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1. UvVOD

Opticki aktivne tvari uvelike se koriste kao intermedijeri u proizvodnji lijekova, raznih
organskih kemikalija, te agrokemikalija poput pesticida ili herbicida. Obzirom da su
konvencionalne metode uglavnom skupe i Stetne za okolis, posljednjih desetljeca javila se
rastu¢a potreba za uvodenjem ekoloski prihvatljivih pristupa u proizvodnji raznih
komercijalnih proizvoda (Pani¢ i sur., 2018). Akademska zajednica, u suradnji s industrijom
nastoji sve vise implementirati naCela zelene kemije u razvoj novih ili poboljSavanje
postojecih proizvodnih procesa, a sve u cilju odrzivog razvoja i smanjenja Stetnih tvari i
otpada. Stoga se kemijski procesi sinteze sve viSe pokuSavaju zamijeniti biokataliti¢kim
postupcima, a Stetna organska otapala, alternativnim zelenim otapalima. Do sada su najveci
potencijal pokazivale ionske kapljevine, no zbog visoke cijene i upitne toksi¢nosti i
biorazgradivosti, rasla je potreba za pronalaskom bolje alternative (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015). Prirodna eutekticka otapala- NADES (eng. Natural deep eutectic solvents),
predstavljaju Cetvrtu generaciju otapala, ¢ije su prednosti niske cijene, laka dostupnost,
jednostavna sinteza i biorazgradivost (Zhang i sur., 2012). Do sada je provedeno nekoliko

toksikoloskih studija 0 utjecaju NADES-a na mikroorganizme, te je otkriveno da primjerice
kolin-klorid oksalna kiselina pokazuje toksi¢ni uc¢inak na E.coli (Wen i sur., 2015), kolin-

klorid glicerol na A.niger (Juneidi i sur. 2015), a kolin-klorid fruktoza na stani¢ne tumorske
linije kao $to je HelaS3 (Mbous i sur., 2017). Medutim pokazalo se da ve¢ina NADES-a ipak
pokazuje nisku toksi¢nost i biorazgradivost kao pozeljne karakteristike otapala za primjenu u
industriji. Medutim, jo$S uvijek nije razjaSnjen sam mehanizam djelovanja na stanicne
strukture i metabolizam Zivih stanica, u prvom redu biljnih stanica iz kojih se smatra da
NADES izvorno potjecu ¢ineci tre¢i sustav tekucéina (Choi i sur., 2011).

U ovom radu Koristili su se sljede¢i principi zelene kemije: (i) primjena procesa
biokatalize za dobivanje produkta, (ii) upotreba alternativnin zelenih otapala, te (iii)
reciklacija biokatalizatora nakon provedene reakcije biokatalize. Dvije kalusne kulture biljaka
SeCerne repe i kaktusa, koristile su se kao biokatalizatori u reakciji asimetri¢ne redukcije
prokiralnog 1-(3,4-dimetilfenil)-etanona (DMPA) u 1-(R,S)-(3,4-dimetifenil)etanol, u
prirodnim eutektickim otapalima na bazi kolin klorida s odredenim volumnim postotcima
vode (30 %, 50 % i 80 %), pri cemu dominantno nastaje R-enantiomer alkohola. Osim toga,
ispitana je biokompatibilnost biljnih kultura s eutektickim otapalima, pra¢enjem rasta i

vijabilnosti, te stupnja degradacije stanicnih membrana.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1.  Principi zelene kemije

Clanice EU poc&etkom 21.st. uskladivanje s propisima zakona o okolisu stajalo je ~ 10
milijardi eura, a toliko se otprilike godi$nje potrosi u SAD-u na tretiranje i odlaganje otpada.
Zbog poticanja na reciklaciju i smanjenje proizvodnje otpada uvodenjem produkata s veéim
zivotnim vijekom, vlade diljem svijeta uvode trend sve veceg povecavanja troskova odlaganja
otpada. Troskovi obrade otpada iz industrijskih i kemijskih procesa mogu biti izuzetno visoki
i predstavljaju velik izazov za industriju (Slika 1.) ukljucujuéi i obradu otpadne vode koja
nastaje u industrijskim i drugim procesima a neobradena ima predstavlja veliku Stetu za okoli$
ali 1 za resurse pitke vode. Osim direktnih troSkova kod zbrinjavanja samog otpada, vazno je
napomenuti i1 troSkove radne snage, te troSkove koji predstavljaju proizvodni gubici zbog
nedostataka energije, polaznih sirovina ili zbog zbrinjavanja nusproizvoda procesa. Stoga
umjesto rjeSavanja problema otpada i Stete na okoli§ nakon $to je nastala, vlade, industrija i
javnost prihvatili su politiku odrzivog razvoja, a na znanstvenu zajednicu je stavljen pritisak
dizajniranja novih procesa i proizvoda koji djeluju u skladu s tim. Novi pristup oslanja se u
prvom redu na maksimiziranje efikasnosti procesa u smislu $to manje ulozenog materijala i

energije za dobivanje Sto vise proizvoda (Clark 1 Macquirre, 2002).

Dhra!::la Odlaganje
otpadnih voda otpada
Radna snaga Otpad iz industrije

Odnosi s _{ TROSKOWI ZBRINJAVANIA = -
— Stetaza okolis
javnostu OTPADA

Susjedi Proizvodni gubici
Nedostatak Nedostatak Formiranje
polazne sirovine energije nusprodukata

Slika 1. Troskovi zbrinjavanja otpada iz industrijskih kemijskih procesa (Clark i Macquirre, 2002).



Prema Juki¢ 1 sur. (2004), napredak znanosti i tehnologije uzrokovao je naruSavanje
prirodne okoline, §to se ocituje u klimatskim promjenama, nastajanju ozonskih rupa i
nakupljanju nerazgradivih organskih onecis¢ivaca u svim dijelovima biosfere — atmosferi,
vodi i zemlji i tlhu. Da bismo odrzali moguénost zivljenja i djelovanja, potrebno je pronaci
ravnotezu izmedu primjene prirodnih resursa, ekonomskog rasta i ocuvanja okolisa (Juki¢ i
sur., 2004).

Pristup koji se razvio iz ideje odrzivog razvoja naziva se zelena kemija. Principi zelene
kemije osmisljeni su kao prevencija nastanka Stete, a fokusirani su na smanjenje, odnosno
uklanjanje opasnih ili Stetnih tvari koje nastaju iz sinteze, proizvodnje i primjene kemijskih
produkata, a prikazani su u tablici 3. Time bi se smanjila ili eliminirala upotreba supstancija
opasnih za ljudsko zdravlje 1 okoli§ (Tao 1 Kazlaukas, 2011). Nije moguce u jednom procesu
udovoljiti zahtjevima svih 12 nacela zelenog procesa, ali se nastoji zadovoljiti §to veéi broj

(Jukié i sur., 2004).

Tablica 1. Nacela Zelene kemije (Anastas i Warner, 1998).

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga | 7. Potrebno je upotrebljavati obnovljive

obradivati i uniStavati nakon $to je ve¢ nastao sirovine gdje god je to s tehnicke i

2. Tijek kemijske sinteze treba osmisliti tako da se ekonomske strane prihvatljivo

ulazne sirovine maksimalno ukljuée u konacni | 8. Treba izbjegavati nepotrebna prosirenja

proizvod procesa (npr. zastita funkcijskih skupina)

3. Sintetske procese, ako je to moguce, treba | 9. Kataliticki reagensi selektivni koliko je to

osmisliti tako da se u njima ne rabe i ne proizvode

tvari toksi¢ne za ljude i za okoli§ stehiometrijskim koli¢inama

. Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se
smanyji toksi¢nost, a zadrzi djelotvornost

. Upotrebu pomodnih kemijskih tvari (otapala,
sredstva za razdjeljivanje i sl.) treba izbje¢i ili
zamijeniti neSkodljivim, gdje god je to moguce

. Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj
temperaturi i atmosferskom tlaku tako da bi se

energetski zahtjevi sveli na minimum

10.Kemijski produkti moraju imati moguénost
pretvorbe u produkte neskodljive za okoli§
nakon prestanka njihovog djelovanja

11.Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke
metode za pracenje kemijskog,
proizvodnog procesa s ciljem sprjeavanja
nastanka opasnih tvari

12. U Kkemijskim procesima potrebno je
smanjiti upotrebu tvari koje mogu

uzrokovati Stetne posljedice (eksplozija,

vatra i Stetno isparavanje)




Zelena kemija nastoji prona¢i nacin za integracijom odrzivosti i reciklacije u industrijsku
proizvodnu praksu (Tao i Kazlaukas, 2011). Industrijsko procesiranje fokusira se na
smanjenje koraka u procesu proizvodnje, poveéanje prinosa nakon svakog koraka te ustedu
sirovina i energije. U pogledu troSkova uskladivanja s zakonima o okoliSu, primjenom
principa zelene kemije u industriji, troskovi odlaganja otpada se znatno smanjuju, a osim toga

generira se manje otpada (Bommarius i Riebel, 2004).

2.2. Biotransformacije

U novije vrijeme, brojni kemijski procesi za dobivanje odredenih proizvoda bilo u
farmaceutskoj, prehrambenoj industriji ili za dobivanje tzv. “bulk* kemikalija, zamijenjeni su
biotransformacijskim procesima, koji imaju odredene prednosti u odnosu na kemijsku sintezu
(Grogan, 2009). Svaka reakcija pretvorbe supstrata u odredeni produkt primjenom cijelih
stanica ili enzima kao biokatalizatora po definiciji se smatra biokatalizom (Milner i Maguire,
2012). Postupci biokatalize poznati su ve¢ tisu¢ama godina, ¢emu svjedo¢i ¢injenica da su
ljudi provodili procese fermentacije za dobivanje piva, vina, octa ili sireva, ne znajuci tada da
su za te procese zasluzni zivi organizmi. Do prve velike prekretnice dolazi 1858., kada je
Louis Pasteur tretirao vodenu otopinu racemi¢ne smjese soli amonijevog tartarata kulturom
plijesni Penicillium glaucum, ¢ime je sintetiziran samo jedan enantiomer spoja. Ova reakcija
smatra se preteCom enzimski katalizirane kinetiCke rezolucije i danas se uvelike koristi u
industriji i akademskoj zajednici. Biokataliza moZe zamijeniti mnoge tradicionalne metode
kemijske katalize, ukljucujuéi reakcije u kojima se koriste toksi¢ni katalizatori (poput iona
teSkih metala) ili u kojima nastaju spojevi Stetni za okoli$ (Reetz, 2013). Biokataliticke
reakcije mogu obuhvacati Sirok spektar procesa koji ovise o broju potrebnih procesnih koraka
i kompleksnosti supstrata. Pa tako razlikujemo procese fermentacije, biodegradacije i
biotransformacije, koje u novije doba imaju sve vecu industrijsku primjenu (Bommarius i
Riebel, 2004). Biotransformacije su postupci pretvorbe definiranih kemijskih spojeva u
definirane kona¢ne produkte u jednom ili nizu (nekad nepoznatih) koraka, upotrebom cijelih
stanica ili izoliranih enzima kao biokatalizatora (Bommarius i Riebel, 2004).

Biotehnolo8ki postupci katalize se ne razlikuju od kemijskih samo prema koriStenom
katalizatoru, nego koriste i razliite tehnoloske osnove, pa su tako polazne sirovine
konvencionalnih kemijskih procesa masti ili sirovi ugljen, dok su s polazne sirovine
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procesa dominiraju operacije poput destilacije pri visokim temperaturama i tlakovima kod
procesa procis¢avanja; u biotehnoloskim procesima uglavnom se koriste membranski procesi
proCis¢avanja 1 kromatografske tehnike. Usporedbom s kemijskom katalizom, bilo
homogenom kod koje su ligandi odgovorni za selektivnost ili heterogenom kod koje su
katalitiCki aktiva mjesta vezana na ¢vrste nosace, enzimski katalizirane reakcije imaju brojne
prednosti ali i nedostatke, sto je prikazano detaljnije u Tablici 2. (Bommarius i Riebel, 2004).

Zbog blagih reakcijskih uvjeta (neutralni pH i relativno niske temperature) i ekoloske
prihvatljivosti enzima, biokataliza uvelike djeluje u skladu s principima zelene kemije, te se
smatra zelenom tehnologijom. Jedna od najvecih prednosti enzimski kataliziranih reakcija su
velika brzina reakcije u odnosu na neenzimske reakcije, koja moze narasti do 10° pa ¢ak 1 do
10 (Milner i Maguire, 2012). Jedna od najveéih odlika enzima jest njihova selektivnost, no s
druge strane nedovoljna stabilnost enzima moze predstavljati problem. Nedostatak upotrebe
enzima kao biokatalizatora je u prvom redu osjetljivost enzima na ekstremne uvjete
(temperatura, tlak ili pH), te limitiran broj supstrata s kojima mogu reagirati. Osim toga, neki
enzimi su skupi i procesi njihovog izdvajanja i pro¢is¢avanja mogu predstavljati velik udio
ukupnog troSka procesa. Moguénosti napretka u biokatalitickim procesima ve¢inom se odnose

.....

biokatalizatora (Milner i Maguire, 2012, Bommarius i Riebel, 2004).



Tablica 2. Prednosti i nedostaci primjene biokatalizatora (Bommarius i Riebel, 2004, Milner i
Maguire, 2012).

