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1. UVOD



Razvoj industrijske proizvodnje, s jedne strane donosi gospodarski razvitak koji se o€ituje
u znacajnom povecanju zivotnog standarda, no s druge strane uzrokuje oneciS¢enje prirode i
naruSavanje ekoloske ravnoteze. SuocCeni s problemom onecis¢enja okoliSa, znanstvenici su
tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a krenuli intenzivnije razmisljati o nacinima njegovog
ocuvanja. Unutar grane kemije, koja se naziva zelena kemija, istrazuju se novi, sigurniji i
energetski ucinkovitiji procesi proizvodnje i primjene kemikalija koji se zasnivaju na kompromisu
izmedu ekonomskih, socijalnih 1 ekoloSkih zahtjeva. Jedno od klju¢nih pitanja su ekoloski
prihvatljiva zelena otapala koja bi zamijenila opasna organska otapala Cija je upotreba Siroko
rasprostranjena. Prema smjernicama zelene kemije idealno otapalo trebalo bi biti jednostavno za
upotrebu, kemijski i fizi¢ki stabilno, niske hlapljivosti te jednostavno za recikliranje uz moguénost
ponovne uporabe. Pored koriStenja zelenih otapala, cilj zelene kemije je i provodenje bioloske
pretvorbe organskih spojeva primjenom enzima ili cijelih stanica. Pri tome je jako vazna
proizvodnja enantiomerno Cistih spojeva buduéi da su lijekovi s jednom vrstom enantiomera
postali standardna potreba u farmaceutskim kompanijama. Naime, enantiomeri pojedinog kiralnog
lijeka mogu se znacajno razlikovati u bioloskom ucinku, kao i po njihovoj 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.

Upotreba niskotoksi¢nih, zelenih otapala u pripravi komercijalno zanimljivih kiralnih
spojeva primjenom enzima korisna je dakle s ekoloSkog i ekonomskog stajaliSta te zbog toga

predstavlja temu rastu¢eg zanimanja u istrazivaCkom 1 kemijskom podrucju.

Cilj ovoga rada je ispitati mogucnosti koriStenja prirodnih eutektickih otapala u
enantioselektivnoj hidrolizi (R, S)-1-feniletil-acetata uz primjenu lipaze B izolirane iz kvasca

Candida antarctica kao biokatalizatora te ispitati utjecaj procesnih parametara na ishod reakcije.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. ZELENA KEMIJA

Pocetkom osamdesetih znanstvenici su se poceli baviti problemom nastanka velikih
koli¢ina otpada u farmaceutskoj industriji i industriji finih kemikalija. Naime, istrazivanja su
pokazala da se u procesu proizvodnje finih kemikalija, farmaceutskih intermedijera i pojedinih
kemikalija koje se proizvode u velikom mjerilu (eng. bulk chemicals) proizvede desetine
kilograma otpada po kilogramu produkta. Krajem osamdesetih, kao rezultat povecanja svijesti o
vaznosti zastite okoliSa naglasak se postupno prebacio na sprje¢avanje nastajanja otpada umjesto
zbrinjavanje otpada i nadzora oneciSéenja otopinama. Americki zakon o sprjeavanju onecis¢enja
iz 1990. godine usredotoCio je paznju na potrebu smanjenja zagadenja okolisa i prepoznao da
sprjeCavanje nastajanja otpada ne samo da eliminira troSkove njegove obrade nego jaca
ekonomsku konkurentnost u¢inkovitijim koristenjem sirovina. To je dovelo do temeljnog pomaka
u planu Americke agencije za zastitu okolisa (U.S. Enviromental Protection Agency — EPA) sa
tretiranja otpada na sprjeCavanja njegovog nastajanja Sto je dovelo do uvodenja pojma zelene

kemije 1990-ih (Sheldon, 2017).

Prema definiciji Americke agencije za zaStitu okoliSa (EPA-e) zelena kemija je program za
osmisljavanje, razvoj 1 primjenu kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili eliminiraju
uporabu, odnosno proizvodnju tvari opasnih po ljudsko zdravlje i okolis. Izraz je sluzbeno priznat
objavom dvanaest principa zelene kemije koje su napisali Anastas i Warner 1988. godine.
Ukratko, zelena kemija uc¢inkovito koristi (po moguénosti) obnovljive sirovine, uklanja otpad 1
izbjegava upotrebu toksi¢nih i/ili opasnih reagensa 1 otapala u proizvodnji i primjeni kemijskih
proizvoda. U posljednjih 25 godina taj koncept ima veliki utjecaj na industriju te poprima sve vecu

vaznost u industrijskim 1 akademskim krugovima (Sheldon, 2017).

Danas se zelena kemija smatra alatom za uvodenje odrzivih koncepata na temeljnoj razini 1
stoga je usmjerena na stvaranje novih procesa, produkata i pravaca umjesto poboljSavanje

postojecih (Clarke i sur., 2018).



2.1.1.

Principi zelene kemije

Principi zelene kemije temelje se dakle na 12 nacela kojima je cilj smanjiti ili eliminirati

upotrebu ili nastanak Stetnih spojeva te povecati iskoristivost procesa. Usmjereni su na upotrebu

alternativnih sintetskih i reakcijskih putova te osmisljavanje ekoloski prihvatljivih kemikalija a

mogu se sazeti kao S$to je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Nacela zelene kemije (Anastas 1 Warner, 1998)

1 Sprjecavanje nastajanja 5 Primjena sigurnijih 9 Primjena katalitic¢kih
otpada pomoc¢nih sredstava reagensa
Bolje je sprijeciti nastajanje Uporabu pomo¢nih Selektivni kataliticki
otpada, nego ga obradivati i sredstava (npr. otapala, reagensi prihvatljiviji su
uniStavati nakon $to je nastao. sredstava za razdjeljivanje i od reagensa u
sl.) treba izbjedi ili stehiometrijskim
zamijeniti neSkodljivim. koli¢inama.
2 Ekonomija atoma OsmiSljavanje 10 Osmisljavanje
ekonomske ucinkovitosti razgradnje produkata
Sintetske metode moraju se Energetski zahtjevi trebaju Kemijski produkti moraju
osmisliti na nacin da se se svesti na minimum (npr. imati moguénost pretvorbe
omogu¢i maksimalna provodenje reakcija na u produkte neskodljive za
ugradnja sirovina u konacan sobnoj temperaturi 1 okolis.
proizvod. atmosferskom tlaku).
3 Ekoloski prihvatljiva Primjena obnovljivih 11 Sprjecavanje
kemijska sinteza sirovina oneciSéenja
Sintetske metode moraju se Potrebno je upotrebljavati Potrebno je primijeniti i
osmisliti na na¢in da se u obnovljive sirovine gdje razvijati analiticke metode
njima ne rabe i ne god je to s tehnicke 1 za prac¢enje kemijskog
proizvode tvari toksi¢ne za ekonomske strane proizvodnog procesa s
ljude 1 okolis. prihvatljivo. ciljem sprjeCavanja
nastanka opasnih tvari.
4 Ekoloski prihvatljivi Izbjegavanje 12 Sprjecavanje Stetnih
proizvodi nepotrebnih proSirenja posljedica
procesa

Kemijski proizvodi moraju
biti niske toksi¢nosti uz
zadovoljavajucu
djelotvornost.

Nepotrebna derivatizacija
(npr. uvodenje zasStitnih
skupina, privremena
modifikacija spojeva) treba
se svesti na minimum
(nastajanje otpada).

U kemijskim procesima
potrebno je smanyjiti
uporabu tvari koje mogu
uzrokovati Stetne
posljedice (npr. eksplozija,
poZar 1 Stetno isparavanje).

Prilikom osmiSljavanja procesa zelene kemije nemoguée je istodobno maksimalno

udovoljiti zahtjevima svih 12 nacela zelenog procesa, ali se tijekom pojedinih stupnjeva sinteze

pokuSava primijeniti Sto veci broj nacela (Jukic 1 sur., 2004).



