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1. UvOD

U posljednjih dvadesetak godina pobuduje se ljudska svijest o vaznosti ocuvanja okolisa i
odrzivom razvoju. Isto tako, razvojem programa zelene kemije, tendencija znanstvenika je da
se nacela zelene kemije primjenjuju u kemijskim i bioloskim znanostima. Jedan od ciljeva
danasnjih znanstvenika jest zamijeniti organska otapala alternativnim zelenim otapalima.
Karakteristike koje bi trebalo imati idealno otapalo prema nacelima zelene kemije su:
netoksi¢nost, neskodljivost prema okolisu i ljudima, kemijska i fizicka stabilnost, niska
hlapljivost i moguénost visekratne uporabe. Jedno od zelenih otapala koja pokazuju velik
potencijal za Siroku primjenu su niskotemperaturna eutekticka otapala, tzv. DES-ovi. Zbog
svojih karakteristika kao §to su nehlapljivost, biorazgradivost, mala toksi¢nost i nezapaljivost,
pronalaze svoju primjenu u kemijskoj sintezi, elektrokemiji, (bio)katalizi, proizvodniji

nanometarijala te biomedicini.

Osim primjene zelenih otapala, jedan od ciljeva zelene kemije je primjena mikrobnih stanica ili
enzima, odnosno bioloskih katalizatora, u kemijskoj sintezi. Pri tome je jako vazna proizvodnja
enantiomerno Cistih spojeva bududi da su lijekovi s jednom vrstom enantiomera postali
standardna potreba farmaceutske industrije. Naime, enantiomeri pojedinog kiralnog lijeka
mogu se znacajno razlikovati u bioloSkom uc¢inku, kao 1 po njithovoj bioraspoloZivosti, brzini
metabolizma, izlu¢ivanju, toksi¢nosti te selektivnosti za receptore/enzime/transportne proteine.
Stoga, kemijska i biotehnoloSka industrija nastoje razviti razli¢ite metode za proizvodnju

bioloski aktivnih kiralnih spojeva visoke enantiomerne ¢istoce.

Cilj ovograda je ispitati aktivnost lipaza u niskotemperaturnim eutektickim otapalima (hDES),
mogucénosti koristenja hDES u enantioselektivnoj redukciji (R,S)-1-feniletiletanola uz primjenu
lipaza kao biokatalizatora (lipaza B izolirana iz Candida antarctica, (CALB), lipaza G
,Amano“ izolirana iz Penicillium camembertii (G), Lipaza AS ,,Amano“ izolirana iz
Aspergillus niger (AS), lipaza AYS ,,Amano*“ izolirana iz Candida cylindracea (AYS) i lipaza
AH ,,Amano“ izolirana iz Pseudomonas cepacia (AH)) te proizvesti enantiomerni Cisti (R)-1-

feniletil-acetat.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Sto su biotransformacije?
Biotransformacije su transformacije supstrata u kona¢ni produkt pomoc¢u mikrobnih stanica

ili enzima (Grogan, 2009).

Zarazliku od tradicionalnih tehnoloskih postupaka za proizvodnju biosintetskih proizvoda,
biotransformacije se smatraju selektivnim enzimskim modifikacijama definiranih ¢istih
spojeva u definirane kona¢ne proizvode. Prvi postupci koji se mogu smatrati
biotransformacijama koristeni su u 19. stoljecu, kao $to je primjerice oksidacija alkohola u
octenu kiselinu s Bacterium xylinum. No, svoje sadasnje znacenje dobivaju otkricem
mikrobnih transformacija steroidnih hormona kao $to su redukcija androstendiona u
testosteron sa Saccharomyces cerevisiae i 11la-hidroksilacija progesterona s Rhizopus

arrhizus.

Prema IUPAC-u (1990) glavne prednosti biotransformacija su: kemoselektivnost,
regioselektivnost, stereospecificnost te velika brzina reakcije u blagim reakcijskim
uvjetima. Takoder navode da je primjena biotransformacija rijeSila neke probleme u
sintetskoj kemiji kao $to su uvodenje kiralnih centara u molekule, odvajanje racemata 1
pretvorbu nestabilnih molekula u blagim reakcijskim uvjetima. Biotransformacije pronalaze
sve vecu primjenu u proizvodnji farmaceutika, finih kemikalija, biogoriva te u kozmetickoj
industriji. Budu¢i da su enzimi kiralni katalizatori, biotransformacije imaju velik potencijal
u sintezi enantiomera kiralnih lijekova. Isto tako, primjena enzima i mikrobnih stanica kao
prirodnih biokatalizatora zadovoljava kriterije zelene kemije. Nadalje, razvojem genetickog
i proteinskog inZenjerstva te molekularne biologije, manipulacijaenzimimai mikrobnim
Stanicama postaje uobicajena i prihvac¢ena metodau laboratorijima diljem svijeta (Grogan,
2009).

2.1.1. Biokatalizatori u biotransformacijama
Biokatalizatori koji se primjenjuju u biotransformacijama su enzimi, biljne i zivotinjske
stanice i tkiva, ¢iste kulture mikroorganizma te umjetni enzimi (Grogan, 2009). Brojne
kemijske reakcije su katalizirane biokatalizatorima: hidroliza, esterifikacija, izomerizacija,
adicija, eliminacija, alkilacija, dealkilacija, halogenacija, dehalogenacija, oksidacija i
redukcija (Adam isur., 1999).



Svaki katalizator i biokatalizator je okarakterizirans tri osnovne dimenzije: aktivnost,
selektivnost i stabilnost. Aktivnost pojedinih enzima je uglavnom dobro istrazena buduci
da se moZe izravno mjeriti u reakcijii neophodnaje za izvodenje osnovnih eksperimentalnih
protokola. Vecina enzima je aktivnaistabilna u uskom rasponu temperature i pH. Prilikom
mjerenja aktivnosti enzima potrebno je jasno definirati uvjete provodenja reakcija kako bi

aktivnost bila valjani parametar. Aktivnost enzima moze se izraziti na tri razli¢ita nacina:

e ukupnaenzimska aktivnost se izrazavau internacionalnim jedinicama
ukupna aktivnost=1 1.J.=1 umol min1
e specifi¢na aktivnost enzima Se svodi na masu enzima
specificna aktivnost= 1 1.J. (mg enzima) = I umol (min mg protein)—!
e volumetrijska aktivnost koja se temelji na aktivnosti enzimapo jedinici volumena

volumetrijska aktivnost=1 1.J. mL™* = I umol (min mL)!

Selektivnost biokatalizatora je znatno veca od nebioloskih katalizatora bilo da se radi o
stereo-, enantio- ili regioselektivnosti. U kontekstu biotransformacija najbitnija je

enantioselektivnost radi postizanja enantiomerne ¢isto¢e produkta.

Stabilnostenzimase definirakao toplinska stabilnost, tj. temperaturaiznad koje enzim gubi
stabilnost. Buducu da stabilnost na odredenoj temperaturi prvenstveno ovisi o vremenu
izlaganja, takva konstatacija stabilnosti je ¢esto nepotpuna. U kontekstu biokatalitickih
procesa vaznija je stabilnost rada pojedinog enzima koja se definira kao dugotrajna

stabilnost u odredenim uvjetima (Bommarius i Riebel, 2004).

Enzimi su prirodni biokatalizatori koji postaju sve popularniji alati u sintetskoj organskoj
kemiji. Tienzimi se lako primjenjuju, robusni su i jeftini (Allen i sur., 1998). Kao sto je ve¢
spomenuto, zahtijevaju blage uvjete temperature (15-50 °C) i neutralan pH (pH 5-9) za
provodenje reakcije. Najveéa prednost njihove primjene je povecanje selektivnosti ili
regioselektivnosti reakcije te razdvajanje enantiomernih spojeva kod kojih je razlika
slobodne Gibbsove entalpije izmedu R- i S-enantiomera tek 1-3 kJ mol-. Dakle, enzimi su
prihvaceni kao prirodni katalizatori i primjenuju se posebice u reakcijama koje zahtijevaju

kineti¢ku rezoluciju produkta (Bommariusi Riebel, 2004).