PREDNOSTI NEDOSTACI
-Visoka supstratna, regio- i - Limitirana dostupnost enzima za
stereoselektivnost odredene reakcije pretvorbe
-Blagi reakcijski uvjeti (pH, T, tlak) -Stabilnost katalizatora u odredenom

mediju Cesto nedovoljna

-Moguénosti reciklacije - Potreba za kofaktorima ili kosupstratima
-Otpad koji nastaje je uglavnom -Moguca inaktivacija enzima pri visokim
biorazgradiv temperaturama i ekstremnim pH iu

organskim otapalima
-Moguénosti vodenja procesa u - Razvoj procesa sa novim ili poboljsanim

velikom mjerilu biokatalizatorima je ¢esto dugotrajan

2.2.1. Biokataliza kao zelena tehnologija

Pod pritiskom pronalaska ekoloski prihvatljivih metoda kemijske sinteze, industrija i
akademska zajednica pocCinje se sve viSe okretati implementaciji biokatalitickih metoda
sinteze primjenom cijelih stanica ili izoliranih enzima. Zamjenom kemijske katalize
biokatalizom, moguce je u velikoj mjeri zadovoljiti principe zelene kemije. Biokataliza se
ubraja u zelene tehnologije zbog moguénosti izolacije biokatalizatora iz prirodnih izvora i
njegove reciklacije, biorazgradivosti i moguénosti vodenja reakcije pri blagim uvjetima
(Grogan, 2009). Zbog selektivnosti enzima, reakcije pretvorbe supstrata u produkt su
jednostavnije 1 nema potrebe za dodatnim koracima poput zaStite funkcionalnih skupina
prilikom kemijske katalize a smanjuje se i1 koli¢ina potrebnog reagensa i otapala, te koli¢ina
nastalog otpada. KoriStenjem sigurnih kemikalija smanjena je moguénost nastanka toksi¢nih
produkata, samim time nastaje sigurniji proizvod. Primjenom biokatalizatora, sam proces
proizvodnje je sigurniji jer su kemijski katalizatori uglavnom toksi¢ni. Zanimljivo je da i sami
biokatalizatori mogu biti konacan proizvod nekog procesa a ne samo posrednici u reakciji.

Primjer za to je enzimski pripravak sredstva za ¢iS¢enje odvoda, koji zamjenjuje korodirajuca
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sredstva na bazi jakih kiselina ili baza, kao Sto je solna kiselina. Primjenom biokatalize
moguce je proizvesti biorazgradive polimere, §to nije moguce ili je otezano primjenom
kemijske katalize. Veliku prednost primjene imaju organizmi koji izlucuju zeljene enzime u
medij u kojem se uzgajaju, Sto pojednostavljuje cijeli postupak. Biokataliza se uglavnom
provodi u vodi ili u organskim otapalima koji su sigurniji za okoli§ od anorganskih otapala.
Velike su i mogucnost ustede energije kod samog procesa jer uglavnom nema potrebe za
utroskom energije na grijanje reakcijske smjese kao Sto je slucaj kod kemijske katalize, ali
nema potrebe niti za hladenjem, budu¢i da je dovoljno samo pazljivo optimirati koli¢inu
dodanog biokatalizatora. Blagi uvjeti pri kojima se provodi vecina reakcija biokatalize
uglavnom se odnose na sobnu temperaturu, atmosferski tlak, neutralna pH-vrijednost i
upotrebu nehlapljivih i nezapaljivih otapala a smanjuju rizik od pozara, eksplozija i slu¢ajnog

otpustanja kemikalija u okolis (Tao 1 Kazlauskas, 2011).

2.2.2. Enantioselektivne biotransformacije

Opticki aktivne tvari uvelike se koriste kao intermedijeri za proizvodnju lijekova,
agrokemikalija i slicno (Pani¢ i sur., 2018). Molekule koje posjeduju svojstvo kiralnosti
zakre¢u ravninu polarizirane svjetlosti pa ovisno o smjeru zakretanja razlikujemo S i R
enantiomer nekog spoja, koji se medusobno ponasaju kao zrcalna slika. Razli¢iti enantiomeri
istog spoja imaju razliCitu biolosku aktivnost, zbog cega je moguénost proizvodnje
enantiomerno ¢istih spojeva izuzetno vazna u proizvodnji bioloski aktivnih tvari. Sve veci je
interes za pronalaskom reakcija koje mogu povecati enantiomernu ¢istoc¢u kiralnih produkata
(Anonymous, BASF, Milner i Maguire, 2012).

Sredinom 20-tog stoljeca, trojica kemi¢ara Cahn, Ingold i Prelog uveli su sustav prioriteta,
odnosno standardni proces imenovanja stereoizomera. Prelog ide i korak dalje, pa prilikom
svojih studija o upotrebi mikrobnih sojeva kao biokatalizatora za stereoselektivnu redukciju
ketona, primjecuje jedan fenomen koji dovodi do nastanka empirijskog pravila, koje odreduje
konformacijske odnose reaktanata i produkata i sluzi kao tehnika predvidanja stereokemijskog
ishoda reakcija (Reetz, 2013). Prema Prelogovom pravilu, iz prokiralnog spoja asimetri¢nom
sintezom moZe nastati kiralni spoj, pri ¢emu strana ¢iji ligandi imaju prioritet u smjeru
kazaljke na satu naziva se re-strana, a obrnuto od smjera kazaljke na satu je si-strana. Ovisno
s koje strane dolazi do napada na dvostruku vezu karbonilne skupine ketona, predvida se koji

enantiomer produkta ¢e nastati.



Pa je tako ustanovljeno da do napada na dvostruku vezu, dominantno dolazi s re-strane,
prilikom Cega nastaje S-enantiomer, dok kada do napada dode sa si-strane, nastaje R-

enantiomer spoja, kako je prikazano na slici 1. (Yadav i sur., 2002, Bugg, 2009).

NH, NH,
0 0
H H
N—R N—R
H) B H) B
R, 7, ® Ry, @
—0 H—B— - — % H—B—
Yl o S

[ Napad s re-strane ] [Napad sa si-strane J

H H
Ry ‘)\ R, 'ﬂ\
R] OH R2 OH
S- alkohol R- alkohol

Slika 2. Primjer asimetri¢ne redukcije prokiralnog ketona prema Prelogovom pravilu (Nguyen

i sur., 2014)

Do sada se u industrijskoj primjeni najvise nalazi metoda kineticke rezolucije racemicne
smjese, medutim konacan teoretski prinos samo jednog enantiomera spoja ne moze premasiti
50%. Neke od reakcija kojima se moze posti¢i prinos ve¢i od 50% su asimetri¢na sinteza,
dinamicka kiralna rezolucija i deracemizacija (Parales 1 sur. 2002). Stoga je danas jedan od
najvecih izazova kemicara dizajnirati proces sinteze kojim bi se postigla enantiomerna ¢istoc¢a
produkta od ¢ak 99,5%, slijede¢i regulatorne odredbe koje je propisala FDA (Milner i
Maguire, 2012).



2.2.3. Biokatalizatori

U biotransformacijama se kao biokatalizatori koriste enzimi (sirovi ili pro¢is¢eni), biljne

i zivotinjske stanice i tkiva, ¢iste kulture mikroorganizama (bakterije, kvasci, plijesni, alge) te
umjetni enzimi (abzimi) (Grogan, 2009).

Prednosti upotrebe cijelih stanica kao biokatalizatora su jeftina i jednostavna upotreba,
jednostavno izdvajanje i uklanjanje stanica nakon provedene reakcije (filtracijom ili
centrifugom), te vodenje procesa u vodenom mediju. Osim toga, cijele stanice su slozeni
sustavi 1 nema potrebe za dodavanjem koenzima ili kofaktora potrebnih za provodenje
reakcije, a uz to posjeduju 1 mehanizme za regeneraciju koenzima, $to smanjuje broj koraka 1
cijenu samog procesa. Najveci nedostatak cijelih stanica jest mogucnost nastajanja vise od
jednog nusprodukta bilo kompeticijskim reakcijama ili nusreakcijama kojima se supstrata
umjesto u zeljeni produkt, moZe prevesti u neki kemijski entitet. Osim toga, vazno je pravilno
rukovanje sa stanicama u smislu pripreme odgovaraju¢ih hranjivih podloga, optimiranja
uvjeta rasta i1 sl. kako bi stanice odrzale vijabilnost i1 aktivnost, pri ¢emu se koriste
odgovarajuce tehnike i procedure. Takoder je vazno prije izdvajanja produkta, inaktivirati
stanice bilo tretmanom kemijskim dezificijensom ili autoklaviranjem, te ih ukloniti iz
podloge. Najveca prednost upotrebe izoliranih enzima za procese biokatalize jest veca
produktivnost 1 dobivanje cistog produkta, bez oneciS¢enja nusproduktima. Osim toga,
jednom kad je enzim izoliran 1 procCis€en, aparatura za ovakav tip reakcije jest jeftinija i
jednostavnija a jednostavnija je i izolacija produkta. Medutim, izolacija i procis¢avanje
enzima moze biti zahtjevno i skupo, a Cisti enzimski pripravci mogu se kupiti ali takoder po
relativno visokim cijenama. Osim toga, enzimi su najstabilniji u svom prirodnom okruzenju,
dakle unutar stanice, a kada se izoliraju iz stanice mogu izgubiti stabilnost i moze do¢i do
denaturacije. Velik broj izoliranih enzima za aktivnost zahtjeva dodatak kofaktora, koji se

nakon reakcije moraju regenerirati Sto predstavlja dodatan korak u procesu (Grogan, 2009).

2.2.3.1.  Biljne stanice kao biokatalizatori

Biljne stanice mogu Katalizirati velik broj supstrata, a same su izvori velikog broja
vrijednih spojeva poput antibiotika, antitumorskih spojeva, flavonoida i sl. Neke od reakcija
koje se odvijaju u biljkama toliko su kompleksne da se do sad nisu uspjeSno provele

sintetskim putem. Poznato je i da su metabolicki putevi u biljkama puno kompliciraniji od
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onih u mikroorganizama, zbog Cega su biljke jos$ uvijek nedovoljno istrazene. U kontekstu
zelene tehnologije, kroz posljednjin 20 godina opisano je nekolicina primjera redukcije
prokiralnih ketona pomoc¢u biljnih stanica u rastu ili imobiliziranih kultura biljnih stanica
(Grogan, 2009, Gaso-Sokac i sur., 2014). Biljne stanice posjeduju stereo- i regioselektivne
enzime, ba$ poput mikroorganizama, te su sposobne katalizirati nastajanje opticki aktivnih
spojeva (Grogan, 2009). Jedna od reakcija koja je do sada uspjeSno katalizirana biljkama je
asimetri¢na redukcija prokiralnih ketona. Tako je reakcija uspjesno provedena jabukom (Malu
pumila), mrkvom (Daucus carota), krastavacem (Cucumis sativus), lukom (Allium cepa),
krumpirom (Solanum tuberosum), rotkvicom (Raphanus sativus) i batatom (Ipomoea
batatas) (Yang et al., 2008).

S druge strane, problemi kod primjene biljnih stanica u biokatalizi su teSkoc¢e sa uzgojem 1
pracenjem faza rasta biljaka, no jedna od mogucnosti nadilazenja tog problema jest
eksploatacija biljnih enzima tehnikom rekombinantne DNA u bakterije ili kvasce ( Grogan,
2009). Biljke sporije transformiraju supstrate, osjetljivije su na oSteCenja i kontaminacije
mikroorganizmima i uvjete uzgoja, dok neki supstrati i/ili produkti mogu djelovati toksi¢no na
biljne stanice, a pojedina organska otapala mogu inhibirati njihovu vijabilnost (Gaso-Soka¢ i
sur., 2014).

2.2.3.2.  Oksidoreduktaze

Porodica enzima koji kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije, odnosno prijenosa
elektrona s jednog na drugi spoj nazivaju se oksidoreduktaze. Enzimi koji su dio ove
porodice, mogu se klasificirati u tri kategorije: oksigenaze, oksidaze i dehidrogenaze. Neke od
reakcije koje provode oksidoreduktaze su npr. reakcije hidroksilacije, redukcije ketona u
alkohole, redukcija dvostrukih ugljik-ugljik veza, te oksidacija amina. Oksidoreduktaze za
svoju aktivnost zahtijevaju prisutnost kofaktora kao $to su nikotinamidni kofaktori (NADH,
NADPH), flavini (FAD ili FMN), te zeljezo. Nakon provedene biokataliticke reakcije,
potrebno je regenerirati koenzime kako bi se ponovno mogla voditi reakcija, a $to predstavlja
dodatan korak u industrijskom procesu, a time i povecanje troskova ukupnog procesa. Stoga
je s industrijskog gledista pozeljnije vodenje reakcije oksidoredukcije sa cijelim stanicama
kao katalizatorima, zbog prirodne regeneracije koenzima (Grogan, 2009).

Velik broj ketona moze se reducirati primjenom Stereoselektivnih dehidrogenaza, prilikom
¢ega nastaju kiralni sekundarni alkoholi. Ovom metodom moze se postiéi jako visoka opticka
Cistoca konacnog produkta, Sto je od velike vaznosti za industrijsku primjenu (Bawa i sur.,
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2008). Ketoni sa supstituiranim arilnim skupinama, te ketoesteri koji sadrze fenilne skupine
reduciraju u odgovarajuée kiralne alkohole sa visokom razinom enantiomerne ¢istoce, dok
redukcijom alifatskih ketona uglavnom nastaju racemi¢ne smjese, Sto ukazuje na to da fenilna
skupina kada se nalazi u neposrednoj blizini karbonilne skupine, utjeCe na visoke razine

enantioselektivnosti prilikom nastajanja kona¢nog produkta (Zhu i sur., 2006).