2.1.2. Parametri zelene kemije i odrzivosti
Poboljsanja u odrzivosti svih procesa, ukljuc¢ujuéi i biokataliticke, moraju biti kvantitativno
izmjerena. Ako nije moguce izmjeriti odrzivost procesa, nije moguce usporediti ga 1 definirati
ciljeve za njegovo poboljsanje. Osim toga industrijska primjena zahtijeva kvantitativne mjere za
ocjenu poboljSanja procesa kako bi se opravdala ulaganja. Dva najstarija zelena parametra su
atomska ekonomicnost i E-faktor koji su prvi puta predlozeni 1991. i 1992. godine (Sheldon i
Woodley, 2018).

Faktor utjecaja na okolis

Faktor utjecaja na okoli$ ili E-faktor (eng. Environmental factor, E-factor), vrijednost je
koja ukazuje na nastalu koli¢inu otpada u kilogramima po jednom kilogramu nastalog produkta.
Dakle, prikazuje stvarni iznos otpada proizveden u procesu. U obzir se uzima prinos proizvoda
zajedno s otpadom iz svih pomo¢nih operacija, na primjer gubici otapala i kemikalije koriStene u
obradi. Visoki E-faktor znadi vise otpada i prema tome negativan utjecaj na okolis. Sto je
vrijednost E-faktora manja to je proces zeleniji, a idealni E-faktor je nula. Moze se izraCunati za
odredeni proizvod, proizvodno mjesto ili ¢ak za cijelu tvrtku. Mana E-faktora je $to ne ukazuje na
vrstu otpada koja nastaje, stoga troskovi zbrinjavanja otpada izmedu dva procesa sa istim

vrijednostima E-faktora, mogu znatno varirati (Sheldon i Woodley, 2018).

ukupna masa proizvedenog otpada

E-faktor = ukupna masa proizvedenog produkta
Atomska ekonomicnost

Atomska ekonomicnost (eng. Atom efficiency, AE) je teoretski broj koji predstavlja omjer
molekulske mase produkta i molekulske mase svih tvari u stehiometrijskoj jednadZbi reakcije.
Tvari koje se ne pojavljuju u stehiometrijskoj jednadzbi poput otapala i pomoénih kemikalija koji
se koriste za reciklaciju proizvoda se zanemaruju. Mana ovog parametra je §to ne uzima u obzir
stvarnu masu produkata 1 iskoriStenje reakcije, stoga moze do¢i do pogreske prilikom
interpretacije rezultata (Dunn i sur., 2010). Bez obzira na to, atomska ekonomicnost je koristan
parametar za pocetnu procjenu odrzivosti procesa prije izvodenja eksperimenata, upotrebe resursa
1 povezanog nastanka otpada u alternativnim nainima dobivanja ciljanog produkta (Sheldon i
Woodley, 2018).

_ molekulska masa Zeljenog produkta

01[2]

molekulska masa svih produkata



Reakcijska masena ucinkovitost
Reakcijska masena ucinkovitost (eng. Reaction Mass Efficiency, RME) uvedena je kako bi
se poboljSao parametar atomske ekonomicnosti. U obzir se uzimaju stvarne mase svih reagensa i
iskoriStenje procesa (Sheldon 1 Woodley, 2017). Ovaj parametar je bolji jer uzima stvarne mase te
je time ukljuceno 1 iskoristenje. No, problem je Sto pod masu reaktanata ne uzima masa otapala,

kiselina i baza koristenih za neutralizaciju nusprodukata (Dunn i sur., 2010).

masa produkta
RME = . -100 [3]
masa svih reaktanata

Maseni intenzitet, odnosno procesni maseni intenzitet

Maseni intenzitet (eng. Mass Intensity, MI) je ukupna masa (ukljucujuéi vodu) koristena u
procesu podijeljena s masom produkta (MI = E-faktor + 1). Farmaceutski okrugli stol instituta za
zelenu kemiju preimenovao ga u procesni maseni intenzitet (eng. Process Mass Intensity, PMI)
kako bi se mjerili okoliSni tragovi procesa za aktivne farmaceutske sastojke (eng. Active
Pharmaceutical Ingredient, AP]) i1 kako bi koristili te podatke za pokretanje zelenog procesa u
farmaceutskoj industriji (Sheldon 1 Woodley, 2017). Parametar opisuje koli¢inu materijala
potrebnu za sintezu jednog kilograma produkta. U obzir uzima iskoriStenje reakcije, stehiometriju,
otapala i reagense, a u izracun ulaze i otapala koriStena u separacijskim metodama. Fokus je
stavljen na samu reakciju (materijali koji ulaze u proces, eng. inpuf), a ne na nastali otpad (eng.
output). Maseni intenzitet je stoga izuzetno koristan prilikom optimizacije procesa (Dunn i sur.,

2010).

M ukupna masa svih korisStenih sirovina

masa produkta

Idealni PMI je 1 1 naglaSava ucinkovitost resursa, dok je idealni E-faktor O te naglasava
koli¢inu nastalog otpada S$to moZda jasnije odrazava krajnji cilj smanjenja otpada u industriji

(Sheldon 1 Woodley, 2018).

Analiza Zivotnog ciklusa
Analiza Zivotnog ciklusa (eng. Life Cycle Assessment, LCA) je metoda dizajnirana za
procjenu okoliSnog utjecaja produkta u svim stadijima njegova Zivota, od vadenja sirovina do

prerade materijala za distribuciju, upotrebu, odlaganje ili recikliranje. U obzir uzima potrebne



materijale 1 energiju za proizvodnju reaktanata te posljedice i tretiranje otpada iz nastale reakcije.
LCA se odreduje na temelju mjerljivih pokazatelja utjecaja na okoli§ poput potroSnje energije,
globalnog zagrijavanja, oSte¢enja ozonskog omotaca, zakiseljavanja, eutrofikacije, stvaranje
smoga i ekotoksi¢nosti (Sheldon 1 Woodley, 2018). Ovakva detaljna analiza je izuzetno vazna jer
moze otkriti propuste drugih metoda (npr. ako se koristi tvar koja je iz obnovljivih izvora, druge
metode dati ¢e pozitivne rezultate no procjena zivotnog ciklusa ¢e uzeti u obzir da su prilikom
uzgoja biljke iz koje se ta tvar dobiva upotrijebljena dodatna sredstva kao Sto su herbicidi i
umjetna gnojiva koji imaju lo$ utjecaj na okoli§). Problem ove metode je upravo u njenoj
opSirnosti jer zahtjeva obradu velikog broja podataka iz razliCitih izvora te nedostatak informacija
za neke pocetne sirovine S§to dodatno komplicira procjenu (Dunn i sur., 2010). Neke farmaceutske
tvrtke su implementirale procjenu zivotnog ciklusa u odabir pocetnih sirovina i otapala, no i dalje
su potrebni dodatni napori kako bi se metoda potpuno razvila i kako bi se od nje napravio mo¢an
alat za donoSenje odluka koje ¢e dovesti do Sto odrzivijeg i zelenijeg farmaceutskog procesa

(Dunn i sur., 2010).

2.1.3. Smjerovi zelene kemije
Za postizanje zelenih uvjeta u kemijskim procesima koriste se razli¢iti smjerovi pa se tako
u kemijskim procesima primjenjuju kataliticke i biokataliticke reakcije (heterogena i homogena
kataliza), reakcije u zelenim alternativnim medijima (npr. voda, superkriticni fluidi, ionske
kapljevine 1 eutekticka otapala) i/ili reakcije u razliitim reakcijskim uvjetima (npr. reakcije
potpomognute ultrazvukom i mikrovalovima, fotokataliticke reakcije). Takvi trendovi otvaraju put
ekoloski 1 ekonomski prihvatljivom razvoju kemijskih procesa i omogucavaju ostvarenje ciljeva

zelenog programa (Herndiz i sur., 2010).

Znacaj katalize je vrlo bitan i primjenjuje se u industrijskim procesima, proizvodnji goriva,
zastiti okoliSa 1 dr., dok biokataliza ima obecavajuce rezultate kada se promatra kroz nacela zelene
kemije osobito u kombinaciji sa upotrebom niskotoksi¢nih, zelenih otapala. Iz toga je vidljivo da
se zamjenom nekih koraka kemijske sinteze s odgovaraju¢im biokatalitickim korakom povecava

zeleni karakter cjelokupnog procesa (Herndiz i sur., 2010).