Lipaze pripadaju skupini hidrolitickih enzima koje karakterizira visoka stabilnost, aktivnost
ijednostavnostprimjene, stoga se smatraju jednim od najboljih i ¢esto koriStenih enzimskih

katalizatora. Primjenjuju se u reakcijama hidrolize esterskih veza u triacilglicerolima te



reverzne hidrolize, acilacije alkohola i amina koje se provode u organskim otapalima.
Takoder, smatraju se dobrim biokatalizatorima zbog njihove enantioselektivnosti i
kiralnosti aktivnog mjesta. Naime, trodimenzijska struktura lipaze se sastoji od alfa-heliksa

te tvori tzv. ,,poklopac* koji sprjeava supstratu pristup aktivnom mjestu (Grogan, 2009).

Prednosti i nedostatci primjene biokatalizatora i enzima prema Bommariusu i Riebelu
(2004) navedene su u Tablici 1. Prednosti biokatalizatora su: netoksi¢nost, visoki prinosi,
krace trajanje reakcije te blagi uvjeti reakcije (pH 1 temperature) (Bommarius i Riebel,

2004), prirodnog su podrijetla i biorazgradivi (Grogan, 2009).

Tablica 1. Prednosti i nedostatci biokatalizatora i enzima (Bommarius i Riebel, 2004)

Visoka enantioselektivnost Cesto niska specifi¢na aktivnost
Visoka regioselektivnost Nestabilni pri ekstremnim uvjetim temperature i pH

Transformacija u blagim
o Prikladni samo za odredene reakcije
uvjetima

Voda je reakcijski medij Dugo vrijeme razvoja za nove enzime

2.2. Zelenaotapala

Otapala se upotrebljavaju u kemijsko-tehnoloskim operacijama kao §to su ekstrakcija,
proc¢is¢avanje, suSenje produkta, kao medij za odvijanje sintetskih reakcija te u analitickim
metodama. Njihova primjena je neizbjezna u kemijskoj i biotehnoloskoj industriji.
Nedostatci hlapljivih organskih otapala su toksi¢nost, zapaljivost i korozivnost, a za
regeneraciju i ponovnu uporabu istih potrebna je energetski zahtjevna destilacija uz velike
gubitke i oneciS¢enja. Zbog ¢injenice da organska otapala obuhvacaju gotovo 60% svih
industrijskih emisija i 30 % emisija hlapljivih spojeva te njihovih brojnih stetnih u¢inaka na
okoli$ i ljude, javila se potreba za zamjenom istih te istrazivanjem i razvojem novih
alternativnih otapala. Razvoj alternativnih odnosno zelenih otapala je u skladu s na¢elima
zelene kemije, koju je 1991. razvio kemicar P.T. Anastas (Cvjetko Bubaloi sur., 2014).
Prilikom osmis$ljavanja procesa koji odgovara nacelima zelene kemije nastoji se
istovremeno pridrzavati ¢im vecéeg broja od svih 12 nacela koja se nalaze u Tablici 2. (Juki¢
i sur., 2004).



Tablica 2. Nacela zelene kemije (Juki¢isur., 2004)

1. Bolje je sprijefiti nastajanje otpada, nego ga obradivati i uniStavati nakon
Sto je nastao.
2. Tijek 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 toksi¢ne za ljude i okolis.

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

djelotvornost.

5. Uporabu pomo¢nih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za

razdjeljivanje i sL) treba izbje¢i ili zamijeniti neSkodljivim, gdje god je to mogude.

6. Sintetske procese treba provoditi prisobnoj temperaturii 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. zasti¢ivanje

funkcionalnih skupina, privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).

reagenasa u stehiometrijskim koli¢inama.

10. Kemijski produkti morajuimati moguénost pretvorbe u produkte neskodljive

za okoli$ nakon prestanka njihovog djelovanja.

11. Potrebno je primijeniti i razvijati analiti¢ke metode za praéenje kemijskog,

proizvodnog procesa s ciljem sprje¢avanja nastanka opasnih tvari.



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

uzrokovati Stetne posljedice (eksplozija, vatra iStetno isparavanje).

Dakle, u skladu s nac¢elima zelene kemije, tendencija akademske zajednice i industrije je da se
otapala dobivena iz nafte zamijene s otapalima iz obnovljivih izvora koja su prihvatljivija za
okolis ili s otapalima s manje Stetnim utjecajem na okoli§ i na ljude. Takoder, otapala moraju
osiguravati sigurnost procesa u kojima se koriste, odnosno moraju imati povoljan tzv. EHS
faktor (engl. Environment, Health and Safety factor). Vrlo vazanfaktor prilikom izbora otapala

je injegova cijena.

Uzevsi u obzir sve prije spomenute faktore izbora zelenog otapala, voda se zbog svoje
dostupnosti, netoksi¢nosti, prihvatljive cijene i nezapaljivosti smatra dobrim izborom otapala.
Unatoc¢ tome, slaba topljivost mnogih organskih i organometalnih spojeva u vodi, visoko taliste
1 visoka molarna entalpija isparavanja su ograni¢avajuci faktori primjene vode kao otapala.
Unatrag 20 godina znanstvenici rade na istrazivanju i razvoju drugih ekoloski prihvatljih i
neskodljivih otapala, medu kojima se isticu ionske kapljevine, superkriti¢ni i subkriti¢ni fluidi,
fluorirana otapala te otapala dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora kao §to su primjerice

niskotemperaturna eutekticka otapala (Radovic i sur., 2021).

lonske kapljevine sastavljene su od organskih kationa s kompatibilnim anionom. U usporedbi
s organskim otapalima, ionske kapljevine imaju niski tlak pare te imaju Sirok raspon toplinske
stabilnosti u teku¢em stanju te se koriste za formiranje dvofaznog sustava s mnogim otapalima
(Kragl, 2002). Osim toga, karakterizira ih nezapaljivostineznatna hlapljivost§to ih ¢ini dobrim
alternativnim otapalima u organskoj i organometalnoj sintezi (Olivier-Bobrigou i Magna,
2002). Budu¢idaposjeduju sposobnost otapanja velikogbroja razlicitih spojeva kao §to su soli,
lipidi, proteini, aminokiseline, povrSinski aktivne tvari, Secera, polisaharida i organskih otapala

primjenjuju se u ekstrakciji i separaciji bioloski vaznih komponenata (Cvjetko, 2012).

Jedan od najcesce koriStenih superkritiénih fluida je CO, zbog svoje lake dostupnost,
nezapaljivosti, netoksi¢nosti i neSkodljivosti za okoli§, a uz to se i lako odvaja od produkata
reakcije. Takoder, pozitivne karakteristike superkriticnog CO> su niska povrSinska napetost,
niska viskoznost i visoki koeficijent difuzije. Superkriticni CO, se mijesa sa svim plinovima
S§to je idealno za reakcije s plinovitim reaktantima. Isto tako, primjena CO, kao otapala

povecava brzinu kemijske reakcije, produzuje djelovanje katalizatora te omogucuje



podesavanje selektivnosti produkta. Unato¢ svim dobrim karakteristikama CO, kao otapala,
glavni nedostatak primjene su visoka kapitalna ulaganjau skupu opremu za provodenje reakcija

(Tanchoux i Leitner, 2002).

