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1. UvoD

Razvitak kemijske industrije rezultirao je narusavanjem ekoloske ravnoteze i
negativnim utjecajem na zdravlje ljudi. Stoga je 1990. u SAD-u prezentiran koncept zelene
kemije koji se temelji na znanstvenim i ekonomskim nacelima u cilju smanjenja Stetnih ucinaka

na okolis te poveéanja odrzivosti i energetske ucinkovitosti proizvodnih procesa.

Implementacija navedenih ciljeva temelji se na 12 principa zelene kemije koje su 1998.
predstavili Paul T. Anastas i John C. Warner. Navedeni principi nalazu smanjenje otpada;
koriStenje sintetskih puteva u kojima je u konacni proizvod uklju¢eno Sto viSe ulazne sirovine;
upotrebu netoksicnih kemikalija i pomocnih sredstava kao i osmisljavanje produkata koji su
Sto ucinkovitiji, a pritom Sto manje toksicni — osim negativnog utjecaja na ljudsko zdravlje i
okolis, odlaganje je opasnih tvari skupo. Nadalje, cilj zelene kemije je upotreba obnovljivih
sirovina te provodenje sintetskih procesa pri standardnim uvjetima. U proizvodnim procesima
pozeljno je izbjegavati kemijsku derivatizaciju, a reagense koji se koriste u stehiometrijskim
koli¢inama zamijeniti (bio)katalitickima. Nakon Sto prestanu djelovati, kemijski produkti moraju
imati mogucnost pretvorbe u neskodljive oblike. U cilju smanjenja nastanka opasnih tvari
proizvodne procese treba analizirati i nadzirati, a moguénost nastanka stetnih posljedica svesti

na minimum.

Europska federacija za biotehnologiju navodi da biotehnologija uklju¢uje upotrebu
prirodnih i inZenjerskih znanosti te molekula, organizama i stanica u svrhu dobivanja raznih
proizvoda koji pridonose dobrobiti CovjeCanstva. Cilj je ovog rada opisati primjenu
biotehnologije u zelenoj kemiji u kontekstu proizvodnje biopolimera, biogoriva te novih

alternativa tradicionalnim reakcijama organske sinteze.



2. BIOPOLIMERI

Biopolimere sintetiziraju Zivi organizmi polimerizacijom monomernih jedinica — poput
aminokiselina, ugljikohidrata, amida, estera, anhidrida i organskih kiselina — uz pomo¢ enzima.
Za razliku od vecine polimera dobivenih iz petrokemijskih sirovina, biopolimeri se ne zadrZavaju
u okolisu te ne uzrokuju nakupljanje otpada, ve¢ imaju svojstvo biorazgradljivosti — razgraduju
se enzimskim djelovanjem mikroorganizama prisutnih u prirodi (bakterije, fungi, alge). Brzina
biorazgradnje ovisi o uvjetima u okolisu te svojstvima biopolimera. Dodatna se prednost ocituje
u tome Sto prilikom razgradnje i same proizvodnje biopolimera nastaju neskodljivi produkti.
Nadalje, kao supstrati tijekom proizvodnje nastoje se koristiti industrijski otpad i nusprodukti
Sto ima prednost i s ekonomske strane. Buduéi da su biokompatibilni tj. nisu toksicni i ne
uzrokuju aktivaciju imunosnog sustava, primjenjuju se u prehrambenoj industriji te u

biomedicinske svrhe (Fasciotti, 2017).

Bakterije sintetiziraju velik broj biopolimera razli¢itih karakteristika i funkcija (rezervni
materijal, zastitna uloga). Mogu ih sintetizirati intra- i ekstracelularno, a po sastavu su
polisaharidi (npr. dekstran, ksantan), poliesteri [polihidroksialkanoati (PHA)], poliamidi [poli(y-
glutamat), poli(L-lizin)] i anorganski polianhidridi (Rehm, 2010).

Metodama genetickog inZenjerstva bakterije se modificiraju u svrhu proizvodnje
biopolimera vrlo specificnih svojstava. Nadalje, primjenom novih saznanja nastoje se
konstruirati nove vrste biopolimera ciljanih karakteristika poput hidrofilnosti, elasti¢nosti,
viskoznosti, poroznosti i sl. Takvi bi se biopolimeri medu ostalim mogli koristiti kao materijali i
kemikalije, a u svrhu biomedicinskih i inZenjerskih primjena (npr. tkivno inZenjerstvo, testiranje
lijekova) (Moradali i Rehm, 2020).

Choi i suradnici (2016) modificirali su bakteriju £. colite uspjesno proveli polimerizaciju
D-laktil-CoA i glikolil-CoA u poli(mlije¢nu-ko-glikolnu kiselinu) (PLGA). Glukoza i ksiloza
koristene su kao pocetne sirovine te su alternativnim i optimiziranim metabolickim putem uz
enzime kao katalizatore prevedene u PLGA (Slika 1). Nastali PLGA svojstvima je usporediv
onime dobivenim kemijskom sintezom. Medutim, ovdje provedena jednostupanjska izravna
mikrobna fermentacija prihvatljivija je od kemijske sinteze koja podrazumijeva upotrebu
metala kao katalizatora, a dodatni se troskovi ocituju u odlaganju nastalih nusprodukata. FDA
(US Food and Drug Administration) navodi PLGA kao komercijalno dostupnog poliestera stoga
su kemijska Cistoca, biorazgradljivost i biokompatibilnost od iznimne vaZnosti buduéi da se

najcesée primjenjuje u biomedicinske svrhe.
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Slika 1. Sinteza PLGA iz laktil-CoA i glikolil-CoA (Choi i sur., 2016)