2.2. BIOKATALIZA

Biokataliza je transformacija tvari kemijskog ili bioloSkog podrijetla primjenom enzima ili
cijelih stanica dobivenih iz zivih organizama. Na temelju principa i parametara zelene kemije i
odrzivog razvoja, biokataliza pripada i zelenoj i odrzivoj tehnologiji Sto je rezultat izvanrednog
napretka u molekularnoj biologiji 1 biotehnologiji u zadnja dva desetljeca. Prije dvadeset 1 pet
godina bilo je neophodno modificirati cijeli proces koji ¢e pristajati dostupnom enzimu. Danas je
izvedivo optimirati enzim koji ¢e pristajati dizajniranom procesu. Proteinsko inzenjerstvo
omogucilo je optimizaciju postoje¢ih enzima i pronalazak potpuno novih biokatalitickih reakcija
koje su do sada bile nepoznate u prirodi. Zbog toga je danas relativno jednostavno dizajniranje
enzimskih transformacija koje ¢e se uklopiti u definirane parametre rezultiraju¢i tako procesima

koji su uistinu odrzivi (Sheldon i Woodley, 2018).

Biokataliza se razvila u industrijski privlaénu tehnologiju i integrirana je u glavne procese
organske sinteze te zbog toga ima veoma vaznu ulogu u proizvodnji lijekova i drugih kemikalija.
StoviSe, u budu¢nosti se ocekuje Sira primjena s obzirom na poticanje razvoja ekonomije na

bioloskoj osnovi (Sheldon i Woodley, 2018).

2.2.1. Znacaj biokatalize u zelenoj kemiji

Siroka upotreba biokatalititkih metoda posljedica je njihovih ekonomskih i ekoloskih
koristi. Katalizator (enzim) proizvodi se iz dostupnih obnovljivih izvora, biorazgradiv je,
neopasan 1 netoksian. Primjenom biokatalize izbjegava se upotreba anorganskih reagensa u
organskoj sintezi koji su glavni uzrok otpada, narocito u proizvodnji finih kemikalija i lijekova te
dodatnih troSkova njihovog uklanjanja od kona¢nih proizvoda. Uz to, zbog molekularne
kompleksnosti vecine lijekova njihova sinteza ukljucuje viSestupanjsku sintezu koja proizvodi
mnogo viSe otpada nego sinteza nekih jednostavnijih molekula (Sheldon i Woodley, 2018). Takvi
procesi rezultiraju osobito visokim E-faktorom u odnosu na ostale industrijske sektore. Rjesenje
problema stoji u zamjeni takvih procesa sa kataliti¢kim alternativama. Enzimske reakcije provode
se pod blagim reakcijskim uvjetima, u vodi 1 Cesto bez potrebe aktivacije funkcionalnih skupina,
njihove zastite 1 uklanjanja zastite. To doprinosi procesima koji su ekonomicni u vise koraka 1
proizvode manje otpada nego konvencionalna organska sinteza. Osim toga, procesi s izoliranim
enzimima mogu biti provedeni u standardnim reaktorima ¢ime se izbjegava potreba za dodatnim
ulaganjima kao $to je visokotla¢na oprema. Buduc¢i da su enzimski procesi generalno vodeni pod
pribliZzno istim procesima temperature 1 tlaka relativno je lako integrirati viSestruke transformacije

u ekonomski i ekoloski prihvatljivim kaskadnim procesima.



U tablici 2 prikazane su glavne uloge biokatalize koje doprinose smanjenju E-faktora,
zamjeni opasnih reagensa i organskih otapala te razvoju ekoloski prihvatljivih procesa (Woodley,

2008).

Tablica 2. Znacaj biokatalize u zelenoj kemiji (Woodley, 2008)

Biokataliza Znacaj

Djeluje u vodi Zamjena organskih otapala

Ima visoko selektivnu katalizu ukljucujuéi regio i Smanjenje E-faktora
stereoselektivnost

Djeluje u blazim uvjetima izbjegavajudéi potrebu za Smanjenje E-faktora

zaStitom

Prevladava uporabu nekih opasnih materijala PoboljSan LCA

Koristi obnovljive resurse Poboljsan LCA

Svojstva biokatalizatora mogu se mijenjati kako bi se Poboljsana jednostavnost obrade

prilagodili procesu

Rijetko je egzoterman ili endoterman proces Smanjenje energetskih potreba
Daje visoki prinos kao rezultat selektivnosti i blagih Bolja uc¢inkovitost obrade
uvjeta

2.2.2. Biokatalizatori u biokatalitickim procesima

Biokataliza nudi velike prednosti te se zbog toga danas veliki naglasak stavlja na bioloski
posredovanim kemijskim reakcijama viSe poznatim kao biokonvezije — reakcije katalizirane
enzimima. Enzimi se u reakcijama mogu nalaziti u slobodnom ili imobiliziranom obliku te unutar
zive stanice. U biokatalitickim reakcijama djeluju kao biokatalizatori koji su po definiciji tvari
koje ubrzavaju kemijsku reakciju, ali sami se pritom ne mijenjaju i nemaju utjecaj na promjenu
standardne Gibbsove energije kemijske reakcije. Opseg biokonverzije je vrlo Sirok i razvrstava se
u dva glavna tipa: biokonverzija pomocu cijelih stanica povezana s rastom (fermentacija) i
biokonverzija pomocu enzima (izolirani enzimi ili imobilizirani enzimi) (Sheldon 1 Woodley,

2018).

Cijele stanice
Za produkciju Zeljenog proizvoda koristi se cijeli mikroorganizam. Supstrat se koristi za
proizvodnju biokatalizatora, njegovo odrzavanje i provodenje reakcije od interesa, a produktivnost

je povezana sa stopom rasta stanice (Sheldon 1 Woodley, 2018). Cijele stanice koriste se kada je



neki enzim teSko izolirati ili je nestabilan izvan svog prirodnog okolisa. Kataliza se odvija u
stanici, a zeljeni proizvod se iz nje ekstrahira. Iako je prednost upotrebe cijelih stanica koristenje
jeftinijih sirovina te nije potrebna regeneracija kofaktora, sa sobom nosi i niz nedostataka. U
prvom redu to je skupa proizvodna oprema te dugotrajnost proizvodnog procesa ¢ija produktivnost
naposljetku moze biti niska. Takoder, tijekom rasta stanice nastaju i drugi metabolic¢ki produkti od

kojih je ponekad tesko odvojiti Zeljeni proizvod.

Izolirani enzimi

Podrazumijeva primjenu enzima izvan stanice u kojoj su proizvedeni. Ovaj pristup nastoji
prevladati ogranicenja difuzije supstrata u stanicu i produkta izvan stanice. U takvim slu¢ajevima
enzim se izlucuje tijekom fermentacije izvan stanice ili se stanice moraju razbiti nakon
fermentacije kako bi se proizveo topljivi, iako neprociS¢eni enzim ¢ime se smanjuju troskovi
prociS¢avanja (Sheldon 1 Woodley, 2018). Budué¢i da su cijene enzima takve da je obi¢no
neophodna njihova reciklacija, za biokataliticke reakcije najéesce se koriste imobilizirani enzimi.
Enzim je imobiliziran obi¢no na ¢vrsti sfericni nosac¢ ili unutar porozne podloge kako bi se
olaksalo njegovo uklanjanje od produkta jednostavnom filtracijom. Mnogi procesi odvijaju se s
viSestrukim reciklacijama kako bi se smanjili troSkovi, a dodatna prednost imobilizacije je vezanje

enzima u stabilnijem obliku (Sheldon i Woodley, 2018).

2.3. MIKROBNE LIPAZE: SVOJSTVA I INDUSTRIJSKA PRIMJENA

Lipaze su industrijski vrlo vazni biokatalizatori koji imaju veliku primjenu u proizvodnji
Sirokog asortimana proizvoda. Njihova jedinstvena svojstva kao §to su stabilnost, selektivnost 1
specifinost vezanja supstrata ¢ine ih jednim od najviSe koriStenih industrijskih enzima. Uspjesni
su u kataliziranju brojnih reakcija vaznih za prehrambenu, farmaceutsku, koznu, kozmeticku
industriju te industriju detergenata, mlije¢nih proizvoda, pi¢a, masnih kiselina i papira. Budu¢i da
njihova primjena u razli¢itim industrijskim procesima neprestano raste, postoji sve veca potreba za

njihovom proizvodnjom (Sarmah i sur., 2018).

