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1. UVOD

Zbog negativnog utjecaja industrije na zdravlje ljudi i okolis, pocetkom 90-ih godina proslog
stolje¢a, na inicijativu Americke agencije za zaStitu okolisa (engl. Enviromental Protection
Agency, EPA), razvijen je koncept ,,Zelena kemija“. Prezentiran je kao novi pristup kemiji koji
tezi proizvodnji i upotrebi ,,boljih* kemikalija uz stvaranje manje otpada, smanjenju Stetnih
ucinaka na okoli§ te povecanju energetske ucinkovitosti proizvodnog procesa. U skladu s
nacelima zelene kemije, najsiru primjenu zauzeli su biotransformacijski postupci, tj. enzimski
katalizirane pretvorbe organskih spojeva u definirane kona¢ne produkte. Biotransformacije
podrazumijevaju interdisciplinarni pristup pripravi organskih spojeva $to znac¢i da u navedenim
pretvorbama dolazi do sjedinjenja znanosti poput biokemije, molekularne biologije i
mikrobiologije te inZenjerstva, a njithova primjena je karakteristicna u farmaceutskoj,
prehrambenoj i kemijskoj industriji. U biokatalitickim reakcijama se kao biokatalizatori koriste
cijele stanice i izolirani enzimi, a prednosti njihove primjene uklju¢uju: provodenje reakcija pri
blagim uvjetima, kemo-, regio- i stereoselektivnost enzima, postizanje visoke Cistoce produkata

te ekonomska uéinkovitost.

Uz primjenu biokatalizatora u biotransformacijskim postupcima, kao zamjena za organska
otapala koriste se prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala, tj. zelena otapala Cija su
svojstva: neznatna hlapljivost, nezapaljivost, niska toksi¢nost, biorazgradivost te velika
toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost. Ova alternativa organskim otapala dakako
pridonosi manjoj Steti za okoli§ te prati jedno od nacela zelene kemije koje upucuje na potrebu
za primjenom netoksi¢nih, kemijski i fizi¢ki stabilnih otapala, niske hlapljivosti uz moguénost

visekratne uporabe istog.

S obzirom na navedeno, cilj rada je dizajnirati niskotemperaturna prirodna eutekticka otapala
za enantioselektivnu redukciju halogeniranog acetofenona u kiralni halogenirani alkohol

primjenom Saccharomyces cerevisiae kao biokatalizatora.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BIOTRANSFORMACIJE

Biotransformacije su biokataliticke reakcije koje karakterizira uporaba bioloskih sustava poput
enzima, Ciste kulture mikroorganizama, biljnih i Zivotinjskih stanica i tkiva te sintetskih i
polusintetskih enzima kako bi nastali spojevi koji se koriste u farmaceutskoj, prehrambenoj i
agrokemijskoj industriji (Sheldon i Brady, 2013). Navedene reakcije temelje se na ¢injenici da
biokatalizatori djeluju izvan svoje prirodne okoline te prihvaéaju ,,neprirodne* supstrate kako
bi se iz Cistih reaktanata sintetizirali komercijalno prihvatljivi produkti. Za razliku od
fermentacijskih procesa, u kojima se proizvodi sintetiziraju uz pomo¢ supstrata za rast putem
metabolizma stanica domacina, u biotransformacijama se rast stanica (faza proizvodnje enzima)
1 faza proizvodnje razdvajaju, a supstrati se pretvaraju u Zeljene proizvode u stanicama koje se

nalaze u fazi mirovanja.

Procesi kemijske sinteze uglavnom daju visoke prinose, no Cesto su ekoloski Skodljivi i
povezani su s proizvodnjom neZeljenih nusproizvoda, smanjuju¢i tako ucinkovitost i
povecavajuci troskove izolacije i prociS¢avanja. U usporedbi s kemijskom katalizom,
biokataliza cijelih stanica nudi neke jedinstvene prednosti (Tablica 1) te pruza ucinkovitu i
ekoloski prihvatljivu alternativu tradicionalnoj kemijskoj sintezi za proizvodnju finih
kemikalija. Vrlo je bitno spomenuti kako je najvaznija prednost biokatalitickih procesa visoka
selektivnost  biokatalizatora. Navedeno  svojstvo, ukljuCujué¢i regio-, kemo- i
enantioselektivnost, vrlo je pozeljno u kemijskoj sintezi 1 donosi koristi kao §to su smanjena
upotreba zastitnih skupina, minimalizirane nuspojave, lakSe odvajanje proizvoda te manje
ckoloskih problema. Ostale prednosti poput reakcija u vise koraka s regeneracijom kofaktora,
visoka katalitiCka u¢inkovitost 1 blagi uvjeti takoder su vrlo atraktivni u komercijalnoj primjeni.
U nekim slucajevima, kao $to je asimetriCna sinteza kiralnih spojeva ili sinteza odredenih
sofisticiranih kemikalija, stvaranje Zeljenih proizvoda tradicionalnim kemijskim sredstvima
predstavlja izazov, a upravo se biotransformacijama takav izazov moze prevladati (Lin i Tao,
2017).



Tablica 1. Prednosti i nedostaci biokatalize u usporedbi s kemijskom katalizom

PREDNOSTI NEDOSTACI

= visoka selektivnost = kataliticka stabilnost; biokatalizator je

= visoka kataliticka u¢inkovitost osjetljiv na inhibiciju supstrata ili

= reakcije u viSe koraka s produkta; inaktivacija se moze dogoditi
regeneracijom kofaktora pri visokim temperaturama,

= Dblagi reakcijski uvjeti ekstremnim pH ili u organskim

*= moguénost recikliranja otapalima

= ckoloski prihvatljivi postupci * stani¢na membrana moze biti prepreka

* nezeljeni nusproizvodi iz metabolizma

Prvi postupci koji se mogu smatrati biotransformacijama su oksidacija alkohola u octenu
kiselinu uz pomo¢ mikroorganizma Bacterium xylinum, oksidacija D-glukoze u D-glukonsku
kiselinu s Acetobacter aceti ili oksidacija D-sorbitola u L-sorbozu uz Acetobacter suboxydans
(Vasi¢-Racki, 2006). Biotransformacije su sadas$nje znacenje dobile tek otkri¢em mikrobnih
transformacija steroida 1952. godine kada su Peterson i Murray proveli 1la-hidroksilaciju
progesterona s Rhizopus arrhizus u kojoj su kao konaéni produkt dobili steroidni hormon
kortizon (Slika 1) (Walaa i sur., 2009). Primjena biokatalize u industriji zapocela je 1984.
godine revolucionarnom publikacijom u kojoj su Zaks i Klibanov opisali djelovanje lipaza u
organskim otapalima pri poviSenoj temperaturi. Vecina organskih kemicara je do tada vjerovala
da enzimi pokazuju u¢inkovito djelovanje samo u vodi. Time se zapravo doslo do zakljucka da

biokataliza ima puno vecu ulogu u organskoj sintezi nego $to se mislilo.
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Slika 1. 11a-hidroksilacija progesterona s Rhizopus arrhizus (prema Walaa i sur., 2009).

Opcenito, biotransformacije podrazumijevaju interdisciplinarni pristup pripravi organskih
spojeva Sto znaCi da prilikom provodenja biokatalitickih reakcija dolazi do sjedinjenja
znanstvenih grana poput biokemije, mikrobiologije, molekularne biologije te proteinskog i
metabolickog inZenjerstva. Njihova primjena u industrijskom mjerilu ve¢inom se odnosi na
dobivanje visokovrijednih proizvoda u manjim koli¢inama kao S§to su farmaceutici,
prehrambeni proizvodi, agrokemikalije, sto¢na hrana, kozmeticki proizvodi te polimeri
(Carballeira i sur., 2009). Radi dobivanja kvalitetnijeg proizvoda i ekonomiénije proizvodnje,
dizajniranja kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili potpuno uklanjaju primjenu i
stvaranje Skodljivih i opasnih supstanci, izmedu biotransformacija i zelene kemije postoji vrlo

¢vrsta poveznica.

2.1.1. Biokatalizatori

Nakon definiranja zeljene biokataliti¢ke reakcije, slijedi potraga za najboljim biokatalizatorom.
Svi zivi organizmi sastoje se od jedne ili viSe stanica koje mogu sintetizirati razliite enzime.
PozZeljna svojstva biokatalizatora za sudjelovanje u odredenoj reakciji su: visoka supstratna
specificnost, visoka aktivnost pri razliitim uvjetima te stabilnost. Najkorisniji oblik mikrobnog
stani¢nog biokatalizatora je Cista kultura mikroorganizma koja sadrzi visoku razinu jednog ili
vi$e enzima koji ¢e izvesti biotransformaciju (Schauer i Borriss, 2004). Osim ¢iste kulture, kao
biokatalizatori mogu se koristiti izolirani enzimi (sirovi ili prociS¢eni), biljne i Zivotinjske
stanice i tkiva ili sintetski i polusintetski enzimi (Slika 2). Do danas je identificirano 4000

enzima od kojih je 15 % dostupno na trziStu.



ENZIMI (sirovi ili BILJNE I
prociséeni) ZIVOTINJSKE

STANICE | TKIVA

g N

CISTE KULTURE SINTETSKI |
(bakterije, kvasci, plijesni, POLUSINTETSKI
alge) ENZIMI

Slika 2. Biokatalizatori u biotransformacijama (Schauer i Borriss, 2004).

Opcenito, proces biokatalize odvija se u aktivnom mjestu enzima. Aktivno mjesto je mali dio
enzima koje ima trodimenzionalnu strukturu na koje se supstrat moze vezati razmjerno slabim
nekovalentnim ili snazim kovalentim vezama. Specificnost vezanja supstrata ovisi o precizno
odredenom rasporedu atoma u aktivhom mjestu koje je smjeSteno u procjepima enzimske
molekule. Poput ostalih biokatalizatora, enzimi ubrzavaju reakciju i smanjuju energiju
aktivacije, ali ne utje¢u na polozaj termodinamic¢ke ravnoteze reakcije. Kako bi se supstrat
uspjesno transformirao u produkt, mora prije¢i energetsku barijeru prijelaznog stanja, a upravo
enzim olakSava nastajanje navedenog stanja. Faktori koji utjeCu da enzimski kataliziranu
reakciju su: koncentracija enzima i supstrata, pH, temperatura, atmosferski tlak te inhibitori
(Berg i sur., 2013). Najcesc¢i enzimi koji se koriste u biotransformacijama su: lipaze, esteraze,

lijaze, transferaze, izomeraze, oksigenaze, oksidoreduktaze, proteaze, nitrilaze, itd.