Geni koji kodiraju za ksiloza dehidrogenazu i ksilonolaktonazu klonirani su pomocu
plazmida iz Caulobacter crescentus u Escherichia coli Cime je omoguceno nastajanje glikolata
iz ksiloze. Nadalje, delecijom Cetiriju gena onemoguéeno je nastajanje fermentativnih
nusprodukata, dok je odredenim genima povecana ekspresija pomocu promotora. Kako bi se
onemogudila pretvorba bD-laktata u piruvat deletiran je gen koji kodira za laktat dehidrogenazu.
Propionil-CoA transferaza prevodi D-laktat u D-laktil-CoA, a glikolat u glikolil-CoA, dok PHA
(polihidroksialkanoat) sintaza provodi polimerizaciju tih dvaju monomera u PLGA (Slika 1).
Osim toga, koristene su 2-, 3-, 4-, 5- i 6-hidroksikarboksilne kiseline te su dobiveni kopolimeri
razli¢itih molarnih masa i karakteristika. Ovaj se pristup nastoji primijeniti prilikom sinteze

drugih biopolimera pomocu geneticki modificiranih mikroorganizama.

Kao Sto je veC navedeno, biopolimeri imaju znacajnu primjenu u biomedicinskom
podrucju i pritom je prilikom odabira pogodnog materijala klju¢na karakteristika njegova
razgradljivost. Implantabilni biomedicinski uredaji moraju biti biokompatibilni, a pritom stabilni
u bioloskim uvjetima kako bi im se funkcionalnost dugoro¢no odrzala. S druge strane, polimeri
koji se primjenjuju u tkivnom inzenjerstvu, kao i nanocestice koje imaju ulogu u kontroliranom
oslobadanju lijekova, moraju se nakon odredenog vremena razgraditi i izluciti iz organizma
(Delplace i Nicolas, 2015).



Poli(mlijecna kiselina) (PLA) je biorazgradljiv termoplasti¢ni linearni poliester (Slika 2).
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Slika 2. PLA (Shen i sur., 2009)

Proizvodnja PLA temelji se na biljnim izvorima Skroba, poput kukuruza i pSenice, a uz
prisustvo mikroorganizama anaerobnom fermentacijom glukoze uz enzim laktat dehidrogenazu

nastaje mlijecna kiselina:

glukoza + 2ADP + 2Pi > 2 mlijecna kiselina + 2ATP

Razvoj polimerizacijskih tehnika i napredak u proizvodnji mlijecne kiseline omogudili su
porast proizvodnje PLA (Shen i sur., 2009). Prvi je postupak u procesu proizvodnje ekstrakcija
Skroba odnosno Secera iz biljnog materijala Sto se postize mljevenjem sirovina, a Skrob se
kiselinskom ili enzimskom hidrolizom prevodi u glukozu. Potom slijedi mikrobna fermentacija
koja se moze provesti Sarznim ili kontinuiranim procesom, a buduci da dolazi do smanjenja pH
provodi se i neutralizacija, najées¢e vapnom. Kako bi se laktat dobio u slobodnom obliku dodaje

se sumporna kiselina (H;S0s), a kao nusprodukt nastaj gips (CaS04-2H,0).

Pocetkom 80-ih godina prosSlog stolje¢a nekoliko je tvrtki nastojalo razviti nove
tehnologije, a koje bi bile prihvatljivije u kontekstu utroska energije i nastajanja nusprodukata.
Do nastajanja gipsa kao nusprodukta ne dolazi kod naprednijih metoda kao Sto su membranski
procesi (koji medu ostalim ukljucuju nanofiltraciju i ultrafitraciju), destilacija, kristalizacija i
elektrodijaliza. Tvrtka Cargill razvila je nalin proizvodnje laktida visoke Ccistoce, a uz

kontinuirani proces baziranim na reaktivnoj destilaciji.

Polimerizacija se provodi kontinuiranim procesom uz otvaranje prstena laktida (R/ing-
opening polymerization - ROP). Kondenzacija mlijene kiseline rezultira polimerom niske

molekularne mase. PoviSenjem temperature i snizavanjem tlaka dolazi do depolimerizacije i
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nastajanja smijese stereoizomera laktida. Smjesa se prociS¢ava vakuumskom destilacijom.
Preostali monomeri izdvoje se uz vakuum te iskoriste tj. recikliraju u sljede¢em ciklusu.
Svojstva nastalog PLA mogu biti razli¢ita, ovisno o stereoizomerima koji ga Cine, Sto je moguce
kontrolirati samim ROP procesom.

Opcenito, PLA ima dobra fizikalna i mehanicka svojstva stoga je u nekim podrucjima
dobra zamjena materijalima proizvedenim iz petrokemijskih izvora. Elasti¢nost, krutost i
tvrdoc¢a ¢ine ga pogodnim u primjeni kao ambalaznog materijala (npr. boce). Takoder je
prikladan za pakiranje viskoznih i masnih tekucina te namirnica kratkog roka trajnosti (Slika
3), no zbog neprihvatljivih barijernih svojstava nije prikladan kao ambalazni materijal za
gazirana pica. Biorazgradljivost i barijerna svojstva karakteristike su koje su zajednicke i
ostalim biopolimerima, dok ga svojstvo savijanja Cini usporedivim s papirom ili folijom. Razvoj
nanotehnologije pruza nove moguénosti u poboljSanju svojstava PLA (Shen i sur., 2009).

PLA se primjenjuje u raznim podrucjima poput kemijske, prehrambene i tekstilne

industrije, medicine, agrikulture, elektronike itd.

