poboljsava kontakt izmedu reaktanata i
na taj nacin promicu organsku sintezu ili biokatalizu. Pored toga, takoder se mogu Koristiti
kao Kkatalizator i/ili kao medij prihvatljiv za okoli§ u elektrofilnim supstitucijama,
nukleofilnim reakcijama, Diels-Alder kondenzacijama, kopolimerizacijama, dehidraciji
ugljikohidrata, katalitickom sparivanju C-C veza, reakcijama redukcije te multikomponentnim
reakcijama (Durand i sur., 2013). Budu¢i da su eutekticka otapala bazirana na spojevima
sigurnim za ljudsku konzumaciju, primjenjuju se u terapiji kostiju i raznim drugim

podrucjima unutar biomedicine (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).
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2.2.2.1. Primjena eutektiCkih otapala u biotransformacijama

U biotransformacijama ecutekticka se otapala mogu koristiti kao Ccista otapala,
kootapala u vodenom mediju i kao dio dvofaznog sustava (Faber, 2011). Naime, Gorke i
suradnici su 2008. prvi put dokazali da je moguce provesti reakcije alkoholize i aminolize
alifatskih estera u eutektickim mjesavinama bez vidljive enzimske denaturacije. Osim toga,
dokazana je veéa ucinkovitost DES-a u lipazom kataliziranim reakcijama u odnosu na ionske
kapljevine i organska otapala, te pozitivni ufinak DES-a kao kootapala u enzimski
kataliziranoj reakciji hidrolize epoksida gdje je postignuta veca brzina reakcije nego u vodi.

Zhao i sur. (2011) su dokazali da higroskopnost i viskoznost DES-ova ovisi 0 prirodi
anionskih vrsta i/ili donoru vodikove veze. Istrazivali su utjecaj molarnog omjera soli i
glicerola na aktivnost i selektivnost lipaze. Uocili su da smanjenje udjela glicerola uzrokuje
smanjenje aktivnosti lipaze. To je pripisano vecoj koncentraciji aniona u mjesavini Sto dovodi
do destabilizacije enzima. Lipazom B izoliranom iz kvasca Canida antarctica i
imobiliziranom na akrilu, provodili su transesterifikaciju etil-sorbata i 1-propanola te pri tome
potvrdili superiornost DES-ova nad organskim otapalima.

Durand i sur. (2012) ustanovili su veliki potencijal DES-ova kolin-klorid:urea (ChU) i
kolin-klorid:glicerol (ChGly) kao medija u lipazom kataliziranoj reakciji alkoholize vinil-
laurata sa 1-butanolom. S druge strane, niska selektivnost ostvarena u DES-u kolin-
klorid:etilen-glikol, uzrokovana je sporednim reakcijama izmedu vinil-laurata i donora
vodikove veze (etilen-glikola). Ovi su eksperimenti pokazali da reaktivnost u eutekti¢kim
mjeSavinama ovisi ne samo o prirodi nukleofilnog supstrata, nego i1 o prirodi komponenata
DES-a. Neki donori vodikove veze mogu reagirati sa supstratima, $to dovodi do nastajanja
nusproizvoda i promjene inicijalnog omjera eutekticke mjeSavine. Prema tome, promjena
fizikalno-kemijskih svojstava otapala (posebno viskoznosti) moze imati posljedice na
aktivnost i recikliranje. Medutim, vecina DES-ova je kemijski inertna, Sto ih ¢ini
obecavaju¢im otapalima za lipazom katalizirane reakcije alkoholize, pri ¢emu se najbolje
konverzije (jednake kao u toluenu) postizu u otapalima ChU i ChGly (Durand i sur., 2012).

Budu¢i da su eutekticka otapala jeftina i bazirana na prirodnim komponentama,
predstavljaju potencijalnu zamjenu za ionske kapljevine u kombinaciji sa superkriticnim
teku¢inama kao Sto je superkriticni CO2 (scCOz). U dvofaznom separacijskom sustavu,
reakcija bi se odvijala u fazi ionske kapljevine, dok bi se produkt od interesa ekstrahirao u
gornju superkriticnu fazu. Buduci da su ionske kapljevine prakticki netopive u scCOz, otapalo

se ne bi gubilo u superkriti¢noj fazi. StoviSe, prisutnost ionske kapljevine poveéava
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selektivnost scCO> prema komponenti od interesa (Paiva i sur., 2011). Mana ove strategije je
visoki troSak 1 biorazgradivost ionskih kapljevina. Zbog specifi¢no visoke topljivosti scCO2 U
DES-ovima te njihovog niskog tlaka para, DES-ovi bi bili skoro netopljivi u scCO.. To
otvara nove mogucnosti za jeftine 1 okoliSno prihvatljive biokataliticke procese u dvofaznim

sustavima (Paiva i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

e Destilirana voda

e Glicerol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Glukoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e heksan, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e heptan, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Jabuc¢na kiselina, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Kalij-fosfatni pufer, pripravljen u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i
biotransformacije, PBF (KH2POs, Fisher Chemical, UK)

e Kolin-klorid, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Kiailitol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Ksiloza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e (S)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e (R)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e (R,S)-1-feniletil-acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala bili su analiticke cistoce.

3.1.2. Enzimski preparat

Novozym 435 (lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica imobilizirana na
makroporoznim poliakrilnim kuglicama s udjelom vode 1-2 (w/w %)) - Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD.

3.1.3. Oprema i uredaji

e Analiti¢ka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka
e Eppendorf epruvete

e Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka
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e Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

e pH/ion metar S220, Mettler Toledo, SAD

e Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

e Tikvice s okruglim dnom

3.2. Metode rada
3.2.1. Sinteza eutektickih otapala

U tikvicama s okruglim dnom pomije$aju se izraCunate koli¢ine kolin-klorida i
odgovarajucih donora vodika prema molarnim omjerima (tablica 3). Zatim se u svaku smjesu
dodaje odredena koli¢ina vode (30, 50 1 80 % (v/v)), nakon Cega se reakcijska smjesa
zagrijava na magnetskoj mjesalici pri temperaturi od 50 °C tijekom 2 sata, sve dok ne nastane
homogena, prozirna i bezbojna tekuéina. Dobivena eutekticka otapala zatvore se parafilmom i
skladiste na tamnom mjestu prije daljnje primjene kao otapala za biokatalizu. pH-vrijednost
otopina eutektickih smjesa izmjerena je pomocu multimetra pH/ion metra S220, Mettler

Toledo pri temperaturi od 25 °C (tablica 3).
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Tablica 3. Eutekti¢ka otapala sintetizirana u ovom radu.