Biokatalizatori u obliku cijelih stanica mogu biti mikrobnog, biljnog 1 zivotinjskog podrijetla,
a funkciju biokatalizatora obavljaju u obliku kulture u fazi rasta, stacionarnoj fazi, u obliku
spora ili se primjenjuju kao imobilizirana kultura. Naju€inkovitiji oblik mikrobnog stanicnog
biokatalizatora je ¢ista kultura mikroorganizma koja sadrzi visoku koncentraciju jednog ili vise
enzima koji kataliziraju Zeljene reakcije biotransformacije. Prednosti koristenja cijelih stanica
kao biokatalizatora svakako su njihova ucinkovitost, stereoselektivnost i regioselektivnost,
jeftina biomasa, regeneracija koenzima vlastitim mehanizmima, prirodno okruZenje stanica te
zaSticenost od vanjskih utjecaja pa time i stabilniji postupak provodenja biokatalize. Medutim,
njihova primjena zahtijeva kompleksnije postupke procis¢avanje produkta iz reakcijske smjese.
S obzirom da stanice posjeduju niz razli¢itih enzima koji mogu transformirati supstrat, prisustvo
nusprodukata je cesto, a ponekad je potrebno i permeabilizirati stanicnu stjenku ili provesti lizu

stanica ukoliko se enzim ne ispusta ekstracelularno (Abdelraheem i sur., 2019). Vrlo je bitno
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da se cijele stanice u potpunosti smatraju katalizatorima, a ne se usredotociti na pojedina¢ne

aktivne enzime kako bi se u potpunosti iskoristio sintetski potencijal mikrobnih biokatalizatora.

2.1.1.1. Saccharomyces cerevisiae kao biokatalizator

Kvasac Saccharomyces cerevisiae biokatalizator je koji ima vrlo Siroku primjenu u redukciji
prokiralnih spojeva jer je lako dostupan, a i relativno jeftin u usporedbi s ostalim
biokatalizatorima koji se Kkoriste u stereoselektivnim biotransformacijama. Osim toga,
netoksi¢an je i biorazgradiv, sadrzi oksido-redukcijske enzime te je sposoban za regeneraciju
koenzima prisutnih u stanicama. Biokataliza koja ukljuc¢uje kvasac kao katalizator ne zahtijeva

slozen postupak obrade niti teske reakcijske uvjete (Panic i sur., 2019).

Opcenito, mikroorganizam Saccharomyces cerevisiae Siroko se koristi kao modelni organizam
za proucavanje bioloSkih procesa u stanicama te je komercijalno znacajan u prehrambenoj
industriji. To je nepatogeni, jednostani¢ni organizam koji se lako uzgaja te ima kratko
generacijsko vrijeme (1,25 - 2 sata pri 30 °C). Osim toga, vrlo je jednostavan za manipulaciju
Sto omogucuje adiciju novih gena ili deleciju postoje¢ih gena raznim tehnikama homologne
rekombinacije. Prvi je eukariotski organizam ¢iji je genom u potpunosti sekvencioniran, a i
danas se redovito azurira. Trenutno se smatra da genom kvasca sadrzi 12 156 677 parova baza
I 6275 gena organiziranih u 16 kromosoma. Jedan je od klju¢nih organizama za genomska
istrazivanja ukljucujuci Siroku upotrebu DNA mikro¢ipova u ispitivanju transkriptoma kao i u
genomskoj analizi funkcija gena, ekspresije gena, lokalizaciju proteina, dvodimenzionalne
proteinske mape, enzimske aktivnosti te protein-protein interakcije metodom dva hibrida. Osim
toga, najcesce je koriSten za posredovanje enantioselektivnih redukcija zbog svoje visoke
kemo-, regio- i enantioselektivnosti, visoke bioraspolozivosti i lake manipulacije pri blagim

reakcijskim uvjetima (Stewart, 2014).

Sojevi S. cerevisiae, za razliku od vecine drugih mikroorganizama, imaju stabilno haploidno i
diploidno stanje te su odrzivi s velikim brojem markera. Prema tome, recesivne mutacije o¢ituju
se u haplodinim sojevima, dok se testovi komplementacije mogu provesti s diploidnim
sojevima. Razvoj transformacije DNA omogucio je kvasac dostupnim za kloniranje gena i
koriStenje tehnika genetickog inZenjerstva. Za razliku od drugih organizama, rekombinacija
integracije transformiraju¢e DNA u kvascu odvija se isklju¢ivo homolognom rekombinacijom

(Sherman, 2002).



2.2. ZELENA KEMIJA

Zbog negativnog utjecaja industrije na zdravlje ljudi i okoli$, po¢etkom 90-ih godina proslog
stolje¢a razvijen je koncept ,,zelene kemije“, novi pristup kemiji koji proucava i osmisljava
procese za smanjuje ili u potpunosti uklanjanje upotrebu Stetnih tvari. Osim toga, proucava
sintezu 1 analizu kemijskih proizvoda bez Stetnih posljedica na zdravlje ljudi, ali i okoli§. Za
razliku od konvencionalnog pristupa temeljenog na zakonskim restrikcijama, zelena ili odrziva
kemija nudi pristup u kojem znanstvenici i inzenjeri od samog pocetka osmisljavaju ekoloski
prihvatljive procese te primjenjuju kemijske proizvode i procese koji reduciraju uporabu i/ili

proizvodnju supstancija opasnih za ljudsko zdravlje i okolis.

Vaznost usvajanja zelene politike, primjene ekoloskih proizvoda i procesa, koriStenje
obnovljivih izvora te obrazovanje, klju¢ su napretka zelene kemije kao jednog od buducih
faktora kemijske industrije. Radi promicanja zelenog inZenjeringa te znanja, iskustava i
sposobnosti, u okviru programa odrzive kemije, 1997. godine otvoren je Institut za Zelenu
kemiju sa sjediStem u Washingtonu, SAD. Kako bi se olakSao kontakt vladinih udruga i
industrijskih korporacija sa sveuciliStima 1 istrazivackim institutima, otvorene su 1 podruznice
diljem 20 zemalja kako bi institut, zajedno s ameri¢kim kemijskim drustvom, istrazivao

program navedenog podrucja kemije i njenu primjenu u industriji i obrazovanju.

2.2.1. Nacela zelene kemije

Pocecima programa zelene kemije smatraju se 1990.-te godine kada su Paul Anastas i John C.
Warner izdali knjigu ,,Zelena kemija: Teorija i praksa“. U toj knjizi detaljno su opisali dvanaest
nacela odrzive kemije koja promi¢u vaznost zaStite okoliSa i zdravlje Covjeka, zagovaraju
nekoriStenje otrovnih otapala u kemijskim sintezama i analizama te podupiru smanjeno

stvaranje Stetnih nuspojava u tim procesima. Nacela zelene kemije su (Jukic i sur., 2004):

1.  Bolje je sprijeciti nastajanje otpada nego ga Cistiti ili zbrinjavati nakon $to je veé
nastao.

2. Sintetski postupak treba osmisliti tako da se ulazne sirovine potpuno ugrade u
proizvod.

3. Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se koriste ili proizvode
tvari manje toksi¢ne za ljude i okolis.

4.  Kemijske produkte treba osmisliti tako da im je Zeljena djelotvornost postignuta uz

minimalnu toksi¢nost.



5. Uporabu pomo¢nih kemijskih tvari treba izbjeci 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 tehnicki i ekonomski
prihvatljivo.
8. Ako je moguce, treba izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa buduci da ona
podrazumijevaju upotrebu dodatnih reagensa koji stvaraju otpad.
9. Kataliticki reagensi, selektivni koliko je to moguée, prihvatljivi su od
stehiometrijskih reagensa.
10.  Kemijski produkti, nakon prestanka njihovog djelovanja, moraju imati mogucénost
pretvorbe u neskodljive produkte koji ne zaostaju u prirodi.
11. Potrebno je primijeniti i razvijati analiticCke 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).

Naravno, u osmiSljavanju zelenog procesa, nije moguce ispuniti svih 12 nacela, ali se tezi
primijeniti $to veci broj istih prilikom svakog pojedinog koraka biosinteze. Na taj nacin uspijeva
se uspostaviti ravnoteza izmedu prirodnih izvora, oCuvanja okoliSa 1 zdravlja ljudi te
ekonomskog rasta. Primjena gore navedenih nacela, zbrinjavanje otpada, oCuvanje energije,
proizvodnja alternativnih goriva te koriStenje zamjenskih tvari za opasne kemikalije,

unaprjeduje odrzivi razvoj (Jukic 1 sur., 2004).

2.2.2. Zelena otapala

U mnogim industrijskim procesima, reakcijskim sustavima i koracima odvajanja koji definiraju
glavni dio ekoloske i ekonomske izvedbe biotehnoloskog postupka, koriste se velike koli¢ine
hlapljivih i zapaljivih organskih otapala. S obzirom da klasi¢na organska otapala uzrokuju
brojne negativne u¢inke na okoli$ i zdravlje ljudi, a neizbjezni su za koristenje u kemijskoj i
biotehnoloskoj industriji, rastu¢e podrucje istrazivanja u razvoju zelene tehnologije posveceno
je dizajniranju novih, okolisu prihvatljivin i prilagodljivin otapala. Medu predlozenim
otapalima, ionske tekuc¢ine sobne temperature, superkriti¢ne tekuc¢ine te otapala iz prirodnih 1
obnovljivih izvora istiCu se kao najperspektivniji pristup trenutnim inovacijama otapala
(Bubalo isur., 2015).



Najjednostavniji na¢in primjene nacela zelene kemije za dobivanje konacnih proizvoda je
koristenje ekoloski prihvatljivih zelenih otapala koja bi zamijenila opasna organska otapala
sveprisutnih u industriji. Takvo otapalo trebalo bi biti jednostavno za upotrebu, kemijski i
fizicki stabilno, niske hlapljivosti te jednostavno za recikliranje uz moguénost ponovne

uporabe.