2.2.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Kao $to je prije navedeno niskotemperaturna eutekticka otapala spadaju u skupinu zelenih
otapala. Prema Paivi i sur. (2014) , eutekticko otapalo (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) jest
homogena smjesa dviju ili vise krutih komponenata koje u odredenom molarnom omjeru
postizu nize taliSte nego pojedinatne komponente smjese. Uzrok snizenja taliSta (Tt) je
delokalizacija naboja uslijed formiranja intermolekulskih interakcija poput vodikovih, ionskih
te van der Waalsovih veza te pritom kruta homogena smjesa postaje kapljevina. Kod
niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala dolazi do znatnog snizenja temperature taliSte pri ¢emu

su takva otapala kapljevine pri sobnoj temperaturi.

Op¢a formula niskotemperaturnih eutektickih otapala je Cat*X~zY. Cat* se odnosi naamonijev,
sulfonijevilifosfonijevkation,a X~ je Lewisovabaza. Cat* X~ zajedno tvore akceptor vodikove
veze (engl. hydrogen bond acceptor, HBA). Lewisova ili Brenstedova kiselina (Y) je donor
vodikove veze (engl. hydrogenbond donor,HBD) koja tvori “kompleks” s X~. U op¢oj formuli
z se odnosi na broj molekula koje stupaju u interakciju. Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala

su prema strukturi podijeljenau 4 razlicita tipa :

o tip I (kvaterna sol Cat*X~ i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe)

o tip Il (kvaterna sol Cat*X™ i halogenid metala poput Cr, Co, Fe)

o tip Ill (kvaterna sol Cat*X~ i donor vodikove veze poput amida, kiseline i alkohola)

e tip IV (halogenid metala i donor vodikove veze poput amida i alkohola) (Smith i sur.,
2014).

EutektiCka otapala najcesce se pripremaju mijeSanjem akceptora i donora vodikove veze koji
suu krutom stanjuu odredenom molarnomomjeru pritemperaturiod 50 do 60 °C uz neprestano

mijesanje do trenutka nastanka kapljevite homogene smjese (Arosoi sur., 2015)

Sto se tice fizikalno-kemijskih svojstava tih otapala poput temperature taliita, viskoznost,
gustoce, ona ponajprije ovise o strukturi komponenata koje tvore pojedino otapalo, ali i
njihovom molarnom odnosu. Otapala koja se najcesée koriste imaju taliste ispod 50 °C pa se
mogu upotrebljavati pri sobnoj temperaturi. (Paiva i sur., 2014). Gusto¢a niskotemperaturnih

cutekti¢kih otapala je uglavnom veca od vode i organskih otapala. Veéina otapala ima gusto¢u



u rasponu p = 1,1 — 1,4 g cm3. Isto tako, vecina otapala pokazuje prili¢no visoke vrijednosti
viskoznosti u rasponu n=0,02 — 0,5 Pas pri 40 °C. Struktura sirovina iz kojih se pripremaju
otapala, njihov molarni omjer i temperatura imaju utjecaj na spomenute fizikalno -kemijske
karakteristike. Primjerice, otapala koji se pripremaju na bazi kolin klorida sa Se¢erom kao
donorom vodikove veze su najviskoznija, za razliku od onih na bazi poliola, koja su najmanje
gusta i viskozna (Cvjetko Bubalo i sur., 2016 i Toledo i sur., 2019). Vazno svojstvo
niskotemperaturnih eutektickih otapala jest njihova polarnost koja takoder ovisi o strukturi
sirovina iz kojih je pripremljeno otapalo. NajviSe se upotrebljavaju polarna otapala pri ¢emu su
otapala na bazi organskih kiselina najpolarnija, dok su ona na bazi Secera i poliola najmanje
polarna. Bitno je napomenuti da su u dosadasnjoj literaturi najvise istrazena polarna otapala, no
u posljednje vrijeme istrazuju se i otapala hidrofobnog karaktera (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
Niskotemperaturna eutekticka otapala smatraju se tzv. dizajniranim otapalima buduéi da se
izborom njihovih komponenata i njihovih molarnih omjera mogu mijenjati karakteristike

otapala i poboljSati uspjesnost primjene (Radovié isur., 2021).

Potencijal za industrijsku primjenu hidrofobnih DES-ova postoji, no potrebna su odredena
poboljsanja. Prvo poboljsanje odnosi se na koriStenje prirodnijih komponenata za pripremu
hidrofobnih DES-ova (Osch i sur., 2019). Prema istrazivanju van Oscha i suradnika iz 2019.,
jedan od nacina je koriStenje prirodnih komponenata kao §to su terpeni. Isto tako, isticu da su
potrebna detaljnija istrazivanja toksi¢nosti istth. Kao drugi problem navode odrzivost
hidrofobnih DES-ova. Ukoliko je hidrofobno otapalo previse viskozno ili je razlika izmedu
gusto¢e DES-a i vode premala, tesko ih je odvojiti ¢ime dolazi do velikog utroska energije.
Dakle, potrebno je da viskoznost DES-ova bude §to manja, a razlika izmedu gusto¢e DES-a i

vode $to veca kako bi se olaksala njihova separacija odnosno odvajanje.

Neznatna hlapljivost, nezapaljivost, biorazgradivost 1 niska toksi¢nost su svojstva koja
niskotemperaturna eutekticka otapala ¢ine ucdinkovitim u mnogim podru¢jima primjene
(Martinsisur.,2019). Takoder, priprematih otapala odvija se jednostavno i priblagim uvjetima
bez koriStenja dodatnih otapala, pomo¢nih tvari ili katalizatora. Tijekom pripreme ne dolazi do
nastajanja nusproizvoda i otpada $to je u skladu sa smjernicama zelene kemije (Zhao i sur.,
2015). Cijena tih otapala je usporediva s organskim otapalima, relativno su jeftina, a trosak
pripreme istih je u rasponu od 10 do 140 €/L (Sheldon, 2015). Cinjenica da su eutekti¢ka otapala
jeftina, jednostavna za pripremu te niske razine toksi¢nosti, dovodid o pretpostavke da bise ista
mogla koristiti u razli¢itim industrijama poput farmaceutske, kozmetickeiagrokemijske (Panic,

2020). Sva prethodno navedena svojstva ¢ine niskotemperaturna eutekti¢ka otapala dobrom



zamjenom za organska otapala te se mogu smatrati zelenim otapalima buduci da odgovaraju
smjernicama zelene kemije.

2.2.2. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapalau biotransformacijama
Poznato je da neki enzimi mogu biti aktivni i stabilni u nevodenom mediju te se zbog toga kao
medij u biokatalitickim reakcijama mogu primjenjivati hidrofobna otapala, superkriti¢ni fluidi
i ionske kapljevine (Pani¢ i sur., 2020). Takoder, u posljednjih desetak godina sve intenzivnije
se istrazuju DES-ovi kao medij za biokataliticke reakcije. Komponente DES-ova su uglavnom
primarni metaboliti, organske kiseline, aminokiseline i derivati kolina koji osiguravaju
enzimima njihovo prirodno okruzenje (Choiisur.,2011). Martins i suradnici (2019) isticu da
se niskotemperaturna eutekticka otapala zbog svojih svojstva sve vise primjenjuju razli¢itim
podrucjima poput kemijske sinteze, elektrokemije, (bio)katalize, izrade nanometarijala,
biomedicini i dr. Kao $to je ve¢ spomenuto, DES-ovi su netoksi¢ne, nezapaljive i biorazgradive
tekucine. Velik broj enzima i mikrobnih stanica moze se primjenjivati u biotransformacijama u
DES-ovima. Najvise se koriste lipazom katalizirane reakcije u sintezi estera ili
transesterifikacije u kojima je DES otapalo, ko-otapalo ili ¢ak otapalo i supstratu jednom (Slika
1). Osim u spomenutim reakcija, DES-ovi se mogu primjenjivati u reakcijama dehalogenacije,
hidrolize epoksidnih veza, sinteze peptida, oksidacije, peroksidacije i formiranja C-C veza
(Péatzold i sur.,2019).