: : : Cijena pH-
Eutekti¢ko otapalo Molarni  Udio vode Kratica N
: ($ kg  vrijednost
omjer (%, viv)

30 ChGlczo% 52
Kolin-klorid:glukoza 1:1 50 ChGlcso o 54,72 4,0
80 ChGlcgo % 4,1
30 ChGlyszo % 2
Kolin-klorid:glicerol 1:2 50 ChGlyso % 48,28 3,5
80 ChGlyso % 3,9
30 ChXyl3g % 3,8
Kolin-klorid:ksiloza 2:1 50 ChXylso % 63,99 4,1
80 ChXylgo % 4,3
30 ChXylolzo % 6,6
Kolin-klorid:ksilitol 5:2 50 ChXylolso% | 90,95 6,2
80 ChXylolgo % 5,2
30 ChMasg % 0,67

Kolin-klorid:jabu¢na
o 1:1 50 ChMaso % 38,15 1,06

Kiselina

80 ChMasg % 1,64

3.2.2. Lipazom katalizirana hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata

Reakcija enantioselektivne, lipazom Kkatalizirane hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata
(slika 3), zapoceta je dodatkom 2976 uL otapala (organsko otapalo heptan odnosno heksan,
0,025 M kalij-fosfatni pufer ili eutekti¢ko otapalo), 24 uL supstrata ((R,S)-1-feniletil-acetat) i
5 mg pripravka Novozym 435 (lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica). Reakcija se
odvija uz mijesanje pri temperaturi od 25 °C, tijekom 280 min. Pri provodenju reakcije u
organskim otapalima, u odabranim vremenskim intervalima izuzima se 50 pL reakcijske
smjese i izravno analizira plinskom kromatografijom. Prilikom provodenja reakcije u
eutekti¢kim otapalima i puferu, u odabranim vremenskim intervalima izuzima se alikvot od

200 pL reakcijske smjese iz koje se (R,S)-1-feniletil-acetat ekstrahira s 200 pL heptana, uz
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snazno mije$anje na vrtloznoj mjesalici (2000 okretaj min™) kroz 3 min, a 50 pL heptanskog

ekstrakta koji se potom izuzme, analizira se plinskom kromatografijom.

o CH, <) CH,

#] ? OH t:]'H o]
dcm | C(\-:H, CALB Q/kcm N g\cm } Hac)‘\{JH
o o octena
(S)-1-feniletil- (R J-1-feniletil- (S)-1-feniletanol (R)-1-feniletanol  kiselina
acetat acetat

Slika 3. Enzimska hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata.

Kako bi se usporedila uspje$nost hidrolize u razli¢itim otapalima, za reakciju u
pojedinom otapalu izrauna se iskoristenje, volumetrijska produktivnost, enantiomerni visak

te specifi¢na produktivnost enzima.

IskorisStenje procesa esterifikacije 7 (%) izraCuna se prema jednadzbi 15:

n=C_E.100 [15]
Cr

gdje je:
ce - izmjerena koncentracija (R)-1-feniletanola (mol L),

cT - teorijski moguéa koncentracija (R)-1-feniletanola (mol L™?).

Volumetrijska produktivnost Ve (umol L min™) esterifikacije izra¢una se
prema jednadzbi 16:

Cp2- Cp1 [16]

Vp == t

gdje je:
cr1 - podetna molarna koncentracija (R)-1-feniletanola (umol L),
cr2 - molarna koncentracija (R)-1-feniletanola na kraju procesa (umol L),

t - vrijeme trajanja procesa (min).

20



Enantiomerni visak (eng. enantiomeric excess, e.e.), (%) izracuna se prema jednadzbi 17:

_ (R 1-feniletanol ~ S 1 -fenﬂetanol) . [1 7]

100

e.e.=
(R 1-feniletanol +S 1-feniletan 01)

gdje je:
R1-feniletanol - povrsina ispod pika (R)-1-feniletanola,

Si-feniletanol - povrsina ispod pika (S)-1-feniletanola.

Specifi¢na produktivnost enzima Ve (umol mg™ min™) izraduna se prema jednadzbi 18:

_ Npj- Npq [18]
E mg - t

gdje je:

np1 - po¢etna mnozina (R)-1-feniletanola (umol),

np2 - mnozina (R)-1-feniletanola na kraju procesa (umol),
Me - masa pripravka Novozym 435 (mg),

t - vrijeme trajanja procesa (min).

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil-acetata provedena je pomocu

plinske kromatografije s masenom spektroskopijom.

Kromatografski uvjeti za odredivanje:

e Kromatografska kolona: Beta DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)

e Pokretna faza: He

e Protok: 56,3 mL min!

e Detektor: maseni spektrometar (MS)

e Temperatura kolone: T1=80 °C (2 min), T>=140 °C (At=5 °C min)

e Vrijeme trajanja analize: 21 min
(Rt) za (R,S)-1-feniletil-acetat iznosi 15,72 min, Rt ((R)-1-feniletanol)=15,54 min i Rt ((S)-
1-feniletanol)=16,06 min.
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Izrada baZdarnog dijagrama

Pripreme se otopine (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu tako da koncentracije redom
iznose 0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 i 0,05 mol L. Nakon toga se na
ordinatu nanose izmjerene vrijednosti povrSine kromatografskog pika, dok se na apscisu
nanose pripadajuce vrijednosti koncentracija. Zatim se pomoc¢u racunala nacrta dijagram
ovisnosti mnozinske koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata o povrsini ispod pika te se prema
dobivenoj jednadzbi pravca izracunaju nepoznate koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata u
uzorcima.

Koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata tijekom hidrolize u organskim otapalima
(heptanu i heksanu) racuna se izravno prema jednadzbi pravca dobivenoj iz bazdarnog
dijagrama, dok se koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata ce (mol L) tijekom hidrolize u

eutekticnom otapalu i puferu ratuna prema jednadzbi 19:

cg= CE l}z(eptan [19]

p
gdje je:
Ceneptan - ravnotezna koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu (mol L),

Kp - koeficijent razdjeljenja (R,S)-1-feniletil-acetata izmedu heptana i eutektickog otapala.

