Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u
reakcijama redukcije halogeniranog acetofenona

Karin, Marija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:361999

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

Pi’ehrambeno RepOSitory/RepOZitorij,-

biotehnoloski

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:361999
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4060
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4060
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4060

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Marija Karin

7522/BT

Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala
u reakcijama redukcije halogeniranog

acetofenona

ZAVRSNI RAD

Projekt: HRZZ 1P-2019-04-7712 Racionalan dizajn prirodnih eutektickih otapala za

pripremu i formulaciju kiralnih lijekova

Mentor: dr. sc. Manuela Pani¢

Zagreb, 2021.



Zahvaljujem se mentorici dr.sc. Manueli Panic koja mi je svojim strucnim znanjem i brojnim

savjetima pomogla pri pisanju i izradi ovog rada.

Zahvaljujem se i doc. dr. sc. Marini Cvjetko Bubalo i Miji Radovic, mag. ing. na prenesenom
znanju, savjetima, razumijevanju i pomoci u izradi ovog rada kao i svim djelatnicima

Laboratorija za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije.

Hvala mojoj obitelji, prijateljima i kolegama na pruZenoj podrsci i motivaciji tijekom

dosadasnjeg studiranja.



TEMELINA DOKUMENTACIJISKA KARTICA
Zavrsni rad

SveuciliSte u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski sveucilisni studij Biotehnologija

Zavod za biokemijsko inZzenjerstvo

Laboratorij za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije
Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti

Znanstveno polje: Biotehnologija

Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u reakcijama redukcije

halogeniranog acetofenona
Marija Karin, 0058211522

Sazetak: Niskotemperaturnim eutektickim otapalima nastoji se smanijiti zagadenje okolisa te
se sve visSe istrazuje njihova primjena umjesto hlapivih organskih otapala. Cilj ovog rada bio je
ispitati  mogucnost primjene cijelih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae kao
biokatalizatora za  enantioselektivnu  redukciju  halogeniranog  acetofenona u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima na bazi kolin-klorida. Ispitan je i utjecaj
predtretmana stanica kvasca ultrazvukom i detergentom. S obzirom na pracene parametre
moze se zakljuciti da se povecanjem udjela vode u eutektickom otapalu povecava konverzija
reakcije, a kao najpogodnije otapalo za enantioselektivhu redukciju odabrano je kolin-
klorid:etilen-glikol s 30 % (w/w) vode.

Kljucne rijeci: biokataliza, halogenirani acetofenon, niskotemperaturna eutekticka otapala,
redukcija, Saccharomyces cerevisiae

Rad sadrzi: 30 stranica, 13 slika, 3 tablice, 29 literaturnih navoda, 0 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom obliku pohranjen u knjiznici Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, Kaciceva 23, 10 000 Zagreb

Mentor: dr.sc. Manuela Panic

Pomoc pri izradi: Mia Radovi¢, mag. ing.

Datum obrane: 16. rujna 2021.



BASIC DOCUMENTARY CARD
Bachelor thesis

University of Zagreb

Faculty of Food Technology and Biotechnology

University undergraduate study Biotechnology

Department of Biochemical Engineering

Laboratory for Cell Technology, Application and Biotransformations
Scientific area: Biotechnical Sciences

Scientific field: Biotechnology

Application of deep eutectic solvents in halogenated acetophenone

reduction reactions
Marija Karin, 0058211522

Abstract: Deep eutectic solvents are used to reduce environmental pollution and their use
instead of volatile organic solvents is increasingly being investigated. The aim of this study
was to investigate the possibility of using whole yeast cells of Saccharomyces cerevisiae as a
biocatalyst for enantioselective reduction of halogenated acetophenone in deep eutectic
solvents based on choline chloride. The effect of pretreatment of yeast cells with ultrasound
and detergent was also examined. Given the monitored parameter, it can be concluded that
increasing the water content in the eutectic solvent increases the yield of reactions, and choline
chloride: ethylene glycol with 30% (w/w) water was chosen as the most suitable solvent for
enantioselective reduction.

Keywords: biocatalysis, deep eutectic solvents, halogenated acetophenone, reduction,
Saccharomyces cerevisiae

Thesis contains: 30 pages, 13 figures, 3 tables, 29 references, 0 supplements

Original in: Croatian

Thesis is in printed and electronic form deposited in the library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb, Kaci¢eva 23, 10 000
Zagreb

Mentor: PhD Manuela Pani¢, Assistant

Technical support and assistance: Mia Radovi¢, mag. ing.

Defence date: September 16" 2021



Sadrzaj:

R U 1Yo T 1
N =0 '} 13 (o [T T PP 2
2.1. BiokatalitiCke reakCij& ...coovrrreeriiiiiirieie i 2
2.1.1. Enantiomerno Cisti SPOJEVI......cevrruruiiierrreeeiirrsiiineeesesserrrssnrre e s s s eeeensnnnnnnes 3
2.1.2. Katalizatori u biokatalizi...........ooiiiiiniiiiiii s 4
2.1.3. Primjena Saccharomyces cerevisie u redukciji prokiralnih spojeva................ 5
2.2, ZelenNa@ KeMIJA ..cvuiiiiiii i ere e ra s 5
2.2.1. Ekoloski prihvatljiva otapala.........cooeeiiiiiiiiiiiisc 7
2.2.2. Niskotemperaturna eutekticka otapala..........c.eeeeiveerrereeeernii e, 9
3. EkSperimentalni di......c.uoo i e 11
G T R - = - PP 11
3.1.1. (1G] 011 = PP 11
3.1.2. BioKatalizator .......ivieeiiiiiiii s 11
3.1.3. PUT T 1e et 11
3.1.4. (0] ¢=10at= I IUI (<o I= | | AP PPRPP 11
3.2, Metoda rada ...c.eueiiiiiiiiii e 12
3.2.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala ..........cccccvvvviiiieeineieennns 12
3.2.2. Pekarskim kvascem Saccharomyces cerevisiae katalizirana enantioselektivna
redukcija halogeniranog acetofenoNa...........coeeuuuiiiieiinie e 13
3.2.2.1.  Odredivanje koncentracije halogeniranog acetofenona .............cceeeeveennn 15
3.2.3. Predtretman pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae ultrazvukom i
L0 0= 1) o PP 17
3.2.4. Vijabilnost stanica kvasca u niskotemperaturnim eutektickim otapalima...... 18
3.2.4.1.  Mjerenje vijabilnosti kvasevih stanica ........ccccccevviiiiiiiiiiciiccinereneeeen, 18
3.2.4.2.  Mjerenje oticke gustoce kvascevih stanica u niskotemperaturnom
eutektickom otapalu | VO ......coovevii i 18
S N Sy AN | L I = o] = V7 PP 20
4.1. Priprava niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala ........cccccceeiiiiiiiiiiiicicrenee, 20
4.2. Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona katalizirana pekarskim
kvascem SacCcharOmyCes CErEVISIAE ........uuuiuuuuiiiieiriiisiiiisisssiiasssssisssssrn s srsn s sennns 21
4.3. Predtretman pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae ultrazvukom i
(0 = 1) o PPN 22
4.4. \Vijabilnost stanica kvasca u niskotemperaturnim eutektickim otapalima ............... 23

4.4.1. Mijerenje vijabilnosti kvascevih staniCa..........cevvvviiiiieereeeeeerriiiine e e e eeeennns 23



4.4.2. Mjerenje oticke gustoce kvaséevih stanica u niskotemperaturnom

eutektickom otapalu i vodi

ZaKEUCC vovvveveeverinieee e,

Popis literature ................