B DEs

B H0

@

E enzim

o

S supstrat

P produkt

(c4 P) (c4 o

Slika 1. Razli¢iti principi primjene DES-ova u biotransformacijama (Pétzold i sur., 2019)

Prilikom provodenja lipazom kataliziranih reakcija u eutektiCkom otapalu kao reakcijskom

mediju, vazno je razumjeti interakcije koje se odvijaju u tom mediju kako bi efikasnost reakcije



bila Sto veca. [zbor odgovarajuceg eutektickog otapala za pojedinu reakciju nije jednostavan
proces. Potrebno je uzeti u obzir nuspojave s komponentama otapala te zbog toga izbjegavat
komponente otapala koja su kemijski sli¢na supstratu. Isto tako, enzimska aktivnost i stabilnost
nije predvidljiva, a eksperimenti pokusaja i pogresaka su neizbjezniu izboru odgovarajuceg
otapala. Unato¢ tome $to se za pojedino eutekticko otapalo moZe suziti opseg supstrata i
razli¢itih enzima koji se mogu koristiti za provodenje reakcije, eutekticka otapala pokazuju
prednosti u brojnim primjenama. Primjerice, eutekticka otapala su kompatibilni reakcijski
mediju proizvodnjibiodizelazbogsvoje niske cijene te blagih reakcijskih uvjeta (Patzold isur.,
2019).
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3. EKSPERIMENTALNIDIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Materijali

3.1.1.1. Kemikalije

Arapska guma

Destilirana voda

Heptan, CARLO ERBA Reagents S.A.S., Val de Reuil, Italija

Izopropanol, Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska

Kalij-fosfatni pufer (50 mM, pH=7), pripremljen u Laboratoriju za tehnologiju i
primjenu stanica i biotransformacije

Laurinska Kkiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Oktanska kiselina, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

p-nitrofenilpalmitat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
1-hidroksitetrafenilciklopentadienil-(tetrafenil-2,4-ciklopentadien-1-on)-p-
hidrotetrakarbonildirutenij(ll), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD, u nastavku rada se
naziva shvo katalizator

Timol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Triton X, AppliChem, Darmstadt, Njemacka

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

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

Vinil acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

3.1.1.2. Enzimi

Novozym 435 (lipaza B izolirana iz Candida antarctica imobilizirana na

makroporoznim poliakrilnim kuglicama sa sadrzajem vode 1-2 w/w %), Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD, u nastavku rada se koristi kratica CALB

Lipaza AYS,, Amano*“ (izolirana iz Candida cylindracea), Amano Pharmaceutical Co.,
Nagoya, Japan, u nastavku rada se koristi kratica AYS
Lipaza AS ,,Amano*“ (izolirana iz Aspergillus niger), Amano Pharmaceutical Co.,

Nagoya, Japan, u nastavku rada se koristi kratica AS
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e Lipaza G, Amano“ (izolirana iz Penicillium camembertii), Amano Pharmaceutical Co.,
Nagoya, Japan, u nastavku rada se koristi kratica G
e Lipaza AH,, Amano*“ (izolirana iz Pseudomonas cepacia), Amano Pharmaceutical Co.,

Nagoya, Japan, u nastavku rada se koristi kratica AH

3.1.1.3. Oprema i uredaji
e Analitcka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka
e Eppendrof epruvete
e Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka
e Homogenizator-IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
e Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehnica Zelezniki, Slovenija
¢ Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan
e Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti s UV-Diode Array detektorom, Agilent

Technologies, Santa Clara, SAD

3.1.2. Metode rada

3.1.2.1. Sinteza prirodnih eutektickih otapala

Prirodna eutekticka otapala sintetizirana su dodatkom izracunate koli¢ine komponenata prema
molarnim omjerima (Tablica 3.) u epruveti. Epruveta je stavljenana mijesalicu pri temperaturi
od 50 °C tijekom pola sata dok nije nastala homogena i viskozna tekuéina. Otapala su zatim

skladiStena na sobnoj temperaturi do provodenja biokatalitickih reakceija.
Tablica 3. Pripravljena prirodna eutekticka otapala

Prirodno eutekti¢ko

Kratica Molarni omjer
otapalo
Timol:oktanska kiselina Ty:C8 1:3
Oktanska kiselina:laurinska
C8:C12 1:1

kiselina

3.1.2.2. Odredivanje aktivnosti lipaza

Za odredivanje aktivnosti razli¢itih lipaza provedena je reakcija hidrolize p-nitrofenilpalmitata

u p-nitrofeniletanol prema radu Canak i sur. iz 2016. Priredena je otopina supstrata koja se
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sastoji od 9 mL kalij-fosfatnog pufera, 1 mL otopine p-nitrofenilpalmitata u izopropanolu (10
mg mL1), 11 mg arapske gume i 44 mg Triton X. Za pojedinu reakciju koristi se jedna od
sljedecih pet lipaza: lipaza B izolirana iz Candida antarctica, (CALB), lipaza G ,,Amano*
izolirana iz Penicillium camembertii (G), Lipaza AS ,,Amano* izolirana iz Aspergillus niger
(AS), lipaza AYS ,,Amano* izolirana iz Candida cylindracea (AYS) i lipaza AH ,,Amano*
izolirana iz Pseudomonas cepacia (AH). U Eppendorf epruvete stavi se 0,4 mL otopine
pojedinogenzimau puferu i 0,1 mL kalij-fosfatnog pufera. Reakcija zapocinje dodatkom 0,5
mL supstrata te se reakcija provodi 30 minuta pri 30 °C i 1000 o min-tna Eppendorf mjesacu.
Uzorkuje se svakih 10 minutatako da se u plasti¢ne kivete stavlja 800 uL reakcijske smjese iz
Eppendorf epruveta. Odredivanje aktivnosti 10 razli¢itih lipaza izoliranih iz mikroorganizama
provodi se na UV-VIS spektrofotometru mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 410 nm

svakih 10 minuta kroz vremenski period od 30 minuta.
Izrada bazdarnog dijagrama

Prirede se otopine p-nitrofenola u acetonitrilu tako da koncentracije redom iznose 7,2;
5,8;3,6;1,8 mmol L1, Izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 410 nm nanesu se na ordinatu, a
na apscisu se nanesu pripadajuce vrijednosti koncentracija p-nitrofenola. Pomoc¢u ra¢unala se
izradi dijagram ovisnosti molarne koncentracije p-nitrofenola o apsorbanciji pri 410 nm te se
prema dobivenoj jednadzbi pravca izraGunaju nepoznate molarne koncentracije p-

nitrofeniletanola u uzorcima.

3.1.2.3. Odredivanje aktivnosti lipaza u niskotemperaturnim eutektickim
hidrofobnim otapalima

Enantioselektivna kineti¢ka rezolucija (R,S)-1-feniletanola s vinil acetatom koju kataliziraju
pojedine lipaze odabrane natemelju rezultataiz poglavlja3.1.2.2. Reakcija lipazomkatalizirane
enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-feniletanola provedena je premaradu Stradomska i sur.
iz 2021. U reakcijsku smjesu dodaje se 1000 pL otapala (heptan ili prirodno eutekticko otapalo
Ty:C8ili C12:C8), 6 uL supstrata (R,S)-1-feniletanola, 13,91 uL supstrata vinil acetata, 1 mg
pojedinelipazei10 uL vode. Za pojedinu reakciju koristi se jedna od sljedecih petlipaza: lipaza
B izolirana iz Candida antarctica, (CALB), lipaza G ,,Amano“ izolirana iz Penicillium
camembertii (G), Lipaza AS ,,Amano* izolirana iz Aspergillus niger (AS), lipaza AYS
,2Amano“ izolirana iz Candida cylindracea (AYS) i lipaza AH ,,Amano* izolirana iz
Pseudomonas cepacia (AH). Reakcija se provodi 30 minuta pri 25 °C na Eppendorf mjesacu

pri 1000 0 min-1,
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Kvalitativna 1 kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil-acetata provedena je pomocu
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s UV-Diode Array detektorom.