Koeficijent razdjeljenja (R,S)-1-feniletil-acetata (Kp) heptan/eutekticko otapalo
odreduje se na sljede¢i nadin:
U staklenu kivetu se doda 2988 uL eutektickog otapala, 12 pL (0,025 M) (R,S)-1-feniletil-
acetata i 3000 pL heptana. Uzorak se mijeSa na vrtloznoj mjesalici tijekom 3 min pri
temperaturi od 25 °C. Koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu odreduje se plinskom
kromatografijom, a Kkoeficijent razdjeljenja K, izraCunava se kao omjer ravnotezne

koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu i eutektickom otapalu prema jednadzbi 20:

_ Cheptan [20]
Cp

Kyp

gdje je:
Cheptan - KONcentracija (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu (mol LY),

cp - koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata u eutektickom otapalu (mol LL).
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3.2.3. Odredivanje termicke stabilnosti lipaze u otapalu ChGlc s razli¢itim udjelima

vode i u puferu

Utjecaj temperature inkubacije lipaze u eutektickom otapalu (tzv. skladisna termicka
stabilnost) na aktivnost iste, pracen je u ChGlc koje se pokazalo kao najpogodnije za
enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata medu svim ispitanim eutektickim
otapalima obzirom na izraCunate vrijednosti Vp, VE, €e i 7, a osim toga, pracen je i u puferu.
Novozym 435 (2,5 mg) inkubiran je u 5 mL eutektickog otapala ChGlc s razli¢itim udjelima
vode (30, 50 i 80% (Vv/v)), odnosno u istom volumenu pufera, pri temperaturama od 20 °C, 40
°C, 60 °C odnosno 80 °C. U razli¢itim vremenskim intervalima kroz 72 h (0, 4, 8, 16, 24, 48 i
72 h), provedena je reakcija enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata dodatkom
0,03 mol L supstrata u reakcijsku smjesu prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.2.
Termicka stabilnost enzimskog pripravka u odredenom otapalu izrazena je kao rezidualna

aktivnost enzimskog pripravka nakon inkubacije u odredenom vremenskom intervalu.
3.2.3.1. Procjena kinetickih parametara

Termicka deaktivacija se opisuje kao proces jedan korak-dva stanja u kojem je nativni
(aktivni) oblik katalizatora transformiran u denaturirani (inaktivni) oblik jednomolekularnom
nepovratnom reakcijom prvog reda. Kineticki govoreéi, pad enzimske aktivnosti izraZzen kao
omjer izmjerene aktivnosti (A): nakon tretmana zagrijavanjem u vremenu t i inicijalne
kontrolne aktivnosti (A)o opisan je jednostavnom eksponencijalnom jednadzbom prvog reda
sa k kao konstantom brzine reakcije prema jednadzbi 21 (Lappe i sur., 2009):

A ko [21]

Ay ©

3.2.3.2. Statisti¢ka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) uzoraka u skupini prema jednadzbi
22:

[22]



s pripadaju¢im stadardnim pogreSkama Si (jednadzba 23):

6 = 2(x; — X)?
X7 IN(N-1)

gdje je:

N - ukupan broj uzoraka u skupini,

Xi - pojedinacne vrijednosti uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Biotransformacije se smatraju selektivnim enzimskim modifikacijama definiranih
Cistih spojeva u definirane kona¢ne proizvode. Budu¢i da jedna od primjena biotransformacija
ukljucuje uvodenje kiralnih centara u molekule i1 odvajanje racemata uz pomoc¢
biokatalizatora, u ovom radu je prikazana enzimska reakcija hidrolize kiralnog acetata, (R,S)-
1-feniletil-acetata, kojom su dobivena dva enantiomera ((R)-1-feniletanol i (S)-1-feniletanol)
razli¢itih strukturnih, te time i bioloskih karakteristika. Primjerice, (R)-1-feniletanol koristi se
kao kiralni gradevni blok i kao sintetski intermedijer za fine kemikalije u farmaceutskoj i
agrokemijskoj industriji (Suan i Sarmidi, 2004), dok se oba enantiomerna oblika koriste kao
kiralni reagensi za odredivanje enantiomerne CistoCe i za asimetricno otvaranje cikli¢nih
anhidrida i epoksida (Frings i sur., 1999).

Enzimske reakcije imaju prednost pred klasi¢nim reakcijama kemijske sinteze zbog
visoke enantio- i regioselektivnosti, a naro€ito ako se izvode u zelenim otapalima. Eutekti¢ka
otapala pripadaju skupini zelenih otapala i predstavljaju novu generaciju stabilnih i
nehlapljivih otapala koja se posljednjih godina intenzivno proucavaju u svrhu zamjene
tradicionalnih i $kodljivih otapala u kemijskoj tehnologiji i biotehnologiji. Njihova primjena u
proizvodnji industrijski vaznih kemikalija predmet je mnogih znanstvenih istrazivanja na
podrucju kemijske tehnologije i biotehnologije. Stoga je u ovom radu, u cilju ekoloski
prihvatljivog postupka hidrolize estera, ispitana mogucénost provodenja imobiliziranom
lipazom Kkatalizirane hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata u eutektickim otapalima (tablica 3).
Kako bi se wusporedila uspjeSnost enantioselektivne hidrolize u eutektickim te
konvencionalnim otapalima, reakcija je takoder provedena u organskim otapalima (heptan,
heksan) i puferu. Budué¢i da je stabilnost enzima u odredenom otapalu vrlo vazan parametar u
utvrdivanju prihvatljivosti odredenog otapala za primjenu u velikom mjerilu, u radu je takoder

odredena i termicka stabilnost lipaze u eutekti¢kom otapalu ChGlc s 30 %, 50% i 80% vode.
4.1. Sinteza eutektickih otapala
U svrhu rada pripravljena su eutekti¢ka otapala klasi¢nim postupcima organske sinteze
(tablica 4). Priprava eutektickih otapala odvijala se jednostavnim postupkom u kojem se
polazne sirovine pomijesaju u odredenim molarnim omjerima te se kontinuirano zagrijavaju

uz mijesanje dok se ne dobije homogena viskozna kapljevina. Iskoristenje reakcije je 100%,
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Sto je znacajna prednost prilikom sinteze eutektiCkih otapala. Dodatkom odredene koli¢ine
vode u smjesu, dobivena su eutekticka otapala s 30 %, 50 % i 80 %-tnim udjelom vode.
Takoder, izmjerena je pH-vrijednost otopina eutektickih otapala pri temperaturi od 25 °C, a

rezultati su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Eutekticka otapala s pripadaju¢im pH-vrijednostima.

Molarni = Udio vode

Eutekticko otapalo ; Kratica pH-vrijednost
omjer (%, viv)

30 ChGlcso % 35,2

Kolin-klorid:glukoza 1:1 50 ChGlcso% 4,0
80 ChGlcgo % 4,1

30 ChGlyzo % 33

Kolin-klorid:glicerol 1:2 50 ChGlyso % 3,5
80 ChGlyso % 39

30 ChXyl0 % 3,8

Kolin-klorid:ksiloza 2:1 50 ChXylsg o 4,1
80 ChXylso o 4,3

30 ChXylolso % 6,6

Kolin-klorid:ksilitol 5:2 50 ChXylolso % 6,2
80 ChXylolgo % 5,2

30 ChMaszo % 0,67

Kolin-klorid:jabu¢na kiselina 11 50 ChMasg v 1,06
80 ChMaso % 1,64

4.2. Lipazom Katalizirana hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata

Lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica (CALB) zanimljiva je zbog
potencijalne primjene u brojnim industrijskim procesima kao Sto je sinteza triglicerida,
esterifikacija terpenskih alkohola i sl. CALB adsorbirana na razli¢itim nosa¢ima, pokazala se
izrazito regioselektivnom u esterifikaciji Secera, nukleozida 1 steroida te osobito
enantioselektivnom u otapanju sekundarnih alkohola hidrolizom ili esterifikacijom u

organskim otapalima (Arroyo, 1999). S druge strane, zbog toksi¢nosti, zapaljivosti i
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hlapljivosti organskih otapala, danas su mnoga istrazivanja usmjerena na pronalazak novih
reakcijskih medija za enzimski katalizirane reakcije. U tu svrhu, razvijena su eutekticka
otapala koja su primjenu pronasla kao kootapala ili pak reakcijski medij za biokataliticke
reakcije (Kim i sur., 2016). Obzirom na navedeno, u ovom radu ispitana je mogucnost
primjene eutekti¢kih otapala u enantioselektivnoj hidrolizi kiralnog estera (R,S)-1-feniletil-
acetata, pri cemu je kao biokatalizator KkoriStena imobilizirana lipaza izolirana iz kvasca
Candida antarctica (pripravak Novozym 435).