2.2.2.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

U posljednja dva desetljeca, ionske tekuéine (engl. lonic Ligiuds, ILs) pokazale su se vrlo
interesantnima za mnoge biotehnoloske procese, a radi se o organskim solima ¢ija je
temperatura taliSta niza od 100 °C. Nova generacija tekuc¢ih soli na osnovi ILs, koja se
uglavnom temelje na smjesama dobivenih kombinacijom izmedu akceptora vodika te prirodno
izvedenog nenabijenog donora vodikove veze u odredenom molarnom omjeru, nazivaju se
niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutetctic Solvents, DES). Ova otapala
karakteriziraju povoljna fizikalno-kemijska i bioloska svojstva te jednostavna i ekonomiéna
priprava, ubrajaju se u Cetvrtu generaciju ionskih tekucina iako se ne mogu u potpunosti
smatrati ionskim spojevima jer se mogu pripremiti i iz neionskih spojeva. Generalno, priprema
ovih otapala je relativno jednostavna, medutim, u odredenim uvjetima se moze prolongirati ili
rezultirati ,karameliziranjem* produkta zbog slabe kontrole temperature tijekom priprave

(Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala definiraju se kao smjesa dviju ili vise komponenata u
krutom ili teku¢em stanju, koja u odredenom omjeru imaju nize taliSte nego pojedinacne
komponente smjese. Kada su komponente kojima se dobiva eutekticko otapalo primarni
metaboliti, takva se otapala nazivaju prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalom (eng.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). Pripravljena zelena otapala obi¢no su stabilna,
biorazgradiva, nisu hlapljiva, manje su toksi¢na prema okolisu i ljudima te je njihova upotreba
u proizvodnji moguca bez dodatnog procis¢avanja. Imaju veliku toplinsku, kemijsku i
elektrokemijsku stabilnost te su odli¢na otapala za veliki broj organskih spojeva. Osim toga,
cijena spomenutih otapala je usporediva s organskim otapalima $to ih ¢ini interesantnima i sa

ekonomskog aspekta.

Kemijska struktura vodik donora i akceptora znatno utjeCe na formiranje i stabilnost
eutektiCkog otapala. Novonastale vodikove veze u ovim otapalima uzrokuju mjestimi¢nu
delokalizaciju naboja, §to uzrokuje snizavanje taliSta smjese u odnosu na taliSta pojedinacnih

komponenti, a snizavanje taliSta ovisi o simetriji prisutnog kationa i o kemijskoj prirodi
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funkcionalnog bocnog lanca. Stabilnost ovakvog otapala smatra se moguénost pripravljenih
istih da ostanu u tekucoj fazi odredeno vrijeme, odnosno, da ne dode do pojave kristalnog
taloga. Spomenuta je jednostavnost i ekonomi¢nost njihove pripreme, a neki od nacina su: iz
koncentrirane vodene otopine koja sadrzi svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u
kojoj je druga disocirana ili iz krute mjesavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do
unaprijed odredene temperature (Paiva i sur., 2014). Molarni omjer komponenata i temperatura
taljenja ovisi o kemijskoj prirodi komponenata niskotemperaturnog eutektickog otapala, a
vrijeme potrebno za dobivanje tekuéeg otapala iz krutih i teku¢ih komponenata takoder varira

te se ono mijenja s obzirom na tip komponente i udio vode unutar otapala.

2.2.2.2. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u biotransformacijama

S ckoloskog i tehnoloskog aspekta, niskotemperaturna cutektiCka otapala itekako su
obecavajuca alternativa koriStenju organskih otapala u biokatalitickim procesima, a sinergija
DES-ova i biokatalize u biotehnologiji moze pridonijeti uc¢inkovitoj i odrzivoj proizvodnji
komercijalno znacajnih proizvoda. S obzirom da je za biotransformacije karakteristi¢na visoka
selektivnost biokatalizatora, niskotemperaturna eutekticka otapala mogu se iskoristiti u
modulaciji i/ili usmjeravanju reakcijskog puta do zeljenog kona¢nog proizvoda, a glavni razlog
jest mogucnost dizajniranja optimalnog DES-a za svaki odredeni enzimski reakcijski sustav.
Broj strukturnih kombinacija obuhvacenih navedenim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima je ogroman, a to moze pozitivno utjecati na povecanje enzimske aktivnosti i
stabilnosti, reakcijskog prinosa, pobolj$anju ili modifikaciji stereospecifi¢nosti biokatalizatora
te pridonijeti sveukupnoj zelenosti procesa (ukljucujuci recikliranje ili ponovno upotrebu).

U biokatalitickim procesima, niskotemperaturno eutekticko otapalo moze posluziti kao
otapalo/su-otapalo, ekstraktni reagens za enzimski produkt ili kao otapalo za obradu enzimske
biomase. Vrlo je vazno razumijeti mehanizam kako DES utje¢e na aktivnost, stabilnost i
enantioselektivnost enzima, ali i na interakcije otapala s drugim sudionicima reakcije. Prilikom
dizajniranja biotransformacijskog procesa, najviSe paznje posvecuje se Cisto¢i 1 prinosu
konac¢nog produkta pa je tako presudno odabrati povoljan put reakcije, odgovarajuci
biokatalizator i medij u kojem ¢e se reakcija odvijati te parametre i uvjete za odgovarajuéi
sustav. Medutim, bitno je voditi racuna i o efikasnosti te odrZivosti resursa, a to se odnosi na
smanjenje pomoc¢nih reagensa i otapala za svaki korak reakcije, pro¢is¢avanje zbog smanjenja
koli¢ine otpada po jedinici produkta te na odabir pomo¢nih reagensa i otapala koji imaju
povoljan utjecaj na okolis. Shodno tome, ali neovisno o vrsti reakcije i biokatalizatoru,
biokataliticki postupak koji ukljucuje niskotemperaturna eutekticka otapala mora sadrzavati:

pripremu i karakterizaciju DES-a, probir DES-a radi optimalne uc¢inkovitosti enzima, razvoj
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biokatalitiCkog procesa te downstream dizajn procesa s mogucim pros$irivanjem (Slika 3) (Panic¢

i sur., 2020).

Priprema i
karakterizacija
DES-a

Probir
DES-a

Optimizacija

biokatalitickog
procesa

Downstream
dizajn procesa,
Scale-up

« Dizajniranje DES-a s optimalnim fizikalno-kemijskim svojstvima
* Odabir jeftinijeg DES-a
* Odabir DES-a s najmanje $tetnim u¢inkom na okoli$

* Odabir DES-a s djelotvornim u¢inkom na aktivnost, stabilnost i
stereoselektivnost biokatalizatora

* Optimizacija volumnog udjela vode u DES-u (utjecaj na viskoznost DES-a,
aktivnost i stereoselektivnost biokatalizatora, prinos reakcije)

J

» Optimizacija pH-vrijednosti medija i temperature reakcije
 Provedba specificnih tehnika (imobilizacija, dvofazni sustavi, kaskadne reakcije)
« Optimizacija enzim/supstrat molarnog omjera

\

J

» Razvoj reciklirajuéeg sustava biokatalizator/otapalo

* Provedba najprikladnije tehnike (ekstrakcija tekucée-tekuce, ekstrakcija ¢vrsto
tekuce 1 adsorpcija produkta na makroporozne smole, dodatak protuotapala,

destilacija)

\

Slika 3. Dizajn biokatalitickog procesa koji ukljucuje koriStenje eutektikih otapala (Pani¢ i

sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

= Acetonitril, Riedel-de Haén, Njemacka

= Betain, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

= Etil-acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

= Etilen-glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

= Halogenirani acetofenon, Apollo scientific, Manchester, Ujedinjeno Kraljevstvo
= Halogenirani alkohol, Apollo scientific, Manchester, Ujedinjeno Kraljevstvo
= Destilirana voda

» Heksanon, Lach-Ner, Ceska

= Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

= Metilensko modrilo (praskasti oblik), Kemika, Jugoslavija

= Saharoza, Gram-mol, Hrvatska

3.1.2. Biokatalizatori

= kvasac Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY4741, EUROSCARF, Oberursel,
Njemacka

= instant suhi pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae, Kvasac d.0.0., Hrvatska

3.1.3. Otopine

Sve otopine i podloge pripremaju se uz pomo¢ sterilnih mati¢nih otopina i sterilne
deionizirane vode ili se steriliziraju u autoklavu 20 minuta pri 121 °C i ¢uvaju pri sobnoj

temperaturi.

Kalij-fosfatni pufer (c=0,1 mol L?, pH=7,4), pripremljen u Laboratoriju za tehnologiju i

primjenu stanica i biotransformacije, PBF (KoHPOs, Fischer Scientific UK)

= Kalij hidrogenfosfat 4,79
= Kalij dihidrogenfosfat 3,29
= Destilirana voda do0,5L
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YPD podloga (engl. Yeast Peptone Dextrose), pripremljena u Laboratoriju za tehnologiju i

primjenu stanica i biotransformacije, PBF

Bakto-pepton 44
Kvascev ekstrakt 29
Glukoza 4g
Destilirana voda do 200 mL

Sve koristene kemikalije i otapala bili su analiticke Cistoce.

3.1.4.

Oprema 1 uredaji

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

Automatski autoklav, A-63C, Kambi¢, Slovenija

Digitalna magnetna mjeSalica, Nahita/Blue 692/1

Hladnjak, Gorenje, Slovenija

Homogenizator s regulacijom temperature, EppendorfThermoMixer C, Njemacka
Homogenizator-IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, ST. Louis, SAD
Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka
Laboratorijsko posude (laboratorijske ¢ase, epruvete, odmjerne tikvice, menzure)
Laminar LFV 12, Isktra P10, Slovenija

Univerzalni uredaj za mjerenje pH, mV/ORP 1 iona, Mettler Toledo/S220

Plinski kromatograf s masenim spektrofotometrom (GC-MS), Shimadzu QP2010PLUS,
Japan

Rotacioni vakuum upariva¢, Buchi Rotavapor R124

UV-Vis spektrofotometar, ThermoFisher Scientific, Madisom, WI, SAD; Genesys™
10S UV-Vis

Transmisijski svjetlosni mikroskop, Axiostar, Zeiss, Njemacka

Racunalni program TmoleX, Verzija 4.5, COSMOlogic GmbH & Co

Racunalni program BOVIA COSMOtherm 2020, Verzija 20.0.0 (Revision 5273M),

Dessault Systems
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Racunalno predvidanje topljivosti halogeniranog acetofenona u niskotemperaturnim
eutektiCkim otapalima

Za izraCunavanje optimalne geometrije molekule koristen je racunalni program TmoleX (Slika

4). 3D strukture halogeniranog acetofenona i pripadajuceg alkohola te komponente prirodnih

niskotemperaturnih eutektickih otapala unesene su ruc¢no iz PubChem baze podataka

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) u SDF formatu (engl. Spatial Data File, SDF).