Slika 3. PLA kao ambalaZni materijal (Anonymous 1, 2020)



Poli(hidroksialkanoat) (PHA) je biorazgradiv i kompostibilan alifatski poliester dobiven
mikrobnom fermentacijom obnovljivih sirovina. Akumulira se u obliku granula u citoplazmi
stanica te sluzi kao rezervni materijal. Struktura PHA prikazana je na Slici 4 na kojoj R oznacava
vodik ili ugljikovodicni lanac (npr. etil, metil, propil) (Shen i sur., 2009).
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Slika 4. PHA (Shen i sur., 2009)

80-ih godina proslog stolje¢a mnoge su tvrtke nastojale proizvesti PHA zbog
pretpostavke da ¢e cijena petrokemijskih sirovina rasti, kao i svijest o vaznosti ekoloski
prihvatljivijih materijala. Medutim, ocekivan porast cijene petrokemijskih sirovina nije se
dogodio pa znacajan razvoj proizvodnje PHA nije zaZivio sve do novog stolje¢a. PHA je netopljiv
u vodi te se za razliku od PLA sastoji od razli¢itih monomera, stoga je njegova proizvodnja
skuplja. Ipak, razvoj novih tehnologija u podrucju molekularne biologije pridonosi sve vecoj
proizvodnji i implementaciji PHA u raznim podrucjima. Ucinkovitost proizvodnje ovisi o nekoliko
faktora poput cijene pocetne sirovine, jednostavnosti i cijeni metode kojom se ekstrahira i
prociS¢ava, efikasnosti konverzije supstrata u produkt te konacnoj gustoci i prirastu stanica.
Ralstonia eutropha najceséi je mikroorganizam divljeg tipa koji se koristi u proizvodnji nekih
PHA [npr. poli(D-3-hidroksibutirata) (PHB)] (Chen, 2009). Alcaligenes latus takoder se pokazao
djelotvornim, dok Sirok spektar supstrata kao i niska specificnost enzima PHA sintaze
omogucuju P. oleovoransi P. putida da sintetiziraju viSe od 100 PHA sastavljenih od razli¢itih

monomera (Steinblichel i Valentin, 1995).

Sama proizvodnja sastoji se od tri koraka: fermentacija, izolacija i prociS¢avanje te
mijeSanje i paletiranje. Nakon inokulacije i prvotne fermentacije u bioreaktor se dodaju minerali
te inokuliraju mikroorganizmi. Akumulacija PHA je zavrSena nakon Sto se potrosi izvor ugljika
(Shen i sur., 2009). U teoriji, bilo koji izvor ugljika moze posluziti kao pocetna sirovina,

ukljucujuéi i lignocelulozu kao nusprodukt iz agrikultura Sto pridonosi smanjenju troskova



(Chen, 2009). £. colinajcesce se prihranjuje lipidima i saharidima, a R. eutrophismijesa glukoze
i propionata. Trajanje fermentacije je izmedu 38 i 48 sati.

Konvencionalna ekstrakcijska metoda podrazumijeva izdvajanje PHA na temelju
svojstva topljivosti u kloroformu te netopljivosti u metanolu. Iako je metoda uspjesna, za
industrijsku proizvodnju nije prihvatljiva zbog loSeg utjecaja organskih otapala na zdravlje i
okoliS. Kako bi se izbjegla, moZe se koristiti smjesa enzima (proteaza, nukleaza, lizozima) sto
rezultira razgradnjom stanicnih stijenki, proteina i nukleinskih kiselina. Proizvodnja se moze
provesti i u samom biljnom tkivu izravno uz fotosintezu tj. CO; i H.O. Ova je tehnologija

perspektivna, no potrebna su daljnja istrazivanja (Shen i sur., 2009).

PHA se najcesce primjenjuje kao ambalaZzni materijal. Nadalje, moZe se koristiti kao
materijal u podrucju tkivnog inzenjerstva, prilikom printanja te tijekom proizvodnje uredskog
materijala i pribora za jelo. Smanjenje troskova kod proizvodnje nastoji se posti¢i uporabom
nusprodukata kao pocetnih sirovina, rekombinantne E. coli te genetski modificiranih biljaka
(Shen i sur., 2009).



3. BIOGORIVA

Ogranicene zalihe fosilnih goriva, kao i fluktuacije u njihovoj cijeni te ekoloska
neodrzZivost rezultirale su potragom za alternativnim izvorima energije, a jedni su od njih
biogoriva. Biogoriva podrazumijevaju goriva dobivena iz biomase koja mogu biti u kapljevitom
ili plinovitom obliku. Biomasa je medu ostalim biorazgradljiv otpad iz poljoprivredne,
prehrambene i srodnih industrija te moze biti biljnog ili Zivotinjskog podrijetla. Proizvodnja
goriva dobivenih iz obnovljivih izvora ugljika danas je jedno od glavnih podrucja primjene
biotehnologije (Fasciotti, 2017). Osim potencijala, prednost biomase u odnosu na fosilna goriva
oCituje se i u manjoj emisiji Stetnih plinova i otpadnih tvari. Nadalje, nastali se plinovi mogu
iskoristiti u proizvodnji energije, a takoder se stvara moguénost otvaranja novih radnih mjesta
te povecanja gospodarskih aktivnosti i prihoda (Sljivac i Simi¢, 2009).

Medutim, uzme li se u obzir potrosnja vode, iscrpljivanje tla te ucinkovitost pretvorbe
biomase u biogorivo dolazi se do zakljutka da je odrZivost, kao i profitabilnost biogoriva
relativan pojam koji ovisi 0 mnogobrojnim cimbenicima. Osim s tehnoloskog i ekoloSkog,

proizvodnja biogoriva predstavlja izazov i s ekonomskog, a i politicko-drustvenog aspekta.