2.3.1. Svojstva i struktura lipaza
Lipaze ili triacilglicerolester hidrolaze (EC 3.1.1.3) su enzimi koji pripadaju skupini serin-
hidrolaza, a definirane su kao karboksilesteraze koje kataliziraju hidrolizu i sintezu dugolanc¢anih
acil-glicerola koriste¢i trigliceride kao standardni supstrat. Budu¢i da mogu sudjelovati u
reakcijama esterifikacije 1 hidrolize, koriste se kao biokatalizatori u reakcijama transesterifikacije.

Vecinu lipaza karakterizira identi¢na struktura, takozvana o/ hidrolaza nabor koji se sastoji od



osam paralelnih B-nabranih ploca okruzenih sa razliCitim brojem a-uzvojnica, iako organizacija
kao 1 broj B lanaca moze varirati. Lipaze imaju izvanrednu kompetenciju kao biokatalizatori zbog
prisutnosti kataliticke trijade koju ¢ini G-X1-S-X2-G gdje je G glicin, S serin, X1 histidin 1 X2
glutamat ili asparat. Odredivanje ove trijade u pro¢is¢enom enzimu vazan je korak za predvidanje
trodimenzionalne strukture enzima $to je bitno za precizan dizajn i njegovu modifikaciju (Sarmah
i sur., 2018). Reakcije katalizirane lipazom odvijaju se na granici faza izmedu netopljivog
supstrata i vodene faze gdje pokretanje alfa uzvojnice koja prekriva aktivno mjesto enzima
dopusta pristup supstrata katalitickom mjestu enzima. Unutarnja strana alfa uzvojnice koja je
okrenuta prema aktivnom myjestu je hidrofobna dok je vanjska strana hidrofilna (djeluje kao
poklopac). U vodenom mediju ,,poklopac* je zatvoren i pokriva aktivno mjesto enzima. Na granici
faza lipaza mijenja konformaciju, dolazi do otkrivanja katalitickog mjesta i enzim prelazi u aktivni
oblik. Takva pojava naziva se interfacijalna aktivacija. Koncentracija supstrata, pri kojoj supstrati
nisu vise topljivi, a lipaze postaju aktivne, naziva se kriti€na micelarna koncentracija (eng. Critical
micelle concentration, CMC). Ovo jedinstveno svojstvo lipaza da hidroliziraju netopljive estere
razlikuje ih od ostalih esteraza koje mogu hidrolizirati samo estere topljive u vodi (Sarmah i sur.,

2018).

2.3.2. Klasifikacija lipaza

Lipaze se mogu klasificirati na temelju njihove specifi¢nosti te na temelju izvora.
Specifi¢nost je vazan kriterij u industrijskoj primjeni lipaza na temelju kojeg se mogu podijeliti u
tri glavne grupe: supstrat specifi¢ne, regioselektivne i enantioselektivne lipaze. Sto se ti¢e izvora,
lipaze su prisutne u biljkama, Zivotinjama, kukcima i mikrobnim organizmima. Medu raznim
izvorima lipaza mikrobi su najbolji izvor zahvaljuju¢i velikom industrijskom potencijalu, lako¢i
rukovanja s kulturama, dostupnosti 1 mogucnosti prijenosa u vece mjerilo. Mikrobne lipaze
uklju€uju lipaze iz bakterija, kvasaca 1 plijesni. Prilagodljivost mikrobnih lipaza 1 lakoc¢a njihove
proizvodnje ¢ini ih privlacnijim za industrijsku primjenu. Vecina mikrobnih lipaza je
ekstracelularna $to olakSava i smanjuje troskove izolacije, a njihova proizvodnja je uvelike pod
utjecajem sastava medija te fizikalno kemijskih faktora kao Sto su pH, temperatura i1 otopljeni
kisik. Osim toga, nedavno je otkriveno da se mikrobne lipaze mogu dobiti fermentacijom na
poljoprivrednom i mlijecnom otpadu §to doprinosi zastiti okoli$a i odrzivom razvoj (Sarmabh i sur.,

2018).
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2.3.3. Primjena lipaza

Lipaze mogu znacajno doprinijeti rastu bioprocesne industrije zbog njihove svestrane

primjene u katalizi Sirokog raspona reakcija koje su ukljucene u biopreradu sirovina ili sintezu

organskih kemikalija. Lipaze se primjenjuju u razli¢itim podru¢jima industrije od proizvodnje

biodizela, hrane, mlije¢nih proizvoda, farmaceutskih sastojaka, agrokemikalija i detergenata do

oleo-kemikalija, industrije Cajeva, kozmetike, koze i nekih procesa bioremedijacije (tablica 3).

Mnogi ¢imbenici doprinose svestranoj primjeni lipaza kao S§to su njihova regiospecificnost,

enantioselektivnost, kemoselektivnost, sposobnost katalize reakcija u vodenom i bezvodnom

mediju kao 1 kataliza reakcija u oba smjera. Nedavna istrazivanja ukljucuju odredivanje

trodimenzionalnih struktura lipaza koje potjeCu iz razli¢itih organizama S$to pomaze pri

razumijevanju njezine aktivnosti, mehanizma reakcije i opsega industrijske odrzivosti (Sarmah i

sur., 2018).

Tablica 3. Primjena lipaza iz razli€itih izvora (Sarmah i sur., 2018)

Tip reakcije Izvor

Primjena

Supstrat

Rhizopus chinensis
Hidroliza

Candida rugosa

Staphylococcus

epidermidis

Proizvodnja mlije¢nih
proizvoda

Proizvodnja biodizela

Obrada otpada

Mlije¢ne masti i esteri

Palmino 1 suncokretovo

Otpadno sojino ulje

Colletotrichum
Esterifikacija gloeosporioides
Pichia burtonii

Bacillus coagulans

Industrija hrane

Kemijska industrija

Obrada hrane

Butil-butirat

Dugolancani N-P esteri

Oleinska kiselina i etanol

Rhizomucor miehei
Transesterifikacija Candida antarctica
Staphylococcus

haemolyticus

Industrija hrane
Proizvodnja biodizela

Proizvodnja biodizela

Heksanol
Suncokretovo ulje

Maslinovo ulje i metanol

Rhizomucor miehei
Alkoholiza Candida antarctica
Pseudomonas

Fluorescens

Industrija hrane
Industrija hrane
Industrija hrane i

kozmetike

Palmolein
Acil-glicerol
Trigliceridi, ulje crnog

ribizla
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2.4. PRIRODNA EUTEKTICKA OTAPALA KAO MEDIJ ZA BIOKATALIZU

Kemijska industrija posljednjih 20 godina pridaje veliki znacaj razvoju novih vrsta otapala
koja su jeftinija i ekoloski prihvatljivija od konvencionalnih otapala. Zelena otapala karakterizira
netoksi¢nost, kemijska i fizicka stabilnost, niska hlapljivost i moguénost visekratne uporabe te su
jednostavna za rukovanje. Prva takva dostupna otapala bile su ionske kapljevine (eng. lonic
Liquids, 1Ls) koje su definirane kao organske soli s temperaturom taliSta niSom od 100 °C
(Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Medutim, njihovo koriStenje uzrokuje niz problema buduéi da je
vecina klasi¢nih ionskih kapljevina (npr. imidazolijeve i piridinijeve ionske kapljevine) otrovna i
nije biorazgradiva. Dodatno, proces njihove sinteze je vrlo kompleksan i skup, a uz to je tesko
posti¢i visoku Cistocu otapala (Dai 1 sur., 2013). Zbog navedenog ionske kapljevine nemaju Siroku
primjenu industriji §to je dovelo do razvoja nove generacije zelenih otapala koje nazivamo
eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES), odnosno prirodna eutekticka otapala (eng.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES).