4 Tmolex 4.5 - Odata
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" " 7706 -
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Manage Jobls)

Slika 4. Sucelje TmoleX programa

Nakon optimiranja molekula, tj. ratunalnog pronalaZenja odredene geometrije u kojoj njihove
strukture imaju minimalnu energiju (Slika 5), cijeli proracun je pohranjen kao izlazna COSMO
datoteka radi brzog i rac¢unski jednostavnog termodinamickog proracuna u programskom
paketu COSMOtherm te kako bi se izracunali logaritmi koeficijenta aktivnosti, In(y). Inace,
In(y) vrijednost govori o topljivosti ispitivanog spoja, u ovom slucaju supstrata halogeniranog
acetofenona (S), u ispitivanom otapalu, odnosno u razli¢itim eutekti¢kim otapalima. Sto je
koeficijent aktivnosti visi i pozitivniji od 1 znac¢i da spoj posjeduje manju topljivost u
promatranom otapalu (Klamt i sur., 1998).
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Slika 5. Energetsko i geometrijsko optimiranje na primjeru molekule halogeniranog
acetofenona (Ukupna energija= -1043.2625523484).

Za raCunalno predvidanje topljivosti halogeniranog acetofenona u  prirodnim
niskotemperaturnim eutektickim otapalima, u COSMOtherm programu unesene su postojece
COSMO datoteke za akceptora vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA), donora
vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor, HBD), halogeniranog acetofenona i vode prema
prethodno zadanim udjelima ¢ija suma mora biti jednaka 1 (Slika 6).
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Slika 6. Sucelje COSMOtherm programa za izracunavanje logaritma koeficijenta aktivnosti,
In(y) — definiranje sastava smjese za odredivanje koeficijenta aktivnosti halogeniranog
acetofenona pri beskona¢nom razrjedenju u eutektickom otapalu betain : etilen glikol (1:2) i
10 % vode (w/w).

3.2.2. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala

U ovom su radu eksperimentalno pripremljena tri prirodna niskotemperaturna eutekticka
otapala koristenjem betaina, etilen glikola, kolin klorida, saharoze te demineralizirane vode kao
ishodnih sirovina. Nacin pripreme isti je za svako otapalo, a koli¢ina komponenata prethodno

je izracunata prema zadanim molarnim omjerima prikazanih u Tablici 2.

U tikvicama s okruglim dnom pomijeSaju se prethodno izraCunate mase donora odnosno
akceptora vodikove veze prema zadanom molarnom omjeru. Zatim se u svaku smjesu doda
odredena koli¢ina vode, kako bi se u kona¢nici dobila niskotemperaturna eutekticka otapala s
10 % odnosno 30 % vode (w/w). Reakcijska smjesa se zatim mijeSa i grije na magnetnoj
mijesalici pri temperaturi 50 °C tijekom 2 sata, sve dok ne nastane homogena, prozirna i
bezbojna teku¢ina. Ovako pripremljena niskotemperaturna eutekticka otapala ¢uvana su na
sobnoj temperaturi i dnevnom svijetlu prije daljnje primjene. Pripremljenim otapalima

odredena je pH-vrijednost pri temperaturi od 25 °C (Tablica 2).
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Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala pripremljena prema Tablici 2 koriStena su za
odredivanje topljivosti halogeniranog acetofenona (poglavlje 3.2.3.), reakciju enantioselektivne
redukcije halogeniranog acetofenona kataliziranu kvascem Saccharomyces cerevisiae Soj
YOOOOO BY4741 i suhim pekarskim kvascem (poglavlje 3.2.4.) te za odredivanje vijabilnosti
stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY4741 (poglavlje 3.2.6.).

Tablica 2. Pripravljena prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (DES).

Prirodno eutekticko Kratica Molarni omjer Udio vode pH
otapalo (DES) komponenata  [%, w/w]
Betain : etilen glikol : voda BEG10% 1:2 10 6,60
Betain : saharoza : voda BSuc30% 4:1 30 7,85
Kolin klorid : etilen glikol : ChCIEG10% 1:2 10 6,19
voda

3.2.3.  Eksperimentalno odredivanje topljivosti halogeniranog acetofenona u prirodnim
niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Postupak odredivanja topljivosti supstrata vrsi se postupnim dodavanjem i otapanjem supstrata

halogeniranog acetofenona u odgovaraju¢im niskotemperaturnim eutektickim otapalima

(BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%). Nakon dodatka 5 mg navedenog supstrata u 1 mL

eutektitkog otapala, suspenzija se homogenizira na tresilici (pri 25 °C i 1400 min™) do

potpunog otapanja. Postupak dodavanja supstrata uzastopno se ponavlja do pojave kristala u

uzorku (Slika 7). Analiza uzoraka provodi se pod svjetlosnim mikroskopom (povecanje 40x).
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Slika 7. Pojava kristala u uzorku niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala prilikom otapanja
halogeniranog acetofenona.

Uredaj: svjetlosni mikroskop, povecanje 40x

3.2.4. Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona pomoc¢u kvasca Saccharomyces
cerevisiae

Za reakciju enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona u Kiralni halogenirani

alkohol kao biokatalizator koristen je kvasac Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY4741

te suhi liofilizirani pekarski kvasac (Slika 8).

R', R? R®- atom halogena

Slika 8. Reakcija redukcije halogeniranog acetofenona.
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3.2.4.1. Uzgoj i priprema stanica kvasca

Stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae soja YOOOOO BY4741 najprije su precijepljene sa
krute agarozne hranjive podloge u 10 mL tekuc¢e kompletne kompleksne hranjive podloge YPD.
Pripremljene su tri prekono¢ne kulture stanica koje su rasle pri temperaturi od 28 °C uz tresnju
na 200 min? te svakodnevno precjepljivanje u sterilnim uvjetima. Stanice su uzgojene do
eksponencijalne faze rasta u duplikatu, a uspjesnost uzgoja pracena je spektrofotometrijskom
analizom pri 600 nm te mikroskopiranjem uzoraka pri povecanju 10 x. Inace, pri 600 nm
(ODe0o) spektrofotometrijski se procjenjuje koncentracija stanica kako bi se dobila informacija
o fazi rasta uzgojenih stanica (lag faza, log faza ili stacionarna faza).

Nakon uzgoja stanica kvasca u kompletnoj kompleksnoj podlozi YPD, izdvojene su stanice u
eksponencijalnoj fazi rasta iz 5-10 mL kulture centrifugiranjem na sobnoj temperaturi pri 3000
okretaja tijekom 5 minuta. Supernatant je uklonjen, a preostali talog je resuspendiran u 10 mL
demineralizirane vode. Suspenzija stanica ponovno je centrifugirana pri 3000 okretaja tijekom
5 minuta, nakon Cega je supernatant ponovno uklonjen, a talog resuspendiran u 1 mL
demineralizirane vode. Uslijedilo je ponovno centrifugiranje pod istim uvjetima, izdvajanje

taloga te vaganje dobivene mase stanica za biokatalizu.

Za pripremu i uzgoj stanica suhog pekarskog kvasca, isti se resuspendira u 0,1 mol L kalij-

fosfatnom puferu (pH = 7,4) prema sljede¢em izrazu:

m (kvasac) [g] _ 1
V (pufer) [mL] T 40

Otopina kvasca inkubira se pri sobnoj temperaturi tijekom jednog sata u homogenizatoru (50
mint). Nakon pripreme, suspenzija kvasca centrifugirana je pri 3000 okretaja tijekom 5 minuta,
supernatant je uklonjen, a talog ispran s 10 mL demineralizirane vode. Centrifugiranje je
ponovljeno prema istim uvjetima (3000 min, 5 minuta) nakon &ega se ukloni supernatant, a
talog resuspendira u kalij-fosfatnom puferu. Smjesa se potom centrifugira 3000 min* tijekom
5 minuta, supernatant se ukloni, a istalozena kvas¢eva biomasa koristi se u daljnjem postupku

asimetri¢ne redukcije halogeniranog acetofenona.

3.2.4.2. Provodenje enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona
Za postavljanje biokataliticke reakcije (Slika 8), dobivenoj masi stanica YOOOOO BY4741 (m

= 0,05 g) odnosno vlaznoj biomasi pekarskog kvasca (m = 0,5 g) dodano je 19,61 uL maticne
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otopine halogeniranog acetofenona u acetonitrilu (c=51 mg mL™) i 1,5 mL odabranog otapala
(pufer, BE10%G, BSuc30%, ChCIEG10%). Reakcijska se provodi na tresilici tijekom 7 dana
pri 25 °C i 1400 min*. Izuzimanje uzoraka iz reakcijske smjese i pracenje reakcije na plinskom
kromatografu s masenim spektrofotometrom vrsi se nakon prvog, drugog, petog i sedmog dana
tako Sto se iz reakcijske smjese izuzme 100 pL uzorka i resuspendira u 100 pL demineralizirane
vode. Tako pripremljeni uzorak se centrifugira tijekom 5 minuta (3000 min™) nakon ¢ega se
izdvojeno 145 pL supernatanta kojem je dodano 855 pL etil-acetata. Otopina se ekstrahira
tijekom 3 minute pri sobnoj temperaturi, a za analizu na plinskom kromatografu s masenim
spektrofotometrom izuzme se 70 pL gornje organske faze. Provodenje biokataliticke reakcije

te analiza svih uzoraka napravljene su u duplikatu.