1. Uvod

U danasnje vrijeme sve je vedi problem zagadenosti okoliSa pa se samim time pojavljuje sve
veca zabrinutost i potreba za nalazenjem prirodnijih i manje Stetnih otapala u farmaceutskoj,
kemijskoj i prehrambenoj industriji. Upravo tim problemima bavi se zelena kemija koja nastoji
pronadi rjesenja i poboljsati, tj. osmisliti nove nacine s ciljem smanjenja onecis¢enja i utjecaja
na zdravlje ljudi. Zelena kemija se bavi velikim globalnim problemima kao Sto su klimatske
promijene, energetska potrosnja i upravljanje vodenim resursima s ciljem odrzivosti i upravo
je zato zelena kemija program koji traje i koji svakodnevno donosi niz novih ideja i rjeSenja.
Jedno od tih rjeSenja je primjena ekoloski prihvatljivih otapala. Takva otapala trebaju imati
nisku toksicnost, nizak tlak pare, dobru biorazgradivost i ne smiju biti Stetna za okolis.
Istrazivanje takvih otapala je u porastu te se sve viSe znanstvenika bavi tim problemom te je

objavljeno puno znanstvenih radova i ¢lanaka na tu temu.

Otapala koja se isti¢u kao ekoloski prihvatljiva su ionske kapljevine, superkriticni i subkriticni
fluidi te otapala dobivena iz prirodnih i obnovljivih izvora. U novije vrijeme paznja znanstvenika
usmjerena je prema niskotemperaturnim eutektickim otapalima (eng. deep eutectic solvents,
DES) koja su se svojim karakteristikama najviSe priblizila zahtjevima zelene kemije. Ta otapala
su pokazala mnoge prednosti, ukljucujuci jeftine komponente, jednostavnu pripremu te nisku
ili zanemarivu toksi¢nost. Jos jedna prednost ovih otapala je moguénost dizajniranja za razlicite
namjene zbog brojnih strukturnih mogucnosti i mogucnosti dizajniranja njihovih fizikalno-

kemijskih svojstava.

Cilj ovog rada je ispitati mogucnost primjene cijelih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae
kao biokatalizatora za enantioselektivnu redukciju halogeniranog acetofenona u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima nastalim mijeSanjem kolin-klorida i etilen-glikola
prema molarnom omjeru 1:2 uz dodatak 30, 60 i 70% (w/w) vode kao i ispitati utjecaj

predtretmana biokatalizatora ultrazvukom i detergentom na uspjesnost asimetricne redukcije.



2. Teorijski dio

2.1. Biokataliticke reakcije
Biokataliza je tehnologija koja omogucuje Siroku primjenu. KoriStenje izoliranih enzima ili cijelih
stanica daje pristup Sirokom rasponu selektivnih transformacija koje su ¢esto nemoguce s

kemijskim katalizatorima.

Izraz biokataliza oznatava uporabu enzima (biokatalizatora) za izvodenje kemijskih
transformacija. Stoga je ona sastavni dio kemijske sinteze bas poput heterogene ili homogene
katalize. Biokataliza je vrlo dinamicno podrucje istraZivanja i razvoja te mnogi njeni dosadasniji
nedostaci su rijeSeni pa ju samim time treba smatrati priviacnim alatom za organsku sintezu
(Torrelo i sur., 2014).

Mnoge kemijske reakcije mogu se dogoditi spontano, a neke se moraju katalizirati kako bi se
odvijale znacajnom brzinom. Katalizatori su molekule koje smanjuju veli¢inu energetske
barijere koju je potrebno previadati kako bi se tvar kemijski pretvorila u drugu (slika 1).
Biokemijske reakcije su kemijske reakcije koje su uklju¢ene u metabolizam svih Zivih stanica,
koje je potrebno katalizirati da bi se nastavile brzinom potrebnom za odrzavanje zZivota. Takvi
Zivi (bio)katalizatori su enzimi. Svaka biokemijska reakcija stanicnog metabolizma mora biti
katalizirana jednim specificnim enzimom. Enzimi su prirodno prilagodeni za rad u fizioloSkim
uvjetima. Medutim, biokataliza se odnosi na uporabu enzima kao katalizatora procesa u
uvjetima in vitro, pa je veliki izazov u biokatalizi transformacija fiziolosSkih katalizatora u

katalizatore koji mogu biti aktivni u industrijskim uvjetima (Illanes, 2008).
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Slika 1. Mehanizam kataliticke reakcije (Illanes, 2008)



Na temelju nacela i mjerila zelene kemije i odrzivog razvoja, biokataliza je i zelena i odrziva
tehnologija. To je uglavnom rezultat napretka u podrucju molekularne biologije i biotehnologije
postignutog u posljednja dva desetlje¢a. Inzenjering proteina omogucio je optimizaciju
postojec¢ih enzima i izum potpuno novih biokatalitickih reakcija koje su bile ranije nepoznate u
prirodi. Sada je moguce dizajnirati enzime za ciljane transformacije koji bi odgovarali unaprijed
definiranim parametrima. Ovaj pristup uspjesno je primijenjen, primjerice, u industrijskoj
sintezi aktivnih farmaceutskih sastojaka. Osim uporabe proteinskog inZenjeringa, drugi aspekti
inZzenjeringa biokatalize, kao Sto su inZenjering supstrata, medija i reaktora, mogu se koristiti
za poboljSanje ucinkovitosti i isplativosti, a time i za odrZivost biokatalitickih reakcija. Nadalje,
imobilizacija enzima moZe poboljSati njegovu stabilnost i omoguciti visekratnu uporabu, Sto
rezultira boljim performansima i komercijalnom odrZivoS¢u. Stoga se biokataliza Siroko

primjenjuje u proizvodnji lijekova i kemikalija (Sheldon i Woodley, 2017).

Regioselektivnost enzima, kojom se reducira broj sintetskih stupnjeva prijeko potrebnih pri
klasi¢nim sintezama, kao i zanemariva koli¢ina nusprodukata daju prednost biokatalizi, pa je
posliednjih godina povecan interes za kemo-, regio- i enantioselektivne biokataliticke
transformacije sintetskih i prirodnih materijala. Stereoselektivne biokataliticke reakcije
opcenito se provode pri sobnoj temperaturi, atmosferskom tlaku, u vodenom mediju uz
uporabu malih koli¢ina soli i metala, Sto im daje veliku prednost u odnosu na kemijske reakcije
(Jukic i sur., 2005).

Velik potencijal biokatalitiCkih istrazivanja usmjeren je na dva podrucja: razvoj novih
biokatalizatora za katalizu reakcija koje je nemoguce provesti tradicionalnim metodologijama i
razvoj procesa za tzv. biokataliticku deracemizaciju koji se temelji na kombiniranoj uporabi

nekoliko enzima radi prevodenja racemata u opticki Ciste stereoizomere (Jukic i sur., 2005).

2.1.1. Enantiomerno Cisti spojevi

U danasnje vrijeme kemijska i farmaceutska industrija suoCava se sa zahtjevima visoke
enantiomerne Cistoce bioloski aktivnih kiralnih spojeva u proizvodnji lijekova, proizvodniji
poljoprivrednih kemikalija i drugih kemikalija (Nguyen i sur. 2006). Interakcija enantiomera s
enzimima i receptorima u svom prirodnom okruZenju moZze rezultirati razli¢itim, a ponekad i
suprotnim bioloskim ucincima. Stoga, proizvodnja enantiomerno Cistih spojeva (oko 72% svih
proizvedenih lijekova su Cisti enantiomeri) privukla je pozornost akademske i industrijske
zajednice (Panic¢ i sur., 2018a).