Etimoloski rije¢ eutektik dolazi od grckih rijeci gv (eu) 1 &g (teksis) Sto znaci lako
topljenje i1 definira se kao homogena smjesa dviju ili viSe c¢vrstih komponenata koje u
jedinstvenom molarnom omjeru imaju nize taliS§te nego pojedinacne komponente smjese. U toj
tocci sustav djeluje kao cjelina 1 kruti sustavi postaju teku¢i (Paiva i sur., 2018). DES-ove je lako
sintetizirati jednostavnim mijeSanjem dviju komponenti, stabilni su, nisu hlapljivi te su cesto
izradeni od prirodnih biokompatibilnih supstrata i prema tome, netoksicni i biorazgradivi. Osim
toga izvori su lako dostupni 1 jeftini Sto ih ¢ini zanimljivim sa ekonomskog aspekta (Sheldon,
2017).

DES-ovi su definirani kao zelenija verzija ionskih kapljevina te se u posljednje vrijeme
primjenjuju u sintetskim reakcijama, biotransformacijama, ekstrakciji bioaktivnih spojeva,
ekstrakciji 1 razdvajanju ciljanih analita, apsorpciji CO,, obradi metala, proizvodnji nanomaterijala
te proCiS¢avanju 1 proizvodnji biodizela (Paiva i sur., 2018). Doprinose dizajniranju ekoloski
prihvatljivih procesa zbog moguénosti, selektivnog 1 jednostavnog izdvajanja produkta reakcije,
prilagodbe pH, otapanja organskih i anorganskih soli kao 1 tranzicije metal-kompleksa i
nanocCestica, a jedna od najperspektivnijih prednosti je njihova reciklacija nakon upotrebe zbog

zanemarive hlapljivosti (Zhang i sur., 2012).

2.4.1. Priprava eutektickih otapala

DES-ovi se proizvode mijeSanjem nabijenog akceptora vodika (amonijeve ili fosfonijeve

soli) i nenabijenog donora vodika (alkohol, poliol, karboksilna kiselina ili amid) laganim
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zagrijavanjem pri ¢emu dolazi do povezivanja komponenti i formira se bezbojna tekuc¢ina (obicno
2 sata pri 60 °C). Donor vodikove veze djeluje u interakciji sa anionom soli i povecava njegovu
efektivnu veli€inu i uzrokuje tako smanjenje taliSta. Smanjenje temperature taljenja smjese u
odnosu na pojedine komponente pripisuje se uglavnom stvaranju vodikovih veza izmedu
komponenti. Na primjer, mijeSanjem kolin-klorida (#. = 302 °C) sa ureom (#. = 132 °C) u omjeru 1
: 2 nastaje DES s toc¢kom talista od 12 °C Sto je znacajno niZe u odnosu na tocke talista pojedinih
komponenata (Sheldon, 2017). Do sada je sintetiziran velik broj DES-ova, a jedna od
najpopularnijih kvaternih soli koja se koristi za njihovu sintezu je kolin-klorid (ChCl) jer je
jeftina, biorazgradiva i1 netoksi¢na sol koja je opcée prihvacena za upotrebu u svim vrstama
proizvoda. Sama sol (kolin-klorid) proizvodi se vrlo ekonomi¢nim procesom u kojem gotovo
nema otpada (Durand i sur., 2012). Upravo zbog nize tocke talista (nize od Cistih sastojaka) pri

sobnoj temperaturi je otapalo. Do danas, vecina pripravljenih DES-ova su tekuéine ispod 70 °C.

DES-ovi se takoder pripremaju mijeSanjem ChCl s ugljikohidratima, takozvana prirodna
eutekticka otapala (eng. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). Izvedena iz metabolita poput
Seera, amino kiselina, kolina i prirodnih organskih kiselina mogu zapravo funkcionirati kao
reakcijski medij za in vivo sintezu slabo topivih spojeva u vodi poput flavonoida i steroida. S
obzirom na njihovu raznolikost 1 veliki potencijal u primjeni, NADES-e nazivaju otapalima 21
stolje¢a (Sheldon, 2017). Na slici 1 prikazana je opcéenita shema pripreme DES-a i odnos taliSta

dviju komponenti koje tvore sustav (Paiva i sur., 2018).

LI
*
g

“Shb

== | Tekusies |

X (%)

Slika 1. Shematski prikaz pripreme DES-a 1 odnos taliSta komponenti (Paiva i sur., 2018)

2.4.2. Fizikalno-kemijska svojstva eutektickih otapala

Budu¢i da postoji velik broj amonijevih soli i donora vodikovih veza koji se mogu

medusobno kombinirati, svojstva DES-ova mogu se vrlo lako podeSavati. Na ovaj nacin postizu se
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zeljena kiselost, polarnost, topljivost otapala, tocka ledista, viskoznost i vodljivost (Zhang i sur.,

2012).

Tocka ledista
Svi sintetizirani DES-ovi imaju tocku ledista nizu od 150 °C, a najzanimljivija su ona kod
kojih je tocka ledista ispod 50 °C, s obzirom da se mogu koristiti kao jeftina i sigurna otapala u
mnogim podruc¢jima. Opcenito, broj DES-ova koji se nalaze u tekucem stanju pri sobnoj
temperaturi je ogranicen. Takvo otapalo moze se dobiti kombinacijom kolin-klorida i uree ili
glicerola vjerojatno zbog veceg afiniteta navedenih komponenti za stvaranje vodikovih veza s
kolin-kloridom. Dakle, za postizanje niZze temperature smrzavanja, kljuCan je odabir donora

vodikovih veza koji ¢e se kombinirati s kolin-kloridom u DES-u (Zhang i sur., 2012).

Gustoca
Gustoc¢a ve¢ine DES-ova veca je od gustoée vode, a razlike su vjerojatno posljedica
drugacije organizacije molekula ili nastajanja otapala. Gustoc¢a ovisi o strukturi 1 ¢esto se smanjuje
s povecanjem temperature kao i s povecanjem koli¢ine vode koju sadrzi. Osim toga na gustocu
otapala osobit utjecaj ima molarni omjer organske soli i donora vodikove veze (Zhang i sur.,

2012).

Viskoznost

Viskoznost opisuje unutarnje trenje gibajuceg fluida ili drugim rije¢ima, otpor tvari
teCenju. Vecina poznatih DES-ova pokazuje visoke vrijednosti viskoznosti, ¢esto ve¢e od 100 cP
Sto je (za usporedbu, viskoznost vode iznosi 0,89 cP na sobnoj temperaturi). Glavni razlog za ove
visoke vrijednosti moze biti povezan s jakom vodikovom vezom formiranom medu
komponentama DES-a, koja neizbjezno smanjuje pokretljivost molekularnih spojeva. S obzirom
na veliki potencijal ovih otapala kao odrzivih medija, dizajn 1 razvoj nisko viskoznih DES-ova je
pozeljan zbog smanjenja operativnih troskova za nekoliko procesnih operacija (npr. mijeSanje i
crpljenje). Viskoznost DES-a je pod utjecajem kemijske prirode komponenata, sadrzaja vode i
temperature. Obzirom na to, viskoznost otapala se moZe podeSavati ovisno o Zeljenim

karakteristikama otapala (Maugeri, 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Enzimski preparat

Novozym 435 (lipaza B izolirana iz kvasca Candida antartica imobilizirana na makroporoznim

poliakrilnim kuglicama sa sadrzajem vode 1 — 2 (w/w %) — Novozyme (Bagsvard, Danska).

3.1.2. Kemikalije

Destilirana voda

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

Glicerol

Glukoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Heptan, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Kolin-klorid, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Limunska kiselina, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
(R, S)-1-feniletil-acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Saharoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Sorboza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Urea, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala bili su analiticke cistoce.