Nakon 7 dana, uslijedila je priprema uzoraka za analizu na plinskom kromatografu s masenim
spektrofotometrom. Svakoj reakcijskoj smjesi dodano je 1,5 mL demineralizirane vode nakon
¢ega su uzorci stavljeni na centrifugiranje pri 3000 okretaja tijekom 5 minuta. 3 mL
supernatanta je izdvojeno u nove epruvete te je dodano 27 mL etil-acetata za ekstrakciju uz
intenzivno mijesanje tijekom 1 minute. Nakon razdvajanja slojeva, organska faza je ponovno
izdvojena, dodan je natrijev sulfat uz homogenizaciju reakcijske smjese koja je potom
ostavljena pri sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon toga, uslijedilo je uparavanje
uzoraka do suha nakon ¢ega je svaki uzorak resuspendiran u 100 uL etil-acetata te je provedena
analiza na plinskom kromatografu s masenim spektrofotometrom. Analiza svih uzoraka

napravljena je u triplikatu.

Radi usporedbe uspjesnosti redukcije supstrata u razliCitim otapalima, za svaku pojedinu

reakciju racuna se iskoristenje reakcije te enantiomerni viSak prema jednadzbama [1] i [2].

Iskoristenje procesa redukcije, 7 (%) izracuna se prema jednadzbi:

=2 x100 [1]

gdje cp predstavlja izmjerenu koncentraciju produkta (mol L?), a cr teoretski moguéu

koncentraciju produkta (mol L?).

Enantiomerni viSak, ee (%) izracuna se prema jednadzbi:

_ (Soh—Roh)

(Soh—Roh) x 100 [2]
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gdje Ron predstavlja povrsinu ispod pika (R)-halogeniranog alkohola, a Son povrsinu ispod pika
(S)-halogeniranog alkohola.

3.2.5. Odredivanje koncentracije (R,S)-halogeniranog alkohola

Kvalitativna i kvantitativna analiza redukcije halogeniranog acetofenona i nastajanje produkta
reakcije redukcije (R,S)-halogeniranog alkohola provedena je pomocu plinskog kromatografa s
masenim spektrofotometrom (GC-MS).

Za analizu halogeniranog acetofenona i (R,S)-halogeniranog alkohola koristeni su sljedeci

kromatografski uvjeti:

» Kromatografska kolona: kapilarna kiralna kolona § DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25
pm)

= Temperatura kolone: T1=90 °C (1 min), T2 = 155 °C (A =5 °C min'), T3 =220 °C (A
=0,5 °C min™)

= Temperatura injektora: T =220 °C

= Pokretna faza: helij (He)

= Protok: 6,7 mL min

» Protok u koloni: 0,71 mL min?

= Detektor: maseni spektrometar (MS)

= Tlak: 42,3 kPa

= Vrijeme trajanja analize: 133,34 min

Identifikacija halogeniranog acetofenona, (R)-halogeniranog alkohola i (S)-halogeniranog
alkohola provedena je s obzirom na vrijeme izlaska razdvojenih pikova u reakcijskoj smjesi sa
kiralne kromatografske kolone, a potvrda navedenih spojeva dobivena je usporedbom masenih
spektara iz baze podataka. Retencijsko vrijeme (Ry) za halogenirani acetofenon iznosi 63,06
min, R za (R)-halogenirani alkohol 73,1 min i R za (S)-halogenirani alkohol 76,30 min §to je

prikazano na Slici 9.
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Slika 9. Plinski kromatogram nakon analize reakcijske smjese za reakciju enantioselektivne

850

redukcije halogeniranog acetofenona katalizirane kvascem S. cerevisiae.

3.2.5.1.Izrada bazdarnog dijagrama

Ishodna otopina halogeniranog acetofenona (c=1 mg mL™) pripremljena je u etil acetatu (EA)
radi izrade bazdarnog dijagrama. Potom su pripremljena i razrjedenja ishodne otopine
navedenog supstrata na na¢in da mnozinske koncentracije iznose 1 mg mL?; 0,5 mg mL*; 0,25
mg mL?; 0,025 mg mL* te 0,0125 mg mL™. Na grafickom prikazu su izmjerene vrijednosti
povrsine kromatografskog pika stavljene na ordinatu, dok se na apscisi nalaze pripadajuce
vrijednosti mnozinskih koncentracija (Slika 10). Bazdarni dijagram ovisnosti mnozinske
koncentracije halogeniranog acetofenona o povrsini ispod pika konstruiran je pomoc¢u racunala.
Nepoznate koncentracije (R)-halogeniranog alkohola i (S)-halogeniranog alkohola tijekom
reakcije redukcije halogeniranog acetofenona u prirodnom eutektickom otapalu, puferu ili vodi

izraunate su izravno iz jednadzbe pravca dobivene iz bazdarnog dijagrama.
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Slika 10. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije halogeniranog acetofenona.

3.2.6. Odredivanje vijabilnosti kulture kvasca

Odredivanje vijabilnosti stanica je najeS¢a 1 najzastupljenija metoda za analizu utjecaja
kemijskih i fizikalnih faktora na mikroorganizame, a definira se kao postotak zivih stanica u
populaciji. Vijabilnost se moze odredivati praenjem rasta stanica u teku¢em ili na ¢vrstom
hranjivom mediju, ali i diferencijalnim bojanjem pojedina¢nih stanica s obzirom na propusnost

stani¢ne stijenke i funkciju stanicne membrane (Gilliland, 1959).

Stanice kvasca S. cerevisiae bojane su komercijalno dostupnim metilenskim modrilom
(tetrametiltionin klorid), kristalnim spojem metalno plavozelenog sjaja i molekulske formule
C16H18CINsS. Nevijabilne stanice boji plavo, a vijabilne postaju bezbojne zbog metabolicke
redukcije boje. Vizualizacija i brojanje stanica vrSeno je pod svjetlosnim mikroskopom

(povecanje 10x) u Fuchs-Rosenthalovoj komorici.

Za odredivanje vijabilnosti, izuzeto je 200 pL uzorka stanica kvasca S. cerevisiae YOOOOO
BY4741 prije i 7 dana nakon postavljanja biokataliticke reakcije. Navedeni volumen stanica

kvasca resuspendiran je u 1800 pL demineralizirane vode.

Za brojanje stanica pod svjetlosnim mikroskopom (povecanje 10x) u duplikatu koristena je
suspenzija 1 uL metilenske boje (¢ =2 mg mL™), 20 uL demineralizirane vode te 20 uL uzorka

stanica kvasca S. cerevisiae YOOOOO BY4741. U jednu Fuchs-Rosenthalovu komoricu
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otpipetirano je 20 pL pripremljenog uzorka, brojanje stanica je vrSeno u 4 kvadratica, a
vijabilnost stanica kvasca S. cerevisiae YOOOOO BY4741 odredena je prema prikazu [3] tako

Sto su izuzeti uzorci zivih stanica iz kulture prije pocetka biokataliticke reakcije te 7 dana nakon

provodenja reakcije.

broj mrtvih stanica
) x 100 [3]

vijabilnost = —
ukupan broj stanica
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U danasnje vrijeme, kemijska i farmaceutska industrija zahtijevaju enantiomernu cistoc¢u
bioloski aktivnih kiralnih spojeva u proizvodnji lijekova, poljoprivrednih kemikalija i drugih
proizvoda koji se primjenjuju u bioloskim sustavima. Interakcija enantiomera s enzimima i
receptorima u njihovim prirodnim okoli§ima moze rezultirati razli¢itim, a ponekad i suprotnim
bioloskim u¢incima. Stoga je proizvodnja enantiomerno ¢istih spojeva u posljednjih nekoliko
godina privukla veliku pozornost kako akademske, tako i industrijske zajednice (Pani¢ i sur.,
2019).

Osim visokoucinkovite priprave 1 formulacije kiralnih lijekova, sve je znaCajnija potreba za
dizajnom kemijskih, farmaceutskih 1 biotehnoloSkih proizvoda i1 procesa koji smanjuju ili
potpuno uklanjaju primjenu i stvaranje Skodljivih 1 opasnih tvari s jedinstvenim ciljem zastite
okolisa. Spomenuti pristup, definiran kao zelena kemija, temelji se ne samo na uklanjanju
onecis¢enja, ve¢ osmisljavanjem procesa koji ne uzrokuju oneciS¢enje. Trenutno se proucava
velik broj razli¢itih principa zelene kemije, poput alternativnih otapala i ekoloski prihvatljivih
(1 obnovljivih) sirovina, primjena alternativnih oblika energije te provodenje organskih reakcija
primjenom biokatalizatora. U skladu sa time, neke od velikih farmaceutskih tvrtki diljem
svijeta, poput Amgen-a, Merck grupacije, Abbott, Eli Lily, Johnson & Johnson i Roche,
usredotocile su se na primjenu procesa zelene kemije u razvoju i proizvodnji lijekova (Tucker
and Faul, 2016). Sukladno navedenom, ocituje se sve veéi interes za primjenom
niskotemperaturnih eutektickih otapala kao medija za (bio)kemijsku pripravu kiralnih bioloski
aktivnih komponenti. Sinergisticka primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala i
biotehnologije u pripravi slozenih organskih molekula primjenom izoliranih enzima ili
mikrobnih stanica (biokataliza) vrlo je zanimljiv pristup za ucinkovitu i odrzivu proizvodnju
enantiomerno Cistih spojeva. Naime, biotehnoloSkim pristupom omogucuje se kataliziranje
reakcija tesko izvedivih kemijskom katalizom uz visoku regio-, kemo- i enantioselektivnost pri
blagim i ekonomi¢nim uvjetima, dok eutekticka otapala sluze kao ekoloski prihvatljiva potpora

u oblikovanju/usmjeravanju reakcijskog puta (Pani¢ i sur., 2019).