Postoje mnoge metode dobivanja enantiomerno Cistih spojeva ukljuCujuéi i razdvajanje
enantiomera iz racemicnih smjesa. Medu tim metodama, enzimski katalizirane transformacije
za dobivanje enantiomerno Cistih spojeva sve se viSe razmatraju u proizvodnji Sirokog spektra
meduprodukata u farmaceutskoj, agrokemijskoj i prehrambenoj industriji. U danasnje vrijeme
enzimski katalizirane transformacije zamjenjuju kemijsku katalizu za prevladavanje
nedostataka: nezeljenih nusproizvoda, Stetnih otpadnih voda i slabe selektivnosti supstrata
(Ahmed i sur., 2012).

Do danas, rezolucija (razluCivanje) racemata je najcesS¢i industrijski pristup za dobivanje
enantiomerno Cistih spojeva. Kineticka rezolucija (KR) definirana je kao postupak u kojem se
dva enantiomera racemata razliCitom brzinom prevode u produkte (slika 2). Ako je KR
ucinkovit, jedan od enantiomera ¢e se transformirati u Zeljeni proizvod dok ¢e drugi ostat
nepromijenjen (Ahmed i sur., 2012).

Sp l:»rzoE Py
ka

Sgr» Ss° supstratni enantiomer
P, Ps: produktni enantiomer

OH OAc
Novozym 435 = of
— L :
vinil acetat /\ +
Ph Ph Ph
" _ transformirani nepromijenjeni
racemicna smjesa enantiomer enantiomer

Slika 2. Klasic¢no kineticko razlucivanje (Ahmed i sur., 2012)

2.1.2. Katalizatori u biokatalizi

Enzimi su vrlo pozeljni katalizatori kada je specifi¢nost reakcije jedini cilj (kao Sto je slucaj u
farmaceutskim proizvodima i finim kemikalijama), kada katalizatori moraju biti aktivni u blagim
uvjetima (zbog nestabilnosti supstrata i/ili produkta ili kako bi se izbjegle nezeljene nuspojave,
kao Sto se javlja u nekoliko reakcija organske sinteze), kada su ekoloSka ogranicenja stroga

(Sto je sada prilicno Cesta situacija koja daje biokatalizi izrazitu prednost u odnosu na



alternativne tehnologije) ili kada je u pitanju oznaka prirodnog proizvoda (kao u slucaju hrane
i kozmeticke primjene) (Benkovi¢ i Ballesteros 1997; Wegman i sur., 2001). Medutim, enzimi
su slozene molekularne strukture koje su u unutrasnjosti labilne i skupe za proizvodnju, Sto je

nedostatak u odnosu na kemijske katalizatore (Bommarius i Broering, 2005).

Enzimi nikako nisu idealni katalizatori procesa, ali njihova iznimno visoka specifi¢nost i
aktivnost u umjerenim uvjetima istaknute su karakteristike koje sve vise cijene razliciti sektori
proizvodnje, medu kojima su farmaceutska i kemijska industrija (Schmid i sur., 2001; Thomas
i sur., 2002; Zhao i sur., 2002; Bruggink i sur., 2003).

Enzimi (jednostavne hidrolaze) kao Sto su esteraze, proteaze i lipaze sve se vise koriste za
asimetricnu sintezu farmaceutskih i poljoprivrednih kemikalija. Lipaze kataliziraju hidrolizu
prirodnih triglicerida u masne kiseline, mono- i digliceride, glicerol te niz drugih reakcija. Nitril-
hidrataze kataliziraju konverziju nitrila u amide, dok nitrilaze kataliziraju hidrolize nitrila u

odgovarajuée karbokslilne kiseline i amonijak (Juki¢ i sur., 2005).

Pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae) smatra se idealnim za kemiCare koji traze
stereoselektivne biokatalizatore, Sto bi na kraju trebalo dovesti do kiralnih meduprodukata u
sintezi enantiomerno Cisti spojevi. Nepatogen je, jeftin, jednostavan za uzgoj u laboratoriju i
velikih razmjera te se stanice mogu skladistiti neograni¢eno u osusenom obliku (Pscheidt i
Glieder, 2008).

2.1.3. Primjena Saccharomyces cerevisie u redukciji prokiralnih spojeva

Pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae Siroko je rasprostranjen i koristi se kao
biokatalizator za redukciju prokiralnih spojeva jer je lako dostupan i jeftin (u usporedbi s
vecinom biokatalizatora koji se koriste u stereoselektivnim biotransformacijama), netoksican
je i biorazgradiv (vazna karakteristika u pripremi hrane i farmaceutskih spojeva). Stovise, sadrzi
viSe oksido-redukcijskih enzima i sposoban je regenerirati koenzime prisutne u stanicama.
Biokataliza koja ukljucuje kvasac kao katalizator ne zahtijeva slozen postupak obrade i teSke
reakcijske uvjete (Sheldon, 2016).

2.2. Zelena kemija
Zelena kemija definirana je kao ,dizajn kemikalija i procesa koji smanjuju ili u potpunosti
uklanjaju upotrebu i stvaranje opasnih tvari. Ova definicija i koncept zelene kemije prvi je put

formuliran pocetkom devedesetih godina. U sljedeCih nekoliko godina doslo je do
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medunarodnog usvajanja koje je rezultiralo stvaranjem stotina programa i vladinih inicijativa
o zelenoj kemiji diljem svijeta s pocetnim vodec¢im programima koji se nalaze u SAD-u,
Ujedinjenom Kraljevstvu i Italiji. Vazni rani programi ukljucuju americki program Green
Chemistry Challenge Awards osnovan 1995., a institut za zelenu kemiju osnovan je 1997.
godine. Najvazniji aspekt zelene kemije je koncept dizajna. Dvanaest nacela zelene kemije su
smijernice koje pomazu kemicarima u odrzivom razvoju. Zelenu kemiju karakterizira paZzljivo
planiranje kemijske sinteze i molekularnog dizajna kako bi se smanijile Stetne posljedice
(Anastas i Eghbali, 2010).

Prema Jukic i sur. (2004) 12 nacela na kojima je zasnovana zelena kemija su prikazana u tablici
1:

Tablica 1: Dvanaest nacela zelene kemije

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati i uniStavati nakon Sto je nastao.

2. Tok kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuce ulazne sirovine u

konacni proizvod.

3. Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe i ne

proizvode tvari toksicne za ljude i okolis.

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

5. Uporabu pomocnih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje i sl.) treba

izbjedi ili zamijeniti neSkodljivim, gdje god je to moguce.

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

se energetski zahtjevi sveli na minimum.

7. Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke i ekonomske

strane prihvatljivo.

8. Treba izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa (npr. zastic¢ivanje funkcionalnih skupina,

privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).

9. Kataliticki reagensi selektivni koliko je to moguée, prihvatljiviji su od reagenasa u

stehiometrijskim koli¢cinama.

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

11. Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog, proizvodnog

procesa s ciljem sprjeCavanja nastanka opasnih tvari.




12. U kemijskim procesima potrebno je smanjiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati stetne

posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).

Ovih 12 nacela govore o smanjenju, odnosno uklanjanju opasnih ili Stetnih tvari iz sinteze,
proizvodnje i primjene kemijskih produkata. Nemogucée je istodobno udovoljiti zahtjevima svih
12 nacela zelenog procesa, ali se tijekom pojedinih stupnjeva sinteze pokusSava primjeniti Sto
vedi broj nacela (Juki¢ i sur., 2004).

Zelena kemija nastoji se usvojiti u razlicitim podrucjima pa se tako u kemijskim procesima
primjenjuju kataliticke i biokataliticke reakcije, koriste se alternativnhe obnovljive sirovine
(biomasa), reakcije se provode u zelenim alternativnim medijima (npr. voda, ionske kapljevine,
superkriticni fluidi i niskotemperaturna eutekticka otapala) i alternativnim reakcijskim uvjetima
(npr. reakcije potpomognute ultrazvukom i mikrovalovima) kao i nove fotokataliticke reakcije.
Svi ti smjerovi zelene kemije imaju zajednicki cilj, a to je zastita okoliSa i ekonomska dobit
(Jukic i sur., 2005).