3.1.3. Oprema i uredaji

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

Homogenizator s regulacijom temperature, Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka
Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

Plinski kromatograf sa Varian CHIRASIL-DEX CB kiralnom kolonom (25mx0.25
mmx0.25 um) 1 MS-detektorom, Shimadzu, Japan

Stakleno i plasticno posude
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema i karakterizacija prirodnih eutektickih otapala

U tikvici s okruglim dnom pomijeSaju se preracunate koli¢ine komponenata prema
molarnim omjerima prikazanim u tablici 4 uz dodatak 50 % (v/v) vode. Reakcijska smjesa
zagrijava se na magnetnoj mijesalici do 50 °C tijekom dva sata dok ne nastane homogena, prozirna
1 bezbojna tekucina. Tako pripremljeni NADES-i zatvore se parafilmom i Cuvaju na tamnom
mjestu. pH vrijednost izmjerena je pomocu multimetra pH/ion metar S220, Mettler Toledo pri
temperaturi od 25 °C. Polarnost svakog pripremljenog NADES-a odredena je pomocu Nile crvene
solvatokromne probe prema opisu u Jeong i sur. (2017) 1 Ogihara 1 sur. (2004). Ukratko,
pripremljena je crvena stock otopina koncentracije 1,0 g L™ etanolu te je pohranjena na 4 °C.
Stock otopina je 100 puta razrijedena u etanolu i zatim dodana u NADES, nakon ¢ega se uzorak
stavlja u kvarcnu kivetu volumena 1 cm’. Apsorpcijski spektri razligitih boja snimljeni su pomoéu
GENESYS 10S UV-Vis spektrofotometra, Thermo Fisher Scientific, USA. Gusto¢a NADES-a
odredena je pomocu piknometra — staklene posude koja se sastoji od bocice poznatog volumena
(¥ =2mlL) i ¢epa s cjev¢icom u sredini kroz koju izlazi viSak tekucine da bi u njemu ostao to¢no
poznati volumen mjerene tekucine. Masa praznog 1 Cistog piknometra odredila se vaganjem na

analiti¢koj vagi nakon ¢ega je napunjena NADES-om i1 ponovo izvagana.

Gustocéa prirodnih eutektickih otapala pnapes (kg m™) rafuna se zatim prema jednadzbi:

Mpik+NADES — Mpik [kg]
p = —3| [5]

NADES Vo m3
Gdje m,; predstavlja masu praznog piknometra (kg), mpi+napes predstavlja masu piknometra s

NADES-om (kg), a Vi predstavlja volumen piknometra (m?).

Viskoznost NADES-a odredena je Ostwaldovim (kapilarnim) viskozimetrom. Metoda se
temelji na mjerenju vremena potrebnog da odredeni volumen ispitivane tekuc¢ine protekne kroz
kapilaru pod utjecajem gravitacijske sile. Viskozimetar je napunjen teku¢inom te je Stopericom
mjereno vrijeme za koje je razina tekucine stigla od tocke A do tocke B. Najprije je provedeno

mjerenje za NADES, a potom 1 za destiliranu vodu.
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Viskoznost prirodnog eutektickog otapala -5 (Pas) racuna se prema jednadzbi:

INADES * PNADES [

Pas] [6]

NINnaDEs = MH20 P
H20 " PH20

Gdje nm20 predstavlja viskoznost vode (Pas), pnipes predstavlja gustocu NADES-a, pgp gustou
vode, tn4pes predstavlja vrijeme protjecanja NADES-a (s), a ty20 predstavlja vrijeme protjecanja
vode (s).

Sva mjerenja su provedena pri sobnim uvjetima. Vrijednosti gustoce, viskoznosti

povrsinske napetosti vode pri 7 = 25 °C su preuzeti iz literature (Crittenden i sur., 2012).

Tablica 4. Koristeni NADES-1 (50 % v/v) 1 njihova fizikalno-kemijska svojstva

NADES Kratica Omjer Polarnost Viskoznost pH p (gem™)
Kolin-klorid : glukoza ChGlcsge, 1:2 50,0 0,0051 4,03 1,123
Kolin-klorid : glicerol ChGlysge, 1:2 50,10 0,0037 3,35 1,099

Kolin-klorid : etilen ChEGsqe, 1:2 50,28 0,0034 5,93 1,066
glikol
Glukoza : glicerol GleGlysoo, 1:2 50,37 0,0017 6.25 1,044
Glukoza : etilen glikol GIcEGs0q, 1:2 50,37 0,0012 5,21 1,081
Sorboza : etilen glikol SorEGsq, 1:2 50,37 0,0015 4,80 1,061
Etilen glikol : glukoza: EGGIcFruse, 2:1:1 50,19 0,0046 4,41 1,045
fruktoza
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3.2.2. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirana lipazom

Reakcija hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirana lipazom provedena je na nacin da
se u epruvetu doda 992 uL otapala (sintetizirani NADES-1), 8 uL supstrata (R, S)-1-feniletil-
acetata 1 5 mg imobiliziranog enzima lipaze B izolirane iz kvasca Candida antartica (pripravak
Novozym 435) ¢ime i zapocinje reakcija (slika 2). Reakcija se provodi pri temperaturi od 25 °C i
650 o min™ tijekom 23 sata. Pri provodenju reakcije u NADES-ima u odabranim vremenskim
intervalima reakcija se zaustavi i u sadrzaj reakcijske smjese doda se 1 mL vode, a zatim se (R, S)-
I-feniletil-acetat ekstrahira s 2 mL n-heptana, uz snazno mijeSanje na homogenizatoru (650 o

min ') kroz 3 minute te se izuzima 50 pL heptanskog sloja i analizira plinskom kromatografijom.

CH5

.4“

10
=z

CH
3 ke CHs;

(R)-1feniletil-acetat (R)-1-feniletanol

]-{rac,

OYCHB
Q

OH
CH,
ks @ACHE*

(S)-1feniletil-acetat (S)-1-feniletanol

keae > k> ke

Slika 2. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata

Za usporedbu ucinkovitosti predlozene biokataliticke reakcije u razli¢itim otapalima, za
reakciju u pojedinom otapalu pradene su: konverzija (x), volumetrijska produktivnost (Vp),

enantiomerni visak (ee) 1 pocetna brzina reakcije (k) Sto je opisano u jednadzbama 7 — 10.
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Konverzija X (%) izracuna se prema jednadZbi:

(%) = ==+ 100 [7]

AT

gdje C, predstavlja izmjerenu koncentraciju (R)-1-feniletanola (mol L), a C,r teoretski moguéu

koncentraciju (R)-1-feniletanola (mol L™).

Volumetrijska produktivnost p (umol L™ min™) ra¢una se prema jednadzbi:

Cp2 = Cp1
Vp=——" [8]

gdje C,; predstavlja molarnu koncentraciju (R)-1-feniletanola (pmol L") na pocetku reakcije (Oh),
C,> molarnu koncentraciju (R)-1-feniletanola na kraju reakcije (pmol L"), a ¢ vrijeme trajanja

reakcije (min).

Enantiomerni viSak (eng. enantiomeric excess — ee) (%) izrauna se prema jednadzbi:

_ (R1 — feniletanol — S1 — feniletanol)
"~ (R1 - feniletanol + S1 — feniletanol)

ee 100 [9]

gdje R-I-feniletanol predstavlja povrSinu ispod pika (R)-1-feniletanola, a S-/-feniletanol povr§inu

ispod pika (S)-1-feniletanola.

Poletna brzina reakcije ko (mmoL L™ min) izradunata je iz linearnih dijelova pravca grafa

prosjecne koncentracije proizvoda u odnosu na vrijeme reakcije:

ko ==L [10]

gdje ap predstavlja nagib pravca, a ¢ je vrijeme trajanja reakcije (min).

Sva mjerenja su provedena u paralelama, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (u

95 %-tnom intervalu pouzdanosti nemaju statisticku znacajnu razliku).
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3.2.3. Odredivanje koncentracije (R)-1-feniletanola
Kvalitativna 1 kvantitativna analiza provedena je pomocu plinske kromatografije s
masenom spektroskopijom (GC-MS, slika 3). Za analizu koriSteni su sljede¢i kromatografski

uvjeti:

e Kromatografska kolona: Varian CHIRASIL-DEX CB (25m x 0.25 mm % 0.25 pum)
e Temperatura kolone: 7;=80 °C (2 min), 7> 80 °C — 140 °C (Ar=5 °C min™)

e Pokretna faza: helij (He)

e Protok: 96,9 mL min"!

e Detektor: maseni spektrometar (MS)

e Vrijeme trajanja analize: 21 min

Slika 3. Plinski kromatograf s masenim spektrofotometrom (GC-MS), Shimadzu QP2010PLUS,

Japan.
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Identifikacija supstrata 1 produkta provedena je na temelju retencijskih vremena, tj.
vremena izlazenja razdvojenih pikova u reakcijskoj smjesi s kiralne kromatografske kolone te je
potvrdena usporedbom masenih spektara u bazi podataka s onima dobivenima analizom. Molarna
koncentracija produkta reakcije (R)-1-feniletanola ra¢una se izravno iz jednadzbe pravca dobivene
iz bazdarnog dijagrama (R)-1-feniletanola (0,000409 — 0,035 mol L™). Tipi¢an plinski

kromatogram reakcijske smjese nalazi se na slici 4.