Biogoriva prve generacije kao pocetnu sirovinu podrazumijevaju uporabu sirovina
poput kukuruza, pSenice i Se¢erne trske (Gnansounou i Dauriat, 2015). Uporaba prehrambenih
sirovina u ove svrhe odrazava se i na cijenu istih Sto dovodi do politickih i etickih dilema, a
takoder prilikom proizvodnje dolazi do nastajanja nusprodukata. Medutim, biogoriva prve
generacije globalno su najzastupljenija zbog relativno jednostavne i jeftine proizvodnje. Vecdina
se proizvodnje provodi u SAD-u (bioetanol iz kukuruza) i Brazilu (bioetanol iz Se¢erne trske)
(Fasciotti, 2017). Bioetanol se moze koristiti u motorima s unutarnjim izgaranjem sa ili bez
smjese s benzinom. Preinake na motorima nisu potrebne u slucaju smjese s do 20%
bioetanola, dok je za viSe udjele potrebna modifikacija Sto poskupljuje cijenu vozila. Oko 15%
brazilskih vozila krece se na bioetanol, dok njih oko 40% na smjesu s benzinom (Sljivac i Simi¢,
2009). Nadalje, buduéi da sadrzi vise molekula kisika, dolazi do potpunijeg sagorijevanja
ugljikovodika, a takoder nastaje manje Stetnih plinova (Ivanci¢ Santek i sur., 2016) $to je u

skladu s nacelima zelene kemije.



Slika 5. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae (Slika 5) Cesto se upotrebljava u proizvodnji
bioetanola. Od $ecernih se sirovina uglavnom koriste Secerna repa i trska (Ivandi¢ Santek i
sur., 2016). Razgradnjom Secera heksoza (maltoza, saharoza, fruktoza, glukoza) tj. glikolizom
nastaju dvije molekule piruvata. Piruvat se zatim dekarboksilira u anaerobnim uvjetima uz
enzim piruvat-dekarboksilazu i nastaje acetaldehid. Alkohol-dehidrogenaza reducira
acetaldehid u etanol uz koenzim NADH (Berg i sur., 2013). Visoka temperatura, nizak pH te
nedostatak nutrijenata neki su od negativnih ¢imbenika koji utjeCu na S. cerevisiae tijekom
fermentacije. Skrobne sirovine poput kukuruza prvo se podvrgavaju postupku suhog mljevenja
u grubo brasno ili krupicu. Skrob se zatim hidrolizira na maltozu i glukozu pomocu enzima
glukoamilaze i a-amilaze. Medutim, hidroliza Skroba pomoc¢u enzima rezultira poskupljenjem
proizvodnog procesa. Stoga se metodama genetickog inZenjerstva nastoji konstruirati soj
kvasca S. cerevisiae koji bi proizvodio enzime za razgradnju i hidrolizu skroba, a u istom bi
bioreaktoru (tzv. konsolidirani bioprocesni sustav) nastajao i etanol. Transesterifikacijom
otpadnih i biljnih ulja te masti Zivotinjskog podrijetla proizvodi se biodizel (Ivanci¢ Santek i
sur., 2016).

Kao pocetna sirovina pri proizvodnji biogoriva druge generacije koristi se
lignoceluloza. Lignoceluloza se sastoji od lignina, celuloze i hemiceluloze (Slika 6), a
podrazumijeva poljoprivredne ostatke (sijeno, trava, ostaci od pSenice, kukuruza, repe) i
ostatke drvne biomase te industrije papira. Prednosti lignoceluloze su laka dostupnost i niska
cijena te nekonkurentnost cijenama prehrambenih proizvoda, no zbog svoje strukture zahtjeva
predobradu Sto rezultira slozenijim i skupljim proizvodnim procesima (Rezi¢, 2012).



Slika 6. Shematski prikaz stanicne stijenke biljaka (Janusi¢ i sur., 2008)

Enzimi koji se koriste u predobradi jedni su od ¢imbenika koji povecavaju troskove.
Nakon predobrade slijedi hidroliza celuloze, fermentacija, izdvajanje te obrada nusproizvoda
(Ivancié Santek i sur., 2016). Odabir efikasnog radnog organizma od velikog je znacaja. Kako
bi se povecava isplativost nuzno je unaprijediti proizvodne procese. Pritom se metoda
simultane hidrolize i fermentacije pokazala najpogodnijom zbog manje vjerojatnosti pojave
inhibicije supstratom i smanjenja troskova te povecanja produktivnosti, a tome pridonosi i
kontinuirani postupak vodenja bioprocesa. U tom su procesu metode saharifikacije (hidrolize)
i fermentacije sirovine (alkoholno vrenje hidrolizata) povezane (Rezi¢ i sur., 2016). Negativna
je strana ovog procesa Sto su za rast mikroorganizma i enzimsku hidrolizu supstrata nejednaki
optimalni uvjeti (Ivancié¢ Santek i sur., 2016). Nastoji se konstruirati sustav u kojem bi jedan
radni organizam provodio biosintezu enzima, saharifikaciju i fermentaciju (konsolidirani
bioprocesni sustav) ¢ime bi se dodatno smanijili troskovi i povecéala produktivnost. Medutim,
dovoljno efikasan radni organizam jos uvijek nije pronaden (Rezi¢ i sur., 2016).