2.2.1. Ekoloski prihvatljiva otapala

Zelena tehnologija aktivno traZi nova otapala koja ¢e zamijeniti uobicajena organska otapala
koja predstavljaju svojstvenu toksi¢nost i imaju visoku hlapljivost, sto dovodi do isparavanja

hlapivih organskih spojeva u atmosferu (Paiva i sur., 2014).

vvvvv

"zelenom otapalu" izrazava cilj minimaliziranja utjecaja na okoli§ koji nastaje upotrebom
otapala u kemijskom procesu. Stoga pojam zeleno otapalo podrazumijeva nisku toksi¢nost,
nizak tlak pare, dobru biorazgradivost i nije Stetno za okoliS. Ipak, uvodenje novog otapala u
industrijski proces mora se kriticki analizirati s tehnoloskog, kemijskog, toksikoloskog i
ekoloskog stajalista, jer nije lako naci otapalo koje bi zadovoljavalo svim kriterijima (Hernaiz i
sur., 2010).

Otapala koja se koriste u brojnim industrijskim procesima ¢ine gotovo 60% svih industrijskih
emisija i 30% svih emisija hlapivih organskih spojeva diljem svijeta, iz tog razloga se javlja
potreba za smanjenjem Stetnih otapala u industriji. Idealna bi bila provedba procesa bez
otapala, ali to nije moguce jer otapala imaju klju¢nu ulogu u otapanju krutih tvari, prijenosu
mase i topline, utjecaju na viskoznost te u koracima odvajanja i prociS¢avanja. Postoje dvije

glavne strategije razvoja zelenih otapala, a to su: zamjena otapala dobivenih iz nafte otapalima



iz obnovljivih izvora i zamjena otapala onima koja pokazuju bolji utjecaj na okolis i zdravlje te

vecu sigurnost (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

Voda je otapalo prvog izbora i ve¢ se koristila u industrijskim razmjerima. Ipak, zanemariva
topljivost mnogih organskih i organo-metalnih spojeva u vodi, kao i visoki energetski zahtjevi
za uklanjanje vode po zavrSetku procesa u koje je ukljuena, ogranicavaju njenu primjenu.
Stoga su razmatrana razli¢ita okoliSu prihvatljiva, podesiva i pametna otapala (Cvjetko Bubalo
i sur., 2015a).

1z tog razloga rastuce podrucje istrazivanja u razvoju zelenih tehnologija posveéeno je upravo
projektiranju novih, ekoloski prihvatljivih i podesivih otapala cija bi upotreba zadovoljila
tehnoloske i ekonomske zahtjeve. Kao najperspektivnija otapala isticu se ionske kapljevine,
niskotemperaturna eutekticka otapala, superkriticni i subkriticni fluidi te otapala dobivena iz

prirodnih i obnovljivih izvora (slika 3) (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

Subkritiéna H,0 . Prirodna eutektic¢ka otapala

\ /— Otapala iz obnovljivih izvora

Superkriti¢ni CO,

lonske kapljevine

Slika 3. Zastupljenost zelenih otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a)

Tijekom posljednja dva desetljeca ionske kapljevine (IL) privukle su ogromnu pozornost
znanstvene zajednice, a broj prijavljenih ¢lanaka u literaturi eksponencijalno je narastao. Ipak,
»zelenilo" ionskih kapljevina cesto se dovodi u pitanje, uglavnom zbog lose biorazgradivosti,
biokompatibilnosti i odrzivosti. Alternativa ionskim kapljevinama su niskotemperaturna
eutekticka otapala (DES) te se danas intenzivno istrazuju za primjenu u industriji (Paiva i sur.,
2014).



2.2.2. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) definirana su kao
smjesa dviju ili viSe komponenti, koje mogu biti krute ili tekuce i koje u odredenom omjeru
imaju svojstvo eutektiCnosti. Kada su spojevi koji ¢ine DES primarni metaboliti, npr.
aminokiseline, organske kiseline, Seceri ili derivati kolina, DES se nazivaju prirodna eutekticka

otapala (NADES). NADES u potpunosti udovoljava nacelima zelene kemije (Paiva i sur., 2014).

DES se sastoji od akceptora vodika, poput netoksi¢ne kvaterne amonijeve soli (npr. kolin-
klorid) i donora vodikove veze (npr. amini, Seceri, alkoholi i karboksilne kiseline) u odredenom
molarnom omjeru. Niskotemperaturna eutekticka otapala (DES) i ionske kapljevine (IL) imaju
puno sli¢nosti, npr. nehlapljive su, nezapaljive, viskozne i od slicnih su poCetnih sirovina pa se
DES ponekad nazivaju Cetvrta generacija IL-a, iako nisu u potpunosti sastavljeni od ionskih
vrsta. Niskotemperaturna eutekticka otapala se joS nazivaju i ,dizajnirana otapala" zbog brojnih
strukturnih moguénosti i mogucnosti dizajniranja njihovih fizikalno-kemijskih svojstava. DES-
ovi imaju mnoge prednosti, ukljuCujuéi jeftine komponente za pripremu, jednostavnu
pripremu, nizak ili zanemariv profil toksi¢nosti i odrzivost s obzirom na ekolosku i ekonomsku
korist. Prve primjene DES-a na bazi kolina bile su u elektrotalozenju i elektropoliranju metala i
u proizvodniji biodizela. Nakon toga su DES-ovi privukli pozornost kao otapala u organskoj
sintezi i (bio)katalizi, proizvodnji polimera, elektrokemiji, nanomaterijalima, postupcima
odvajanja, analizi, biomedicinskim primjenama i ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljnog
materijala. Mnoga istrazivanja tek se trebaju poduzeti; medutim, potencijalni doprinos DES-a
nije predviden samo s tehnoloske perspektive, ve¢ i sa aspekta sigurnosti okoliSa i zdravlja
ljudi. Naime, oni su klasa otapala koja se temelje na spojevima sigurnim za ljudsku prehranu
(npr. Kolin i Seceri). Osim toga, studije su pokazale da se bioaktivni spojevi mogu otopiti 10-
100 puta bolje pomoc¢u DES-a nego u vodi ili lipidima (Cvjetko Bubalo i sur.,2015a).

Klasican primjer DES-a je smjesa kolin-klorida (ChCl) (302 °C) i uree (132 °C) u molarnom
omjeru 1:2 pri ¢emu se dobiva DES s taliStem od 12 °C (slika 4). Kolin klorid (ChCl) je lako
dostupan i jeftin dodatak hrani za zZivotinje koji se proizvodi u velikim koli¢inama,a urea je
uobicajeno gnojivo. Stoga su smjese ChCl s ureom (U) u molarnim omjerima 1:2, lako

dostupne, jeftine, biokompatibilne i biorazgradive (Sheldon i Woodley, 2017).



F (o]
H,":‘ JLT,H
nlu*’ ,(l)L IL" H\‘cr’l-l
Ho/\/cr\ T T HO” N\ REN
T ¥
kolin - klorid urea H'NTN‘H
L 0 —

kolin - klorid - urea kompleks

Slika 4. Shema sinteze niskotemperaturnog eutektickog otapala ChCl : urea (1:2) (Abbott i
sur., 2004).