Reakcija hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata provedena je u 5 razli¢itih kolinijevih
cutekti¢kih otapala (tablica 3), a u svrhu provjere uspjesnosti hidrolize, reakcija je takoder
provedena i u organskim otapalima (heptan, heksan) te u 0,025 M kalij-fosfatnom puferu.
Ukratko, u 3 mL reakcijske smjese s 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata (supstrat), dodano
je 5 mg pripravka Novozym 435. Smjesa je zatim intenzivno mije$ana na vrtloznoj mjesalici
pri temperaturi od 25 °C, a tijek reakcije je pracen izdvajanjem uzorka i analizom pomocu
plinske kromatografije.

Prethodno je izraden bazdarni dijagram (R,S)-1-feniletil-acetata prema kojem je
provedena kvantitativna analiza produkta (slika 4). Kako bi se izracunala koncentracija (R,S)-
1-feniletil-acetata u eutektickim otapalima, odreden je koeficijent razdjeljenja (R,S)-1-
feniletil-acetata izmedu heptana i eutektickog otapala (Kp) (jednadzba 20), a vrijednosti su
prikazane u tablici 5.

250000000
y = 3036715172x + 41882329
200000000
(L]
=
o
- 150000000 RZ=1
]
Q.
K]
& 100000000
S
S
3
a 50000000
0

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Koncentracija (mol L)

Slika 4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata;

A = povrsina ispod pika; ¢ = koncentracija (mol L™).
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Tablica 5. Koeficijent razdjeljenja izmedu heptana i eutektickih otapala.

Otapalo Udio vode (%, v/v) Kp
30 0,95
ChGlc 50 0,95
80 0,86
30 0,95
ChGly 50 0,94
80 1,00
30 0,69
Chxyl 50 0,99
80 1,00

30 0,92
ChXylol 50 0,96
80 0,88
30 0,80
ChMa 50 0,89
80 0,83
KH2PO4 0,94

Tijek hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata u eutektickim otapalima, organskim otapalima

te puferu prikazan je na slikama 5a — c.
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Slika 5. Tijek lipazom katalizirane hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata u a) i b) eutekti¢kim
otapalima te c) eutektickim otapalima, organskim otapalima (heptan i heksan) i puferu.
Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 25 °C.

Iz grafickog prikaza tijeka hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata na slici 5a, moze se
primjetiti da je izmedu ispitanih eutektickih otapala ChGlc i ChGly, hidroliza brza u
eutektickom otapalu ChGly, u kojem se tijekom prvih 30 min postizu iskoristenja veca od 90
%, bez razlike ovisno o udjelu vode u otapalu. IskoriStenje reakcije u otapalu ChGlesp o (17 =
99,9 % + 2,70) je najvece i nakon 280 min je sliéno onome u otapalima ChGlyso % (1 = 98,6
% + 1,20), ChGlyso % (7 = 98,8 % + 2,70) i ChGlyso % (7 = 98,6 % + 1,30). Medutim, reakcija
u otapalu ChGly se odvija puno brze. Osim za enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-1-feniletil-
acetata, eutekticka otapala bazirana na glicerolu, pokazala su se kao dobar medij i u
biokatalitickoj proizvodnji biodizela te u enzimskoj transesterifikaciji triglicerida sa etanolom
(Zhao i sur., 2013). Na slici 5b moze se primjetiti slican u¢inak otapala na enantioselektivnu
hidrolizu kao i na slici 5a, a u eutektickom otapalu ChXylsos postignuto je jednako
iskoriStenje kao 1 ChGlcsg %.

Na slici 5¢c vidljivo je da se znatno niza iskoriStenja na kraju enantioselektivne
hidrolize postizu u otapalima ChMazo % (y = 77,8 % + 2,4) i ChMaso % (7 = 79,8 % + 1,6), a
pretpostavlja se da je uzrok preniska pH-vrijednost DES-a ChMa (0,67-1,64). lzuzetak je
otapalo ChMasgo % u kojem je iskoriStenje reakcije vec¢e od onoga postignutog u otapalima s

30% i 50 % vode u ChMa, iz cega zakljuCujemo da je visoki sadrzaj vode u nekim
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slu¢ajevima pozeljan za uspje$no odvijanje reakcije hidrolize. Utjecaj pH-vrijednosti na
uspjesnost reakcije ispitivali su 1 Yilmaz i sur. (2010) te su dokazali da optimalna pH-
vrijednost inkapsulirane lipaze iznosi oko 5,0. S druge strane, Pereira i sur. (2001) odredili su
optimalne pH-vrijednosti za imobiliziranu (pH-vrijednost = 6) i slobodnu lipazu (pH-
vrijednost = 7) iz kvasca Candida rugosa.

lako je iz grafickih prikaza tijeka hidrolize moguce uvidjeti utjecaj pojedinih vodenih
otopina eutektickih otapala na uspjeSnost hidrolize, u svrhu bolje interpretacije rezultata,
prema formulama [15], [16], [17] i [18] izraCunata su iskoriStenja, volumetrijska
produktivnost, enantiomerni viSak te specifi¢na produktivnost reakcije hidrolize u pojedinim

otopinama, a rezultati su prikazani na slikama 6, 7, 8 1 9.
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Slika 6. Iskoristenje lipazom katalizirane reakcije (#) u razli¢itim otapalima. Reakcijski

uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 25 °C; 240 min.