U ovome je radu provedena reakcija enantioselektivne redukcije supstrata halogeniranog
acetofenona u kiralni halogenirani alkohol, gradevni blok u sintezi tikagrelora koji je aktivna
djelatna tvar antitrombotika Brilique koji ima ulogu smanjiti moguénost nastajanja krvnog
ugruska te posljedi¢no sprijeciti sréani, mozdani udar i/ili smrt prilikom bolesti povezanih sa

srcem ili krvnim Zzilama (Guo i sur., 2017). Kao biokatalizator koristen je Saccharomyces
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cerevisiae (soj YOOOOO BY4741 i suhi pekarski kvasac), budu¢i da primjenom istog nije
potrebno dodavati koenzime nuzne za redukciju karbonilne grupe bududi ih stanice kvasca ve¢
posjeduju, kao i mehanizme njihove reciklacije kroz metabolicku aktivnost stanice. Takoder, S.
cerevisiae idealan je biokatalizator za industrijsku primjenu budu¢i je jeftin, lako dostupan i
dobro proucen mikroorganizam, ima GRAS status, a karakterizira ga netoksi¢nost, bioloska
razgradivost i jednostavnost u rukovanju (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Najprije, primjenom
ra¢unalnog programa COSMOtherm proveden je probir niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala
za navedenu redukciju temeljem procjene topljivosti halogeniranog acetofenona kao supstrata.
U odabranim niskotemperaturnim eutektickim otapalima provedena je redukcija odabranog
halogeniranog acetofenona te je pra¢en ucinak istih na stanice kvasca kako bi se prikupila

temeljna saznanja o ponaSanju S. cerevisiae u niskotemperaturnim eutektickim otapalima.

4.1. RACUNALNO PREDVIDANIJE TOPLJIVOSTI HALOGENIRANOG

ACETOFENONA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA
Racunalno predvidanje topljivosti supstrata halogenirani acetofenon u prirodnom
niskotemperaturnom eutekticnom otapalu moze zamijeniti ili umanjiti potrebu za
eksperimentalnim radom i potro$njom laboratorijskih kemikalija. COSMO-RS jedan je od
racunalnih programa Kkoji se danas Cesto primjenjuje za tu svrhu jer razmatra interakcije
vodikovih veza izmedu molekula otopljene tvari i otapala radi izraCunavanja kemijskog
potencijala, ali i procjenu topljivosti otopljene tvari u otapalu. Osim za navedeno, ovaj raCunalni
programski paket moze se primjenjivati za predvidanje termodinamickih svojstava otapala,
cutekti¢ke tocke te drugih fizikalno-kemijskih svojstava otapala i otopljene tvari (Palmelund i
sur., 2019).

Kolin klorid je ¢esto koristena komponenta kao akceptor vodikove veze u pripremi prirodnih
eutektickih otapala zbog svoje visoke biorazgradivosti i biokompatibilnosti, niske toksi¢nosti
te Siroke dostupnosti, a niskotemperaturna eutekticka otapala koja koriste SeCerne alkohole
poput etilen glikola, intenzivno se primjenjuju u industriji. Otapala na osnovi kolin klorida sa
Se¢ernim alkoholom kao donorom vodikove veze, zelena su alternativa uobic¢ajenim otapalima

(Wang i sur., 2020).

Odabir odgovarajuceg niskotemperaturnog eutektickog otapala temeljio se i na netoksi¢nim
hidrofilnim eutektickim otapalima ¢ija je cijena usporediva s najceS¢e koriStenim organskim
otapalima, a da pritom pH-vrijednost navedenih eutektickih otapala odgovara rastu stanica

kvasca. Sto je veéa topljivost zeljenog supstrata u niskotemperaturnom eutektickom otapalu,
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veca je uéinkovitost bioredukcije u tim otapalima, a ve¢ je i poznato da niskotemperaturna
eutektiCka otapala induciraju propusnost staniéne membrane ¢ime se povecava prijenos
supstrata kroz membranu i tako dovodi do veée konverzije supstrata (Panic i sur., 2019).
Prema navedenom protokolu u poglavlju 3.2.1., prije eksperimentalnog rada u laboratoriju, u
racunalnom programu COSMOtherm ispitana je topljivost supstrata halogeniranog acetofenona
s obzirom na definirani sastav otapala, odnosno udio akceptora (HBA), donora vodikove veze
(HBD) i vode. Kao rezultat proracuna dobiveni su logaritmi koeficijenata aktivnosti (In(y))
prema kojima je odredena topljivost supstrata u odredenom otapalu (Slika 11 i Slika 12).
Vrijednost koeficijenta aktivnosti (In(y)) veca od 1 za navedeni halogenirani supstrata znaci
njegovu manju topljivost u promatranom otapalu. Na slikama 11 i 12 prikazana je topljivost
halogeniranog supstrata na primjeru betaina ili kolin klorida kao akceptora vodikove veze,
nekoliko ostalih spojeva kao donora vodikove veze (HBD) uz dodatak odredenog masenog
udjela vode (% H20).

__HBA=B_____|HBAHED
CA , | 1a
N @ | 12
Gle 7 . 11
Gly , | 1a
MA , | 1a
Suc // 4:1

_ )

Xyl 1:1

HBD

Legenda (In(y)):

5 435 -3-25 -2-15 -1-05 005 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 nijeispitano
Slika 11. Topljivost halogeniranog acetofenona u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

na bazi betaina kao akceptora vodikove veze (HBA). Ispitani razli¢iti molarni omjeri i vrste
donora vodikove veze (HBD) te maseni udjeli vode (% H20) prema COSMOthermX
software-u.
*HBD: limunska kiselina (CA), etilen glikol (EG), glukoza (Glc), glicerol (Gly), mali¢na
kiselina (MA), saharoza (Suc), ksiloza (Xyl)
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HBA:HBD

.
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//z
_
.

HBD

Legenda (In(y)):

5 -4-35 -3-25 -2-15 -1-05 005 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 nijeispitano
Slika 12. Topljivost halogeniranog acetofenona u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

na bazi kolin klorida kao akceptora vodikove veze (HBA). Ispitani razli¢iti molarni omjeri i
vrste donora vodikove veze (HBD) te maseni udjeli vode (% H20) prema COSMOthermX
software-u.

*HBD: limunska kiselina (CA), etilen glikol (EG), glukoza (Glc), glicerol (Gly), mali¢na
kiselina (MA), oksalna kiselina (OxA), saharoza (Suc), sorboza (Sor), urea (U), ksiloza (Xyl)

Prema rezultatima prikazanim na Slikama 11 i 12, moguce je zakljuCiti kako ispitana
niskotemperaturna eutekti¢ka otapala umjereno do slabo otapaju halogenirani acetofenon, bez
jasno vidljivog utjecaja donora i akceptora vodikove veze na topljivost istog. Medutim, maseni
udio vode u eutektickom otapalu pokazuje znaCajan utjecaj na topljivost acetofenona.
Primjerice, za otapalo ChCI dodatkom vode vrijednost In(y) raste od 1 (za 10 % vode) do 7 (80
% vode). Eutekticko otapalo betain : saharoza (4:1) najbolje otapa halogenirani acetofenon bez
dodatka vode. Medutim, radi se o vrlo viskoznom sustavu koji bi potencijalno mogao
ograniCavati primjenjivost u biokatalizi. Dodatkom manje koli¢ine vode, smanjuje se
viskoznost otapala sto moze rezultirati ve¢im prinosima reakcije te mu se povecéava kataliti¢ka
aktivnost jer je voda potrebna cijelim stanicama kvasca kako bi se ta aktivnost i izazvala. S
druge strane, bitno je naglasiti da ve¢i maseni udio vode moze dovesti do prekida vodikovih
veza izmedu komponenata niskotemperaturnog eutektickog otapala i tako izgubiti njegovo
eutekticko svojstvo. Shodno tome, odabrane kombinacije niskotemperaturnih eutekti¢kih
otapala za provodenje reakcije redukcije prema ra¢unalnom programu COSMOtherm bili su
betain : etilen glikol (1:2) uz maseni udio vode od 10% (BEG10%) te betain : saharoza (4:1) uz

dodatak 30% vode (BSuc30%). Takoder, Seceri u niskotemperaturnim eutektickim otapalima
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pokazuju vrlo dobru biokompatibilnost sa stanicama kvasca, a osim Secera, i alkoholi kao
donori vodikove veze (HBD) mogu imati vrlo vaznu ulogu kao ko-supstrati za regeneraciju
kofaktora ili kao izvor hrane u stanicama kvasca (Silva i sur., 2018).

S obzirom na navedene karakteristike i dobivenu In(y) vrijednost, kolin klorid : etilen glikol
(2:2) uz 10%-tni maseni udio vode (Slika 12), isti je izabran kao pogodno otapalo za reakciju
enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona. Naime, prema COSMOtherm
racunalnom programu, In(y) vrijednost iznosi oko 1 §to ukazuje na dobru topljivost navedenog

supstrata u otapalu kolin klorid : etilen glikol sa 10 % masenog udjela vode (ChCIEG10%).

4.2. EKSPERIMENTALNO ODREBIVANJE TOPLJIVOSTI HALOGENIRANOG
ACETOFENONA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Osim u racunalnom programu COSMOtherm, topljivost halogeniranog acetofenona ispitana je

1 eksperimentalno. Naime, odredivanje topljivosti supstrata izvr§eno je postupnim dodavanjem

5 mg halogeniranog acetofenona u 1 mL prirodnog eutektickog otapala (BEG10%, BSuc30%,

ChCIEG10%) uz tresenje na 1400 min? pri 25 °C do njegova otapanja. Analiza uzorka

provedena je pod svjetlosnim mikroskopom (povecéanje 40x), a zavrSetak otapanja je potvrden

pojavom kristalica u uzorku. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 13.

40
35
30
25
20

15

v/ [mg/mL]

10

(2]

BSuc30% BEG10% ChCIEG10%

Slika 13. Topljivost halogeniranog acetofenona u razli¢itim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima.
Reakcijski uvjeti: 5 mg halogeniranog supstrata; 1 mL DES-a; 25 °C.
Kratice: betain : saharoza (BSuc30%), betain : etilen glikol (BEG10%), kolin klorid : etilen
glikol (ChCIEG10%)
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U 1 mL otapala ChCIEG10% otopljeno je 36 mg mL™ supstrata, u otapalu BSuc30% 16 mg
mL? te u otapalu BEG10% 26 mg mL™. S obzirom na rezultate na Slici 13., topljivost
halogeniranog acetofenona najbolja je u niskotemperaturnom eutektickom otapalu kolin klorid
. etilen glikol (1:2) uz 10%-tni maseni udio vode, dok je najmanja u niskotemperaturnom
eutektiCkom otapalu betain : saharoza (4:1) uz 30%-tni maseni udio vode. Zanimljivo,
ratunalno predvidanje topljivosti halogeniranog acetofenona u programu COSMOtherm
potvrdeno je i eksperimentalno jer je za otapalo ChCIEG10% izra¢unat najmanji koeficijent
aktivnosti (In(y)) sto znaci bolju topljivost supstrata, a za otapalo BSuc30% najveci In(y) Sto
znac¢i njegovu manju topljivost (poglavlje 4.1.). 1z navedenog, software COSMOtherm pokazao
se dobrim racunalnim alatom za predvidanje topljivosti ispitivanog supstrata halogeniranog

acetofenona u niskotemperaturnim eutektickim otapalima.