Jedan od uspjesnih primjera primjene DES-ova je za biokataliticku, lipazom kataliziranu,
proizvodnju biodizela gdje se mogu koristiti NADES-i na bazi glicerola. Lipaze se Siroko koriste
u enzimskoj proizvodniji biodizela. Zhao i sur. objavili su 2013. upotrebu DES-a u enzimskoj
proizvodniji biodizela pomocu DES-a na bazi kolin-klorida. U svom radu autori pokazuju da u
reakcijama provedenim u kolin-kloridu/glicerolu enzimi (lipaze) mogu odrzati visoku
biokataliticku aktivnost te da se ta otapala mogu koristiti u transesterifikaciji triglicerida s
etanolom, Sto rezultira visokim prinosom reakcije. NADES sa svojom niskom cijenom,
biorazgradivoséu i biokompatibilnoS¢u ima obeéavaja¢u primjenu u industriji kao otapalo za

biokataliticke reakcije, osobito u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Paiva i sur., 2014).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

e Acetonitril, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Destilirana voda, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb, Hrvatska

e Etil-acetat, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Etilen-glikol, puriss. p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

¢ Halogenirani acetofenon, Apollo scientific, Manchester, Ujedinjeno Kraljevstvo
e Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kalijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

e Metilensko modrilo (praskasti oblik), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Sve upotrjebljene kemikalije i otapala bili su analiticke cistoce.

3.1.2. Biokatalizator

e Instant suhi pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae, Lesaffre Adriatic d.o.o.

3.1.3. Puferi

o Kalij-fosfatni pufer, pH = 7

2,336 g K;HPO4 i 1,557 g KH2PO4 otopi se u destiliranoj vodi u ukupnom volumenu od
250 mL

3.1.4. Oprema i uredaji

e Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka
Eppendorf epruvete, Deltalab, Spanjolska

Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, Slovenija
Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Homogenizator/inkubator ES-20/60, Biosan, Latvija
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3.2.
3.2.1.

Laboratorijska tresilica, KL2, Fisher Scientific GmbH,Schwerte, Njemacka
Laboratorijsko posude (epruvete, stalak za epruvete, odmjerne tikvice, tikvice s
okruglim dnom, menzure, kivete, laboratorijske ¢ase)

Magnetska mjesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

Mikropipete (10 pL, 20 pL, 200 pL, 1 mL, 5 mL )

Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

Rotacioni vakuum upariva¢, DEVAROT Slovenija, Buchi R-124, Svicarska

Transmisijski svjetlosni mikroskop, Axiostar, Zeiss, Njemacka

Ultrazvucna kupelj GRANT XUB5, Grant Instruments, Engleska, Ujedinjeno Kraljevstvo
UV-Vis spektrofotometar, GENESYSTM 10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD

Metoda rada

Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) pripremaju se tako

daseu

omjeru

tikvicu s okruglim dnom pomijesaju kolin-klorid i etilen-glikol prema zadanom masenom

uz dodatak 30, 60 i 70 % (w/w) vode (slika 5). Mase potrebnih metabolita za pripremu

otapala prikazane su u tablici 2. Reakcijska smjesa zagrijava se 2 sata na magnetnoj mjesalici

pri temperaturi od 50 °C. Reakcija je gotova kada nastane bistra, bezbojna i homogena

tekucina.
Kolin klorid Etilen-glikol Voda
CHg CH,OH .
+ | - . . w
HO._—N-CHja Cl™ 4 | 2 + /O\ —p Prirodno eutekticko otapalo
éHs CH,OH H H ChEG

Slika 5. Shema pripreme niskotemperaturnog eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol
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Tablica 2. Mase metabolita za pripremu niskotemperaturnih eutektickih otapala kolin-
klorid:etilen-glikol

Puni naziv Kratica U(jio vode mkl(c>krci)<|ji)n - mg(lcial:gle)n- m (voda)

DES-a [%, v/v] o] (] [g]

Kolin-klorid:

etilen-glikol ChEG30 30 4,17 3,72 3,38

s 30% vode

Kolin-klorid:

etilen-glikol ChEG60 60 24 1,33 5,61

s 60% vode

Kolin-klorid:

etilen-glikol ChEG70 70 1,67 1,49 7,35

s 70% vode

3.2.2. Pekarskim kvascem Saccharomyces cerevisiae katalizirana

enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona

Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona u S halogenirani alkohol u NADES-ima
provodi se uz Saccharomyces cerevisiae kao biokatalizator. Kao referentna otapala koristeni
su pufer i voda. Niskotemperaturna eutekticka otapala koristena u ovom radu su kolin-
klorid:etilen-glikol s 30, 60 i 70 % udjela vode (w/w) (ChEG30, ChEG60 i ChEG70). Reakcija
redukcije ketona u kiralni halogenirani alkohol prikazana je na slici 6.

R Saccharomyces cerevisiae R
F

DES, pufer, voda 3
R° R

Halogenirani acetofenon Kiralni halogenirani alkohol

R', R R?- atom halogena

Slika 6. Reakcija redukcije halogeniranog acetofenona u S halogenirani alkohol
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Suhi instant kvasac (5 g) se najprije u epruveti nadopuni do 40 mL s destiliranom vodom te se
mijeSa na homogenizatoru dok se ne dobije homogena smjesa. Ta smjesa se zatim centrifugira
na 4500 o min! tijekom 20 minuta. Supernatant se nakon centrifugiranja odlije, a talog
(kvasceva biomasa) se koristi dalje za asimetri¢nu redukciju halogeniranog acetofenona koja

se provodi prema protokolu:

Reakcije redukcije provedene su u vodi, puferu i DES-u s tri udjela vode - 30, 60 i 70 % (w/w).
U epruvetu se najprije doda 0,5 g pripremljenog kvasca, 1,5 mL odabranog otapala (voda,
pufer ili DES s 30,60 ili 70% vode (w/w)) te 10 pL supstrata halogeniranog acetofenona
koncentracije 2 mg mL. Supstrat je pripremljen otapanjem 4 g halogeniranog acetofenona u
2 mL acetonitrila. Epruvete sa reakcijskom smjesom se stavljaju na tresilicu 7 dana pri sobnoj

temperaturi.

Nakon 7 dana uzorak se centrifugira na 6000 o min! tijekom 10 minuta te se nakon toga
dekantira kako bi se uklonio kvasac koji zaostaje u talogu. Iz supernatanta se zatim
jednokratno ekstrahiraju produkt i zaostali supstrat pomocu etil-acetata. Prije ekstrakcije se
dodaje 1,5 mL destilirane vode u supernatant kako bi se razbila struktura DES-a unutar koje
su i supstrat i produkt te na taj nacin omogudila difuziju produkta i supstrata u organsko
otapalo. Epruveta sa uzorkom se nadopuni do 30 mL s etil-acetatom te se viSe puta promijeSa
i zatim homogenizira na Vortexu. Nakon ekstrakcije, odvoje se dvije faze, hidrofilna i
hidrofobna. Gornji sloj je organska faza, a donji sloj DES. U organsku fazu se zatim dodaje sol
(natrijev sulfat) kako bi vezala zaostalu vodu. Uzorak se filtrira te uparava do suha na
rotacionom vakuum uparivacu. Upareni uzorak se zatim resuspendira u etil-acetatu nakon ¢ega
slijedi kvalitativhna i kvantitativha analiza redukcije halogeniranog acetofenona i nastajanja
produkata reakcije R i S halogeniranog alkohola. Ta analiza je provedena pomocu plinske
kromatografije s masenom spektroskopijom (GC-MS).

Kako bi se medusobno usporedila uspjesnost redukcije u razli¢itim otapalima, za reakciju u

pojedinom otapalu racuna se konverzija reakcije i enantiomerni visak prema jednadzbama [1]

i [2].