2.3. Zelena otapala

Odabir odgovarajuceg otapala presudan je za reakcije katalize. Otapalo omogucuje kontakt
izmedu katalizatora i supstrata, ali osim toga odreduje broj procesnih koraka, moguénost
reciklacije te strategije odlaganja otpadnih tvari procesa (Zhang i sur., 2012). Stoga otapala
Cine sastavni dio svakog proizvodnog procesa, a procijenjeno je da ¢ine cak 60%
industrijskog otpada 1 30% emisije hlapivih organskih tvari potjeCe iz organskih otapala.
Organska otapala imaju Siroku upotrebu u industrijskim procesima, medutim osim S§to
onecis¢uju okolis, nedostatak njihove primjene je velika hlapivost. Medutim, unato¢ dobro
poznatoj toksi¢nosti organskih otapala, ista se jo§ uvijek koriste u industriji i istrazivackim
laboratorijima jer Cesto ne postoji bolja alternativa. S druge strane sve se viSe razmatra
upotreba ekoloski prihvatljivih, pametnih otapala, s moguc¢om prilagodbom svojstava
(Cvjetko Bubalo i sur. 2015).

Karakteristike idealnog otapala za procese tehnologije su niska toksi¢nost, nezapaljivost,
mogucnost reciklacije, inertnost i lako izdvajanje od kona¢nog produkta. Prema principima
zelene tehnologije najidealnije bi bilo provodenje reakcije bez prisustva otapala, medutim to
najcesce nije moguce, pogotovo jer neki od reaktanta mogu biti i u ¢vrstoj fazi. Nadalje, prvi
odabir zelenog otapala je voda, s brojnim prednostima kao medij za provodenje reakcija, te
kao jeftino 1 lako dostupno otapalo. S druge strane, u vodi ¢esto dolazi do nepozeljnih
nusreakcija, a osim toga velik broj organskih spojeva nije topljiv u vodi (Clark i Macquirre,
2002). Takoder, trosi se velika koli¢ina energije pri izolaciji kona¢nog produkta otparavanjem
vode, §to povecava cijenu proizvodnog procesa (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Prilikom odabira zelenog otapala, potrebno sagledati i ostale procesne parametre kao Sto su
atomsko iskoriStenje, zahtjevi za neobnovljivim sirovinama, upotreba energije, te transportni
troskovi. Zbog toga treba uzeti u obzir Zivotni ciklus otapala koji je prikazan na Slici 2., a
koji obuhvaca procese od proizvodnje otapala, preko distribucije, do same upotrebe 1

naposljetku odlaganja (Clark i Tavenger, 2007).
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Slika 3. Zivotni ciklus zelenih otapala (Clark i Tavenger, 2007)

Alternativna otapala koja se mogu Kkoristiti kao zamjena konvencionalnim otapalima u
reakcijama biotransformacija su ionske tekucine, superkriti¢ni fluidi, voda, eutekticka otapala

ili provodenje reakcije bez otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

2.3.1. Prirodna eutekti¢ka otapala

Po definiciji, prirodna eutekti¢ka otapala- NADES (eng. Natural deep eutectic solvents) su
smjesa dvije ili vise razli¢itih prirodnih spojeva, uglavnom primarnih metabolita poput Secera,
aminokiselina, organskih kiselina ili derivata kolina, koji se mogu povezivati, uglavnom
vodikom vezama tvoreci spoj koji je pri sobnoj temperaturi tekuéina a temperatura taliSta mu
je niza od svake od pojedina¢nih komponenti. (Paiva i sur., 2014).

Do nedavno, ionske kapljevine su se pokazivale kao najbolje alternativa otapalo, pogodno
za provodenje zelenih procesa. Zelene karakteristike ionskih kapljevina su nizak tlak para,
visoka temperatura vreliSta i moguénost reciklacije. Buduc¢i da postoji neizmjerno velik broj
kombinacija kationa i aniona koje mogu tvoriti ionske kapljevine, moguce je dizajnirati
ionske kapljevine s zeljenim fizikalno-kemijskim svojstvima, kao §to su temperatura taliSta,
viskoznost, gusto¢a, provodljivost i sl. Medutim, ionske kapljevine su toksi¢ne, slabo

biorazgradive 1 visoka im je cijena sinteze. Zbog toga se paZnja znanstvene zajednice za
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pronalaZenje idealnog zelenog otapala u 21. st. okre¢e k prirodnim eutektiCkim otapalima |
eutektickim otapalima, koja su do sada pokazala najveci potencijal u podrucju zelene kemije.
Eutekticka otapala- DES (eng. Deep eutectic solvents) smatraju se ¢etvrtom generacijom
ionskih otapala zbog slicnih fizikalno-kemijskih svojstva ionskih kapljevina. Medutim,
eutektiCka otapala ne moraju biti izgradena iskljucivo od ionskih komponentni. Eutekticka
otapala su tekuéine u Sirokom temperaturnom spektru od -150°C do +70°C, biorazgradiva su i
jeftina. Jedna od najCes¢ih kombinacija koja se koristi za sintezu eutektickih otapala jest
kvatenarna amonijeva sol kolin klorid (ChCl) , pomijesana sa nekim spojem koji je donor
vodikove veze, poput uree (Slika 4), glukoze, oksalne kiseline i sl. Kolin klorid je jeftina
sirovina, netoksicna 1 biorazgradiva a budu¢i da je prirodnog podrijetla, moguce ju je
jednostavno izolirati iz biomase. Eutekticka otapala na bazi kolin klorida posjeduju sljedeca
svojstva: kemijski su inertna, jednostavna je priprema, niska cijena, vecina je biorazgradiva,
biokompatibilna 1 netoksi¢na, stoga predstavljaju pogodna otapala za biokataliticke reakcije,

slijede¢i pritom zelene principe (Zhang i sur., 2012).

Ne samo da eutekti¢ka otapala mogu biti gradena iz primarnih metabolita stanica, nego je
otkriveno da sama otapala zapravo potjeCu iz zivih sustava, gdje imaju specificne funkcije.
Velik broj primarnih metabolita mogu stupati u interakcije te tvoriti intracelularne eutektic¢ke
smjese u stanicama biljaka, a koje se pokazalo da imaju vazne funkcije u biljnim stanicama,
stoga se smatra da su NADES tre¢i sustav tekucina u biljkama, potpuno drugaciji od vode i
lipida (Choi i sur., 2011). Jedan od najve¢ih misterija iz zivog svijeta jest kako biljke
prezivljavaju susu, odnosno stanje anhidrobioze. Jedno od objasnjenja moze lezati u formaciji
prirodnih eutektickih smjesa, buduci da se pokazalo da su neki Seceri i aminokiseline poput
prolina, glutamina i glicin-betaina povezani s tolerancijom na suSu (Hoekstra i sur. 2001).
Istrazivanjem metaboloma NMR-om, pokazalo se da u stanju suSe dolazi do tzv. “staklene
tvorevine* za koju se isprva mislilo da su Seceri a onda se ustanovilo da se radi o NADES-u
sastavljenom od Secera, kolina, prolina 1 organskih kiselina. Kasnije je donesen zakljucak da
prilikom stanja dehidracije pri jako niskim ili jako visokim temperaturama, u Zivim stanicama
dolazi do formiranja NADES-a, koji stabilizira membrane, enzime i metabolite, te zadrzava
posljednju vodu preostalu u stanici. Osim toga, zbog svojstva NADES-a da ostaje tekucina pri
jako niskim temperaturama, sprije€ava se smrzavanje biljaka (krioprezervacija). Smatra se da

NADES igra ulogu i u germinaciji sjemena biljaka (Choi i sur., 2011).
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Slika 4. Primjer sinteze DES-a koji se sastoji od ChCl i uree (Zeng i sur., 2014).

Prirodna eutekticka otapala mogu se koristiti kao medij za enzimske reakcije, buduc¢i da
enzimi zadrZavaju svoju aktivnost kad su otopljeni u NADES, §to ova otapala ¢ini boljim
izborom od konvencionalnih organskih otapala (Xu i sur., 2017). lako komponente NADES
mogu biti neki denaturirajuc¢i agensi poput limunske kiseline ili uree, dokazano je da vecina
lipaza, primjerice lipaza izolirana iz Candida antartica, zadrzavaju visoku stabilnost i
aktivnost u DES-u na bazi kolin klorida (Paiva i sur., 2014).

2.3.1.1.  Citotoksicnost prirodnih eutektickih otapala

Nadalje, netoksi¢nost DES-ova a priori proizlazi iz ¢injenice da su pocetne tvari koje se
koriste za sintezu DES-a netoksi¢ne. Dosada$nja 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 laganu antibakterijsku aktivnost (Hayyan i sur., 2013a; 2013b ).
Citotoksi¢ni u€inak je zapazen na stani¢noj kulturi larva raci¢a (Hayyan i sur., 2013a; 2013b).
U navedenim istrazivanjima Hayyana 1 sur. (2013a, 2013b) zapaZeno je da je citotoksicnost
DES-ova bila veca nego citotoksi¢nost svake tvari zasebno, S§to ukazuje na mogudi
sinergisti¢ki uc¢inak tih tvari u DESu. Razlog tome moze biti sama kemijska priroda DES-a
(nastala kao posljedica interakcije donora vodikove veze i1 organske soli), ali 1 lo§ prijenos
kisika u kulturi stanica u hranjivoj podlozi zbog povecane viskoznosti DES-a (Hayyan i sur.,
2013a; 2013b). Citotoksi¢nost kolinijevih prirodnih eutekticnih otapala s glicerolom,
glukozom ili oksalnom kiselinom kao donorom vodika ispitana je in vitro u kulturi stanica
(Radosevi¢ i sur., 2015). Kolin klorid:glukoza i kolin klorid:glicerol pokazali su se
netoksi¢nima (EC50 > 10 mM) dok je kolin klorid:oksalna (ChOA) pokazala blagu
citotoksicnost (EC50 vrijednosti su bile 1,64 mM i 4,19 mM za CCO, odnosno MCF-7
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stani¢nu liniju). Zapazena blaga citotoksicnost ChOA moZe se objasniti oSteenjem stanice
kao posljedica nastanka kristala kalcijevog-oksalata, $to je zapazeno u kulturi. Takoder, nakon
dodatka DES-a u medij za uzgoj zapazen je i pad pH vrijednosti medija, zbog kiselosti ChOA.
lako je broj istrazivanja usmjerenih k DES-ovima i NADES-ovima posljednjih godina u
porastu, jo$ uvijek nema dovoljno podataka o njihovoj toksi¢nosti, zbog Cega je vazno
provoditi daljnja ispitivanja (cito)toksi¢nosti kako bi se prosirila znanja o u¢inku DES-ova na
zivi svijet 1 okoli$ te spoznali mehanizmi njihovog djelovanja (Hayyan i sur., 2016).

Danas eutekticka otapala imaju moguce primjene u organskoj sintezi, biokatalizi, proizvodnji

polimera, elektrokemiji, separacijskim procesima (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

e 1-(3,4-dimetilfenil)etanon, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e D-(+)-Glukoza, p.a. Sigma-Aldrich, SAD

e Destilirana i redestilirana voda

e Etanol, Acros Organics, New Yersey, USA

e Etilen- glikol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e Glicerol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e Gvajakol

e Kalij- fosfatni pufer, pH 7

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

e n-heptan, Acros Organics, New Yersey, USA

e Polivinilpirolidon (PVPP)

e Sigma Aldrich M0404 pripravak

e Trypan Blue

e VVodikov peroksid

3.1.2. Oprema iuredaji

e Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

o Autoklav

e Centrifuga

e Homogenizator s podeSavanjem temperature, Eppendorf Thermomixer comfort, Njemacka
e Laminar

e Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

e Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

e Rotacioni vakuum upariva¢, BiichiLaboratehnik AG, Svicarska

e Tresilica, Fisher Bioblock Scientific, Francuska
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¢ Uobicajeno laboratorijsko posude i pribor (Erlenmeyerove tikvice, tikvice s okruglim dnom,
pipetman, nastavci za pipetman, ependorf epruvete, epruvete, falconice (15ml), laboratorijske
Case, kivete, lijevak, filter papir, staniCevina, parafilm itd.)

e Uparivac¢, Automatic Environmental SpeedVac, AES 1000, Savant

e UV/ Vis spektrofotometar, UNICAM, UV4

¢ Vortex mijesalica, Stuart SA7

3.2. Metode

3.2.1. Priprema biokatalizatora

Primarne kalusne kulture Secerne repe (Beta vulgaris L.var. altissima) i kaktusa
(Mammillaria gracillis) uzete su iz zbirke radnih kultura koje se uzgajaju na Prirodoslovno-
matemati¢kom fakultetu (Odsjek Biologija). Nediferencirane stanice kulture kaktusa dobivene
su na nac¢in da se diferencirano biljno tkivo propagiralo in vitro u uvjetima izmjene
fotoperioda dana i no¢ 16h-8h (intenzitet svjetlost 90 IE s m? ) pri 24°C na &vrstoj
Murashige i Skoog (MS) hranjivoj podlozi (0.9% agar, 3% sukroza), bez dodataka faktora
rasta. U navedenim uvjetima vecina tkiva kaktusa je proizvodila kaluse. Spontano formirani
kalusi se odvoje od ostatka tkiva i subkultiviraju na istom hranjivom mediju uz presadivanje
svaka 4 tjedna (Balen i sur., 2008). Normalna kalusna linija Secerne repe potjece iz ishodiSne
diferencirane kulture tkiva, kultivirane in vitro uz dodatak faktora rasta (0,45 mM 2,4-
diklorfenoksi octene kiseline i 0,44 mM 6-benziladenina). Morfoloski, tkivo je djelomi¢no
formiralo kaluse koji se odvoje od ostatka tkiva i uzgajaju na hranjivom mediju PGH uz

presadivanje svaka dva tjedna (Pavokovi¢ i sur., 2017).