Treca se generacija biogoriva temelji na koristenju algi. Alge su fotosinteticki
organizmi te poput biljaka koriste energiju sunca za pretvorbu CO: i H,O u ugljikohidrate i/ili
lipide koji se mogu ekstrahirati i preraditi u gorivo. Prednost algi je Sto mogu rasti na razli¢itim
podrucjima i medijima (npr. otpadne vode), dok s druge strane prehrambene sirovine
zahtijevaju dodatne potrebe za zemljistima. Nadalje, od velikog je znacaja Sto odredene alge

imaju sposobnost povecavanja proizvodnje lipida u suboptimalnim uvjetima.
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Mikroalge obitavaju na raznim podrucjima poput termalnih izvora, pustinja te slanih i
slatkin voda. Rast u ekstremnim uvjetima omoguéava im njihova jednostavna stanicna
struktura. Njih 77% pripada porodici zelenih mikroalgi, a 8% cijanobakterijama. Lipidi iz
biomase algi mogu se koristiti kao pocetna sirovina pri proizvodniji biodizela. Nadalje, biomasa
algi moze se upotrijebiti i za proizvodnju kozmetickih, prehrambenih i farmaceutskih proizvoda.
Medutim, postojeci bioprocesi ne omogucavaju proizvodnju koja bi ekonomski bila isplativa,
stoga je nuzno unaprijediti postupke proizvodnje i prociS¢avanja. Tome moze pridonijeti
optimiranje procesa te upotreba novih vrsta bioreaktora. Odabir efikasne mikroalge takoder je
od znacaja, a potrebno je i osigurati optimalne uvjete pri uzgoju. Kao izvor ugljika mogu se
koristiti sirovine poput glicerola i melase, a kao izvor dusika sojino brasno i kukuruzna
mocevina. Proizvodnja u otvorenim i zatvorenim bioreaktorima (foto-bioreaktorima, Slika 7)
omogucava izrazito veliko iskoristenje povrsine naspram uzgoja biljaka, a udio lipida i proces
proizvodnje biomase visoko su produktivni. UtroSak vode vazan je faktor kod proizvodnje
biodizela, a usteda se moze ostvariti reciklacijom procesne vode. Koristenjem otpadnih voda
kao hranjivih podloga u skladu je s nacelima zelene kemije, medutim kod njihove je uporabe
povecan rizik od kontaminacije (Rezi¢ i sur., 2014).

Slika 7. Serijski povezani foto-bioreaktori (Blazina, 2019)

Postoje Cetiri nacina kojima se dobiva biomasa mikroalgi (Chen i sur., 2011):
(1) fotoheterotrofni — mikroalge koriste organski izvor ugljika i svjetlost; (2) fotoautotrofni —

CO:; je izvor ugljika Sto je prednost s ekoloske i ekonomske strane, medutim smanjeni su udio
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lipida i prinos biomase; (3) miksotrofni — organski i anorganski izvor ugljika i
(4) heterotrofni — organski izvor ugljika (manoza, laktoza, glukoza, saharoza), prednost je Sto
se lipidi sintetiziraju i u periodima slabe osvijetljenosti te ih karakterizira ve¢a produktivnost u
odnosu na autotrofni uzgoj (Rezi¢ i sur., 2014).

Nakon Sto je proces proizvodnje biomase zavrsen, slijedi izdvajanje mikroalgi i susenje.
Metode koje se mogu koristiti pri izdvajanju su filtracija, flokulacija, flotacija, presanie,
sedimentacija te centrifugiranje (Uduman i sur., 2010). Zatim slijedi razbijanje stanica i
ekstrakcija lipida. Razbijanje se provodi upotrebom mikrovalova i mlinova te procesa liofilizacije
ili hidrolize stanicne stijenke luzinom, kiselinom ili enzimima. U kontekstu zelene kemije valja
istaknuti upotrebu superkriticnih fluida i ionskih tekucina kao metoda ekstrakcije. Iz
ekstrahiranih se lipida potom proizvodi biodizel, a metode kojima se to postize su in situ
transesterifikacija te transesterifikacija u homogenim odnosno heterogenim uvjetima okoline
(Rezi¢ i sur., 2014).

Slika 8. Mikroalga Chiamydomonas reinhardtii (Anonymous 2, 2020)

Pri ogranic¢enim izvorima dusika mikroalga Chlamydomonas reinhardtii (Slika 8) skladisti
triacilgliceride (Rezi¢ i sur., 2014). Kerkhoven i suradnici (2016) prikazali su kako regulacija
metabolizma aminokiselina uz dusik kao granicni supstrat kod kvasca Yarrowia lipolytica moze
dovesti do povecane sinteze lipida koji se mogu koristiti u svrhu proizvodnje biogoriva i
kemikalija (Slika 9). Y. lipolytica ima sposobnost skladistenja lipida do 70% svoje suhe
biomase, najcesce u obliku triacilglicerola (TAG). Paralelno se mjerenje provodilo uz ugljik (u
obliku glukoze) kao granicni supstrat. Nadalje, u kvascu je bila pojacana ekspresija gena koji

kodira za enzim diacilglicerol aciltransferazu, koji provodi zadnju reakciju sinteze
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triacilglicerola. Kod dusika (u obliku NH4*) kao grani¢nog supstrata ugljik se preusmjerava u
sintezu lipida umjesto u sintezu citrata, a takoder je izmjerena pojacana izmjena O, i CO,,

odnosno proces oksidativne fosforilacije.