Konverzija reakcije redukcije X (%) izracuna se prema jednadzbi:

X =4x100 [1]

CAT

gdje ca predstavlja izmjerenu koncentraciju alkohola (mol L), a car pocetnu koncentraciju
acetofenona (mol L1).
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Enantiomerni viSak ee (%) se izracuna prema jednadzbi:

ee = So—Ror) y 100 [2]

(SoH+RoH)

Gdje Ron predstavlja povrsinu ispod pika R-halogeniranog alkohola, a Son povrsinu ispod pika

S-halogeniranog alkohola.

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije halogeniranog acetofenona
Kvalitativna i kvantitativna analiza redukcije halogeniranog acetofenona provedena je pomocu

plinske kromatografije s masenom spektroskopijom na uredaju Shimadzu QP2010PLUS.

Kromatografski uvjeti za odredivanje supstrata:

¢ Kromatografska kolona: kapilarna kiralna kolona  DEX 225 (30m x 0,25mm x
0,25um)

e Pokretna faza: Helij

*  Protok: 6,7 mL min!

e Detektor: maseni spektrometar (MS)

e Temperatura kolone: T1=90 °C (1 min), T> = 155 °C (A = 5 °C min!), T3 = 220 °C
(A =0,5°C mint)

¢ Vrijeme trajanja analize: 133,30 min

Identifikacija halogeniranog acetofenona te R i S halogeniranog alkohola provedena je na
temelju vremena izlaZenja razdvojenih pikova u reakcijskoj smjesi s kiralne kromatografske
kolone te je potvrdena usporedbom masenih spektara u bazi podataka. GC kromatogram
analize reakcijske smjese enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona prikazan je

na slici 7.
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Slika 7. Tipican GC kromatogram analize reakcijske smjese enantioselektivne redukcije

halogeniranog acetofenona

Izrada baZdarnog dijagrama

Ishodna otopina halogeniranog acetofenona (c=1 mgmL™*) pripremljena je u etil-acetatu radi
izrade bazdarnog dijagrama. Potom su pripremljena i razrjedenja ishodne otopine navedenog
supstrata na nacin da mnozinske koncentracije iznose 1 mgmL?, 0,5 mgmL?; 0,25 mgmL?;
0,025 mgmL*te 0,0125 mgmL. Pomocu racunala je konstruiran bazdarni dijagram ovisnosti
mnozinske koncentracije halogeniranog acetofenona o povrsini ispod pika. Na apscisi se na
grafickom prikazu nalaze pripadajuce vrijednosti mnozinskih koncentracija halogeniranog
acetofenona, a na ordinati su prikazane izmjerene vrijednosti povrsine ispod kromatografskog
pika (slika 8).

Nepoznate koncentracije R-halogeniranog alkohola i S-halogeniranog alkohola tijekom reakcije
redukcije halogeniranog acetofenona u niskotemperaturnom eutektickom otapalu, puferu i

vodi izraCunate su izravno iz jednadzbe pravca dobivene iz bazdarnog dijagrama.
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Slika 8. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije halogeniranog acetofenona

3.2.3. Predtretman pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae

ultrazvukom i detergentom

Najprije se pripremaju suspenzije stanica kvasca tako da se suhi kvasac resuspendira u
fosfatnom puferu pH = 7 u omjeru 1:15 na sobnoj temperaturi tijekom 45 minuta. Suspenzija
je potom centrifugirana na 6000 o min'* tijekom 5 minuta. Kvasac je zatim ispran destiliranom

vodom te ponovno centrifugiran.

Za predtretman pomocu ultrazvuka 0,5 g vlaznih stanica kvasca pomijeSa se s 1,5 mL pufera,
odnosno DES-a. Koristi se DES sa 70 % udjela vode (w/w) (ChEG70). Takav se sastav tikvice
podvrgava predtretmanu u ultrazvucnoj kupelji GRANT XUB5 30 minuta na 30°C, pri snazi

ultrazvucnog zracenja 250 W.

Predtretman pomocu detergenta priprema se na nacin da se najprije 5 g vlaznih stanica kvasca
pomijesa s 50 mL 0,2 %-tne otopine detergenta Tween-80. Zatim se suspenzija stavi na tresilici

tijekom 15 minuta te se nakon toga centrifugira pri 6000 o min™L.

Nakon predtretmana ultrazvukom i detergentom u reakcijsku smjesu se dodaje 10 L supstrata
halogeniranog acetofenona ¢ime zapocinje reakcija redukcije. Epruvete se potom stavljaju na
termostatiranu tresilicu na 30°C te se nakon 24 h analizira reakcijska smjesa iz koje se produkt
i zaostali supstrat ekstrahiraju s etil-acetatom, uz snazno mijeSanje na vrtloznoj mijesalici.

Ekstrakt se zatim analizira plinskom kromatografijom.
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3.2.4. Vijabilnost stanica kvasca u niskotemperaturnim eutektickim

otapalima

Odredivanje vijabilnosti stanica je metoda za analizu utjecaja kemijskih i fizikalnih faktora na

mikroorganizame. Vijabilnost stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae se moze ispitati na dva
nacina. Jedan nacin je mjerenje opticke gustoce UV-Vis spektrofotometrom, a drugi nacin je
brojanje nevijabilnih stanica pod mikroskopom. Mjerenje opticke gustoce se vrSi na valnim
duljinama od 260 i 280 nm. Apsorbancija otopine pri 260 nm prikazuje prisustvo odredene
koli¢éine nukleinskih kiselina, a apsorbancija pri 280 nm odrazava koncentraciju proteina u
otopini. Drugi nacin ispitivanja vijabilnosti stanica je bojanje stanica kvasca Saccharomyces

cerevisiae u suspenziji te brojanje zivih i nezivih stanica pod mikroskopom.

3.2.4.1. Mjerenje vijabilnosti kvascevih stanica

Za mijerenje vijabilnosti kvaséevih stanica iz pripremljene suspenzije izuzme se 2 pL uzorka te
se u Eppendorf epruveti resuspendira u 1998 pL destilirane vode. Vijabilnost se mjeri pod
mikroskopom tijekom 7 dana te se uzorkuje prvi, treci, peti i sedmi dan.

Bojanje se vrsi tako da se u alikvot uzorka od 40 pL resuspendira 1 L boje (metilensko
modrilo) te je 20 yL tako pripremljenog uzorka otpipetirano u jednu Fuchs-Rosenthalovu
komoricu. Pod svjetlosnim mikroskopom (poveéanje 10x) se zatim broje vijabilne i nevijabilne

stanice. Stanice plave boje vizualizirane su i brojane kao mrtve stanice.

Brojanje stanica je vrSeno u 4 kvadratica, a vijabilnost stanica kvasca S. cerevisiae odredena

je prema prikazu [3].

broj mrtvih stanica
! x100 [3]

vijabilnost =
J ukupan broj stanica

3.2.4.2. Mjerenje oticke gustoce kvascéevih stanica u
niskotemperaturnom eutektickom otapalu i vodi

Za mjerenje opticke gustoce najprije se pripreme suspenzije stanica kvasca tako da se 0,5 g

kvasca Saccharomyces cerevisiae resuspendira u 10 mL niskotemperaturnog eutektickog

otapala (ChEG30 i ChEG70), odnosno 10 mL vode. Uzorci za mjerenje opticke gustoce se

pripremaju na nacin da se u Eppendorf epruveti pomijesa 750 pL zadane suspenzije sa 750 pL
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destilirane vode te se centrifugira pri 10 000 0 min™ tijekom 10 minuta. Supernatant se odlije
u kvarcnu kivetu te se pomocéu UV-Vis spektrofotometra ocitava apsorbancija pri 260 i 280 nm.
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4. Rezultati i rasprava

Priprema enantiomerno Cistih kemikalija je u srediStu istrazivanja i u industriji i u akademskoj
zajednici, uglavnom zbog visokih zahtjeva za opticki cistim gradevnim blokovima za
proizvodnju lijekova u farmaceutskoj industriji i finih kemikalija u kemijskoj industriji. Razlog
sve vedim zahtjevima za opticki Cistim proizvodima uglavnom proizlazi iz razlicitih bioloskih
aktivnosti pojedinacnih enantiomera, Sto moze uzrokovati ozbiljne medicinske probleme (Liang
i sur., 2015).