Da bi se uzgojile do odgovaraju¢e mase potrebne za provodenje pokusa, prvo je potrebno

sintetizirati hranjive podloge za uzgoj svake od kultura.
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3.2.1.1.  Priprema hranjivih podloga za uzgoj biljnih kultura

Hranjiva podloga za uzgoj kalusne kulture kaktusa je Murashige i Skoog hranjiva
podloga za koju se koristi MS Sigma Aldrich M0404 pripravak koji ve¢ sadrzi gotovo sve
potrebne sastojke za rast biljke u odgovaraju¢im koli¢inama (saharozu, mio-inozitol,
makroelemente, mikroelemente, vitamine B1 i B6, nikotinsku kiselinu),. Za pripremu 1L MS
hranjive podloge potrebno je izvagati i u veliku laboratorijsku ¢aSu dodati sastojke prema
Tablici 3. Sve se komponente zajedno mijesaju pomoc¢u magneta na magnetskoj mijesalici,
sve dok se ne dobije homogena, bezbojna otopina, pH 5,8, koji se regulira dodatkom kiseline
HCI ili luzine KOH. Dobivena hranjiva podloga se preto¢i u tamnu staklenu bocu od 1L,
sterilizira u autoklavu, 30 min na 121°C, te se nakon hladenja sprema u ormar na hladno 1

mra¢n0 mjesto do upotrebe.

Tablica 3. Sastojci za pripremu hranjive podloge za uzgoj kalusne kulture kaktusa.

Sastojak: Koli¢ina:
Saharoza 30g
MS pripravak 4,49
Glicin 0,5mL
Destilirana voda Nadopuna do ukupnog volumena 1L

Za uzgoj kalusne kulture Secerne repe koristi se PG hranjiva podloga s dodatkom hormona
rasta (PGH). Za pripremu jedne litre ¢vrste hranjive podloge PGH, potrebno je izvagati i u
staklenu ¢aSu od 1L dodati sastojke prema Tablici 4. Sve komponente se pomijesSaju na
magnetskoj mijesalici, te se doda destilirana voda do ukupno 1 L. Nakon toga se mjeri i
regulira pH otopine, koji mora biti oko 6. Zatim se otopina prebaci u staklenu bocu i tek onda
se dodaje agar kako ne bi zaostajao po stjenkama caSe i kako ne bi interferirao s pH
elektrodom. Hranjiva podloga se potom sterilizira u autoklavu 30min, na 121 °C. Nakon $to
se podloga ohladi do nekih 50°C, sterilno se u laminaru preta¢e po oko 25 mL podloge u

sterilne, plasti¢ne Petrijeve zdjelice, gdje se onda pusta da se ohladi i stvrdne.
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Tablica 4. Sastojci za pripremu hranjive podloge za uzgoj kalusne kulture Sec¢erne repe.

Sastojak Koli¢ina
Saharoza 309
Agar 7540
Otopina A (NaH,PO4 x H,0 (2,59 L™), KCI
(6g L), (NH,)2S04 (4g L), MgSO4 x7 H,0 100 mL
(5g L), KNO3 (20g L™), CaCl, x 2H,0 (3g

L™)

Otopina B (MgSO,4 x H,0 (168mg L™)

HsBOs (62mg L™), ZnSO4 x H,0 (106mg L’

1, KI (198mg L™), NayH,04 x 2H,0 (2,5mg 100 mL
L), CuSO, x 5H,0 (0,25mg L™), CaCl, x6

H,0 (0,25mg L™)

Otopina C (Na; EDTA (932,5 mg'L™) i 10 mL
FeSO,4 x7 H,0)

Otopina D (m.inozitola (100 mg L™),
vitamina B6(1mg L) iB1 (10 mg L) i

nikotinske kiseline (1 mg L™) 5 mL
Otopina E (H3sBO; 1 g L™Y) 5 mL
Hormoni rasta 2,4-D i BAP (1 mg mL™) 5mL
Destilirana voda nadopuna do ukupnog volumena 1 L
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3.2.1.2.  Uzqgoj biljnih kultura i presadivanje

Prethodno se sterilizira radna ploha laminara i sav potreban pribor za presadivanje biljne
kulture na nove, pripravljene hranjive podloge. Pincete se steriliziraju umakanjem u 96 %-tni
alkohol etanol, nakon Cega se spaljuju desetak sekundi. Postupak se ponavlja tri puta.

Nakon $to se PGH podloga u Petrijevim zdjelicama ohladi i skruti, spremna je za upotrebu.
Prilikom presadivanja, vazno je uzimati Sto zdravije tkivo koje se prepoznaje po rahloj
strukturi i jarko zelenoj boji. Smeda boja tkiva ukazuje na nekrozu i te dijelove tkiva je
pozeljno ukloniti. Kultura tkiva se uzima sterilnom pincetom i slaze na tri hrpice. Izmedu
svake hrpice se mora ostaviti dovoljno mjesta kako bi tkivo moglo nesmetano rasti. Hrpice
moraju biti dovoljno male da se imaju prostora Siriti, a opet dovoljno velike da se omoguci
brzi rast zbog kooperativnog efekta stanica. Petrijeve zdjelice se omotaju parafilmom oko
rubova kako bi se kultura tkiva bolje zastitila od kontaminacije, te se poloze pod laganim
nagibom, kako bi se voda koja se kondenzira prilikom stani¢nog disanja, cijedila na dno
petrijevke. Biljna kultura se uzgaja u uvjetima: sobna temperatura (cca. 23 °C) i izmjena dana
i no¢i pri cemu period osvjetljenja traje 16h (80 pmol photons m™s-")a period mraka 8 h.

Kulture se u pravilu presaduju jednom tjedno istim postupkom, a iznimno svaka dva tjedna.

Slika 5. Kalusna kultura Sec¢erne repe (Beta vulgaris, L.var altissima) (vlastita fotografija).
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Tekué¢i hranjivi medij MS za uzgoj kalusne kulture kaktusa, preto¢i se u prethodno
sterilizirane Erlenmeyerove tikvice od 100 mL i to po 25 mL podloge u svaku tikvicu.
Kalusna kultura kaktusa uzgojena prethodno na ¢vrstoj podlozi, sterilno se prebacuje u
Erlenmeyerove tikvice sa teku¢om hranjivom podlogom. Prebaeno tkivo se dodatno usitni
pincetom kako bi se dobila suspenzijska kultura stanica. Tikvice se potom stave na tresilicu i
uzgajaju na 23 °C, uz izmjenu dana i noé¢i kao kod Secerne repe. Kalusna kultura kaktusa
uzgaja se kao suspenzijska kultura radi boljeg rasta nego kad se uzgaja u ¢vrstoj MS podlozi.
Presadivanje ovako uzgojene kulture pozeljno je raditi jednom tjedno, a iznimno jednom u
dva tjedna na sljede¢i na¢in: Iz veé uzgojene suspenzijske kulture kaktusa se prvo pazljivo
iscijedi iskoristeni medij, zatim se zapali grlo tikvice i naglo se prebaci sadrzaj biljne kulture

u tikvicu sa novom hranjivom podlogom.

Slika 6. Kalusna kultura kaktusa (Mammillaria gracillis) (vlastita fotografija).

Za pokuse su se uzimale biljne kulture koje su bile otprilike jednake starosti i to izmedu 10 i

15 dana, kada se smatra da se joS nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta.
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3.2.2. Priprava prirodnih eutektickih otapala

Prirodna eutekticka otapala pripremala su se u tikvicama s okruglim dnom mijeSajucéi donor
i akceptor vodikove veze prema odredenom molarnom omjeru navedenom u tablici 3, te uz
dodatak 30 %, 50 % ili 80 % (v/v) vode. Sva eutekticka otapala pripremala su se kolin-
kloridom, kao akceptorom vodikove veze, koji je prethodno osuSen u vakuum susari, a kao
donori vodikove veze za sintezu eutekti¢kih otapala koristili su se D-glukoza, glicerol i etilen-
glikol. Nakon $to su se komponente pomijesale u odgovaraju¢im omjerima, (Tablica 5)
reakcijska smjesa se je zagrijavala na 50°C kroz dva sata uz mijeSanje. Nakon toga,

pripremljena eutekti¢ka otapala su sterilizirana u autoklavu na 121°C, kroz 15 min.

Tablica 5. Prirodna eutekticka otapala koja su koriStena u ovom radu.

Prirodno Kratica Molarni omjer Udio vode Kratica

eutekticko komponenata (%, viv)
otapalo

30 ChGlcsge

Kolin-klorid: ChGlc 1:1 50 ChGlcsos

glukoza 80 ChGlcggs

30 ChGlysgo

Kolin-klorid: ChGly 1:2 50 ChGlysoy

glicerol 80 ChGlYs0m

30 ChEG30%

Kolin-klorid: ChEG 1:2 50 ChEGsos

etilen-glikol 80 ChEGaon
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3.2.3. Enantioselektivna redukcija 1-(3,4-dimetilfenil)etanona katalizirana biljnim
stanicama

Biljne kulture koje su se nakon presadivanja uzgajale izmedu 10 i 15 dana. Svi koraci u
postavljanju reakcije provodili su se u laminaru u asepti¢nim uvjetima, kako bi se sprijecila
kontaminacija. Najprije je izvagana biljna biomasa. Suspenzijska kultura kalusa kaktusa prvo
se preko sterilnog cijedila i filter papira ocijedi, a zatim se istim postupkom vaze biomasa u
svaku tikvicu. Probrano je zdravije tkivo iste starosti. U svaku se tikvicu potom dodaje
odgovaraju¢i volumen prirodnog eutektickog otapala (ChGlc 30 %, 50 % i 80 %; ChGly 30
%, 50 % i 80 %; ChEG 30 %, 50 % i 80 % ) ili destilirane vode, tako da masena koncentracija
biljne biomase bude 0,25 g mL™. Na kraju se dodaje supstrat. Reakcijski uvjeti navedeni su u
tablici 6. Sve se tikvice zaepe sterilnim vatenim ¢epovima i aluminijskom folijom i postave

na tresilicu na 85 rpm, 23°C.

Tablica 6. Reakcijski uvjeti.

Kalusna kultura Sec¢erne repe Kalusna kultura kaktusa

Masa biokatalizatora [g] 2,5

Volumen reakcijske  smjese 10
[mL]
C (supstrata) [mM]

Vrijeme reakcije [h]
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Slika 7. Tikvice sa reakcijskom smjesom nakon provedene reakcije biotransformacije DMPA
u trajanju 2 dana s kalusnom kulturom Secerne repe kao biokatalizatorom (vlastita

fotografija).

Slika 8. Tikvice sa reakcijskom smjesom nakon provedene reakcije biotransformacije DMPA
u trajanju od 2 dana, s kalusnom kulturom kaktusa kao biokatalizatorom (vlastita fotografija).

Nakon provedene reakcije (Slike 7 i 8), medij u kojem je provedena reakcija odvoji se od
biljne biomase filtracijom. Profiltrirani supernatant se ekstrahira n-heptanom (3 x 5 mL), uz
snazno mijeSanje na vrtloznoj mijesalici (5 min, 25°C). Heptanski sloj u kojem se nalazi
produkt i zaostali supstrat se zatim upari do suha na rotacionom vakuum uparivacu i
resuspendira u 50 uL n-heptana te se analizira plinskom kromatografijom. Tijek svih opisanih

radnji shematski je prikazan na Slici 9.
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NADES ili voda DMPA
(10mL) (c=0,3375mM)

*Reciklacija
biomase nakon
provedene reakcije

Biljne kulture Seéerna repa i
kaktus (0,25 g mL™)

CHs

Vakuum filtracija reakcijske smjese

Ekstrakcija n-
heptanom

GCMS analiza

Slika 9. Shematski prikaz vodenja redukcijel-(3,4-dimetilfenil)-etanona u opticki aktivan

alkohol (R,S)-1-(3,4-dimetilfenil)etanol s biljnim stanicama kao biokatalizatorom.

Kako bi se medusobno usporedila uspjesnost redukcije u razli¢itim otapalima, za reakciju
U pojedinom otapalu izratuna se iskoriStenje, enantiomerni suvisak, volumetrijska

produktivnost 1 specifi¢na produktivnost enzima.
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IskoriStenje procesa asimetri¢ne redukcije 7 (%) izrauna se prema jednadzbi:

n=-4x100 [1]

CAT

gdje ca predstavlja izmjerenu koncentraciju (R,S) 1-(3,4 dimetilfenil)-etanola (mmol L™), a

car teoretski mogucu koncentraciju (R,S) 1-(3,4 dimetilfenil)-etanola (mmol L™).