250
200
150
100

. 50
0

mg gDCW-1

Slika 9. Ukupan sadrzaj lipida; crveno prikazuje mjerenje u kojem je dusik bio

granicni supstrat, a plavo ugljik (Kerkhoven i sur., 2016)

Od skupine fosfolipida u oba su mjerenja fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin i fosfatidil inozitol
bili najviSe zastupljeni. Ukupan je sadrzaj lipida bio za gotovo 4 puta vedi kod dusSika kao
grani¢nog supstrata (slika 9). Sadrzaj masnih kiselina je bio analiziran pomocu plinske

kromatografije i spektrometrije masa, a prikazan je na Slici 10.
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Slika 10. Sadrzaj pojedinih masnih kiselina; crveno prikazuje mjerenje u kojem je dusik bio

granicni supstrat, a plavo ugljik (Kerkhoven i sur., 2016)
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Sekvencioniranjem RNA potvrdeno je kako Y. /lipolytica uz dusik kao grani¢ni supstrat
smanjuje metabolicke procese u kojima sudjeluje dusik. Nadalje, dobivenim je podacima
dokazano da je sinteza lipida povezana s regulacijom na razini transkripcije metabolizma

aminokiselina, a ne metabolizma lipida.

Biomasa algi moze se iskoristiti i pri proizvodnji dodataka prehrani. Primjer su Paviova
salina i Tisochrysis lutea koje sintetiziraju w-3 masne kiseline EPA (eikosapentaenska) i DHA
(dokosaheksaenska) (Slocombe i sur., 2013). Ove su dvije masne kiseline vrlo vazne u
organizmu Covjeka — prekursori su eikosanoida, hormona s mnogobrojnim funkcijama u
organizmu (Satali¢, 2017). Medutim, u prehrani zapadnih zemalja rijetko su dovoljno

zastupljene, stoga je biomasa mikroalgi vazan izvor ovih molekula.

Napredak u biotehnologiji i metaboli¢ckom inZenjerstvu doveo je do definiranja i Cetvrte
generacije biogoriva koja se takoder temelji se na upotrebi fotosintetskih mikroorganizama.
Medutim, treca generacija podrazumijeva procesiranje biomase i ekstrakcije odredenog
biogoriva, dok kod Cetvrte dolazi do direktne proizvodnje biogoriva uz pomo¢ cijanobakterija i
kvasaca (Fasciotti, 2017).
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4. ORGANSKA SINTEZA

Industrijski procesi koji ukljucuju organsku sintezu znacajno doprinose nastanku
zagadivaca i Stetnog otpada (Fasciotti, 2017). Uzrok je upotreba toksicnih otapala i reaktanata,
najéesée uz Zestoke reakcijske uvjete (Juki¢ i sur., 2004). Stoga je nuzno osmisliti nove ili
unaprijediti postojece procese koji ¢e biti u skladu s nacelima zelene kemije navedenim u

uvodu ovog rada.

Organska sinteza medu ostalim podrazumijeva reakcije nitriranja, sulfoniranja,
oksidacije, alkiliranja i halogeniranja (Jukic i sur., 2004). Kako bi se smanjio nastanak HCl-a
kao nusprodukta prilikom procesa halogeniranja, osmisljen je modificirani Deaconov proces.
Umjesto nastanka Cl,, nakon provodenja reakcije HCl-a i bakrova (II) oksida (pri 200°C) nastali
se kompleks klora i bakra oksidira kisikom (pri 360°C). Zanimljiva je i upotreba CO; u teku¢em
obliku kao zamjena vodi i diklormetanu u svrhu selektivnhog uklanjanja kafeina iz sirovih zrna
kave (Jukic i sur., 2004).

Zeoliti pokazuju kataliticka svojstva stoga se Cesto primjenjuju u organskoj industriji —
npr. prilikom sinteze kemikalija, izomerizacije i sinteze goriva te kod krekiranja sirove nafte
(Vojnovic i sur., 2013). Nadalje, njima se moze zamijeniti uporaba opasnih katalizatora prilikom
sinteze kumena — tzv. Mobil/Badgerov postupak alkiliranja benzena (Slika 11) (Juki¢ i sur.,
2004).

AN

-
zeolit kao katalizator
zeolite catalyst

Slika 11. Mobil/Badgerova sinteza kumena (Jukic i sur., 2004)

Analgetici su tvari koje sluZe za ublazavanje ili uklanjanje boli. Acetilsalicilna kiselina,
paracetamol i ibuprofen jedni su od najpoznatijih neopioidnih analgetika (Barbari¢ i Sunara,
2012). 60-ih godina proslog stoljeca Boots kompanija razvila je sintezu ibuprofena koja je
podrazumijevala 6 stupnjeva, relativno nisku konverziju (40%) reaktanata te uporabu velikih

koli¢ina otapala (Juki¢ i sur., 2004). Pocetkom 90-ih godina od strane Hoechst — Celanese
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kompanije (Pavkovi¢, 2016) razvijena je nova metoda koja podrazumijeva 3 reakcijska stupnja
te ve¢u ekonomsku i ekolosku isplativost — smanjena je koli¢ina nastalih nusprodukata te
povecana selektivnost reakcije (Jukic¢ i sur., 2004). Prvi je korak Friedel-Craftsovo aciliranje,
slijedi hidrogeniranje uz Raney nikal (RaNi) te karboniliranje — uvodenje ugljikovog monoksida
(CO) uz paladij (Pd) kao katalizator (Pavkovi¢, 2016) (Slika 12).

\\
CH,COF
HF

H, / RaNi

OH
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o P> 4 OH CO/Pd @
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g

Slika 12. Zelena sinteza ibuprofena (Pavkovi¢, 2016)

0O—0

Naproxen (Slika 13), joS jedan lijek, sintetiziran je pomocu kiralnog katalizatora s
prijelaznim metalom rutenijem (Akutagawa, 1995) koji sadrzi BINAP (2,2'-bis(diarilfosfeno)-
1,1'-binaftil) kiralni ligand. Katalizatori prijelaznih metala visoke su selektivnosti te se njihovom
upotrebom smanjuje ili ak eliminira upotreba otapala kao sredstva za razdvajanje (Jukic¢ i sur.,
2004).