Zelena tehnologija aktivno traZi nova otapala koja ¢e zamijeniti uobicajena organska otapala
koja predstavljaju svojstvenu toksi¢nost i imaju visoku hlapljivost, Sto dovodi do isparavanja
hlapivih organskih spojeva u atmosferu (Paiva i sur., 2014). Stoga pojam zeleno otapalo
podrazumijeva nisku toksi¢nost, nizak tlak pare, dobru biorazgradivost i nije Stetno za okolis
(Hernaiz i sur., 2010). U novije vrijeme sve se viSe istrazuju niskotemperaturna eutekticka
otapala koja pripadaju zelenim otapalima te imaju mnoge prednosti, ukljucujuéi jeftine
komponente za pripremu, jednostavnu pripremu, nizak ili zanemariv profil toksiCnosti i

odrzivost s obzirom na ekolosku i ekonomsku korist.

U ovom radu, vodeéi se pricipima zelene kemije, primijenjen je biokatalizator kvasac
Saccharomyces cerevisiae za provodenje enantioselektivne redukcije supstrata halogeniranog
acetofenona u kiralni alkohol u cilju nalazenja ekoloski prihvatljivog postupka redukcije ketona.
Redukcija je provedena u niskotemperaturnim eutektickim otapalima s razli¢itim udjelima vode
te u vodi i u kalij-fosfatnom puferu kako bi se usporedila uspjesSnost provedenih reakcija.
Takoder se ispitivala optimizacija reakcije predtretmanom biokatalizatora ultrazvukom i
detergentom. Kao otapala koristila su se niskotemperaturna eutekticka otapala kolin-

klorid:etilen-glikol s razli¢itim udjelima vode.

4.1. Priprava niskotemperaturnih eutektickih otapala

Priprava niskotemperaturnih eutektickih otapala (eng. deep eutectic solvents, DES) provodila
se jednostavnim postupkom u kojem su polazne komponente kolin-klorid i etilen-glikol
pomijeSane u molarnom omjeru 1:2 uz dodatak vode. Akceptor vodikove veze u pripravljenim
otapalima je kolin-klorid, dok je kao donor vodikove veze koristen etilen-glikol. Otopina je
lagano zagrijavana uz mijeSanje dok se ne dobije homogena, bistra i bezbojna tekucina.
Iskoristenja priprave ovih otapala je 100 % iz ¢ega mozemo zakljuciti da ne nastaje otpad.
Pripravljena su niskotemperaturna eutekticka otapala s udjelima vode od 30, 60 i 70 % (w/w).

20



4.2. Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona katalizirana
pekarskim kvascem Saccharomyces cerevisiae

U ovom radu, pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae je koristen kao biokatalizator za
redukciju halogeniranog acetofenona u svrhu dobivanja kiralnog S-halogeniranog alkohola u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima. U suspenziju pekarskog kvasca i DES-a kolin-
klorid:etilen-glikol (ChEG) uz dodatak 30, 60 ili 70 % (w/w) vode, dodano je 10 L supstrata
halogeniranog acetofenona ¢ime je zapocCeta reakcija redukcije. Isti postupak je napravljen i u
kalij-fosfatnom puferu kao referentnom otapalu. Reakcijska smjesa je zatim stavljena u
tresilicu na 30 °C kroz 7 dana.

Reakcijska smjesa je analizirana pomocu plinske kromatografije s masenom spektroskopijom.

Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona uspjeSno je provedena u svim
otapalima te redukcijom nastaju produkti Si R halogenirani alkoholi. (S)-enantiomer pozeljan
je produkt i ovom reakcijom redukcije pracena je konverzija reakcije i enantiomerni visak u
korist (S)-enantiomera. Nakon provedene analize pomocu plinske kromatografije, iz dobivenih
rezultata izraCunata je konverzija procesa redukcije (X) te enantiomerni visak (e€) prema

formulama [1] i [2] te su prikazani na slici 9.

90

80
70
60
50
40
3
2
1 1 I
30 60 70

pufer

Postotak (%)

o O o o

H Konverzija (%) ™ Enantiomerni visak, ee (%)

Slika 9. Konverzija reakcije i enantiomerni viSak redukcije halogeniranog acetofenona
katalizirane enzimima pekarskog kvasca u DES-ovima s razli¢itim udjelima vode (ChEG30,
ChEG60 i ChEG70) i u puferu. Reakcijski uvjeti: 10 pL halogeniranog acetofenona, 0,5 g
pekarskog kvasca, 7 dana, 30 °C.
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Na konverziju reakcije redukcije halogeniranog acetofenona povoljno utjeCe povecanje
masenog udjela vode te je najveca konverzija reakcije kod DES-ova sa 60 i 70 %-tnim masenim
udjelom vode sto je vidljivo i na slici 9. UoCeno povecanje konverzije s povecanjem sadrzaja
vode u DES-u bilo je u skladu s ¢injenicom da je voda nuzna za cijele stanice pekarskog kvasca
kako bi iskazale svoju katalitiCku aktivnost. Dodavanjem vode u DES takoder se smanjio njihov
viskozitet Sto omogucuje bolji prijenos tvari te rezultirala vecim prinosima reakcije (Panic i sur.,
2018a). Pufer se takoder pokazao kao dobro otapalo za provodenje reakcije redukcije
halogeniranog acetofenona katalizirane kvascem pri ¢emu je konverzija reakcije iznosila 82,3
%. Vrijednosti enantiomernog viska koji se ostvaruje u DES-u kre¢u se u rasponu od 14 % do
29 %, a enantiomerni viSak pufera iznosi 0 % Sto ukazuje na racemi¢nu smjesu.
Enantioselektivnost je veca u DES-ovima nego u puferu te znacajno raste smanjenjem udjela
vode u DES-u. U prijasnjim istrazivanjima takoder je uoCena povecana enantioselektivnost u
DES-u s niskim sadrZzajem vode Sto je dovelo do nizZih konverzija u koncentriranom DES -u
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015b; Panic¢ i sur. 2018a; Panic i sur. 2018b).

Primjenom pekarskog kvasca kao biokatalizatora te DES-a umjesto toksicnih, hlapljivih i
nerazgradivih organskih otapala, po principima zelene tehnologije smanjio bi se Stetan utjecaj

na okolis i zdravlje ljudi.

4.3. Predtretman pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae
ultrazvukom i detergentom
S ciliem povedanja konverzije reakcije, biokatalizator je pretretiran. Nakon predtretmana

kvascevih stanica ultrazvukom i detergentom u reakcijsku smjesu je dodano 10 WL supstrata
halogeniranog acetofenona ¢ime zapocinje reakcija redukcije. Reakcija je vodena 24 sata te je
analizirana plinskom kromatografijom s masenom spektroskopijom. Rezultati su prikazani na
slici 10. koja prikazuje konverziju i enantiomerni viSak reakcije redukcije halogeniranog
acetofenona vodene bez predtretmana te reakcije s predtretmanom kvasca Saccharomyces

cerevisiae ultrazvukom i detergentom.
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Slika 10. Graficki prikaz konverzije i enantiomernog viska enantioselektivne redukcije
halogeniranog acetofenona bez predtretmana kvasca te s predtretmanom kvasca

Saccharomyces cerevisiae ultrazvukom i detergentom

Niti jedan od predtretmana ne utjee znacajno na enantioselektivnost jer nije vidljiva velika
razlika u enantiomernom visku (ee). Konverzija reakcije je u laganom porastu kod reakcija s
predtretmanom u odnosu na reakciju vodenu bez predtretmana vjerojatno zbog lakse difuzije
supstrata i produkta u/iz stanice jer dolazi do povecane permeabilnosti stanicne membrane
¢ime je omogucen jednostavniji ulaz supstrata i izlaz produkta iz stanice. Ovi rezultati su u
skladu s dosadasnjim istraZivanjima gdje je otkriveno da ultrazvuk ometa membrane vitalnih
stanica kavitacijom Sto rezultira pojacanim prijenosom supstrata/produkta preko membrane
(Dai i sur. 2017).