Enantiomerni suvisak (eng. enantiomeric excess) ee (%) izracuna se prema jednadzbi:

__ (S—1-(3,4 dimetilfenil)etanol ~R—1-(3,4 dimetilfenil)etanol ) x 100 [2]

ee =
(S—1-(3,4 dimetilfenil)etanol *R—1-(3,4 dimetilfenil)etanol )

gdje R- 1.4 dimetilfenil)etanol Predstavlja povrsinu ispod pika (R) 1-(3,4 dimetil)fenil-etanola, a S.1-
(3.4 dimetilfenilyetanol POVISinu ispod pika (S)- 1-(3,4 dimetilfenil)etanola

Volumetrijska produktivnost Vp (umol L™ h™') hidrolize racuna se prema jednadzbi:

Vp = a1 [3]

gdje ca predstavlja poc¢etnu molarnu koncentraciju (R, S)-1-(3,4 dimetifenil)etanola (umol L
1, car molarnu koncentraciju (R,S)-1-(3,4 dimetilfenil)etanola na kraju procesa (umol L™), at

vrijeme trajanja procesa (h).

Specifi¢na produktivnost enzima Vg (umol g h™) raduna se prema jednadzbi:

_ (np2-np1)
VE = (mExt) [4]

gdje np; predstavlja poc¢etnu mnoZzinu (R, S)-1-(3,4 dimetilfenil)etanola (umol), np, mnozinu
(R, S)-1-(3,4 dimetilfenil)etanola na kraju procesa (umol), mg masu biljne biomase (g), a t

vrijeme trajanja procesa (h).
Koncentracija nastalog alkohola ca (mmol L™) racuna se prema jednadzbi:

Cy = Cg —Cp [5]
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gdje je ce po&etna molarna koncentracija 1-(3,4-dimetilfenil)etanona (mmol L™), a ce molarna

koncentracija 1-(3,4-dimetilfenil)etanona (mmol L™) na kraju procesa.

3.2.3.1.  Odredivanje koncentracije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona

Kvalitativna i kvantitativna analiza redukcije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona provedena je
pomoc¢u plinske kromatografije s masenom spektroskopijom na wuredaju Shimadzu

QP2010PLUS.

Kromatografski uvjeti kolone za plinsku kromatografiju

- Kromatografska kolona: f DEX 225 (30mx0,25mmx0,25um)

- Pokretna faza: He

- Tlak: 46,2 kPa

- Ukupan protok: 6,7 ml/ min

- Detektor: maseni spektrometar (MS)

- Temperatura kolone: T; = 105 °C (1 min), To= 155 °C (At=2 °C min™)
- Temperatura injektora 220 °C; temperatura detektora 200 °C

- Vrijeme trajanja analize: 26 minuta

500000004
T 40000000
o ]
300000004 1-{3,4-dimetilfeniljetanon
20000000 1-(5)-(3,4-dimetilfeniljetanol
] 1-{R}-(3,4-dimetilfenil)etancl
10000000 )\
[]- T T T T | T T T T | T T T T ] T T 1 T | T 1 T 1 I T T T T
100 125 15.0 17.5 20.0 225
t (min)

Slika 10. Tipi¢an GC kromatogram analize reakcijske smjese enantioselektivne redukcije 1-

(3,4-dimetilfenil)etanona
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Identifikacija 1-(3,4-dimetilfenil)etanona, 1-(R)-(3,4-dimetilfenil)etanola i 1-(S)-
(3,4-dimetilfenil)etanola provedena je na temelju razlike u retencijskim vremenima pojedinih
komponenata smjese koje prolaze kroz kiralnu kromatografsku kolonu te je potvrdena
usporedbom masenih spektara u bazi podataka (slika 8). Retencijsko vrijeme (R;) za 1-(3,4-
dimetilfenil)etanona iznosi 17,82 min, R; za 1-(R)-(3,4-dimetilfenil)etanol 19,06 min i R; za 1-
(S)- (3,4-dimetilfenil)etanol 19,53 min (Slika 10).

3.2.3.2.  Izrada bazdarnog dijagrama

Pripreme se otopine 1-(3,4-dimetilfenil)etanona u heptanu tako da koncentracije
redom iznose 0,68; 0,34; 0,17: 0,08; 0,04; 0,02 mmol L. Izmjerene vrijednosti povrSine
kromatografskog pika nanesu se na ordinatu, a na apscisu se nanose pripadajuce vrijednosti
koncentracija. Pomoc¢u racunala se nacrta dijagram ovisnosti mnozinske koncentracije 1-(3,4-
dimetilfenil)etanona o povrSini ispod pika te se prema dobivenoj jednadzbi pravca
izraCunavaju nepoznate koncentracije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona u uzorcima. Molarna
koncentracija zaostalog supstrata racuna se izravno prema jednadzbi pravca dobivene iz
bazdarnog dijagrama. Pretpostavka je da u reakciji nastaje samo jedan produkt, pa se stoga
koncentracija nastalog produkta jednostavno izracuna tako da se od pocetne koncentracije

supstrata oduzme koncentracija supstrata izmjerena na kraju reakcije.

3.2.4. Reakcija enantioselektivne redukcije DMPA uz reciklaciju biljne biomase

Za ovaj pokus koristila se kalusna kultura Se¢erne repe i prirodno eutektiC¢ko otapalo
ChGlc 30 %, 50 % i 80 %, te voda kao kontrola. Na isti nacin kako je prethodno opisano,
postavi se reakcija tako da je masena koncentracija biljne biomase iznosila 0,25 g mL™, a
koncentracija dodanog supstrata DMPA u 1mL reakcijske smjese iznosi 6,75 mmol L™
Postave se po dvije paralele svake reakcijske smjese. Reakcija se vodi ukupno 21 dan, a 7. i
14. dan iskoriSteni medij se izvlaci sterilnim nastavkom i zamjenjuje se s novim medijem u
istoj koncentraciji, te se dodaje ista poCetna koncentracija supstrata kao i na pocetku procesa.
Na taj nain biljna biomasa se reciklira nakon provedenog ciklusa reakcije enantioselektivne
redukcije u trajanju od 7 dana, te se ponovno upotrebljava za novi ciklus reakcije.
Uzorkovanje se provodi 2.,3.,4.,7.,8.,10.,14.,17. 1 21. dan u asepti¢nim uvjetima na sljedec¢i

nadin:
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Reakcijska smjesa se prvo promijesa radi homogenizacije, zatim se uzorkuje alikvot od 1 mL,
prebaci u Ciste epice i centrifugira (10 000 rpm, 10 min). Supernatant se dekantira u ¢iste
falconice. U supernatant se dodaje interni standard (IS) 1-(3-metilfenil)etanon (MPA) u
koncentraciji 14,7 mmol L™. Ekstrakcija se provodi dodatkom n-heptana (4,5 mL), te snaznim
mijeSanjem na vrtloznoj mijesalici (10 min), pri ¢emu zaostali supstrat DMPA, produkt i
interni standard prelaze u heptanski sloj. Ukoliko se nakon mije$anja formira emulzija izmedu
dva razdvojena sloja, provede se centrifugiranje (6000 rpm, 5 min). Nakon toga se oprezno
pipetom izdvoji gornji heptanski sloj i prebaci se u Ciste epruvete. Uzorak se otpari do suha u
SpeedVac-u, resuspendira u 20pL n-heptana i analizira na GCMS.

Koncentracija zaostalog supstrata DMPA, izrauna se preko koncentracije internog standarda

prema sljedecoj formuli:

pA (DMPA)*c (1S)

c(DMPA) = 5

[6]

gdje ¢ (DMPA) predstavlja izmjerenu koncentraciju 1-(3,4-dimetilfenil)etanona (mmol L-%),
pA povrsinu ispod pika DMPA, ¢ (IS) koncentraciju internog standarda (mmol L™), a p (1S)

povrsinu ispod pika internog standarda.

Buduc¢i da se analiza provodila u alikvotu reakcijske smjese od 1 mL a ne u cijelom mediju,
rezultati se prikazuju kao konverzija (%), a izraCunavaju se prema istoj formuli kao

iskoriStenje reakcije [1]. Rezultati se prikazuju kao srednja vrijednost uzoraka u skupini:
1
X=y Kix [7]

s pripadaju¢im standardnim pogreskama Sy:

_ X xi—x)?
Sx = \/ N(N-1) [8]

gdje N predstavlja ukupan broj uzoraka u skupini a X; pojedinaéne vrijednosti uzoraka.
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3.2.5. lIspitivanje biokompatibilnosti prirodnih eutektickih otapala s biljnim stanicama

Kako bi se ispitao utjecaj NADES-a na rast i metabolizam biljnih stanicama, koristila se
kalusna kultura Secerne repe (uzgojena prethodno opisanim postupkom) i prirodno eutekticno
otapalo ChGlc 30 %, 50 % i 80 %. Kao kontrole koristile su se destilirana voda i tekuci
hranjivi medij za uzgoj Secerne repe (PGH). Masena koncentracija biljne biomase bila je 0,25
g mL™ kao i u prethodnim pokusima, a uzgoj se provodio ukupno 20 dana, prilikom &ega se
0.,3.,7.,10.,14. i 20. dan uzgoj zaustavljao a biljna biomasa odvojila od medija vakuum
filtracijom, te se provela analiza vijabilnosti, promjene mase biomase kroz vrijeme,
odredivanje koncentracije ukupnih proteina u uzorku, te odredivanje koncentracije produkta

lipidne peroksidacije (MDA) u mediju i u biomasi.

3.25.1. Ispitivanje promjene mase biomase kroz vrijeme

Masa biljne kulture na pocetku uzgoja u svim tikvicama je ~2,5 g. Biljna se biomasa se
nakon uzgoja odreden broj dana, odvaja od medija vakuum filtracijom nakon Cega se vaze na
analitickoj vagi 1 dobivena masa se usporeduje s pocetnom masom. Budu¢i da je biomasa na
pocetku pokusa relativno vlazna, a nakon postupka vakuum filtracije dobije se gotovo
potpuno osuSena biomasa, potrebno je uvesti faktor korekcije za relativan postotak vode u
pocetnom uzorku biomase. To se provede na nacin da se prije nego se doda medij, odvaze
~2,5 g biomase direktno iz Petrijeve zdjelice gdje je uzgojena i 0susi se istim postupkom
vakuum filtracije kao $to se radi sa suspenzijom stanica. PoCetna masa biomase se zatim
umanji za odredeni postotak kako bismo odredili poCetnu masu suhe tvari biljne biomase.
Izmjerene vrijednosti mase s uracunatom korekcijom za postotak vode, prikazuju se graficki u

odnosu na vrijeme uzgoja.

3.2.5.2.  lIspitivanje vijabilnosti i morfologije

Nakon provedene vakuum filtracije, odvaze se 0,15 g osuSene biljne biomase te se
resuspendira u 1 mL destilirane vode na vrtloznoj mijesalici. Odreze se vrh nastavka i
otpipetira 50 pL suspenzije biljnih stanica i prebaci u suhu tubicu Doda se jednak volumen

(50 uL) boje Trypan Blue, te se promijesa. Zatim se otpipetira 80 puL ovako priredene smjese i
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prebaci na predmetnicu, te se poklopi pokrovnicom. Mikroskopiranje se provodi na
svjetlosnom mikroskopu (povecanje 10x). Trazi se minimalno 5 slika gdje se broje zive i
mrtve stanice, a rezultat se prikazuje kao postotak mrtvih stanica. Prate se i vidljive
morfoloske promjene stanica. Ostatak biljne biomase zapakira se u aluminijsku foliju,
zamrzne se u tekuéem dusiku te se spremi u zamrziva¢ na -80 °C, do ponovnog koristenja.

IskoriSteni medij se nakon vakuum filtracije takoder spremi u zamrzivac na -20 °C.

broj mrtvih stanica

vijabilnost = * 100 [9]

broj zivih stanica

3.2.5.3.  Ekstrakcija stanicnih metabolita iz biljne biomase

Uzorci biljne biomase se izvade iz zamrzivaca i prebace na zaledeni podlozak gdje se
osigura da im temperatura ostaje relativno niska tijekom rada, Sto je vazno za odrzavanje
nativne strukture 1 aktivnosti enzima koja ¢e se mjeriti.

Ekstrakti se pripremaju na sljedeci nacin: iz svakog od uzoraka izvaze se po 0,5 g biomase i
prebaci se u zaledeni tarionik koji se cijelo vrijeme dok postupak traje drzi na ledenom
podlosku, radi odrzavanja temperature. Pospe se (na vrh Zlice) PVPP, te se postepeno u
obrocima dodaje po 0,5 mL kalij-fosfatnog pufera (KP), pH 7 i dobro se izdrobi. KP pufer se
prethodno pripremi u odmjernoj tikvici na nac¢in da se pomijesa 1,925 mL 1M KH,PO, i 3,07
5SmL 1M K;HPQy, te se nadopuni do oznake redestiliranom vodom i ¢uva na +4°C. Smjesa se
potom kvantitativho prebaci u suhu tubicu i stavi na centrifugiranje (20 000 rcf, 10 min).
Nakon centrifugiranja, bistri se supernatant prebaci u nove tubice i ponovno se centrifugira
(20 000 rcf, 30 min). Bistri supernatant se izdvoji u nove tubice koje se tijekom rada ¢uvaju u

mrvljenom ledu.