16



CH,
OH

H,CO
Slika 13. Naproxen (Anonymous 3)

U organskoj sintezi vaznu ulogu ima uporaba rekombinantnih (geneticki modificiranih)
mikroorganizama kao biokatalizatora — npr. prilikom sinteze jantarne kiseline (1,4—
dikarboksilne kiseline) (Slika 14). Jantarnu kiselinu sintetiziraju gotovo sve mikrobne, biljne i
Zivotinjske stanice. Meduspoj je Krebsovog ciklusa (citratni ciklus; ciklus limunske kiseline;
ciklus trikarboksilne kiseline — TCA) — srediSnjeg metabolickog procesa tijekom kojeg dolazi do
oksidacije molekula do CO; u svrhu kasnije sinteze ATP-a. Nadalje, ovaj je ciklus u animalnim
stanicama znacajan izvor pretea za molekule poput porfirina, aminokiselina i nukleotidnih
baza (Berg i sur., 2013), dok kod mikrobnih i biljnih stanica tu ulogu ima glioksilatni ciklus
(Tepari¢, 2019). Sukcinat ima Siroku primjenu u kemijskoj, farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji (Zeikus i sur., 1999) te je preteca brojnih industrijski vaznih kemikalija kao Sto su
tetrahidrofuran i 1,4-butandiol (Ahn i sur., 2016).

U kontekstu zelene kemije, bakterije i kvasci imaju najznacajniju ulogu u industrijskoj
proizvodnji jantarne kiseline. Genom Saccharomyces cerevisiae bio je prvi u potpunosti
sekvencionirani eukariotski genom Sto je omogudilo primjenu metoda genetickog i
metabolickog inZenjerstva te posljedi¢no pridonijelo njegovoj ulozi u sintezi brojnih kemikalija,
medu ostalim etanola i jantarne kiseline. Tijekom sinteze jantarne kiseline optimalan je pH
izmedu 3 i 6, Sto je prednost u odnosu na bakterije kod kojih iznosi oko 7 te zahtijeva
neutralizaciju. Inaktivacijom gena koji kodira za alkohol dehidrogenazu, enzima koji katalizira
redukciju acetaldehida u etanol, onemogucéava se nastajanje etanola. Nadalje, inaktivacijom
gena koji kodiraju za podjedinice sukcinat dehidrogenaze (enzima citratnog ciklusa koji
katalizira oksidaciju sukcinata u fumarat) povecava se proizvodnja sukcinata. Medutim,
navedenim se modifikacijama smanjuje rast stanica koji ovisi o proizvodnji etanola. Tome se

moze doskociti reakcijama glioksilatnog ciklusa. Inaktivacijom gena koji kodiraju za izocitrat
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dehidrogenazu onemogucuje se pretvorba izocitrata u a-ketoglutarat. Obzirom da je a-
ketoglutarat preteca za esencijalnu aminokiselinu glutamat, takvi su mikroorganizmi auksotrofi
za glutamat — ne mogu rasti na podlozi bez glutamata. Ta se aminokiselina stoga mora dodati
u podlogu (Ahn i sur., 2016), Sto nije optimalan pristup.

COO0-
CH,

CH,

COO~

Slika 14. Sukcinat (Tepari¢, 2019)

Optimalan put sinteze sukcinata preko reduktivhog Krebsovog ciklusa opisali su 2014.
Yan i suradnici. Konstruiran je soj S. cerevisiae kojemu je deletiran gen koji kodira za enzim
piruvat dekarboksilazu Sto onemogucava dekarboksilaciju piruvata u acetaldehid. Piruvat se
stoga karboksilira u oksaloacetat uz enzim piruvat karboksilazu 2 ciji je gen overeksprimiran.
Nadalje, overeksprimiran je i gen koji kodira za malat dehidrogenazu koja reducira oksaloacetat
u malat (Tepari¢, 2019). Buduci da fumaraza ima vedi afinitet prema fumaratu nego malatu, u
cilju onemogucavanja hidratiziranja fumarata u malat, deletiran je gen koji kodira za taj enzim.
Medutim, pomocu plazmidnog je vektora unesen gen iz bakterije £. co/ikoji je overeksprimiran
i koji kodira za fumarazu, a koja navedenu reakciju odrzava u ravnotezi — nema veci afinitet
prema nijednom od supstrata. Time se koli¢ina sukcinata znacajno povecava. Nadalje, sinteza
se dodatno povecava delecijom gena koji kodira za glicerol-3-fosfat dehidrogenazu ¢ime se
glukoza ne preusmijerava prema glicerolu vec isklju¢ivo prema piruvatu. Dodatno, ovim
reakcijama ne dolazi do otpustanja CO, — StoviSe, dolazi do fiksiranja Sto je prednost s
ekoloskog stajalista. U podlogu su medu ostalim u optimalnim koli¢éinama dodani biotin, urea
i CaCO;3, a regulirana je i kolicina CO> u bioreaktoru. Na ovaj se, ekoloski i ekonomski prihvatljiv

nacin, omogucava sinteza sukcinata s relativno visokim prinosom.
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Znacajno se veci prinos, kao i produktivnost, postize uporabom rekombinantne
Escherichia coli. Vemuri i suradnici (2002) proveli su uzgoj rekombinantne £. coli u aerobnim
uvjetima, a zatim u anaerobnim sintezu sukcinata. Iz bakterije RAizobium etli kloniran je i
overeksprimiran gen koji kodira za piruvat karboksilazu te su deletirani geni koji kodiraju za
enzime koji prevode piruvat u laktat i metanoat. Nadalje, Lee i suradnici (2005) proveli su
sintezu sukcinata u anaerobnim uvjetima uz Sarzni uzgoj s prihranom, a osim laktata i

metanoata, onemogucena je i sinteza acetata i etanola.