Iskoristenja (x) lipazom Kkatalizirane enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-
acetata u eutektickim otapalima iznose od 66,5 % + 0,7 u ChGlys 9% do 99,9 % + 1,1 u
ChGlcso % te su visa nego u organskim otapalima (50,9 % + 1,55 u heptanu i 42,6 % + 1,62 u
heksanu), ali su gotovo jednaka kao u puferu (y = 97,5 % + 0,72) (slika 6). Na slici 6 vidljiv je
1 utjecaj razli¢itog udjela vode u eutektiCkim otapalima na iskoriStenja reakcije, a rezultati su
u skladu s istrazivanjem Durand i sur. (2014) te Yongxian i sur. (2011), gdje je dokazano da
sadrzaj vode ima veliki utjecaj na kataliticku aktivnost enzima. DES-ovi su izrazito viskozna

otapala (Paiva i sur., 2014; Cvjetko Bubalo i sur., 2015a) pa veéi udio vode u otapalu
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pozitivno utjeCe na iskoriStenje reakcije zbog smanjenja viskoznosti dodatkom vode u
eutekticko otapalo (Dai i sur., 2013) (slika 6), ali prevelika kolic¢ina vode u eutektickom
otapalu moze utjecati i negativno na iskoriStenje reakcije (slika 6) pa je potrebno optimirati
sadrzaj vode za svaku reakciju. Nacelno, postizanje optimalnog sadrzaja vode moze se
objasniti kao uspostavljanje ravnoteze u sustavu u kojem se supstrat ne veze s otapalom, a
hidrofilni karakter eutekti¢énog otapala omoguéuje vezanje molekula vode koje se stvaraju
tijekom reakcije esterifikacije 1 sprjeava ispoljavanje njihovog nukleofilnog karaktera u

hidrolitickim reakcijama (Durand i sur., 2014).

300
- 250
(7]
]
c
2
; :'\ 200 T i == i ==
3 £ =
o HE m 30 % (v/v) vode
oL 150 - .
$3 m 50 % (v/v) vode
% g 100 80 % (v/v) vode
£
3
°
= 50 -

0 .

ChGlc ChGly ChXyl ChXylol ChMa pufer heptan heksan

Slika 7. Volumetrijska produktivnost (Vp) lipazom katalizirane reakcije u razli¢itim
otapalima. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 25
°C; 240 min.

Vrijednosti volumetrijskih produktivnosti lipazom katalizirane hidrolize (Vp) u
eutektickim otapalima (slika 7) kreéu se u rasponu od 1653 pmol L* mint + 1,94
(ChXylolsos) do 239,3 umol L mint + 1,61 (ChGlcso ), $to je ujedno i najbolja postignuta
vrijednost. Znatno niZe vrijednosti su postignute u organskim otapalima (75,8 pmol L't min
+ 0,57 u heptanu te 88,7 umol L min + 1,16 u heksanu) za razliku od pufera u kojem je
reakcijom hidrolize postignuta slicna volumetrijska produktivnost kao i u eutektiCkim

otapalima.
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Slika 8. Enantiomerni viSak (ee) lipazom katalizirane reakcije u razli¢itim otapalima.
Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 25 °C; 240
min.

Enantiomerni vi$ak hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata u svim ispitanim eutekti¢kim
otapalima krece se u rasponu od 96,9 % =+ 0,3 do 98,8 % + 0,3 uz ChMa kao iznimku gdje
najniza vrijednost iznosi 22,6 % + 0,1. Vrijednosti su priblizno jednake i u referentnim
otapalima (95,1 % =+ 2,1 u puferu, 94,8 % + 1,0 u heptanu, 90,6 % =+ 1,03 u heksanu) (slika 8).
U pravilu, enantiomerni visak u svim eutektickim otapalima se povecava povecanjem udjela
vode. To dokazuje i najveca postignuta vrijednost enantiomernog viska hidrolize (R,S)-1-
feniletil-acetata u eutektickom otapalu ChXylolgo % (ee = 98,8 % =+ 0,3), pri ¢emu nastaje (R)-
1-feniletanol koristan u proizvodnji lijekova i finih kemikalija (Gaso Sokag i sur., 2014), dok

(S)-1-feniletanol gotovo i ne nastaje.
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Slika 9. Specifi¢na produktivnost (V) lipazom katalizirane reakcije u razli¢itim otapalima.
Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 25 °C; 240

min.

Specifiéna produktivnost enzima hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
lipazom, niZza je u referentnim otapalima nego su svim ispitanim eutektickim otapalima
(slika9).

Usporedujuci iskoristenje (7), volumetrijsku produktivnost (Ve), enantiomerni viSak
(ee) te specificnu produktivnost enzima (Ve) u ecutektiCkim otapalima, puferu i
konvencionalnim organskim otapalima, vidljivo je da su se eutekticka otapala pokazala
u¢inkovitijima u enantioselektivnoj hidrolizi (R,S)-1-feniletil-acetata, S$to ih ¢ini
potencijalnom zamjenom za konvencionalna organska otapala (Liang i sur., 2015). Kao
najpovoljnije otapalo za hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata istaknulo se eutekticko otapalo
ChGlcso o s vrijednostima: # = 99,9 % + 1,1, Ve = 239,3 pmol L min+ 1,61, ee = 98,6 % =
0,5 Ve= 6,3 umol mg™* mint+0,16.

4.3. Termicka stabilnost lipaze u otapalu ChGlc s razlic¢itim udjelima vode i u puferu

Pravilno skladiStenje enzima, jedan je od klju¢nih faktora za odrzavanje aktivnosti.
Basri i sur. (1994) utvrdili su da lipaze pokazuju punu aktivnost prilikom skladistenja pri 4
°C. Generalno, enzimi su aktivni kada se ¢uvaju pri niskim temperaturama vjerojatno zbog

tendencije prelaska lipaza u svoju originalnu konformaciju, koja je Kkataliticki aktivna.
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Takoder, razlicita je aktivnost izmedu imobiliziranog i slobodnog enzima. Dok slobodni
enzim zadrzava rezidualnu aktivnost od 15 % nakon 12 dana, aktivnost inkapsuliranih lipaza
pada sporije, pri ¢emu U istom vremenu zadrzavaju 93-95 % svoje inicijalne aktivnosti.
Imobilizirani enzim je stabilniji zahvaljuju¢i viSekratnom vezanju enzima na nosaé, §to
ujedno sprjecava intermolekularne procese poput proteolize ili agregacije te dovodi do
nastajanja stabilnije enzimske molekule (Basri i sur., 1994).

Zahvaljujuéi velikom napretku u znanosti, toplinom inducirana inaktivacija enzima ili
denaturacija proteina danas je dobro poznata u literaturi (Arroyo i sur., 1999; Aymard i
Belarbi, 2000; Anthon i Barrett, 2002; Dabkowska i Szewczyk, 2009; Yilmaz i sur., 2010;
Sant'Anna i sur., 2012; Cvjetko Bubalo i sur., 2015a; Kim i sur., 2016). Ve¢ vise od 10
godina, znanstvenici se fokusiraju na pronalazak prigodnog reakcijskog medija za enzimske
reakcije koji ¢e posluziti kao alternativa za hlapiva i toksi¢na organska otapala.