4.3. ENANTIOSELEKTIVNA REDUKCIJA HALOGENIRANOG ACETOFENONA
POMOCU KVASCA S. cerevisiae
Sinteza kiralnih sekundarnih alkohola redukcijom prokiralnih aromatskih ketona vrlo je vazan
nacin priprave Cistih enantiomera. Tradicionalno se kiralni sekundarni alkoholi proizvode
organskom sintezom u kojoj se metalni hidrati koriste kao katalizatori Sto rezultira stvaranjem
racemi¢ne smjese alkohola (Pani¢ i sur, 2019). Ketoni su prokiralni supstrati jer karbonilni
ugljik moze postati asimetri¢an centar molekule kada se ligand veze na ugljikov atom
karbonilne skupine, a stereokemijski tijek redukcijske reakcije opéenito se odvija prema
Prelogovom pravilu asimetri¢ne redukcije ketona. Naime, struktura supstrata uvjetuje odvijanje
reakcije, a ketoni s velikom 1 malom skupinom vezanom na karbonilni ugljik reducirat ¢e se u
S-alkohole uz uvjet da veca skupina ima visi stupanj prioriteta od manje skupine prema CIP-
nomenklaturi  (Ashenhurst, 2020). Uvodenjem kemo-, regio- i enentioselektivnih
biokatalizatora (npr. izolirani enzimi, mikroorganizmi, biljne i zivotinjske stanice i tkiva) u
redukciju aromatskih ketona, moguce je proizvesti Cisti pojedinacni enantiomer u blagim
redukcijskim uvjetima, a ovakav pristup je vrlo vazan sa stajalista zastite okolisa jer je u skladu

s principima zelene kemije (Pani¢ i sur., 2019).

U ovom je radu sposobnost enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona u kiralni
halogenirani alkohol u ekoloski prihvatljivim otapalima (BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%)
ispitana koriStenjem kvasca Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY4741 te instant suhog
pekarskog kvasca S. cerevisiae kao biokatalizatora. Redukcija je provedena i u puferu kao
referentnoj tocki za usporedbu uspjesnosti provedenih reakcija. Pozitivni rezultati

enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona dobiveni su uz pomo¢ liofiliziranog
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suhog pekarskog kvasca (Slika 14), dok u stanicama kvasca soja YOOOOO BY4741 ipak nije
doslo do konverzije supstrata u zeljeni produkt (rezultati nisu prikazani). Razlozi neuspjesne
pretvorbe mogu biti razli¢iti, a neke od pretpostavki su: nedostatak odredenih kvasc¢evih enzima
uz pomo¢ kojih se postize konverzija supstrata u produkt, pogresan odabir prirodnih eutektickih
otapala u kojima se odvijala reakcija 1/ili greSke u koracima prilikom pripreme stanica za

reakciju.

Nakon provedene enantioselektivne redukcije halogeniranog acetofenona pomocéu
liofiliziranog suhog pekarskog kvasca S. cerevisiae te analize na plinskom kromatografu
spregnutom s masenim detektorom, izra¢unata su iskoriStenja procesa redukcije (7) |
enantiomerni visak reakcije (ee) prema formulama [1] i [2]. Dobivene vrijednosti koristile su
za procjenu uspjesnosti reakcije redukcije u puferu i niskotemperatunim eutektickim otapalima
s razli¢itim masenim udjelima vode (BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%). Na Slici 14 prikazani
su iskoritenje procesa (7) i enantiomerni viSak reakcije (ee) redukcije katalizirane suhim
pekarskim kvascem u odabranim zelenim otapalima (BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%) i

puferu.

90,00

82,58
80,00 74,49
70,31
70,00 65,52
60,00
50,47
¥ 50,00
w N (%)
Q
< 40,00 ee (%) (abs. conf.-S)
29,02
30,00
19,62
20,00
10,00
2,08
0,00
BSuc30% BEG10% ChCIEG10% pufer

Slika 14. IskoriStenje reakcije () i enantiomerni visak (ee) redukcije halogeniranog
acetofenona katalizirane liofiliziranim suhim pekarskim kvascem S. cerevisiae.
Reakcijski uvjeti: 2 mg mL™ halogeniranog acetofenona; 0,5 g pekarskog kvasca; 1,5 mL
niskotemperaturnog eutektickog otapala; 7 dana; 30 °C.

Kratice: betain : saharoza (BSuc30%), betain : etilen glikol (BEG10%), kolin klorid : etilen
glikol (ChCIEG10%)
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Iz rezultata na Slici 14 moze se zakljuéiti visoka enantioselektivnost biokatalizatora prema (S)-
alkoholu §to i1 potvrduje Prelogovo pravilo asimetri¢ne redukcije ketona (Prelog, 1964).
Iskoristenja reakcije redukcije halogeniranog acetofenona katalizirane liofiliziranim suhim
pekarskim kvascem S. cerevisiae nakon 7 dana vrlo su sli¢na u svim koriStenim prirodnim
eutektiCkim otapalima, a najvece iskoristenje postignuto je u otapalu ChCIEG s 10% masenim
udjelom vode. Ovakav rezultat je u skladu s oc¢ekivanjima obzirom da se radi o vrlo Cesto
koristenom eutektickom otapalu u industriji zbog svoje visoke biorazgradivosti i
biokompatibilnosti te niske toksi¢nosti. Navedeno otapalo najvise pogoduje stanicama kvasca
za konverziju halogeniranog acetofenona u (S)-kiralni alkohol, medutim, iz prilozenih rezultata,
eutektiCka otapala BSuc30% i BEG10% takoder pogoduju enantioselektivnoj redukciji
navedenog supstrata. Nadalje, bitno je spomenuti i dodatak vode pripravljenim eutektickim
otapalima jer se radi o vrlo viskoznim otapalima, a odredeni udio vode omogucava bolji
prijenos reaktanta i produkta u reakcijskoj smjesi. Usporedujuéi iskoristenje i enantiomerni
viSak u reakciji redukcije u niskotemperaturnom eutektickom otapalu BSuc30%, BEG10%,
ChCIEG10% i puferu, moze se zakljuéiti kako se BSuc30% ipak pokazao kao najucinkovitije
eutektiCko otapalo za enantioselektivnu redukciju halogeniranog acetofenona nakon 7 dana u
kojem je ostvareno iskoriStenje od 70,31 % te enantiomerni viSak od 50,47 %. Enantiomerni
visak u ostala dva navedena cutekti¢ka otapala (BEG10%, ChCIEG10%) nije zadovoljavajuéi
pa bi se upotrebom drugog katalizatora mogla povecati specificnost supstrata, ali i posti¢i veci
enantiomerni visak (>99%). Ono §to je jo§ moguce napraviti u svrhu poboljSanja kataliticke
sposobnosti enzima jest regulacija koncentracije supstrata (Guo i sur., 2017). S obzirom na
izmjerene pH-vrijednosti pripremljenih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (Tablica 1) i
rezultate na Slici 14, vidljivo je kako suhom pekarskom kvascu pogoduje blago luznato otapalo
(BSuc30 %, pH=7,85) za konverziju navedenog supstrata u odredeni (S)-alkohol. Naime, pH-
vrijednost utjeCe na regeneraciju koenzima i jedno je od vrlo vaznih pitanja u biokatalitickoj
redukciji. Seéeri imaju vrlo vaznu ulogu kao ko-supstrati za regeneraciju kofaktora te bi kao
donori vodikove veze u niskotemperaturnom eutektiCkom otapalu svakako mogli doprinijeti

povecanju prinosa reakcije.
Razli¢iti prinosi reakcije redukcije direktno su povezani sa: enzimskom razgradnjom supstrata

i/ili produkta, pH-vrijednosti reakcijske smjese, sposobnosti regeneracije koenzima ili

odrzivosti stanica kvasca te vijabilnosti kulture stanica.
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4.4. ODREDIVANIJE VIJABILNOSTI KULTURE KVASCA

Odredivanje vijabilnosti kulture definira se kao postotak zivih stanica u populaciji, a radi se
najzastupljenijoj metodi kojom se analizira utjecaj kemijskih i fizikalnih faktora na njihov rast
(Gilliland, 1959). U ovom radu, vijabilnost je odredena brojanjem prezivljelih stanica u kulturi
obojanih metilenskim modrilom u teku¢em mediju, odnosno prirodnim niskotemperaturnim
eutektickim otapalima (BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%) i puferu. Niskotemperaturna

eutektiCka otapala inhibiraju rast stanica u kulturi u odnosu na pufer.

Jedan od nacina kako niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo utjece na vijabilnost stanica kvasca
moze se objasniti razli¢itim pH-vrijednostima otapala (Tablica 1). Naime, optimalan pH za rast
Saccharomyces cerevisiae je izmedu 4 i 6, a prema Tablici 1, pripremljena niskotemperaturna
eutekticka otapala imaju viSu pH-vrijednost $to je jedan od pokazatelja da stanicama kvasca
navedena otapala ne odgovaraju za prezivljenje. Osim toga, utvrdeno je i da se Seceri mogu
koristiti kao izvor hrane za mnoge mikroorganizme, pa tako i za kvasce. Stoga, postoji
povezanost prinosa reakcije 1 vijabilnosti stanica, Sto bi znacilo da odredena eutektiCka otapala
potpuno inhibiraju rast stanica, moguce naruSavanjem stanicne membrane ili denaturacijom

enzima unutar stanice (Kwolek i Zadrag, 2014).