Osim rekombinantne £. colj visoku produktivnost sinteze sukcinata pokazuje
Mannheimia succiniciproducens — gram negativna, fakultativno anaerobna, mezofilna,
nesporotvorna bakterija (Lee i sur., 2002) koja moze metabolizirati razliCite izvore ugljika poput
laktoze, Skroba, glukoze, fruktoze (Hong i sur., 2004) te glicerola — nusprodukta proizvodnje
biodizela (Ahn i sur., 2016). Uz prednost relativhe dostupnosti i niske cijene, glicerol je
relativno reducirana molekula te stoga optimalan supstrat za M. succiniciproducens. Lee i
suradnici (2014) u svom su patentu uporabili saharozu uz glicerol te je inaktivacijom odredenih
gena onemogucen nastanak laktata i acetata. Uz navedene mikroorganizme, za industrijsku se
proizvodnju  sukcinata koriste joS i rekombinantna Pichia kudriavzevii, Basfia
succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes i Corynebacterium glutamicum (Ahn i sur.,
2016).

Potencijalnim padom vrijednosti fosilnih goriva dovodi se u pitanje isplativost organske
sinteze iz obnovljivih izvora. Medutim, sinteza sukcinata se i u tom segmentu pokazala

isplativijom i naravno, ekoloski prihvatljivijom (Ahn i sur., 2016).

Sinteza katehola uz Escherichia coli (Balderas-Hernandez i sur., 2014) josS je jedan
primjer uspjesne implementacije rekombinantnih mikroorganizama u kontekstu zelene kemije.
Naime, uobicajena sinteza iz benzena podrazumijeva nekoliko stupnjeva, nastanak
nusprodukata te zestoke uvjete, dok je sinteza uz £. coli ekonomski i ekoloski prihvatljivija
(Jukic i sur., 2004).
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Slika 15. Darunavir — antiretrovirusni lijek (Anonymous 4, 2020)

Neadekvatno opremljeni laboratoriji te Cesto sloZeni sintetski putevi nerijetko su
prepreka unapredenju postupaka organske sinteze. Kao jedno od rjeSenja pokazala se
primjena cijevnih mezo- i mikroreaktora (Pavlovi¢ i sur., 2019). Neke od prednosti takvih
sustava su povecanje sigurnosti, produktivnosti i selektivnosti; smanjenje trajanja reakcije te
olakSano optimiranje, a posljedi¢no i kontroliranje procesa i procesnih parametara. Dodatno,
smanjen je i nastanak nusprodukata. Nadalje, kod ovakvih je reaktora bolja transmisija
svjetlosti po reakcijskoj smjesi prilikom provedbe reakcije fotokemijskih sinteza. Znacajan je
napredak ostvaren uporabom ovakvih sustava prilikom proizvodnje aktivnih farmaceutika (npr.
lumacaftor/ivacaftor i darunavir) (Slika 15) (Pavlovi¢ i sur., 2019). Neki od primjera uspjesne
implementacije mezo- i mikroreaktora u kontekstu fotokemijskih reakcija i organskih sinteza

su:
(1) fotocikloadicija 1-cijanonaftalenskog derivata (Maeda i sur., 2005),
(2) fotokemijsko kloriranje toluen-2,4-diizocijanata (Ehrich i sur., 2002),
(3) sinteza flucitozina iz citozina (Harsanyi i sur., 2017),
(4) sinteza klorarena (Fortt i sur., 2003),
(5) sinteza azida (Slika 16) (Kopach i sur., 2009) i
(6) metiliranje 3-piridin-3-ilpropanske kiseline (Lu i sur., 2004).
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Medutim, protocni sustavi nisu uvijek prikladni odnosno ne mogu uvijek nadomjestiti

sve mane Sarznih sustava (Pavlovi¢ i sur., 2019).

Cl N,

J\lai\l3
ol

90°C, 20 min
F3C CFs F,C CFj

Slika 16. Sinteza azida (Pavlovi¢ i sur., 2019)

21



5. ZAKLJUCAK

Sve se viSe resursa ulaze u smanjenje Stetnog utjecaja brojnih industrijskih procesa na
ljude i okolis, uz to, ekoloska osvijestenost i odrzivi razvoj imperativ su na globalnoj razini.
Uloga biotehnologije sve je znacajnija u rjeSavanju brojnih izazova i problema s kojima se
suoCava podrucje zelene kemije. Brojna su postignuéa vec ostvarena, medutim situacija je
daleko od idealne. Edukacija i ulaganje u biotehnoloska podrucja stoga su od neupitne

vaznosti.

U ovom su radu navedeni neki od primjera te je opisana primjena biotehnologije u
reakcijama i procesima prilikom organske sinteze te sinteze biopolimera i biogoriva uz primjenu
nacela zelene kemije. Sigurnost za ljude i okolis, povecana selektivnost, produktivnost, kao i
jednostavnost procesa samo su neki od ciljeva koji se nastoje implementirati. Osim toga,
biotehnoloski procesi u nekim sluc¢ajevima pridonose smanjenju operativnih troskova, kao i
troskova potrebnih za odlaganje Stetnih nusprodukata. Od pocetne sirovine do Zeljenog
produkta nerijetko su prisutni brojni izazovi, stoga je nuZna suradnja i integracija

biotehnologije i drugih srodnih podrucja.
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