Kim i sur. (2016) istrazivali su primjenu DES-ova baziranih na kolin-kloridu te DES-
ova koji sadrze po dva donora vodikove veze kao kootapala u svrhu pobolj$anja aktivnosti i
termicke stabilnosti lipaze izolirane iz kvasca Candida rugosa. Generalno, DES-ovi koji
sadrze glicerol, pokazali su se jako uspjesnima u pobolj$anju aktivnosti i termicke stabilnosti
lipaze, za razliku od DES-ova koji sadrze formamid. Autori su dokazali da je termicka
stabilnost 1 skladiSna stabilnost lipaze povezana sa kiselos¢u donora vodikove veze u DES-u.
Naime, proucavali su termic¢ku stabilnost lipaze u vodenoj otopini ChGly 1 uocili da je na
temperaturi vecoj od 45 °C, rezidualna aktivnost lipaze nakon 1 h inkubacije, dva puta veca
nego aktivnost lipaze u puferu. Osim padom enzimske aktivnosti, termi¢ka deaktivacija se
takoder opisuje i vrijednosc¢u poluvremena inaktivacije lipaze, koja se definira jednadzbom 24
(Sant'Anna i sur., 2012):

In2 [24]
1=

gdje je:
t12 - vrijednost poluvremena inaktivacije lipaze,

k - konstanta brzine reakcije.

Zanimljivo je naime, da je vrijednost poluvremena inaktivacije lipaze u vodenoj
otopini ChGly bila 9,2 puta veéa od vrijednosti poluvremena lipaze u puferu. Glicerol i etilen-

glikol kao donori vodikove veze u DES-u, pozitivno su djelovali na termic¢ku stabilnost lipaze,
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za razliku od formamida 1 tiouree koji nisu ucinkovito djelovali na poboljSanje aktivnosti i
stabilnosti lipaze (Huang i sur., 2014).

U ovom radu, zbog najvisih postignutih vrijednosti #, Vp, ee i Vg, termicka stabilnost
lipaze odredena je kao rezidualna aktivnost lipaze nakon inkubacije u otapalu ChGlc s
razli¢itim udjelima vode na odredenoj temperaturi u odredenom vremenskom periodu (slika
10-13). Odredene su i konstante brzine svake reakcije, a rezultati su prikazani u tablici 6. Za
usporedbu je stabilnost lipaze pracena i u puferu, a rezultati su prikazani na slikama 10-13.
Kao modelna reakcija za pracenje stabilnosti lipaze koristena je enantioselektivna hidroliza

(R,S)-1-feniletil-acetata.
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Slika 10. Rezidualna aktivnost lipaze u eutektickom otapalu ChGlc sa 30, 50 i 80 %-tnim
udjelom vode te puferu nakon inkubacije pri 20 °C u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvjeti:

0,03 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 20 °C; 72 h.

Slika 10 prikazuje rezidualnu aktivnost lipaze u ChGlc s razli¢itim udjelima vode i u
puferu na 20 °C u ovisnosti o vremenu. Nakon 4 h inkubacije, ocuvano je izmedu 55 %
rezidualne aktivnosti lipaze u ChGlcgg % i 92% u ChGlcso 9% s obzirom na pocetnu vrijednost
prije inkubacije. Nakon 8 h inkubacije o¢uvano je izmedu 44 % rezidualne aktivnosti lipaze u
ChGlcgo % 1 59 % u ChGlcao . Nakon 24 h inkubacije, aktivnost lipaze u otapalu s 50 %-tnim

udjelom vode, iznosila je 45 % i bila je duplo veca od aktivnosti lipaze u otapalima ChGlcso o
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i ChGlcgo % koja je ostala kontinuirana do kraja inkubacije. Nakon 72 h inkubacije, kao

najbolje otapalo pokazalo se ChGlcso ¢ sa 30 %-tnom enzimskom aktivnoscu.
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Slika 11. Rezidualna aktivnost lipaze u eutekti¢kom otapalu ChGlc sa 30, 50 i 80 %-tnim
udjelom vode te puferu nakon inkubacije pri 40 °C u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvjeti:
0,03 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 40 °C; 72 h.

Slika 11 prikazuje rezidualnu aktivnost lipaze u ChGlc s razli¢itim udjelima vode i u
puferu na 40 °C u ovisnosti 0 vremenu. Rezidualna aktivnost lipaze u puferu nakon 4 h
inkubacije, iznosila je oko 58 %, dok je lipaza zadrzala 82 % aktivnosti u ChGlcso o ili ¢ak do
96 % aktivnosti u ChGlcso % $to ukazuje na bolju termicku stabilnost u eutektickim otapalima.
Nakon 16 h inkubacije, lipaza je u ChGlcso o zadrzala aktivnost od 36 %, dok je istu aktivnost
imala u otapalu ChGlcso % nakon 24 h inkubacije, $to ukazuje na bolju termicku stabilnost u
otapalima s veéim udjelom vode. Nakon 72 sata inkubacije, aktivnost lipaze u svim
eutektickim otapalima iznosila je izmedu 32 % i 40 %. lako se u istom periodu aktivnost
lipaze pokazala boljom u puferu (45 %), ipak je tijekom vremena najsporije opadala u ChGlc
s najve¢im udjelom vode.

Sliéna stabilnost lipaze izolirane iz kvasca Candida rugosa u otapalima kolin-
klorid:etilen-glikol:formamid,  kolin-klorid:glicerol i  kolin-klorid:glicerol:etilen-glikol

inkubiranima na temperaturi od 40 °C, primjecena je i u istrazivanju Kim i sur. (2016).
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Autori su dokazali da je vrijednost poluvremena inaktivacije lipaze (jednadzba [24]), u

otapalu ChGlygo % 9,2 puta veca od lipaze u puferu.
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Slika 12. Rezidualna aktivnost lipaze u eutektickom otapalu ChGlc sa 30, 50 i 80 %-tnim
udjelom vode te puferu nakon inkubacije pri 60 °C u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvjeti:
0,03 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 60 °C; 72 h.

Slika 12 prikazuje rezidualnu aktivnost lipaze u vodenim otopinama DES-a i u puferu
na 60 °C u ovisnosti o vremenu. Nakon 4 h inkubacije, aktivnost lipaze bila je veca u otapalu
s 30 % vode (67,3 %) nego u onome s 50 % vode (54,5 %). Medutim, u vremenskom periodu
izmedu 16 i 24 h inkubacije, doslo je do znacajnijeg pada aktivnosti lipaze u otapalu s 30 %
vode (28 %), dok je lipaza u otapalu s 50 % vode, sacuvala za 10 % vecu aktivnost. U periodu
od 24-72 sata inkubacije, aktivnost lipaze ostala je kontinuirana u svim eutektiCkim
mjeSavinama.