Priprema otopine standarda

Priredena su razrjedenja (R,S)-1-feniletil-acetata (6,1;3,0;1,5;0,8;0,08 mmol L1) u mobilnoj
fazi A. lzmjerene vrijednosti povrsine kromatografskih pikova nanesu se na ordinatu, a na
apscisu pripadajuce vrijednosti molarnih koncentracija (R,S)-1-feniletil-acetata. 1z ovisnosti
povrsine kromatografskih pikova o molarnoj koncentraciji standarda izraden je bazdami
dijagram i izrac¢unata pripadajuca jednadzba pravca. Identifikacija i kvantifikacija provedena je

metodom bazdarnog dijagrama.
Kromatografski uvjeti

Kolona: Phenomenex Lux Cellulose-3, LC Column, 250 x 4,6 mm, 5 um
Pokretna faza: A—80 % (v/v) heksan

B - izopropanol

Injektirani volumen: 5ul

Temperatura injektiranja: 4 °C

Protok: 1 mL min-t

Temperatura kolone: 25°C

Vrijeme analize: 15 min

Detektor: UV — Diode Array (A=210 nm)

Identifikacija i kvantifikacija

Identifikacija spojeva provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva (Ry)

s vremenima zadrZavanja standarda te usporedbom UV -spektara.

Retencijsko vrijeme (Ry) za vinil-acetat iznosi 3,687, (R;) za (R)-1-feniletanol iznosi 4,573 (Ry)
za (S)-1-feniletanol iznosi 4,7 min, (R;) za (R,S)-1-feniletil-acetat iznosi 5,854 min (Slika 2).
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Slika 2. Prikaz tipi¢nog tekucinskog kromatograma enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-

feniletanola katalizirane lipazom

3.1.2.4. Lipazom katalizirana kineticka i dinamicka kineticka rezolucija (R,S)-1-
feniletanola

Enantioselektivna kinetiCka rezolucija (R,S)-1-feniletanola s vinil acetatom koju katalizira
imobilizirana lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica provodi se u heptanu kao
referentnom otapalu. Reakcija enantioselektivne, lipazom katalizirane esterifikacije (R,S)-1-
feniletanola provedena je prema radu Stradomska i sur. (2021). U tikvicu s okruglim dnom
stavlja se 30 uL (R,S)-1-feniletanola, 69,5 uL vinil acetata, 5 mg lipaze CALB i 5 mL otapala
(heptan ili Ty:C8) . Reakcija se provodi pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje, tijek
reakcije pracen je kroz vrijeme. Uzorkovanje je provedeno nakon 24 h. Kvalitativna i
kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil-acetata provedena je pomocéu tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s UV-Diode Array detektorom uz iste

kromatografske uvjete opisane u poglavlju 3.1.2.3.

Dinamicka kineticka rezolucija (R,S)-1-feniletanola s vinil acetatom koja je katalizirana
imobiliziranom lipazom B koja je izolirana iz kvasca Candida antarctica provodi se u heptanu
kao referentom otapalu (Slika 3). Reakcija enantioselektivne, lipazom katalizirane
esterifikacije (R,S)-1-feniletanola provedena je prema radu Stradomskai sur. (2021.). U tikvicu
s okruglim dnom kako je prikazano naslici 4. stavlja se 30 uL (R,S)-1-feniletanola, 69,5 uL.
vinil acetata, 5 mg lipaze CALB, 5 mL otapala (heptan ili Ty:C8) te 5 mg shvo katalizatora.
Reakcija se provodiprisobnojtemperaturi uz kontinuiranomijesanje te je reakcija pracenakroz
vrijeme. Uzorkovanje je provedeno nakon 24 h. Alikvot iz reakcijske smjese analiziran je
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) s UV-Diode Array detektorom uz

iste kromatografske uvjete opisane u poglavlju 3.1.2.3.
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Slika 3. Lipazom katalizirana dinami¢ka kineticka rezolucija (R, S)-1-feniletanola
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Slika 4. Aparatura za provodenje reakcije dinamicke kineti¢ke rezolucije i kineticke

rezolucije (R,S)-1-feniletanola (vlastita fotografija)

Uzorkovanje je provedeno nakon 15, 30 i 60 minuta te nakon 19 i 22 h. Kvalitativna i
kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil-acetata u heptanu provedena je pomocu plinske

kromatografije s masenom spektroskopijom (GC-MS).

Kromatografski uvjeti:

eKromatografskakolona: Varian CHIRASIL-DEX CB(25 m x 0,25 mm x 0,25 um)
ePokretna faza: He

eProtok: 56,3 mL min-!

eDetektor: maseni spektrometar (MS)

eTemperatura kolone: T;=80 °C (2 min), T,=140 °C (At=5 °C min1)

e\/rijeme trajanja analize: 21 min

Retencijsko vrijeme (Ry) za (S)-1-feniletil-acetat iznosi 13,2 min, (R;) za (R)-1-feniletil-acetat
iznosi 14,4 min, (Ry) za (R)-1-feniletanol iznosi 16,7 min, (R;) za (S)-1-feniletanol iznosi 17,3
min (Slika 5).
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Slika 5. Prikaz tipi¢nog plinskog kromatograma enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-

feniletanola katalizirane lipazom

3.1.2.5. Analizarezultata

Kako bi se medusobno usporedila aktivnost razli¢itih lipaza prema metodologiji u poglavlju

3.1.2.2. racuna se pocetna brzina reakcije (A).

Pocetna brzina reakcije A (mmol L't min-) raCuna se prema jednadzbi:

A :%’ [1]

ap- nagib (mmol L1)
t-vrijeme trajanja procesa (min).

Kako bise usporedilaaktivnostpojedinih lipaza u ispitivanim hDES-ovimau poglavlju 3.1.2.3.
i 3.1.2.4.,izracuna se konverzija procesa esterifikacije (X), enantiomerni visak (ee) prema
jednadZzbama [2]1[3], volumetrijska produktivnostesterifikacije (Ve)ispecifi¢na produktivnost
enzima (Ve) prema jednadzbama [4] i [5]. Kako bi se medusobno usporedila uspjesnost
esterifikacije bez i s dodatkom shvo katalizatora u poglavlju 3.1.2..4., za pojedinu reakciju se
takoder izraCuna konverzija procesa esterifikacije, enantiomerni visak te volumetrijska i

specificna produktivnost esterifikacije prema danim jednadzbama.
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Konverzija procesa esterifikacije X (%) ra¢una se prema jednadzbi:
X=-S4%100 [2]

CAT

Ca- izmjerena koncentraciju estera (mol L1)

car -teoretski moguca koncentracija estera (mol L1).
Enantiomerni viSak ee (%) racuna se prema jednadzbi:

ee= (Rl—feniletil—acetat‘sl—feniletil—acetat) % 100 [3]

Rl—feniletil—acetat+51—feniletil - acetat)
R1—feniletil-acetat - pOVrSina ispod pika (R)-1-feniletil-acetata
S| feniletil-acetat- pOVrSina ispod pika (S)-1-feniletil-acetata.
Volumetrijska produktivnost esterifikacije Vp (mol L1 min-1) raduna se prema jednadzbi:

Vp = 8 [4]

ca-molarna koncentracija estera (mol L-1) na kraju procesa

Car-pocetna molarna koncentracija estera (mol L1)

t-vrijeme trajanja procesa (min).