M rensty 4 706,548

3000000

1 (5)-1-feniletil-acetat (R)-1-feniletanol
40000004

3000000

QDUDDUU'; (R)-1-feniletil-acetat

10000004

L _

J;- ¥ ! ¥ InI T ¥ T T L , Li T I! '_i_ T ¥ ¥ ¥
130

40 150 160 70 180

Slika 4. Tipican plinski kromatogram nakon analize reakcijske smjese za lipazom kataliziranu

hidrolizu (R, S)-1-feniletil-acetata

Izrada bazdarnog dijagrama

Bazdarni dijagram za odredivanje molarne koncentracije (R)-1-feniletanola izraduje se
tako Sto se pripreme otopine poznatih koncentracija (R)-1-feniletanola u n-heptanu (0,000409 —
0,035 mol L") te analiziraju na plinskom kromatografu spregnutom sa masenim
spektofotometrom. Izmjerene vrijednosti povrSine kromatografskog pika prikazu se na ordinati, a
na apscisi se prikazu pripadaju¢e vrijednosti koncentracija. Pomocu racunala konstruira se
dijagram ovisnosti mnozinske koncentracije (R)-1-feniletanola o povrsini ispod pika (slika 5) te se
prema dobivenoj jednadzbi pravca mogu izraCunati nepoznate molarne koncentracije (R)-1-

feniletanola u ostalim uzorcima.
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Slika 5. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R)-feniletanola; 4 = povrSina

ispod pika; ¢ = koncentracija (mol L™

3.2.4. Optimiranje hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u ChEG

Optimiranje kinetiCke rezolucije (R, S)-1-feniletil-acetata u ChEG provedeno je prema
planu pokusa dobivenog matematickim modelom u programu Design Expert 7.0.0. (Suite 480,
Minneapolis, MN 55413). Praéen je utjecaj temperature (X1, 20 — 60 °C), masenog udjela vode u
ChEG (X2, 10 — 50 % v/v) i omjera E/S (X3, 0,1 — 1) na konverziju reakcije (X %). Svaki od
eksperimenata proveden je u sustavu sa 5 mg enzima Novozym 435, 1 mL otapala ChEG i 0,05

mol L™ (R, S)-1-feniletil-acetata.

3.2.5. Plan pokusa za optimiranje hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata 1 obrada podataka
Kako bi se odredio utjecaj procesnih parametara na iskoristenje procesa hidrolize 1 njihovo
medudjelovanje, koriSten je Box-Behnkenov plan pokusa. Glavni cilj je pronalazenje optimalnih
vrijednosti procesnih parametara, kako bi se omogucilo povecanje efikasnosti procesa. Ispitivane
varijable (temperatura, udio vode, omjer E/S; tablica 5) prevedene su u kodirane varijable prema

izrazu:
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_ (Xmax+Xmin)
_ 2
X = (X*max—Xmin) [10]
2

Tablica 5. Ispitivane varijable i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine

Faktor Simbol Donja razina Centralna razina Gornja razina
Kodirane varijable -1 0 1
Temperatura X1 20 40 60

Udio vode X2 10 30 50

Omjer E/S X3 0,1 0,55 1

Prema Box-Behnkenovom planu pokusa provedeno je 15 eksperimenata hidrolize sa tri
ponavljanja u centralnoj tocki ispitivanog eksperimentalnog podruc¢ja. Dobiveni eksperimentalni
podaci su aproksimirani sa matematickim modelom odzivnih povrSina tj. polinomom drugog reda

u obliku:

Y= Bo+ Zﬁixi + Z.Biixiz + zzﬁijxixj [11]

gdje je Y modelom predvidena odzivna funkcija, f, konstanta jednadZbe odzivnog polinoma, pf;
koeficijent linearnog clana jednadzbe odzivnog polinoma (i = 1, 2,..., k), fi koeficijent
kvadratnog €lana jednadZbe odzivnog polinoma (i =1, 2,..., k), fi;— koeficijent ¢lana interakcije
JednadZzbe odzivnog polinoma (1 =1, 2,..., k), X;; ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti)
(1=1,2,.., k), a k je broj varijabli. Na osnovi dobivenog matematickog modela (polinoma)
konstruirana je odzivna povrsina koja omogucava vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara
na promatran proces. Odzivna povrSina moze se prikazati kao povrSina u 3D prostoru ili pomocu
kontura odzivnih povrSina. Procjena koeficijenata modela nelinearnom regresijskom analizom,
statisticCka analiza (ANOVA) znacCajnosti ispitivanih parametra na promatrane procese te
numericka optimizacija ispitivanih procesnih parametra, provedena je primjenom softverskog
paketa Design Expert (Verzija 7.0.0., Suite 480, Minneapolis, MN 55413). Kroz svih 15

eksperimenata, u odredenim vremenskim intervalima, reakcija je zaustavljena i1 analizirana na
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GCMS-u kao $to je prethodno opisano. Kako bi se validirao predloZzeni model odgovora,

provedeni su odvojeni eksperimenti u optimalnim uvjetima.

3.2.6. Reciklacija i ponovna uporaba enzima

Kako bi se enzim odvojio od reakcijskog medija u svrhu njegove ponovne upotrebe, nakon
provodenja kineti¢ke rezolucije (R, S)-1-feniletil-acetata u optimalnim uvjetima (40 °C, 50 % vode
u ChEG 1 omjer E/S 0,55), reakcijski medij sa enzimom (Novozym 435) filtriran je vakuum
filtracijom. Reciklirani enzim ispran je s vodom (5 x 10 mL) i etil-acetatom (5 x 10 mL) i osuSen u
susilici na 40 °C preko no¢i te pohranjen u hladnjaku do sljede¢eg postupka. Izvagano je 5 mg
recikliranog enzima 1 ponovno upotrjebljeno za reakciju hidrolize u svjezem ChEG sa 50 % vode.
Reakcija je pracena i analizirana kako je prethodno opisano. Reciklacija i ponovna upotreba

enzima ponovljena je jo$ 5 puta.

Reciklacija enzima (7,400 (%)) izracunata je prema jednadzbi:

Nciklusa (1+n)
Nrelativno (%) = . ' 100,n = 0,1,2,3 ....[12]
Nciklusa (€8]
gdje je 7cikusa(1) konverzija reakcije sa svjezim, nerecikliranim enzimom, a #cikiusa (1+n) KONVerzija

reakcije sa recikliranim enzimom (jednom, dva puta itd.).

3.2.7. lzolacija (R)-1-feniletanola iz ekstrakta dobivenog pomoc¢u NADES-a i reciklacija
otapala

Reciklacija NADES-a provedena je kao zasebni eksperiment. Kineticka rezolucija (R, S)-1-
feniletil-acetata pri optimalnim uvjetima (40 °C, 50 % vode u ChEG i omjer E/S 0,55)
zaustavljena je nakon 24h, enzim je filtriran 1 odvojen od reakcijskog medija, a reakcijski medij je
prebacen u lijevak za odjeljivanje i1 ekstrahiran sa etil-acetatom (6 x 10 mL) Sto je prikazano na
slici 6. Prikupljena organska faza je uparena pod snizenim tlakom, dajuci tako sirove produkte.
Tako reciklirani NADES analiziran je u drugom krugu hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata, a

testiran je u Cetiri kruga hidrolize.
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Mogucnost ponovne upotrebe NADES-a (Vi (%)) 1zraCunata je prema jednadzbi:

Yeiktusa @m0 1 — 12 . [13]

Vrelativni %) = v - -
ciklusa (n

gdje je Veikusam) volumen NADES-a u n-ciklusu, a Vikusa (1+n) Volumen recikliranog NADES-a

nakon n-ciklusa.
Iskoristenje reakcije u recikliranom NADES-u izracunato je prema jednadzbi 12.