Sli¢ne su rezultate postigli Cvjetko Bubalo i sur. (2015a) u istrazivanju u kojem su
pratili stabilnost Novozym 435 u reakciji esterifikacije provodenoj u ChEG s razli¢itim
udjelima vode te u referentnim otapalima. Produzenje vremena inkubacije do 15-0g dana nije
rezultiralo znaCajnijim gubitkom enzimske aktivnosti. Sli¢nu su pojavu uocili Durand 1 sur.
(2012) u kolinijevom eutektickom otapalu sa glicerolom kao donorom vodikove veze. Autori
su naime dokazali da ne dolazi do dodatnog gubitka enzimske aktivnosti nakon pocetnog

izmjerenog pada (30 %) tijekom prva 24 sata inkubacije. To su objasnili potrebom enzima da

38




poprimi svoju kona¢nu strukturu. Cvjetko Bubalo i sur. (2015a) pokazali su da je nakon
perioda inkubacije od 15 dana, rezidualna aktivnost enzima u vodenim otopinama ChEG
iznosila izmedu 27 % 1 46 %, Sto znaci da bi testirani DES trebao omogucditi provodenje
dugotrajnih i kompleksnih reakcija ili da bi se mogao koristiti u kontinuirano upravljanim
procesima. DES kolin-klorid:etilen-glikol pripravljen je zagrijavanjem i mijeSanjem kolin-
klorida i etilen glikola u molarnom omjeru 1:2. Razrjedivanjem je pripravljen DES s
odredenim molarnim udjelom vode (kolin-klorid:etilen-glikol:voda = 1:2:1, ChEGimol H20) |
upravo je u takvom DES-u uocena superiornija stabilnost enzima, iako jasan trend izmedu
sadrzaja vode i rezidualne aktivnosti enzima nije uocen.

Slicnost se uoCava u reakciji hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata gdje je najbolja
aktivnost nakon 72 sata inkubacije ostvarena u otapalu ChGlcso « i iznosila je 37,3 %.
Aktivnost lipaze u puferu znacajnije je pala u periodu od 4-8 h inkubacije kada je iznosila oko
40 %, dok je nakon 72 sata inkubacije iznosila svega 11,3 %. Time je jo$§ jednom dokazana

bolja termicka stabilnost lipaze u eutekti¢kim otapalima.
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Slika 13. Rezidualna aktivnost lipaze u eutekticCkom otapalu ChGlc sa 30, 50 i 80 %-tnim
udjelom vode te puferu nakon inkubacije pri 80 °C u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvjeti:
0,03 mol L (R,S)-1-feniletil-acetata; 5,0 mg Novozym 435; 80 °C; 72 h.

Slika 13 prikazuje rezidualnu aktivnost lipaze u vodenim otopinama DES-a i u puferu

na 80 °C u ovisnosti 0 vremenu. U periodu od 0-4 h inkubacije, aktivnost lipaze najbrze je
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pala u puferu i iznosila je oko 32 % s obzirom na neinkubiranu lipazu. U istom tom periodu
najveca aktivnost lipaze ostala je sacuvana u otapalu ChGlcso % 1 iznosila je 71%. Nakon 8 sati
inkubacije, aktivnost lipaze u ChGlcsoy drastiéno se smanjila (20 %) dok je u otapalu
ChGlcgoy bila gotovo duplo veca. To nam ukazuje na Cinjenicu da je termicka stabilnost
lipaze veca u eutektickim otapalima s ve¢im udjelom vode. Nakon 72 sata inkubacije, lipaza
je najmanju aktivnost sacuvala u puferu, dok je ona najveéa zabiljeZena u otapalu ChGlcsg .

Iz prethodne Cetiri slike (slika 10-13) mozemo zakljuciti da lipaza pokazuje vecu
stabilnost u eutektickim otapalima nego u puferu. Ispitujuéi utjecaj udjela vode u DES-ovima
na stabilnost lipaze, dokazano je da su otapala s 50 %-tnim i 80 %-tnim udjelom vode,
pogodnija za bolju termicku stabilnost lipaze i bolji prinos produkta. Najsporiji pad aktivnosti
lipaze uocen je u ChGlcso 9% U periodu do 48 sati inkubacije pri 40 °C, a u sva tri otapala nakon
72 sata inkubacije, lipaza je zadrzala najbolju aktivnost koja je iznosila izmedu 30 1 40 %
inicijalne aktivnosti. Na temperaturi ve¢oj od 60 °C dolazi do znacajnijeg gubitka enzimske
aktivnosti koja nakon 72 sata inkubacije iznosi izmedu 15 % u puferu i 21 % u ChGlcsg %.
Primjecujemo i da je aktivnost lipaze u svim ispitanim otapalima najbrze pala pri inkubaciji
na 80°C (slika 10-13).

Termicka stabilnost imobilizirane lipaze B iz kvasca Candida antarctica odredena je i
u organskom otapalu i u ionskim kapljevinima (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a). Sazeto,
termicka stabilnost lipaze u ionskim kapljevinama, sli¢na je kao i u eutektickim otapalima,
dok se organsko otapalo heptan pokazalo kao najpovoljnije otapalo.

Prema jednadzbi [21], izracunata je i brzina inaktivacije enzima (k) u odredenom

otapalu i pri odredenoj temperaturi, a rezultati su prikazani u tablici 6.
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Tablica 6. Konstanta brzine inaktivacije Novozym 435 u eutekti¢kim otapalima i puferu pri

odredenim temperaturama.

Otapalo T/°C k/ht Standardna pogreska
20 0,069 0,02
40 0,036 0,011
ChGlcso %
60 0,047 0,009
80 0,185 0,021
20 0,059 0,022
40 0,057 0,018
ChGlcso %
60 0,047 0,016
80 0,226 0,08
20 0,138 0,055
40 0,019 0,003
ChGlcso %
60 0,371 0,228
80 0,119 0,016
20 0,198 0,089
. ) 40 0,021 0,011
Pufer (kalij-fosfatni, 0,025 M)
60 0,111 0,018
80 0,226 0,094

Lipaza je najnestabilnija, tj. najbrze se inaktivira u eutektickom otapalu s 50 %-tnim
udjelom vode na temperaturi od 60 °C pri brzini k = 0,371 h?, s brzinom identi¢cnom pri
inkubaciji u puferu na 80 °C (tablica 6). Lipaza se najsporije inaktivira inkubacijom u
ChGlcsow, ChGlcso o te puferu pri 40 °C (k = 0,019-0,036 h?) sto je i optimalna temperatura
ovog enzima (Kim i sur., 2016).

Termicka stabilnost lipaze je povezana sa strukturom i oblikom lipaze (Zhu i sur.,
2001). Na visokoj temperaturi, enzim podlijeze djelomi¢noj razgradnji zbog toplinom
izazvanog razaranja nekovalentnih interakcija unutar enzima (Dave i Madamwar, 2006).