Specificna produktivnost enzima Vg (umol mg! mint) raduna se prema jednadzbi:
Ve= % [5]
Np1 -pocetna mnozina estera (Lmol)

Npz -mnozina estera na kraju procesa (Lmol)

Mg -masa pripravka enzima (mg)

t -vrijeme trajanja procesa (min).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Biotransformacije su transformacije supstrata u konaéni produkt pomoc¢u mikrobnih stanica ili
enzima (Groganu, 2009). Jedna od primjena biotransformacija u sintetskoj kemiji je
proizvodnja Cistith enantiomera. Primjena enzima kao Kkatalizatora, za razliku od
organometalnih katalizatora, pokazuje ve¢u enantioselektivnost i bolju stercoselektivnost te
ekoloSku prihvatljivost (Cheng i sur., 1996). Primjena enzima ima prednost pred klasi¢nim
reakcijama u sintetskoj kemiji. Biokataliticke reakcije se nastoje provoditiu vodenim medijima,
ali takav reakcijski medij ima brojne nedostatke. Upotreba organskih otapala kao reakcijskih
medija ima znatne prednosti: bolje iskoristenje reakcija, lakSe uklanjanje otapala zbog nize
toCke vreliSta, deaktivacija 1/ili inhibicija supstrata/produkta je manja, nusreakcije poput
hidrolize su suprimirane te manja moguénost denaturacije enzima. Cilj zelene kemije je
zamjeniti Stetna organska otapala i doprinijeti redukciji CO, emisije. Jedno od potencijalnih
otapala za zamjenu organskih otapala, koja su pokazala izraziti potencijal s ekoloskog 1

ekonomskog pogleda, su niskotemperaturna eutekticka otapala.

U ovom radu ispitana je mogucnost primjene niskotemperaturnih eutektickih otapala za
esterifikaciju kiralnog alkohola (R,S)-1-feniletanola i vinil acetata, kojom je dobiven
enantiomer (R)-1-feniletil-acetat. Najprije je ispitana aktivnost lipaza (CALB, AYS, AS, G,
AH) u niskotemperaturnim hidrofobnim eutektickim otapalima (hDES), te mogucénost
koristenja hDES u enantioselektivnoj esterifikaciji (R,S)-1-feniletanola uz primjenu lipaze
CALB kao biokatalizatora. Na kraju provedena je i dinamicka kineticka rezolucija kako bi se

povecalo iskoristenje reakcije esterifikacije.

4.1. Sinteza niskotemperaturnih eutektickih otapala

U svrhu rada pripremljena su odgovaraju¢a hidrofobna eutekticka otapala klasi¢nim
postupcima kemijske sinteze. Priprava eutekti¢kih otapala provodi se jednostavnim postupkom
u kojem se odgovarajuce polazne sirovine pomijesaju u odredenim molarnim omjerima
(Tablica 3.) te se kontinuirano zagrijavaju na tresilici dok se ne dobije homogena viskozna
tekucina. Iskoristenje sinteze je 100% $to je vazna pozitivna karakteristika sinteze hidrofobnih

eutektickih otapala.

4.2. Aktivnost lipaza

Lipaze su skupina enzima koja se Siroko primjenjuju u biotehnoloskoj proizvodnji hrane,

kemikalija, farmaceutika i u drugim industrijama (Jaeger and Eggert, 2002; Treichelisur.,
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2010). Primjenjuju se u razli¢itim biotechnolo$8kim procesima buduci da kataliziraju reakciju
transesterifikacije, sintezu estera i hidrolizu esterske veze izmedu glicerola i masnih kiselina u
gliceridima. Takoder, ve¢inu lipaza karaterizira visoka specificnost za supstrat te
stereoselektivnost. Lipaze mogu biti izolirane iz velikog broja bakterija, plijesni ili kvasaca,
nastanjuju razli¢ita podruéja te preferiraju uvjete rasta mikroorganizma producenta (Canak i
sur., 2016). U ovom radu ispitana je aktivnost lipaza iz razli¢itih mikroorganizama (CALB,

AYS, AS, G, AH) u reakciji hidrolize p-nitrofenilpalmitata u kalij-fosfatnom puferu.

0,8

0,7 y-=0,0995%x-0,0447
0.6 R?=0,9826

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

Apsorbancija

01 0 1 2 3 4 5 6 7 8
c(para-nitrofenol) [mmol L]

Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije p-nitrofeniletanola

Prethodno je izraden bazdarni dijagram (Slika 6) p-nitrofeniletanola prema kojem je
provedena kvantitativna analiza produkta hidrolize p-nitrofenilpalmitata u p-nitrofeniletanol.
Kako bi se medusobno usporedila aktivnost razli¢itih lipaza, izraCunata je inicijalna brzina

reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata.
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Slika 7. Inicijalna brzina reakcije hidrolize para-nitrofenilpalmitata katalizirane razli¢itim
lipazama u kalij-fosfatnom puferu. Reakcijski uvjeti: 10 mg mL-! para-nitrofenilpalmitata; 1

mg lipaze; 30 °C; 30 min.

Vrijednosti inicijalnih brzina hidrolize p-nitrofenilpalmitata prikazane su naslici 7. pri ¢emu je
vidljivo da su inicijalne brzine reakcija u rasponu A= 0,05-0,06 mmol Lt min-l. Lipaze s
najve¢om inicjalnom brzinom reakcije su AS (A= 0,06 mmol L1 min-t) i CALB (A= 0,06 mmol

L1 min-1).

Premavrijednostimainicijalne brzine reakcije sve lipaze (CALB, AYS, AS, G i AH) su aktivne
te su koriStene dalje u radu za provodenje enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-feniletanola i

vinil acetata opisane u poglavlju 3.1.2.3.

4.3. Probir niskotemperatumnih eutektickih hidrofobnih otapala za esterifikaciju
(R,S)-1-feniletanolai vinil acetata

Niskotemperaturna eutekticka otapala nasla su primjenu i U Vvisoko kemo-, regio- i
stereoselektivnim biotransformacijama. Pogodna su za primjenu u biotransformacijama zbog
zahtjeva za visokim stupnjem enantiomerne ¢isto¢e bioloski aktivnih kiralnih spojeva koji se
koriste u proizvodnji lijekova, poljoprivrednihi drugih kemikalija (Ai Nguyen i sur., 2006).
Isto tako, karakterizira ih nezapaljivost, neznatna hlapljivosti niska toksi¢nost za razliku od
organskih otapala, koja se i dalje Siroko primjenjuju u industriji. S obzirom na navedeno,
posljednjih godina sve viSe se istrazuju prirodna eutekticka otapala kao potencijalna otapala u
biokatalizi, kao kootapala ili reakcijski medij (Kim i sur., 2016). U ovom radu ispitana je

moguénost primjene prirodnih eutekti¢kih otapala u enantioselektivnoj esterifikaciji kiralnog
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alkohola (R,S)-1-fenil-etanolasvinilacetatom, pri ¢emu jesu kao biokatalizator koristene lipaze
izolirane iz razli¢itih mikroorganizama (CALB, G, AS, AYS i AH). Kvantitativne vrijednosti

(R,S)-1-feniletil-acetata izracunate su iz jednadzbe bazdarnog pravca prikazane u tablici 4.

Tablica 4. Jednadzba bazdarnog pravca

(R,S)-1-feniletil-acetat y=2443,8x+226,78 R2=0,9991
Niskotemperaturna eutekticka otapala razmatranau ovom dijelu eksperimenata selektirana su

u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije (Galovi¢, 2021). Rezultati

su prikazani naslici 8. Kao konvencionalno otapalo koristeno je otapalo heptan.
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Slika 8. Konverzija enantioselektivne esterifikacije (a), volumetrijska produktivnost (b) i
specifi¢na produktivnost enzima (c¢) enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-fenil-etanola
katalizirane razli¢itim lipazama u razli¢itim otapalima. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L1(R,S)-1-
feniletanola; 1 mg lipaze; 25 °C; 30 min.