3.2.5.4.  Mijerenje lipidne peroksidacije

Prvo se pripremi ekstrakcijska smjesa koja se sastoji od 0, 3 %- tne tiobarbituratne
kiseline (TBA) u 10 %- tnoj trikloroctenoj kiselini (TCA). Zatim se 200 pL prethodno
pripremljenih ekstrakata u KP puferu ili iskoristenog medija pomijesa s 1300 pL ekstrakcijske
smjese u tubici i stavi zagrijavati u termomikseru (95 °C, 30 min). U termomikser se stave i
dvije slijepe probe koje se sastoje od 200 uL KP pufera i 1300 pL ekstrakcijske smjese.

Nakon 30 min, tubice se prvo kratko ohlade u ledenoj kupelji a zatim se stave na centrifugu
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(20 000 rcf, 30 min, +4 °C). Nakon toga se supernatant prelije u Ciste kivete i
spektrofotometrijski se mjeri apsorbancija na 532 nm i na 600 nm. Od vrijednosti
apsorbancije ocCitane na 532 nm, oduzme se vrijednost oCitana na 600 nm (korekcija za
nespecificno zamucéenje). Izmjerene apsorbancije u direktnoj su korelaciji s koncentracijom

produkta lipidne peroksidacije- malondialdehidom (MDA).

e Specifi¢ni molarni apsorpcijski koeficijent kod 532nm iznosi 155 mM™*em™,
Koncentracija MDA (mM) u 200 pL uzorka izracuna se prema formuli:
¢ (MDA) = (A:iaz;_“‘em)l [10]

gdje ¢ (MDA) predstavlja molarnu koncentraciju MDA (mM), Assz | Asoo, apsorbancije pri
5321 600 nm, a € molarni apsorpcijski koeficijent (mM™cm™).

Koncentracija MDA (mM) po gramu suhe tvari biljne biomase izra¢una se prema formuli:

((c(M[l):)Guoo))*Vu

(mpp*1000)

cu(MDA) = [11]

gdje je c,(MDA) masa MDA (mM) po gramu suhe tvari biljne biomase, V, je ukupan

volumen ekstrakcijske smjese (mL), a mgwm je masa suhe tvari biljne biomase (g).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kiralni spojevi posjeduju razli¢itu biolosku aktivnost, a dva enantiomera istog spoja
mogu imati razli¢ito, ¢ak i opre¢no djelovanje u interakciji s bioloskim sustavima. Zbog
sigurnosti i regulatornih propisa, moderna farmaceutska i kemijska industrija naSle su se
pred izazovom proizvodnje bioloski aktivnih kiralnih spojeva ili kiralnih sintona visoke
enantiomerne ¢istoc¢e koji se u sve ve¢em broju koriste u pripravi lijekova, agrokemikalija te
drugih kemikalija koje imaju primjenu u bioloskim sustavima (Pavokovi¢ i sur., 2017).
Posljednjih nekoliko desetljeca sve viSe raste svijest o ugrozenosti okoliSa pred rastu¢om
industrijalizacijom i urbanizacijom, zbog ¢ega se aktivno pokuSavaju pronaci ekoloski
prihvatljive alternative (Panic i sur., 2018). U kontekstu zelene tehnologije, kroz posljednjih
20 godina opisana je nekolicina primjera redukcije prokiralnih ketona pomocu biljnih stanica
u rastu ili imobiliziranih kultura biljnih stanica (Grogan, 2009). Jedna od reakcija koja je do
sada uspjesno katalizirana biljkama je asimetri¢na redukcija prokiralnih ketona. Pavokovi¢ i
sur. (2017) wuspjesno su proveli reakciju stereoselektivne biotransformacije 1-(3,4
dimetilfenil)etanona u vodi, koriste¢i diferencirane stanice korijenja 9 razli¢itih biljaka kao
biokatalizatora, pri ¢emu su dobili iskoristenje procesa od ¢ak 88,2 %, a enantiomerni suvisak
97,1 % u korist S-enantiomera, u skladu s Prelogovim pravilom (Pavokovi¢ i sur., 2017).

Cilj ovog rada bio je dizajnirati i optimirati ekoloski prihvatljiv proces enantioselektivne
redukcije prokiralnog ketona 1-(3,4 dimetilfenil)etanona u kiralni alkohol (S)-1-(3,4
dimetilfenil)etanol, pomo¢u dvije kalusne biljne kulture Secerne repe i kaktusa, u prirodnim
cutektiCkim otapalima kolin-klorid:glicerol, kolin-klorid:glukoza i kolin-klorid:etilen-glikol s
razli¢itim udjelima vode. Kako bi se usporedila uspjeSnost enantioselektivne redukcije u
NADES-ovima s konvencionalnim otapalima, reakcija je provedena i u vodi. Redukcijski
potencijal biljaka ispitan je kroz tri uzastopna ciklusa reakcije primjenom iste reciklirane
biljne kulture. Cilj eksperimenata bio je zadovoljiti sto veé¢i broj naéela zelene kemije, te
prema izmjerenim parametrima reakcije donijeti zakljucke o uspjesnosti procesa. Buduc¢i da
se radi o bioloskim katalizatorima, bitno je provjeriti utjecaj odabranog otapala na vijabilnost
i metabolizam zivih stanica. I1zbor NADES-a kao alternativnog otapala u biokatalizi dodatno
se razmotrio ispitivanjem biokompatibilnosti s biljnim stanicama, s ciljem boljeg
razumijevanja dinamike same reakcije te mogucnosti napretka U dizajniranju §to

ekonomicnijeg procesa.
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4.1. Enantioselektivna redukcija 1-(3,4 dimetilfenil)etanona katalizirana biljnim
stanicama

Biljke posjeduju odgovarajuéu oksidoreduktazu koja u blagim uvjetima Kkatalizira
asimetricnu  redukciju karbonilne skupine prokiralnog aromatskog ketona 1-(3,4
dimetilfenil)etanona u hidroksilnu skupinu opti¢ki aktivnog alkohola (R,S)-1-(3,4
dimetilfenil)etanola (Pavokovi¢ i sur., 2017) (Slika 11.), pri ¢emu dominantno nastaje S-

enantiomer alkohola, u skladu s Prelogovim pravilom (Nguyen i sur., 2014).

(H

Biljne kulture
MADES
CH; CH;
CH; CH; CH;
1-(3,4-dimetilfenil}-etanon 1-(5)-(3,4 dimetifenil}-etanon  1_[R)-(3 4 dimetifeni}-stancn

Slika 11. Reakcija asimetri¢ne redukcija DMPA Katalizirana biljnim stanicama (Pavokovi¢ i
sur., 2017).

Preliminarni pokusi ovog rada ukljucivali su ispitivanja optimalnog omjera biomase,
supstrata i medija, te pracenje tijeka reakcije kroz vrijeme, kako bi se odredilo u kojem
vremenu se dostigne maksimalno iskoriStenje i enantiomerni visak . Reakcija se provodila s
obje kalusne kulture, u prirodnim eutekti¢kim otapalima i u vodi. Buduéi da se pokazalo da
enantiomerni visak moze u nekim slucajevima opadati s vremenom (vjerojatno zbog
spontanog prelaska jednog u drugi enantiomer), a iskoriStenje reakcije se uglavnom povecava
s vremenom trajanja reakcije, odlu¢eno je da se za pokus uzimaju omjeri reaktanata i vrijeme
pri kojima se dostigne optimalna vrijednost oba parametra (ee i #) umjesto maksimalna
vrijednost svakog pojedinacnog. Na temelju rezultata preliminarnog testiranja kod masene
koncentracije $e¢erne repe 0,25 g mL™, te molarne koncentracije DMPA 0,1687 mM i nakon
72h reakcije, dobivene su najvece vrijednosti enantiomernog suviska i iskoriStenja. Kod
kaktusa se pokazalo da koncentracija DMPA 0,675 mM, prilikom 48h te ista koncentracija
biomase 0,25 g mL™, daju najbolje rezultate.
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Nadalje, proveden je probir 3 razli¢ita prirodna eutekticka otapala (ChGlc, ChGly i ChEG)
otapala u tri razli¢ite koncentracije, ovisno o udjelu vode (30 %, 50 %, 80 % (v/v)), s ciljem
odabira najucinkovitijeg otapala za sintezu industrijski vaznog kiralnog spoja (S)-1-(3,4-
dimetilfenil)etanola. ldealno otapalo za reakciju biokatalize trebalo bi osigurati visoku
stabilnost i aktivnost biokatalizatora, veliku dodirnu povrSinu izmedu biokatalizatora i
supstrata i1 jednostavnu izolaciju kona¢nog produkta smjese. Priprema svih 9 koriStenih
otapala relativno je jednostavna, uz dobivena iskoristenja 100 %. Mali problem prilikom
vaganja moze predstavljati velika gustoca i viskoznost etilen-glikola i glicerola, dok s kolin
kloridom treba brzo i precizno rukovati jer se kristali¢i soli mogu relativno lako rastaliti u
viskoznu teku¢inu. Cista prirodna eutekti¢ka otapala, sastavljena od dviju komponenti u
odgovaraju¢im molarnim omjerima (ChGle, ChGly i ChEG) uglavnom su jako viskozna,
medutim dodatkom vode u odgovaraju¢im molarnim omjerima, smanjuje se Vviskoznost
proporcionalno udjelu vode, te se postize bolji prijenos mase izmedu biokatalizatora i
supstrata. Osim toga, odredena koncentracija vode potrebna je za stabilnost i aktivnost enzima
(Xu i sur., 2017). Reakcija zapo€inje dodavanjem supstrata DMPA ( 0,169 i 0,675 mM) u
suspenziju biljne biomase i otapala. Reakcijska smjesa se postavi na tresilicu (temperatura) i
reakcija se provodi 48h (kaktus) i 72h (repa). Reakcijska smjesa se analizira plinskom
kromatografijom s masenom spektrometrijom, a koncentracija zaostalog supstrata odredi se iz
jednadzbe pravca dobivene iz prethodno izradenog bazdarnog dijagrama (Slika 12).

Koncentracija dobivenog produkta u reakcijskoj smjesi odredi se prema formuli [5].

20000000
18000000
16000000

14000000 - v =24 823 649,42x + 736 507,86
12000000

10000000
8000000
6000000
4000000

<
2000000 P

O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

¢

L 4

Povrsina ispod pika

Koncentracija 1-(3,4 dimetilfenil)etanona (mmol L")

Slika 12. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije 1-(3,4 dimetilfenil)etanona.
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Zbog bolje interpretacije rezultata, prema jednadzbama [1], [2], [3] i [4] izracunata su
iskoriStenja, enantiomerni visak hidrolize, volumetrijska produktivnost te specificna

produktivnost enzima u pojedinom otapalu, a rezultati su prikazani na slikama 11-14.

50%

807
-50 ChGlc ‘ ChGly ‘ ChEG ] vocr

150

100

O,

30%

I B i Hn (%)

30% | 50% | 80% ee(%)

30% | 50%

-100

-150 -

Slika 13. Dobivene vrijednosti enantiomernog suviSska (ee) i iskoriStenja () reakcije
katalizirane kalusnom kulturom kaktusa u razliCitim prirodnim eutektickim otapalima s
udjelom vode 30, 50 i 80 %, te u vodi. Reakcijski uvjeti: 5 g biomase, koncentracija biomase
0,25 g mL™, koncentracija supstrata 0, 675 mM, 23°C, 48h.

IskoriStenja ()  kaktusom Katalizirane  enantioselektivne  redukcije  1-(3,4-
dimetilfenil)etanona (Slika 13.) u prirodnim eutekti¢kim otapalima su u rasponu od 12,5 % do
74,9 %, dok je najvece iskoriStenje dobiveno u vodi 1 iznosilo je 92,89 %. Dobiveni rezultati
pokazuju kako se promjenom udjela vode moze znatno utjecati na pomak ravnoteze ispitivane
reakcije prema nastanku produkta. Pa tako promjenom udjela vode u ChGlc od 30 % do 80 %
(v/v), iskoriStenje raste od 48,8 % do 86,5 %. Najvece dobiveno iskoristenje u prirodnom
eutektiCkom otapalu postignuto je s ChGly 80 % 1 iznosi 74,9 %, a vrlo blizu je i iskoriStenje
postignuto s ChGlc 50 % koje iznosi 73,6 %. U reakciji provedenoj u vecini NADES,
dominantno nastaje (R)-1-(3,4-dimetilfenil)etanol, dok u vodi i 80 %-tnim NADES dolazi do
inverzije enantioselektivnosti, gdje dominantno nastaje (S)-1-(3,4-dimetilfenil)etanol.
Promjenom udjela vode u NADES-u od 30 % do 50 %, opada enantiomerni suviSak dok je
kod 80 %-tnih dobiven najmanji enantiomerni suvisak ali u korist drugog enantiomera.
Najveci (ee) dobiven je u ChEG 30 % i iznosi 99,1 %.
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Slika 14. Dobivene vrijednosti enantiomernog suviska (ee) i iskoriStenja (n) reakcije
katalizirane kalusnom kulturom $eéerne repe u razli¢itim prirodnim eutekti¢kim otapalima s
udjelom vode 30, 50 i 80 %, te u vodi. Reakcijski uvjeti: koncentracija biomase 0,25 g mL ™,
koncentracija supstrata 0, 1687 mM, 23°C, 48h.