Mjerenje opti¢ke gustoce (engl. Optical Density, OD) uz pomo¢ spektrofotometra pri 600 nm
vrlo je jednostavna i Siroko koriStena metoda za pracenje rasta mikroorganizama i njihovu
metabolicku aktivnost, ali i odredivanja broja stanica u tekucoj kulturi. Svjetlost koja prodire
kroz suspenziju stanica ne apsorbira se, ve¢ rasprSuje prilikom ¢ega detektor biljezi razlicite
OD-vrijednosti. Jedan od problema ove metode je $to se mjerenjem OD-Vvrijednosti detektiraju
I mrtve stanice kao zive. Naime, ako je u kulturi prisutno mnogo mrtvih stanica, metabolicka
aktivnost koja je izmjerena moze biti pogresna. Takoder, postoji moguénost od pojave malih
mjehurica zraka u uzorcima pa se oni mjere i racunaju kao zive stanice (Weil3, 2020). S obzirom
na Sliku 14, OD-vrijednosti uzoraka stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO
BY474 u razli¢itim niskotemperaturnim eutektickim otapalima (BEG10%, BSuc30%,
ChCIEG10%) 1 puferu su nakon 7 dana porasle §to bi znacilo da se i njihov broj povecao,
odnosno, da je doslo do porasta broja stanica. lako je porasla OD-vrijednost uzoraka, to ne znaci
da je doslo do preZivljenja stanica s obzirom da ovakav rezultat nije potvrden analizom na
svjetlosnom mikroskopu (Slika 15). Razlozi koji upuéuju da je doslo do povecanja OD-
vrijednosti mogu biti i neprecizno manipuliranje uzorcima tijekom pripreme za analizu,

otpustanje stani¢nog otpada, ali i raspad umrlih stanica.
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Slika 15. Rezultati spektrofotometrijske analize vijabilnosti kulture stanica kvasca
Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY474.
Uvjeti: 2 mL suspenzije stanica, 0. dan, 7. dan. Kratice: betain : saharoza (BSuc30%),
betain : etilen glikol (BEG10%), kolin Kklorid : etilen glikol (ChCIEG10%)
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Slika 16. Vijabilnost kulture kvasca Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY474.
Uvjeti: svjetlosni mikroskop (poveéanje 10x), 20 u suspenzije stanica (c = 2 mg mL™), 25
°C, 0. dan, 7. dan. Kratice: betain : saharoza (BSuc30%), betain : etilen glikol (BEG10%),

kolin klorid : etilen glikol (ChCIEG10%)

Vijabilnost kvasca izuzetno ovisi o otapalu u kojem stanice rastu tijekom 7 dana. Naime, udio
zivih stanica u niskotemperaturnim eutektickim otapalima (BEG10%, BSuc30%, ChCIEG10%)
nakon 7 dana izrazito je nizak, dok je za pufer visok (Slika 16). lako je prethodno spomenuto

kako Sec¢er moze koristiti kvascu kao izvor hrane, ovdje to ipak nije potvrdeno. Generalno,
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smanjena vijabilnost kvasca u bilo kojem mediju s visokim udjelom niskotemperaturnog
eutektickog otapala moze se objasniti kao posljedica visokog osmotskog tlaka sto posljedi¢no
rezultira difuzijom vode iz stanica. Na slici dobivenoj prilikom mikroskopiranja opazeno je
prilikom mikroskopiranja nulti dan, kada stanice nisu rasle u niskotemperaturnom eutektickom
otapalu. Osim navedenog, spomenuto je i kako stanicama kvasca za njihov rast odgovara pH-
vrijednost izmedu 4 i 6. Prema Tablici 1, pH-vrijednosti koristenih niskotemperaturnih
eutektickih otapala u ovom radu bila su iznad 6 jedinica pa bi i to mogao biti jedan od razloga

vrlo niskog postotka preZivljenja stanica nakon 7 dana.

Glavni cilj eksperimentalnog odredivanja vijabilnosti stanica kvasca bilo je utvrditi utjece i
niskotemperaturno eutekticko otapalo na prezivljenje kulture stanica. S obzirom na prikazane
rezultate na Slikama 15 i 16, nije moguée sa sigurnoS$¢u definirati pretpostavku da utjece.
Cinjenica je da je spektrofotometrijsko odredivanje opti¢ke gustoée stanica vrlo jednostavna
metoda kojom se brzo mozZe do¢i do informacije o rastu mikroorganizama i njihovoj
metabolickoj aktivnosti, medutim, ako je ve¢ u pocetku eksperimenta u kulturi bilo prisutno
mnogo mrtvih stanica, metaboli¢ka aktivnost koja je izmjerena moze biti pogreSna. S druge
strane, pH-vrijednosti niskotemperaturnih eutektickih otapala ne odgovaraju idealnim
vrijednostima za rast stanica kvasca pa se iz rezultata na Slici 16 moze pretpostaviti kako
niskotemperaturna eutekticka otapala koriStena u ovom eksperimentu nisu pogodna za
prezivljenje stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae soj YOOOOO BY474. Ovaj rezultat
potvrduje i neuspjesna reakcija redukcije supstrata halogeniranog supstrata u (R)-halogenirani
alkohol i (S)-halogenirani alkohol. S obzirom da mjerenje OD-vrijednosti i nije zahvalna
metoda za odredivanje vijabilnosti stanica, ve¢ koristi za procjenu faze rasta stanica u kulturi,
bojanjem stanica metilenskim modrilom i mikroskopiranjem moguce je odrediti udio
prezivjelih stanica pa se moze zakljuciti kako niskotemperaturno eutekticko otapalo ne mora
nuzno negativno utjecati na preZivljenje stanica, ali moZze utjecati na inhibiciju rasta stanica

naruSavajuci stanicnu membranu ili denaturaciju enzima unutar stanica.

Generalno, u ovom je radu pokazano da se probirom niskotemperaturnih eutektickih otapala
razli¢itih struktura moze znacajno utjecati na iskoristenje i enantioselektivnost bioredukcije
derivata acetofenona, pri ¢emu je primjenom racunalnih metoda moguée predvidjeti topljivost
istog u niskotemperaturnimi eutekti¢kim otapalima, odnosno racionalno dizajnirati otapalo za
navedenu svrhu. Takoder, primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u biokatalitiCkim

reakcijama predstavlja doprinos razvoju novih zelenih procesa.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom je radu primjenom racunalnog programa COSMO proveden probir eutektickih otapala
za enantioselektivnu redukciju temeljem procjene topljivosti supstrata halogeniranog
acetofenona. U odabranim eutektickim otapalima provedena je redukcija odabranog
halogeniranog acetofenona te je pra¢en ucinak istih na stanice kvasca kako bi se prikupila
temeljna saznanja o ponasanju Sacchamroyces cerevisiae u niskotemperaturnim eutekti¢kim

otapalima.
Na osnovu provedenih istrazivanja 1 dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. U programu COSMOtherm moguce je ra¢unalno predvidjeti topljivost komponenata u
odgovaraju¢em niskotemperaturnom eutektiCkom otapalu kako bi se zamijenile ili
umanyjile potrebe za eksperimentalnim radom i posljedi¢no potrosnjom laboratorijskih
kemikalija, $to je potvrdeno eksperimentalnim odredivanjem topljivosti supstrata
halogeniranog acetofenona u niskotemperaturim eutektickiim otapalima. Najmanji
koeficijent aktivnosti (In(y)) u sofware-u COSMOtherm izracunat je za otapalo
ChCIEG10%, takoder eksperimentalno potvrdeno kao otapalo koje najbolje otapa
ispitivani supstrat halogenirani acetofenon.

2. Topljivost halogeniranog acetofenona najbolja je u niskotemperaturnom eutektickom
otapalu kolin-klorid : etilen-glikol (1:2) uz 10%-tni maseni udio vode, a najmanja u
niskotemperarturnom eutektiCkom otapalu betain : saharoza (4:1) uz 30%-tni maseni
udio vode. Udio vode u niskotemperaturnom eutektickom otapalu utjece na topljivost
ispitivanog supstrata.

3. Usporeduju¢i enantiomerni visak 1 iskoriStenje reakcije u odabranim
niskotemperaturnim eutektickim otapalima (BEG10%, BSuc30% i ChCIEG10%) i
puferu, enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona u (S)-kiralni alkohol
pomocu liofiliziranog pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae najuspje$nija je u
niskotemperaturnom eutektickom otapalu BSuc30% u kojem je ostvareno iskoristenje
od 70,31 % te enantiomerni vi$ak u korist (S)-enantiomera od 50,47 %.

4. Potvrdena je prednost uporabe ispitivanih niskotemperaturnih eutektickih otapala
(BEG10%, BSuc30% i ChCIEG10%) u proizvodnji (S)-halogeniranog kiralnog
alkohola redukcijom halogeniranog acetofenona kataliziranom enzimima pekarskog
kvasca Saccharomyces cerevisiae obzirom da su konverzije supstrata u S-produkt

rezultirale ve¢im postotkom nego u puferu.
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5. Niskotemperaturna eutekticka otapala mogu utjecati na vijabilnost stanica u kulturi s
obzirom na svoju pH-vrijednost. Ne uzrokuju direktno umiranje stanica, ali mogu

inhibirati njihov rast narusavajuc¢i im stani¢nu membranu ili denaturaciju enzima unutar
stanica.
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7. PRILOZI
7.1. POPIS KORISTENIH KRATICA

B= betain

CA= limunska kiselina

ChCl= kolin klorid

COSMO-RS (engl. Conductor-like Screening Model for Real Solvents)
DES= niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutetctic Solvents)
EA= etil acetat

EG= etilen glikol

EPA= Americka agencija za zastitu okolisa (engl. Enviromental Protection Agency)
GC-MS= plinski kromatograf s masenim spektrofotometrom

Glc= glukoza

Gly= glicerol

GRAS (engl. Generally Regarded As Safe)

HBA= akceptor vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Acceptor)

HBD= donor vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor)

ILs= ionske tekuéine (engl. lonic Ligiuds)

KoHPO,= kalijev hidrogenfosfat

In(y)= logaritam koeficijenta aktivnostiz

MA= mali¢na kiselina

NADES= prirodno niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo (engl. Natural Deep Eutectic

Solvents

OD= opticka gustoca (engl. Optical Density)

OxA= oksalna kiselina

Ri= retencijsko vrijeme

Sor= sorboza

Suc= saharoza

Xyl= ksiloza

YPD= kompletna kompleksna hranjiva podloga (engl. Yeast Peptone Dextrose)

U= urea
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IZJAVA O ODGOVORNOSTI

Izjavijujem pod moralnom, materijalnom i kaznenom odgovornoscéu da je ovaj diplomski
rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima,

osim onih koji su u njemu navedeni.

V22 j’xﬂ‘aﬁd’c’
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