Sve ispitivane lipaze su aktivne u heptanu (X= 16-39 %). U eutektickom otapalu Ty:C8
najaktivnije su lipaze CALB (X= 29,2 %) te AYS (X= 24,3 %). Aktivnost ostalih lipaza je <
5%. U drugom ispitivanom eutektickom otapalu C12:C8 najaktivnije je lipaza AH (X=20,6 %)
dok je aktivnost ostalih lipaza u ispitivanom otapalu <1 %. Najaktivnija lipaza u eutektickom

otapalu Ty:C8 je CALB te su u tom sustavu nastavljena daljnja istraZivanja.
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Vrijednosti volumetrijskih produktivnosti ispitivanih lipaza u organskom otapalu heptanu su u
rasponu Vp=275,9-650,8 umol L2 min-1. U hidrofobnom eutektickom otapalu Ty:C8 najvecu
volumetrijsku produktivnost imaju lipaze CALB (Vp=483,7 umol L' min-1) i AYS (Vp= 4024
umol L1 min-1). Volumetrijska produktivnost ostalih lipaza (G, AS i AH) u tom otapalu je
manja od 4,3 pmol L1 min-1. U drugom hidrofobnom eutektickom otapalu C12:C8 najvecu
volumetrijsku produktivnost ima lipaza AH (Vp=341,6 umol L-1 min-1) dok ostale lipaze imaju

volumetrijsku produktivnost manju od 4,3 pmol Lt min-L.

Vrijednostispecifi¢neproduktivnostilipaza (Vg) u heptanu su u rasponu od 0,27-0,65 pumolmg
1 'min-l. U ispitivanom eutektiCkom otapalu Ty:C8 najvecu specifiénu produktivnost imaju
lipaze CALB (Ve = 0,48 umol mg! min) i AYS (Ve = 0,4 umol mg! min-t). Vrijednost
specifi¢ne produktivnosti drugih ispitivanih lipaza u tom otapalu je manja od 0,004 umol mg?
min-1. U drugom hidrofobnom eutekti¢kom otapalu C12:C8 lipaza AH ima najvecu specificnu
produktivnost (Ve = 0,34 umol mg! min-1). Ostale lipaze u tom otapalu imaju specificnu
produktivnost < 0,02 pmol mg?! min-t. Sve ispitivane lipaze CALB, AYS, AS,G i AH su

stereoselektivne i u svim slu¢ajevima je ee (enantiomerni visak) u rasponu 0d 97 do 99 %.

Najvece vrijednosti pokazatelja uspjesnosti enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-feniletanola
su u hidrofobnom eutektickom otapalu Ty:C8 ima lipaza CALB (lipaza B izolirana iz Candida
antarctica imobilizirana na makroporoznim poliakrilnim kuglicama) te je taj sustav koristen
u daljnjem istrazivanju. Vrijednost konverzije procesa esterifikacije iznosi X= 29,2 %,
volumetrijske produktivnosti (Vp=483,7 pmol L-1min-1) te specifi¢neproduktivosti enzima (Vg

= 0,48 pmol mglmin-) za lipazu CALB u ispitivanom otapalu Ty:C8.

4.4, Lipazom katalizirana kineti¢ka i dinamicka kineti¢karezolucija (R,S)-1-
feniletanola

Posljednjih godina povecala se svijest o vaznosti kiralnosti i njezinoj povezanosti s bioloskom
aktivno$cu spojeva koja je vazna za farmaceutsku, prehrambenu i poljoprivrednu industriju te
je stvorena potreba za razvojem enantiomerno cistih spojeva te smanjenjem njihovih cijena
(Ahmed isur., 2012). Jednaod vaznih skupinakiralnih spojeva su kiralni sekundarni alkoholi,
u koje spada (R,S)-1-feniletanol, koji se upotrebljava kao konzervans, boja, inhibitor
apsorpcije kolesterola, kao blagi cvjetni miris i kao prekursor za sintezu enantiomerno ¢istih
aktivnih farmaceutskih sastojaka (Stradomskai sur., 2021).
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Kineti¢ka rezolucija je reakcija tijekom koje se enantiomeri u racemi¢noj smjesi prevode u
odgovarajuce produkte razli¢itim brzinama te se smatra jednom od naj¢es¢ih metoda dobivanja
kiralnih spojeva (Pellissier, 2011). Unato¢ njenim pozitivnim karakteristikama, primjena
kineti¢ke rezolucije je ograni¢enau industrijskom mjerilu zbogmaksimalnogteorijskog prinosa
reakcije koji iznosi tek 50 %. Zbog toga je razvijena dinamicka kineti¢ka rezolucija koja
ukljucuje prevodenje jednog od enantiomera u odgovarajuéi proizvod uz dodatan korak in situ
racemizacije zaostalog, neizreagiranog enantiomera. Dakle, primjenom dinamicke kineticke
rezolucije moguce je dobiti enantiomerno Cisti spoj uz 100 %-tni teorijski prinos reakcije
(Humphrey isur., 2014; Ahmedisur., 2012).
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Slika 9. Konverzija kineticke i dinamicke kineticke rezolucije (R,S)-1-feniletanola. Reakcijski
uvjeti: 0,05 mol L1 (R,S)-1-feniletanola; 5 mg lipaze; 25°C; 22 h.

Na temelju vrijednosti konverzije kineticke i dinamicke kineticke rezolucije (R,S)-1-
feniletanola u heptanu dobivenih na temelju rezultata analize pomo¢u GC-MS uredaja,
izraden je dijagram ovisnosti konverzije za kineti¢ku i dinamicku rezoluciju (R,S)-1-
feniletanola kroz vrijeme (Slika 9). 1z dijagrama je vidljivo da se vrijednost konverzije i
kineticke i dinamicke kineti¢ke rezolucije kontinuirano povecava kroz vrijeme. Vrijednost
konverzije kineticke rezolucije je u rasponu n=_8,3-59,2 %. PoCetna vrijednost konverzije
dinamicke kineti¢ke rezolucije (n=35,8 %) je znatno vecéa od pocetne vrijednosti kineticke
rezolucije (n=28,3 %). Maksimalna vrijednost konverzije dinamicke kineticke rezolucije

iznosin= 60,1% te je postignuta u 1320. minuti.
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Nakon provedene kineti¢ke i dinamicke kineti¢ke rezolucije (R,S)-1-feniletanola te analize na
HPLC-u izracunate su vrijednosti konverzije procesa esterifikacije (X), enantiomerni visak
reakcije (ee), volumetrijska produktivnost esterifikacije (Vp) i specificna produktivnost
enzima (Vg) u 1140.-oj minuti. U tablicama 5 i 6 prikazani su svi rezultati izra¢unath

vrijednosti za ispitivana otapala heptan te Ty:C8.

Tablica 5. Prikaz rezultata kineti¢ke rezolucije (R,S)-1-feniletanola

2 Limmienn

otapalo X (%) ee (%) Vpl(mm _?I L Ve(p moi mg=min
min) )

heptan 42,06+1,5 97-99+1,2 0,01+0,0056 0,003+0,0003

Ty:C8 32,32+0,5 97-99+1,6 0,01+0,009 0,002+0,0001

*Kratice: timol:oktanska kiselina (Ty:C8), enantiomerni viSak (ee), konverzija procesa
esterifikacije (X), volumetrijska produktivnost esterifikacije (Vp), specifi¢na produktivnost
enzima (V)

Konverzija procesa esterifikacije (X) za kineti¢ku rezoluciju u heptanu iznosi 42,06 % dok je u
ispitivanom eutektickom otapalu Ty:C8 neSto niZa te iznosi X= 32,32 %. Kao §to je vec
spomenuto, lipaza CALB je stereoselektivna te je enantiomerni visak u oba otapala u rasponu
ee=97-99 %. Volumetrijska produktivnost (Vp) u organskom otapalu heptanu iznosi 0,01 mmol
L-2min-1dok jeu Ty:C8 0,01 mmol L-1min-1. Vrijednost speciféne produktivnosti enzima (Vg)
je u heptanu (Ve= 0,003 pmol mglmin-l) takoder nesto visa od one u Ty:C8 ( Vg= 0,002 umol

mg1min-l).