IskoriStenja (x) SeCernom repom katalizirane enantioselektivne redukcije 1-(3,4-
dimetilfenil)etanona u prirodnim eutekti¢kim otapalima (Slika 14.) u rasponu su od 26,3 % do
95 %. Najvece iskoriStenje dobiveno je u ChGlc 80 % i iznosilo je 95 %. Dobiveni rezultati
pokazuju kao i kod pokusa s kaktusom, da povecanjem udjela vode u NADES-u, raste
iskoristenje reakcije. Pa tako promjenom udjela vode u ChGlc od 30 % do 80 %, iskoristenje
raste od 32,5 % do 84,1 %. U reakciji provedenoj u svim NADES, dominantno nastaje (R)-1-
(3,4-dimetilfenil)etanol, dok u vodi dolazi do inverzije enantioselektivnosti, gdje dominantno
nastaje (S)-1-(3,4-dimetilfenil)etanol. Promjenom udjela vode u ChGlc i ChEG od 30 % do 50
%, opada enantiomerni suviSak, $to nije slu¢aj kod ChGly. Najveci (ee) dobiven je u ChGlc
30 % i iznosi 88,7 %.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je osim udjela vode u NADES-u, za optimalno
iskoriStenje i enantiomerni suviSak bitan i tip donora vodikove veze u NADES-u, pa se tako
kao najbolje otapalo prema tim parametrima pokazao ChGly 80 %, kod kojeg je dobiveno

iskoristenje iznosilo 95 % a enantiomerni suvisak 76, 7 % u korist (R)-enantiomera.
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Slika 15. Volumetrijska produktivnost (Vp) reakcije redukcije 1-(3,4 dimetilfenil)etanona
katalizirane kalusnom kulturom Secerne repe i kalusnom kulturom kaktusa u prirodnim

eutektiCkim otapalima s 30, 50 i 80 % vode, te u vodi.

Vrijednosti  volumetrijske  produktivnosti ~ (Vp)  reakcije  redukcije  1-(3,4-
dimetilfenil)etanona katalizirane Se¢ernom repom (Slika 15) u rasponu su od 0,62 do 2,23
umol L™* h, a najveca vrijednost dobivena je u ChGlc 80 %. Kod reakcije katalizirane
kaktusom, dobivene vrijednosti volumetrijske produktivnosti u rasponu su od 1,76 do 13,06
umol L*h?, a najveéa vrijednost dobivena je u vodi, dok je u prirodnim eutektickim
otapalima najveéa vrijednost dobivena u ChGlc 80 % i iznosila je 12,16 pmol L™ h™. 1z
dobivenih rezultata, kod obje biljne kulture volumetrijska produktivnost povecava se s

povecanjem udjela vode u prirodnom eutektickom otapalu.
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Slika 16. Specificna produktivnost (Vg) reakcije redukcije 1-(3,4 dimetilfenil)etanona
katalizirane kalusnom kulturom Seferne repe i1 kalusnom kulturom kaktusa u prirodnim

eutektickim otapalima s 30, 50 1 80 % vode, te u vodi.

Vrijednosti specifi¢ne produktivnosti (Ve) reakcije redukcije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona
katalizirane $e¢ernom repom (Slika 16.) u rasponu su od 0,0024 do 0,0089 umol g* h*, a
najveca vrijednost dobivena je u ChGlc 80 %. Kod reakcije katalizirane kaktusom, dobivene
vrijednosti specifiéne produktivnosti u rasponu su od 0,007 do 0,050 umol g h™, a najveca
vrijednost dobivena je u vodi, dok je u prirodnim eutektickim otapalima najveca vrijednost
dobivena u ChGlc 80 % i iznosila je 0,048 umol L™ h™%. 1z dobivenih rezultata, kod obje biljne
kulture specificna produktivnost povecava se s povecanjem udjela vode u prirodnom

eutektickom otapalu.
Na temelju dobivenih vrijednosti pokazatelja uspjesnosti reakcije, mozemo zakljuciti da je

reakcija enantioselektivne redukcije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona uspjesno provedena, te da su

se prirodna eutekti¢ka otapala pokazala kao dobar medij za provedbu reakcije biokatalize.

39



4.2.  Enantioselektivna redukcija 1-(3,4 dimetilfenil)-etanona uz reciklaciju biljne
biomase

Pokus je proveden s kalusnom kulturom Sec¢erne repe i otapalom ChGlc s 30, 50 i 80 %
(vlv) vode. Masena koncentracija biomase iznosila je 0,25 g mL™, a molarna koncentracija
supstrata (DMPA) u 1 mL reakcijske smjese iznosila je 6,75 mmol L™. Provedena su tri
uzastopna ciklusa reakcije asimetri¢ne redukcije DMPA svaki u trajanju 7 dana (ukupno 21
dan). Nakon prvog i drugog ciklusa, to¢nije 7. i 14. dan, iskoristeni medij se izvojio od
biomase, a biomasa se reciklirala i ponovno koristila za novi ciklus reakcije. Izra¢unate su
vrijednosti konverzije (%) supstrata u produkt (R)-1-(3,4-dimetilfenil)etanol na kraju svakog
ciklusa reakcije u svakom od koriStenih otapala.

Kako bi se usporedila uspjesnost reakcije u svakom otapalu na kraju svakog ciklusa reakcije,

rezultati su graficki prikazani kao postotak konverzije s recikliranom biomasom na kraju 2. i
3. ciklusa, u odnosu na maksimalnu konverziju (%) dobivenu na kraju 1.ciklusa sa svjezom
biomasom (Slika 17.)
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Slika 17. Dobivene konverzije (%) supstrata 1-(3,4-dimetilfenil)etanona u produkt (R)- 1-(3,4-
dimetilfenil)etanol s biljnom biomasom recikliranom 1 i 2 puta u otapalu ChGlc s 30, 50 i 80

% v/v vode 1 vodi, u odnosu na konverzije (%) dobivene sa svjeZom biomasom.
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Dobivene vrijednosti konverzije suptrata u produkt u prvom ciklusu reakcije sa svjezom
biomasom bile su u rasponu od 78,9 do 83,6 % u prirodnim eutektickim otapalima a najveca
vrijednost dobivena je u vodi i iznosila je 94,3 %. Nakon prve reciklacije biomase, tj. u 2.
ciklusu reakcije dobivene vrijednosti konverzije supstrata u produkte bile su u rasponu od
75,1 do 81,3 % u NADES, odnosno 90,9 % u vodi. Vrijednosti konverzija dobivenih s
recikliranom biomasom opale su za 2,68 do maksimalno 6,32 % u odnosu na reakciju sa
svjezom biomasom. Nakon druge reciklacije biomase, u 3. ciklusu reakcije dobivene
vrijednosti konverzije bile su u rasponu od 64,7 do 86, 9 % u NADES i dalje najveca
vrijednost konverzije dobivena je u vodi i iznosila je 90,2 %. Vrijednosti konverzija dobivenih
s biomasom recikliranom 2 puta, odnosno u 3. ciklusu reakcije opale su za maksimalno 29,15
% u ChGlc 50 %, ali su u ChGlc 30 i 80 % opala za 10,0 i 17,3 %. Vrijednost konverzije u
vodi nakon 3.ciklusa reakcije iznosila je 93,4 % od konverzije dobivene sa svjeZom
biomasom. Kao najbolje prirodno eutekticko otapalo prema dobivenim vrijednostima
konverzije pokazao se ChGlc 80 %, kod kojeg je konverzija na kraju reakcije sa svjezom
biomasom iznosila 83,8 %, nakon prve reciklacije biomase 81,3 % a nakon druge reciklacije
biomase 75, 3 %.

Na temelju dobivenih vrijednosti konverzije supstrata u produkt u reakciji sa svjeZom
biomasom, te u reakcijama s jedan i dvaput recikliranom biomasom, moZzemo zakljuciti da se
biljke nakon provedene reakcije mogu reciklirati i ponovno koristiti za novi ciklus reakcije,
pri ¢emu dolazi do relativno malog smanjenja produktivnosti reakcije u smislu konverzije
supstrata u produkt. Moguce povecanje konverzije moglo bi se posti¢i imobilizacijom

biomase.

4.3. Biokompatibilnost prirodnih eutektickih otapala s biljnim stanicama

Iako se za vecinu ispitanih prirodnih eutektickih otapala ustanovilo da su malo i gotovo
nikako toksi¢na za zive stanice, jedan od mehanizama citotoksi¢nosti koji se osobito istice je
mogucnost induciranja oSteCenja plazma membrane stanica, koja rezultiraju pove¢anom
poroznoS¢u membrana. Posljedica toga je povecanje oksidativnog stresa stanica, koji se
ocituje kroz povecane koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta (eng. ROS, reactive oxygen
species) (Hayyan i sur., 2016). Medutim, prema dosada$njim istrazivanjima pokazalo se da su
prirodna eutekti¢ka otapala puno sigurnija i vecina ith pokazuju malu i gotovo nikakvu

citotoksi¢nost u usporedbi s DES. Jedno od temeljnih zakonitosti koje se nadovezuju na tu
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tvrdnju je ¢injenica da bi citotoksicnost NADES trebala biti minimalna, budu¢i da se izvorno
sintetiziraju in vivo u biljnim stanicama (Paiva i sur., 2014). Pokazalo se da nekolicina faktora
moze utjecati na razinu citotoksi¢nosti NADES, a to su polazne sirovine te njihove interakcije
s razli¢itim funkcionalnim grupama, zatim fizikalna svojstva (u prvom redu viskoznost), te
dodatak vode u odredenoj koncentraciji. Kao najpogodnija polazna sirovina za sintezu
NADES iskazao se kolin klorid, gradevna jedinica fosfolipida (fosfatidilkolina i
sfingomijelina) od kojih su gradene stanicne membrane (Hayyan i sur., 2016).

Kako bi se ispitao utjecaj NADES na rast i metabolizam biljnih stanica proveden je pokus
sa kalusnom kulturom Secerne repe i ChGlc u 3 koncentracije (30, 50 i 80 %) v/v vode. Biljne
kulture su postavljene na uzgoj na tresilicu (23°C, 16 h dan, 8 h no¢) odreden broj dana u
svakom od otapala, a za kontrolu se koristila voda i u hranjivi medij PGH. Svaka tri dana
uzimala se po jedna tikvica sa svakim od razli¢itih medija u kojima su se uzgajale biljke i
uzgoj bi se u njoj zaustavio. Biljna biomasa se potom vakuum filtracijom odvajala od medija i
vagala, a iskoriSteni medij i biomasa su se dalje obradivali. Biomasa se bojala s Trypan Blue
koja selektivno boja samo mrtve stanice, kako bi se odredila vijabilnost i morfologija stanica
uzgajanin u NADES-u, te se usporedila s onom u kontrolama. Mehani¢kim razbijanjem
stanica u tarioniku izdvojen je stani¢ni sadrzaj, te se spektrofotometrijski odredivala
koncentracija proteina te koncentracija produkta lipidne peroksidacije (MDA). Koncentracije
ukupnih proteina i MDA odredivale su se 1 u iskoriStenom mediju. Cilj pokusa bio je odrediti
razlike u rastu i vijabilnosti biljnih stanica u NADES-u u odnosu na kontrole, ispitati
potencijalne morfoloSke promjene stanica, ispitati ukupnu koncentraciju proteina u stanicama

1 u iskoristenom mediju, te ispitati razinu oCuvanosti stani¢nih membrana i razinu stresa.
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4.3.1. Ispitivanje promjene mase biomase kroz vrijeme
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Slika 18. Dijagram rasta kalusne kulture Secerne repe u razli¢itim medijima praé¢en kroz

promjenu mase (g) kroz vrijeme (dani).

Biljna kultura Se¢erne repe uzgajana 3, 7, 10, 14 1 20 dana u razli¢itim medijima, vakuum
filtracijom se izdvojila od iskoriStenog medija i vagala na analitickoj vagi. Kako je prethodno
opisano, odredio se faktor korekcije za relativan udio vode (%) u biomasi i taj faktor je
iznosio 0,368. Sve dobivene vrijednosti mase mnozile su se s 0,632 kako bi se dobila masa
suhe tvari biomase.

Na slici 18 mozemo vidjeti tijek rasta biljnih stanica u razli¢itim medijima kroz 20 dana.
Najveci rast o¢ekivano je postignut u hranjivom mediju (PG+H), uz blage oscilacije oko 10.
dana uzgoja, dok u vodi vidimo relativno velik rast u prvih 7 dana, nakon ¢ega nastupa velik
pad kojeg slijedi stagnacija do kraja ispitivanog perioda. Pretpostavka je da biljka prilagodava
metabolizam te da neko vrijeme moze opstati bez izvora nutrijenata koristeéi zalihe, medutim
nakon toga pocinje opadati u masi i nastupa period slabog ili nikakvog rasta- stagnacija.
Medutim, u prirodnom eutektickim otapalima biljke pokazuju drugaciji trend, nakon prva tri
dana opada masa, vjerojatno zbog gubitka vode iz stanice, buduc¢i da su se biljke stavile u
hipertoni¢nu otopinu. Nakon toga ponovno blago raste do 10. dana nakon ¢ega se odrZava na
slinoj razini do kraja eksperimenta. Najmanje opadanje mase u NADES, pokazalo se u
ChGlc 50 %. Stabilnost NADES tijekom pokusa nije se provjeravala, pa se kao mogucnost
uzima cijepanje vodikovih veza izmedu komponenata, te njihovo koriStenje kao izvor
nutrijenata, posebice glukoze.
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4.3.2. Ispitivanje vijabilnosti i morfologije

Trypan Blue boja koristi se za odredivanje broja mrtvih stanica u nekom uzorku, buduéi da
boja uslijed gubitka naboja na membrani mrtvih stanica, ulazi i selektivnho bojanja samo
mrtvih stanica. Medutim, jedno istrazivanje pokazalo je da stanice ne moraju nuzno biti mrtve
kako bi boja mogla uc¢i u stanicu, nego je nagovijesteno kako boja moze uci i u zivu stanicu
kroz pore na membrani stanice, a nastanak pora moze Se inducirati djelovanjem nekih
agenasa. Tran i sur. (2011) u svom su radu pokazali da toksin HIyll iz bakterije Bacillus
cereus porodira membranu i omogucuje Trypan Blue boji ulazak u stanice makrofaga, koji
pritom zadrzava vijabilnost i metabolicku aktivnost. Stoga, plavo obojenje moze indicirati
poveéanu permeabilnost membrane i formiranje pora na staniénim membranama, 0dnosno ne

mora nuzno zna¢iti smrt stanice (Tran i sur., 2011).