Proces inaktivacije enzima moguc¢ je zbog razmotavanja proteina (Luckarift i sur., 2004), ali i
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razlike u sastavu otopine koja okruZzuje enzim tijekom tretmana inkubacije (Arroyo i sur.,
1999). Osim toga, dokazano je i da pH-vrijednost medija koristenog za inkubaciju enzima,
ima znacajan uc¢inak na kinetiku inaktivacije (Anthon i Barrett, 2002), a i udio vode u otapalu
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

Cvjetko Bubalo 1 sur. (2015a) vrsili su procjenu kinetickih parametara za reakciju
provodenu u DES-u ChEG s razli¢itim udjelima vode. Pozeljna enzimska aktivnost ostvarena
je s etilen-glikolom kao donorom vodikove veze, ne samo zbog povecane nukleofilnosti nego
1 ¢injenicom da otapalo podrzava stabilizaciju nastalih intermedijera preko vodikovih veza,
Sto dovodi do smanjenja barijere energije aktivacije, odnosno do povecanja reaktivnosti.
Rezultati procjene kinetickih parametara u lipazom kataliziranoj reakciji esterifikacije,
pokazali su da je formacija produkta najbrza u DES-u ChEG (1:2) koji je razrjeden dodatkom
2 mola vode (ChEG2mol H20), @ najsporija u DES-u ChEG (1:2) koji je razrjeden dodatkom 0,5
mola vode (ChEGosmol H20). To je dosljedno sa pretpostavkom da dodatak vode unaprijeduje
brzinu reakcije.

Nadalje, veca otpornost lipaze na razgradnju prednost je imobiliziranog enzima (Zhu i
sur., 2001). Poznato je da imobilizacija enzima na netopljivim nosa¢ima ima razli¢ite ucinke
na stanje ionizacije i disocijacije enzima kao i na njegovu okolinu (Yilmaz i sur., 2010).
Imobilizacija osigurava aktivnost enzima kroz dulji period, njegovu visestruku uporabu te
jednostavniju obradu produk(a)ta. Yilmaz i sur. (2010) ustanovili su da je temperaturni raspon
imobilizirane lipaze ve¢i nego onaj kod slobodne lipaze, ¢ime su potvrdili da je metoda
imobilizacije saCuvala enzimsku aktivnost kroz Siri temperaturni raspon. Jedan od glavnih
razloga imobilizacije enzima je predvideno povecanje stabilnosti unato¢ razli¢itim silama
deaktivacije. Razlog tome je ili ograni¢enje konformacijom na mobilnost enzima kao rezultat
elektrostatskih interakcija te formiranja vodikovih veza izmedu enzima i nosaca (§to bi moglo
sprijeciti promjenu konformacije enzima pri visokoj temperaturi) ili pak nisko ograni¢enje
difuzije supstrata na visokoj temperaturi. Prema tome, imobilizirani enzimi pokazali su vecu
kataliticku aktivnost na viSoj reakcijskoj temperaturi (Ye i sur., 2005).

Eutekticka otapala mogu znacajno poboljsati aktivnost, termicku stabilnost, pH-
stabilnost 1 skladi$nu stabilnost lipaze kada se koriste kao kootapala u vodenim otopinama
(Kim i sur., 2016). U ovom radu dokazano je da se odabirom eutektic¢kih otapala, kao i uvjeta
u kojima se provodi reakcija, moze znaCajno utjecati na iskoriStenje, volumetrijsku i
specificnu produktivnost te enantiomerni viSak hidrolize, u usporedbi sa dosada koristenim
konvencionalnim organskim otapalima. Eutekticka otapala zbog svog pozitivnog ucinka na

okolis, imaju primjenu u biokatalitickim reakcijama, §to je ujedno u skladu s nacelima zelene
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kemije kojima bi se trebalo teziti. Provodenjem termicke deaktivacije lipaze B izolirane iz
kvasca Candida antarctica u tercijarnim mjesavinama DES-a ChGlc i puferu, utvrdeno je da
temperatura ima znacajan utjecaj na aktivnost enzima u reakciji hidrolize (R,S)-1-feniletil-
acetata. Naime, dokazano je da enzimska aktivnost raste pove¢anjem temperature do 40 °C, a
iznad te vrijednosti dolazi do termicke deaktivacije. Dabkowska i Szewczyk (2009) ustanovili
su da povecanje temperature reakcije uzrokuje smanjenje enantioselektivnosti.

Buduéi razvoj prirodnih eutekti¢nih otapala oslanjat ¢e se na fundamentalnoj
karakterizaciji ovih otapala, razumijevanju ponasanja faza pojedinih komponenata, te
interakcija uspostavljenih izmedu parova koji saCinjavaju eutekticnu mjesavinu. Predvida se
veliki doprinos u istrazivanjima na podruéju fizikalne kemije i termodinamike sustava. Osim
toga, predvida se da ¢e DES-ovi kao nova generacija otapala, zasigurno znacajno pridonijeti

vise odrzivom industrijskom razvoju (Paiva i sur., 2014).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljudci:

1. Eutekti¢ka otapala pripravljena su zagrijavanjem i mijeSanjem kolin-klorida i donora
vodika (glukoza (Glc), glicerol (Gly), ksiloza (Xyl), ksilitol (Xylol), jabu¢na Kkiselina
(Ma)) u odredenim molarnim omjerima. Razrjedivanjem su pripremljena otapala s

razli¢itim udjelom vode.

2. IskoriStenja enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata u svim eutektickim
otapalima bila su u rasponu od 66,5 % + 0,7 do 99,9 % + 1,5, dok su u referentnim
organskim otapalima (heptan, heksan) bila u rasponu od 42,58 % =+ 1,62 do 50,92 % =+
1,55. Dodatak odredene koli¢ine vode u ecutekticka otapala utjeCe pozitivno na

iskoristenje enantioselektivne hidrolize.

3. Kao najbolje eutekti¢ko otapalo za provodenje lipazom katalizirane reakcije hidrolize
(R,S)-1-feniletil-acetata, pokazalo se ChGlcso %, buduc¢i da je u njemu ostvareno
najvece iskoriStenje (7 = 99,99 % =+ 1,1), volumetrijska produktivnost (Ve = 239,3
pumol LT min? + 161), enantiomerni visak (ee = 98,6 % =+ 0,5) i specifi¢na
produktivnost (Ve = 6,3 pmol mg? min® + 0,16) reakcije. Racionalnim odabirom
eutekti¢kih otapala, ovisno o sadrzaju vode, moguce je utjecati na aktivnost enzima i

uspjesnost hidrolize.

4. Pracenjem termicke stabilnosti lipaze u DES-u ChGlc s razli¢itim udjelima vode i
puferu, s obzirom na rezidualnu aktivnost lipaze nakon inkubacije pri odredenim
temperaturama, ustanovljeno je da lipaza pokazuje vecu aktivnost u eutekti¢kim
otapalima, nego u puferu. Na termicku stabilnost lipaze utjeée i udio vode u
eutektickom otapalu, a ChGlc s 30 %-tnim i 50 %-tnim udjelom vode je najpogodnije
za termicku stabilnost lipaze. Najvecu aktivnost lipaza zadrzava pri optimalnoj

temperaturi od 40 °C.
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