Tablica 6. Prikaz rezultata dinamicke kineticke rezolucije (R,S)-1-feniletanola

2 JT——
otapalo X (%) ee (%) Vpl(m.m_cl>l L Ve ("moi mgmin
min) )
heptan 33,23+2,8 97-99+2.5 0,01+0,003 0,003+0,00012
Ty:C8 26,99+2,2 97-99+1,3 0,01+0,0015 0,002+0,0004

*Kratice: timol:oktanska kiselina (Ty:C8), enantiomerni viSak (ee), konverzija procesa
esterifikacije (), volumetrijska produktivnost esterifikacije (Vp), specifi¢na produktivnost

enzima (Vg)

Konverzija procesa esterifikacije (X) za dinamicku kineti¢ku rezoluciju u heptanu (X= 33,23
%) je visa od one u hidrofobnom eutekti¢kom otapalu Ty:C8 (X= 26,99 %). Lipaza CALB je

stereoselektivan biokatalizator te je enantiomerni visak u oba otapala u rasponu ee=97-99 %.
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Volumetrijska produktivnost (Vp) u heptanu iznosi 0,01 mmol L-*min-t dok je u ispitivanom
otapalu Ty:C8 0,009 mmol L1 min-l. Vrijednost speciféne produktivnosti enzima (Vg) je u
heptanu (Ve= 0,002 pumol mg?! min-) takoder nesto visa od one u Ty:C8 (Ve= 0, 0,001 pmol

mglmin-).

Na ovaj nadin ispitana je moguénost primjene hDES u enantioselektivnoj redukciji (R,S)-1-
feniletiletanola i vinil acetata uz primjenu lipaze CALB kao biokatalizatora. Rezultati su
pokazali da se reakcije kineti¢ke i dinamicke kineticke rezolucije mogu provoditi u hDES-u
Ty:C8, no vrijednosti konverzije procesa esterifikacije (), volumetrijska produktivnost
esterifikacije (Vp) 1 specifi¢na produktivnost enzima (Vg) su neSto nize u usporedbi s
organskim otapalom heptanom. Takoder, uvodenjem metalnog shvo katalizatora, nije

potaknuta racemizacija i iskoriStenje je ostalo isto.

U radu Stradomske i sur. iz 2021. proveden je eksperiment za dvije vrste estera: alkil (etil i
izopropil) i enol (vinil 1 izopropil) acetate te su kao katalizatori koriSteni Novozym 4351 CALB
imobiliziran na silicij dioksidu modificiranom metilnim skupinama (MCF-3.0Me), a reakcija
je provedena u organskom otapalu toluenu. Iz dobivenih rezultata zaklju¢eno je da su i za
CALB-MCF-3.9Me i Novozym 435 enol acetati (vinil i izopropil) najbolja acilirajuca sredstva.
Za vinil acetatje uocena ucinkovitost konverzije od 20 % nakon 5 sati za katalizator CALB -
MCF-3.0Me, dok je znacajna uéinkovitost konverzije od 48 % nakon 5 sati dobivena za
katalizator Novozym 435. Prema tome, konverzija procesa esterifikacije od 32,32 % dobivena

primjenom imobilizirane lipaze CALB nakon 60 minuta u hDES-u Ty:C8 je dobar rezultat.

Lipaze, formalno triacilglicerol hidrolaze (EC 3.1.1.3), pripadaju najsvestranijim
biokatalizatorima koji se primjenjuju u organskoj sintezi, bilo u reakcijama hidrolize ili sintezi
estera (acilacijske reakcije), u kojoj obi¢no pokazuju visoku enantioselektivnost i u organskim
otapalima, no nisu specifi¢ni enzimi za esterifikaciju (R)-1-feniletanola (Stradomska i sur.,
2021), te je dobivena konverzija od 53,04 % i teoretski maksimalna moguca jer lipaza kao
enzim nije specifiéna za provedenu esterifikaciju (R,S)-1-feniletanola. Sljede¢i korak u

istrazivanju bi bio razvoj metode izolacije i prociS¢avanja produkta i neizreagiralog supstrata.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu ispitana je aktivnost lipaza (CALB, AYS, AS, G, AH) u niskotemperatumim
hidrofobnim eutekti¢kim otapalima (hDES) te mogu¢nostkoristenja hDESu enantioselektivnoj
esterifikaciji (R,S)-1-feniletanola uz primjenu lipaze CALB kao biokatalizatora. Na temelju

provedenih istrazivanjaidobivenih rezultata izvedeni su sljede¢i zakljucci:

1. Lipaze (CALB, AYS, AS, G i AH) su aktivne u kalij-fosfatnom puferu. Usporedujuci
inicijalnu brzinu reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata u p-nitrofenol, najaktivnije lipaze su
CALB (A=0,06 mmol Lt min-t) i AH (A= 0,06 mmol Lt min-t) .

2. Usporedbom konverzije reakcije, volumetrijske produktivnostii specifi¢ne produktivnosti
enzima u odabranim niskotempreaturnim eutektickim otapalima (Ty:C8 i C12:C8) i heptanu,
enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-feniletanola u (R)-1-feniletil-acetat pomocu prethodno
ispitanih lipaza (CALB, AYS, AS, G i AH), najuspjes$nijim biokatalizatorom pokazala se lipaza
CALB u hDES-u Ty:C8. U tom otapalu ostvarena je konverzija od 29,2 %, volumetrijska
produktivnost od 483,7 umol L1 min- te specifi¢na produktivnost enzima koja iznosi 0,48

pmol mg1 min-i,

3. Vrijednosti konverzije, volumetrijske produktivnosti i specifiéne produktivnosti enzima u
kinetickoj rezoluciji (R,S)-1-feniletanola u (R)-1-feniletil-acetat koju katalizira lipaza CALB
nize suu hDES-u Ty:C8 nego u organskom otapalu heptanu. Enantiomerni visak u korist (R)-

enantiomera je u rasponu 97-99 % u oba otapala.

4. Usporedujuci konverziju, volumetrijsku produktivnost i specificnu produktivnost enzima u
dinamickoj kinetickoj rezoluciji (R,S)-1-feniletanola u (R)-1-feniletil-acetat koju katalizira
lipaza CALB nize su u hidrofobnom eutekti¢kom otapalu Ty:C8 nego u heptanu. Enantiomemi
visSak u korist (R)-1-feniletil-acetata je u rasponu 97-99 % u oba otapala. Primjenom metalnog

katalizatora nije potaknuta racemizacija, a iskoriStenje reakcije je ostalo isto.

5. Na temelju dobivenih rezultata je zakljuceno da je hidrofobno eutekticko otapalo Ty:C8
mogucéa zamjena za organska otapala u enantioselektivnoj esterifikaciji (R,S)-1-feniletanola i
vinil acetata. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi potaknula racemizaciju S estera u R te
postiglo 100%-tno iskoristenje ili je potrebno razviti metodu izolacije i pro¢is¢avanja produkta

I neizreagiralog supstrata.
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Izjava o izvornosti

ln JE_I]EA 'E!m:!.w izjavIpajem da b ovaj zavrini red izvornl rezultst mojeg
rida te da se w njegose] lzredi misam koristieds dragim izvorime, osim onil koji B u njemu
ravedieni.
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