Suspenzija biljnih stanica uzgajanih u ChGlc (30, 50 i 80 %), te u vodi i PG+H, 3,7,10, 14
i 20 dana, bojana je dodatkom ekvivalentnog volumena Trypan Blue boje. Budu¢i da biljne
stanice rastu u aglomeratima, prevelikim za mikroskopiranje, suspenzija biljnih stanice se
prvo mehanicki usitnila mijeSanjem pomocu nastavka za pipete, te mijeSanjem na vrtloznoj

mijesalici.

Slika 19. Mikroskopska slika (10x) biljnih stanica obojanih s Trypan Blue, nakon 3 dana

uzgoja u a) PG+H; b) prirodnom eutektiCkom otapalu

44



Prije postavljanja biljne kulture na uzgoj (0 dan), uzet je uzorak stanica koji je obojan
Trypan Blue kako bi se odredio postotak Zivih stanica (prema formuli 9)na pocetku uzgoja i
on je iznosio je oko 90 %.Mikroskopiranjem obojanih preparata biljnih stanica ustanovljeno je
da su sve stanice uzgajane u prirodnim eutektiCkim otapalima, obojane plavo ve¢ nakon 3
dana uzgoja, Sto implicira na to da su sve mrtve. Medutim, obzirom na to da je iz ranijih
istrazivanja poznato da NADES uzrokuju permeabillizaciju bioloskih membrana (Hayyan i
sur., 2016), a Tran i sur. (2011) smatraju da plavo obojenje ne mora nuzno znaciti smrt
stanice, nego moZe ukazivati na formiranje pora na membrani stanice, moguce je da biljne
stanice uzgajane u NADES-u nisu nuzno mrtve ve¢ nakon 3 dana uzgoja, nego NADES
uzrokuju permeabilizaciju bioloskih membrana, $to omogucuje boji nesmetan ulazak u
stanice. S druge strane postotak zivih stanica nakon tri dana uzgoja u PG+H iznosio je preko
85 %, dok je vijabilnosti u vodi bila oko 58 %.

Osim obojanosti stanica uzgojenih u NADES-u, iz mikroskopskih fotografija (Slika 19),
vidljive su i morfoloske promjene stanica koje su rasle u NADES-u, pa tako vidimo da su
stanice koje su rasle u NADES-u formirale velike aglomerate i djeluju slijepljeno, vjerojatno
zbog fizikalnih svojstava ChGlc u prvom redu viskoznosti i. Osim toga, pri veéim
povecanjima (Slike nisu prikazane) vidi se da stanice uzgojene u PG+H imaju kompaktan
sferican oblik, dok je velik dio stanica u NADES-u nepravilnog oblika, a membrane su

deformirane i vidljivo razorene.

4.3.3. Ispitivanje lipidne peroksidacije

Promjene u metabolizmu, fizicki stres, upala, karcinogeneza, sve su stanja koja mogu biti
pokreta¢ oksidativnog stresa stanica. Oksidativni stres rezultira pove¢anjem razine reaktivnih
oksidativnih vrsta -(ROS) koje se u normalnom metabolizmu stalno proizvode u malim
koli¢inama, ali kada dode do poremecaja i prekomjerne proizvodnje ROS, ovi spojevi mogu
izazivati ozbiljna oStecenja makromolekula u stanici. Jedan od supstrata peroksidacije koju
provode ROS su polinezasi¢ene masne kiseline koje su sastavni dio bioloskih membrana.
Reakcija koju ROS izazivaju na biomembranama naziva se lipidna peroksidacija i rezultira
degradacijom i razaranjem biomembrana. Kao konacan produkt lipidne peroksidacije nastaje
reaktivan malonilaldehid (MDA), ¢ija se koncentracija moze odrediti spektrofotometrijski.

(Gasparovi€ i sur., 2013).
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Kako bi se odredila koncentracija bilo kojeg stanicnog metabolita, biljne stanice su se prvo
morale razbiti, kako bi se oslobodio stani¢ni sadrzaj. Stani¢ni ekstrakti su se obradili i
spektrofotometrijski se mijerila apsorbancija produkta lipidne peroksidacije (MDA).
Koncentracija MDA (mM) proporcionalna je izmjerenoj apsorbanciji, a izratuna se prema

formulama [10], [11].
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Slika 20. Dijagram koncentracija MDA (mM) po gramu suhe tvari biomase izmjerene u

ekstraktima biljnog tkiva biljaka uzgojenih u razli¢itim medijima.

Usporedbom vrijednosti koncentracije MDA (mM/ g s.tv.) dobivenih iz biljnog tkiva u
razli¢itim otapalima (Slika 20.), mozemo zakljuciti da najviSe osciliraju vrijednosti dobivene
u ChGle 50 %, a najveca vrijednost izmjerena je 20.-tog dana, dok vrijednost u ChGlc 80 %
blago raste do 14. dana i zatim opada. Vrijednosti dobivene u ChGlc 30 % osciliraju ali u
manjoj mjeri, a najveca vrijednost izmjerena je 20.-tog dana. Sve vrijednosti izmjerene u
NADES veée su od onih izmjerenih u vodi i u PG+H. Pretpostavka je da se biljke u
inicijalnom dodiru s NADES nalaze u stanju stresa, prilikom ¢ega dolazi do promjena u
staniénom metabolizmu. Mijenja se osmotski tlak u stanici, aktivitet vode, a budu¢i da su se
nasle u hipertoni¢nim otopinama, dolazi do otpustanja vode iz stanica. Biljke neko vrijeme

prolaze prilagodbu na nove uvjete i s vremenom sintetiziraju sve manje produkata enzima
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stresa lipidne peroksidaze, sto se prema dijagramu na slici 18. odvija do otprilike 14.dana,
nakon ¢ega je 20.-tog dana koncentracija MDA ponovno narasla §to moze biti indikator da su
se biljke nisu u potpunosti uspjele prilagoditi, a osim toga iscrpile su veéinu nutrijenata iz

podloge, te potroSile rezerve i ponovno ulaze u stanje stresa.
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Slika 21. Dijagram koncentracija MDA (mM) po gramu suhe tvari biomase izmjerene u

razli¢itim iskoriStenim medijima u Kojima su se uzgajale biljke.

Na slici 21. prikazane su koncentracije MDA (mM / g s.tv.) u iskoristenom mediju u kojem
su se uzgajale biljke. Najveca izmjerena vrijednost koncentracije MDA je u ChGlc 80 %, 3.
dan, nakon Cega je opala viSe nego duplo 1 ostala pri sli¢nim razinama do kraja eksperimenta.
S druge strane vrijednosti izmjerene u ChGle 50 % osciliraju kroz dane a najveca izmjerena
vrijednost je 20.-tog dana. Vrijednosti izmjerene u ChGlc 30 % su sliéne do 10.-tog dana,
zatim su najviSe 14.-tog dana i ponovno padaju 20.-tog dana. Vrijednosti koncentracije MDA

u vodi i PG+H 3. dan su vrlo niske i zatim kontinuirano rastu do kraja eksperimenta.
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Vrijednosti svih koncentracija MDA izmjerenih u iskoriStenom mediju barem su
deseterostruko vise od onih izmjerenih iz biomase biljaka, $to ponovno potvrduje ¢injenicu da
NADES uzrokuju permeabilizaciju bioloskih membrana, uslijed ¢ega dolazi do otpustanja
stani¢nih metabolita u medij. NADES vjerojatno uzrokuju formiranje pora na stani¢nim
membranama, dovoljno velikih da metaboliti mogu slobodno migrirati izmedu unutrasnjosti
stanice i njezine okoline, $to dodaje skroz novu prednost primjene ovih otapala u biokatalizi.
Kada bi se uzelo u obzir da NADES omogucuju metabolitima jednostavnu sekreciju u medij,
izdvajanje proizvoda nakon bioprocesa bilo bi brze, jednostavnije i u konac¢nici ekonomicnije,
¢ime bi i ¢itav proces u industrijskom smislu bio isplativiji. Stoga NADES imaju velik
potencijal u industrijskoj primjeni u procesima biokatalize, medutim trebalo bi dodatno
ispitati utjecaj na stani¢ne membrane, mehanizme difundiranja NADES u stanicu, stabilnost
NADES u stanici, potencijalne interakcije sa stanicnim metabolitima te utjecaj na
metabolizam Zivih stanica. Osim toga, za sad je nejasno ostaju li stanice zive unatoC
degradaciji bioloSkih membrana djelovanjem NADES, te postoji li moguénost regeneracije
membrana. Osim toga, trebalo bi ispitati vrijeme potrebno da NADES uzrokuje degradaciju
membrana u toj mjeri da stani¢ni sadrzaj izade u medij, te na temelju tog vremena moglo bi se
kombinirano provoditi biokataliza u NADES, izdvanje medija sa zeljenim metabolitom, zatim
povratak zive biomase u hranjivi medij gdje se membrane potencijalno regeneriraju, te
ponovno biokataliza u NADES-u. Ukoliko bi se otkrilo da NADES ne uzrokuju smrt stanice,
mogli bi se koristiti kao neinvazivna metoda insertiranja plazmida u stanicu, kao tehnika
genetiCkog inzenjerstva.

Potencijal industrijske primjene biljaka kao biokatalizatora u reakciji redukcije DMPA u 1-
(3,4-dimetilfenil)etanol, potrebno je dodatno ispitati, buduci da zbog jednostavnijeg uzgoja i
manjeg generacijskog vremena, mikroorganizmi i dalje predstavljaju logi¢niji izbor. Jedan od
potencijala predstavlja mogucéa imobilizacija biljne biomase, buduc¢i da smo ustanovili da se
biljke mogu uspjesno reciklirati i koristiti za viSe ciklusa reakcije, a imobilizacija bi ujedno

omogucila vodenje procesa kontinuirano uz potencijalno vece prinose.
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5. ZAKLJUCCI

1. Kalusne kulture biljnih stanica mogu se uspje$no Koristiti kao biokatalizatori u
reakcijama redukcije DMPA u 1-(3,4-dimetilfenil)etanol, jer posjeduju odgovarajuce

enantioselektivne enzime, koji provode reakciju u blagim uvjetima.

2. Prirodna eutekticka otapala na bazi kolin Klorida, pokazala su se kao pogodan medij za

provedbu ekoloski prihvatljive enantioselektivne biokatalize.

3. Dobiveni enantiomerni viSak, iskoriStenje reakcije te volumetrijska i specifi¢na
produktivnost ovise o udjelu vode te o vrsti donora vodikove veze u NADES-u i stoga

predstavljaju kljuéne parametre za optimizaciju procesa.

4. Kao produkt reakcije biotransformacije DMPA, dominantno nastaje (R)-enantiomer
alkohola, medutim povecanjem udjela vode u NADES-u do 80% v/v, te u samoj vodi,

dolazi do inverzije enantioselektivnosti.

5. Kada se kao biokatalizator koristila kalusna kultura kaktusa, najve¢e dobiveno
iskoristenje u NADES-u bilo je 86,48%, dok je najveéi postotak enantiomernog
suviska iznosio 99,13% u korist (R)-enantiomera alkohola. S druge strane, kod Secerne
repe najvece dobiveno iskoriStenje bilo je u ChGle 30% 1 iznosilo 95%, dok je najveci

dobiveni enantiomerni suvisak bio 85% u korist (R)-enantiomera.

6. Ispitivanjem klju¢nih parametara utjecaja NADES-a na biljni metabolizam, dolazimo
do zakljucaka da NADES uzrokuju permeabilizaciju bioloskih membrana biljaka,
uslijed Cega dolazi do ekstrakcije stani¢nog sadrzaja ukljucujuci i velike molekule

proteina, u medij.

7. Degradacija stanicne membrane biljne stanice uzrokuje stanje stresa, prilikom kojeg
dolazi do promjena u stanicnom metabolizmu, S§to se olituje u povisenim
koncentracijama produkta enzima stresa izmjerenim u NADES-u u kojem su uzgajane
biljke.
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8. Nije u potpunosti jasno ostaju li biljne stanice zive nakon degradacije membrana, ali
mozemo tvrditi da jo§ neko vrijeme zadrzavaju metabolicku aktivnost, na Sto ukazuje
uspjesna reciklacija biljne biomase nakon provedene reakcije biokatalize u NADES-u,

te ponovno koristenje iste biomase za novu reakciju biokatalize.

9. Uspjesno su provedena tri ciklusa asimetriéne redukcije DMPA s recikliranom
biomasom pri ¢emu dolazi do relativno malog pada konverzije od 2,68 do 6,32 %
nakon prve reciklacije, odnosno od 10 do 29,15 % nakon druge reciklacije biomase.
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