4.4. Vijabilnost stanica kvasca u niskotemperaturnim eutektickim
otapalima

4.4.1. Mjerenje vijabilnosti kvascevih stanica

Odredivanje vijabilnosti definira se kao postotak zivih stanica u populaciji. To je
najzastupljenija metoda kojom se analizira utjecaj kemijskih i fizikalnih faktora na njihov rast
(Gilliland, 1959).

Vijabilnost je mjerena prvi, tredi, peti i sedmi dan te su dobiveni rezultati prikazani na slici 11.
Mijerenja su izvrSena kako bi se saznalo koliko ima zivih, a koliko mrtvih kvaséevih stanica

tijekom 7 dana. Rezultati nam prikazuju pad broja zivih stanica u svim ispitivanim otapalima
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(ChEG30, ChEG70 i voda). U niskotemperaturnom eutektickom otapalu s 30 % vode broj Zivih
stanica kvasca pada s 44,6 % na 17,9 %, u DES-u s 70 % vode broj zivih stanica pada s 51,8
% na 31,4 %, a u vodi broj Zivih stanica pada s 64,1 % na 36,4 % (tablica 3). Najbrzi pad
broja zivih stanica je uocen kod niskotemperaturnog eutektickog otapala s 30 % vode
(ChEG30). Takvi rezultati mogu biti posljedica visokog osmotskog tlaka kod DES-a s manjim
udjelom vode Sto posljedi¢no rezultira difuzijom vode iz stanica. To je u skladu s ocekivanim
rezultatima jer tijekom 7 dana dolazi do oStecenja stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Vijabilnost

-~
>

o

=]
|
!

wu
|

stanica (%)

stotak Zivih

Po

1l.dan 3.dan 5.dan 7.dan

Brojdana

70 ==———voda

Slika 11. Vijabilnost stanica u ispitivanim otapalima tijekom 7 dana. Uvjeti inkubacije: 0,5 g
pekarskog kvasca, 10 mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Tablica 3. Postotak zivih stanica tijekom 7 dana. Uvijeti inkubacije: 0,5 g pekarskog kvasca,
10 mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Postotak zivih stanica (%)
Udio vode u DES-u

1.dan 3.dan 5.dan 7.dan
30 44,61 35,27 32,71 17,90
70 51,75 44,87 40,72 31,44
voda 64,13 60,44 48,85 36,35
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4.4.2. Mjerenje oticke gustoce kvascevih stanica u niskotemperaturnom

eutektickom otapalu i vodi
Mjerenje opticke gustoce se provodi pri valnoj duljini od 260 i 280 nm.

Mehanizam koji objasnjava djelovanje DES-a na Zive organizme ukljuCuje interakcije sa
stanicnim membranama. U prijasnjim istrazivanjima sve ispitane eukariotske stanice pokazuju
povecanje propusnosti lipidne membrane kao odgovor na izlaganje DES-ovima. Mogudi
poremecaj membrane se odreduje mjerenjem apsorbancije pri 260 nm odnosno 280 nm koja

nam ukazuje na oslobadanje DNA i proteina u medij (Pavokovi¢ i sur., 2020).

Mijerenjem opticke gustoce na UV-Vis spektrofotometru pri valnoj duljini od 260 nm dobiveni
su rezultati prikazani na slici 12. Pri valnoj duljini od 260 nm apsorbira DNA molekula.
Povecanje apsorbancije tijekom 7 dana ukazuje na povecanje koncentracije DNA molekula te
na povecanje oStecenja stanica jer dolazi do istjecanja molekule DNA kroz pore na membrani.

Time je potvrdeno povecanje propusnosti lipidne membrane.

OD260

Apsorbancija
N
]
H'_

0. dan 1. dan 3.dan 5. dan 7. dan

30 70 voda

Slika 12. Apsorbancija kvascevih stanica u niskotemperaturnim eutektickim otapalima
(ChEG30 i ChEG70) i vodi mjerena pri 260 nm. Reakcijski uvjeti: 0,5 g pekarskog kvasca, 10
mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Rezultati mjerenja opticke gustoce na UV-Vis spektrofotometru pri valnoj duljini od 280 nm
prikazani su na slici 13. Pri valnoj duljini od 280 nm apsorbiraju stani¢ni proteini. Povecanje
apsorbancije tijekom 7 dana ukazuje na povecanje koncentracije proteina te samim time na

povecanje ostecenja stanica jer dolazi do oslobadanja proteina iz stanica u medij.
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Slika 13. Apsorbancija kvascevih stanica u niskotemperaturnim eutektickim otapalima
(ChEG30 i ChEG70) i vodi mjerena pri 280 nm. Reakcijski uvjeti: 0,5 g pekarskog kvasca, 10
mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Sumarno, uspjesno je provedena redukcija halogeniranog acetofenona primjenom kvasca
Saccharomyces cerevisiae u niskotemperaturnim eutektickim otapalima. S obzirom na reakciju
u puferu, u eutektickim otapalima, dobiven je Zeljeni (5)-alkohol u suviSku. Predtretmanom
biokatalizatora nije poboljSana konverzija ni enantiomerni visak reakcije. Mjerenjem opticke
gustoce pri valnim duljinama 260 i 280 nm uoceno je povecanje koncentracije proteina i DNA
molekula kroz vrijeme u svim ispitanim otapalima. Vijabilnost kulture liofiliziranog kvasca

smanjuje se kroz vrijeme u svim ispitanim otapalima.
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5. Zakljucci

Na temelju rezultata dobivenih iz provedenog eksperimentalnog dijela izvedeni su sljedeci

zakljucci:

1.

Niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. deep eutectic solvents, DES) na bazi kolin-
klorida pripravljena su zagrijavanjem i mijeSanjem kolin-klorida i etilen-glikola u omijeru

1:2 uz 100 %-tno iskoriStenje reakcije.

. Enantiomerni visak redukcije halogeniranog acetofenona pomocu stanica pekarskog kvasca

Saccharomyces cerevisiae u svim ispitanim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima visi
je u odnosu na enantiomerni visak u puferu. Kao najpogodnije otapalo za enantioselektivnu
redukciju halogeniranog acetofenona odabrano je kolin-klorid:etilen-glikol s 30 % (w/w)

vode zbog najveéeg enatiomernog viska.

. Povecanjem udjela vode u DES-u poveéava se konverzija reakcije redukcije halogeniranog

acetofenona u S-halogenirani alkohol.

. Predtretmani kvaséevih stanica ultrazvukom i detergentom ne utjeCu znacajno na

konverziju i na enantiomerni visak redukcije halogeniranog acetofenona.

. Broj Zivih stanica kvasca pada u niskotemperaturnim eutektickim otapalima tijekom 7 dana

inkubacije zbog nastalih oStecenja stanica.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da fe ovay zavréni rad izvermni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradfi nisam kovistio drugim izvorima, osim onift koji su u nfemu navedeni.
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