(R)-1-feniletanol 1 neizreagirani (S)-1-feniletil-acetat iz organske faze razdvojeni su na koloni

silikagela (1.2 cm x 5 cm) koristeci etil-acetat kao mobilnu fazu (slika 6).

Uc¢inkovitost razdvajanja 5 (%) izracunata je prema jednadzbi:

gdje je my masa (R)-1-feniletanola nakon silikagel kolone, a m teoretska masa (R)-1-feniletanola

prije silikagel kolone.

1IZOLACUA | PROCISCAVANIE PRODUKTA

o,

Ekstrakcijas — T

AGROOTAPALOM etil
acetat

B
TN Organskafaza —— / (8)-1-feniletil

acetat

Reakcijski medij

cHy

CH,

Novozym 435

%

Slika 6. Shematski prikaz izolacije i prociS¢avanja produkta reakcije (R)-1-feniletanola
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3.2.8. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-aceta u ChEGsgq, na preparativnoj skali

Prijenos reakcije u vece mjerilo proveden je na nacin da je 250 mg enzima Novozym 435
dodano u 500 mL ChEG sa udjelom vode 50 % (v/v). Reakcija je provodena u prethodno
odredenim optimalnim uvjetima (40 °C, 50 % vode u ChEG i omjer E/S 0,55). Nakon zavrSetka
reakcije enzim je odvojen od reakcijskog medija vakuum filtracijom. Reakcijski medij prebacen je
u lijevak za odjeljivanje i ekstrahiran s etil-acetatom. Ekstrakcija je ponovljena u 5 ciklusa, a
prikupljene organske faze su spojene i uparene pod snizenim tlakom, dajuci tako sirove produkte.
(R)-1-feniletanol 1 neizreagirani (S)-1-feniletil-acetat iz organske faze razdvojeni su na koloni
silikagela koristeci etil-acetat kao mobilnu fazu kao §to je opisano u prethodnom poglavlju.
Konverzija reakcije izraCunata je prema jednadzbi 7 Sto je opisano u poglavlju 3.2.2. Prinos
recikliranog NADES-a izracunat je prema jednadzbi 13, a ucinkovitost razdvajanja izraCunata

prema jednadzbi 14 koje su opisane u prethodnom poglavlju.

Obrada podataka
Sva mjerenja su provedena u paralelama. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz koje su

navedene i vrijednosti standardne devijacije (£ SD).

26



4. REZULTATI I RASPRAVA



Uspostavljanje novih visokouCinkovitih 1 odrzivih procesa proizvodnje industrijski vaznih
kemikalija predmet je mnogih znanstvenih istrazivanja u podru¢ju kemijske tehnologije i
biotehnologije. Stoga se NADES-i, nova generacija nehalapljivih 1 netoksi¢nih otapala,
posljednjih godina intenzivno proucavaju kao zamjena za tradicionalna 1 Skodljiva otapala u
procesima organske sinteze i (bio)katalize. S druge strane, biokataliza kao jedno od najbitnijih
alata zelene kemije, bezopasna je po okolis, a zbog moguénosti katalize slozenih transformacija,
moze smanjiti korake kemijske sinteze te time umanjiti otpad i povecati prinos biokataliticke
reakcije (Tao 1 Kazlauskas, 2011). Enzimske reakcije imaju prednost pred klasi¢nim reakcijama
kemijske sinteze zbog visoke enantio i regioselektivnosti, a naroCito ako se izvode u zelenim
otapalima. Posebice se primjenjuju reakcije enantioselektivne enzimske hidrolize (kinetiCka
rezolucija) kao tipi¢ne lipazama katalizirane reakcije za dobivanje opticki Cistih spojeva, koji se
koriste u farmaceutskoj 1 kemijskoj industriji (Polaina i MacCabe, 2007).

Cilj ovoga rada bio je proizvesti opticki Cist (R)-feniletanol koji je vaZan gradivni blok u
industriji lijekova, agrokemikalija i finih kemikalija (Rios i sur., 2016). U tu svrhu ispitana je
mogucénost hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata, koristeéi lipazu kao katalizator uz NADES-¢ kao
reakcijski medij. KoriStena je lipaza B iz kvasca Candida antarctica koja je imobilizirana na
makroporoznim poliakrilnim kuglicama (Novozym 435), budu¢i da je taj enzimski pripravak jeftin
i lako dostupan, a u brojnim se radovima pokazao ucinkovit i iznimno stabilan (Cvjetko Bubalo,
2012). Prilikom planiranja i izvedbe pokusa koriStene su glavne smjernice u dizajniranju
biokatalitickog procesa ukljucujuéi pripremu 1 karakterizaciju NADES-a, probir NADES-a za
optimalno djelovanje enzima, optimizaciju biokatalitickog procesa, izdvajanje proizvoda te

reciklaciju enzima 1 otapala.
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4.1. PRIPRAVA I PROBIR OTAPALA

U ovom radu provedena je enantioselektivna hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata u (R)-1-feniletanol
koriste¢i imobiliziranu lipazu izoliranu iz kvasca Candida antarctica (pripravak Novozym 435) u
osam razli¢itih NADES-a s udjelom vode 50 % (v/v) koja su pripravljena klasi¢nim postupkom za
potrebe istrazivanja (tablica 4). Budu¢i da se NADES-i smatraju zelenim otapalima, izbor
najperspektivnijih otapala za navedenu reakciju temeljio se na njihovoj toksi¢nosti 1 fizikalno-
kemijskim svojstvima. Odabrana otapala bila su slabo kisela do neutralna jer je poznato da lipaza
moze provoditi reakciju u blagim uvjetima s izuzetnom kemo i regio-selektivnos¢éu. Odabir pravog
NADES-a za specificni biokataliticki sustav glavni je dio optimizacije biokatalitickog procesa jer
uvjetuje pH, polarnost i viskoznost medija te kao takav izravno utjece na aktivnost enzima i
topljivost supstrata/proizvoda (Paiva i sur., 2014). Hidroliza je provedena i u kalij-fosfatnom
puferu kao referentnom otapalu u svrhu provjere uspjeSnosti hidrolize, a osim toga u svim
otapalima provedeni su i eksperimenti bez enzima gdje nije primijeCena konverzija unutar
reakcijskih uvjeta koriStenith u ovim eksperimentima. Reakcija se provodila pri 25 °C na
homogenizatoru, a pra¢ena je uzimanjem uzoraka iz reakcijske smjese u odredenim vremenskim

intervalima, koji su analizirani plinskom kromatografijom.

Osim toga, zbog odrzivosti i potencijalnog prijenosa procesa u vece mjerilo (eng. scale up),
potrebno je opravdati i upotrebu NADES-a iz ekonomskog aspekta. Procjena cijena NADES-a
vr$i se analizom cijena pojedinih Cistth komponenti dostupnih na sluZbenoj stranici Mercka,
Njemacka. Procijenjene vrijednosti iznose: 43 § kg-1 za ChEG, 48 § kg-1 za ChGly i 84 § kg-1 za
ChGlc. Taj cjenovni rang odgovara ostalim organskim otapalima kao $to je 99 %-tni n-heptan

(81,53 $ kg-1), sto ¢ini NADES-e povoljnima za upotrebu u veCem mjerilu.
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Dobiveni rezultati pokazali su da lipaza posjeduje jaku stercoselektivnost prema R-
enantiomeru, bez obzira na koriSteni NADES (ee = 99 %). Ta stereoselektivnost je povoljna jer
omogucava izravnu proizvodnju zeljenog R-alkohola bez daljnjih kemijskih manipulacija. S druge
strane pokazalo se da izmjerena pocetna brzina reakcije, iskoriStenje i produktivnost ovise o

koristenom NADES-u.

Pocetna brzina reakcije u razli¢itim NADES-ima kre¢e se u rasponu 0,1323 — 0,2968
mmoL L' min”, dok je poletna brzina reakcije u puferu iznosila 0,3690 mmoL L™ (slika 7).
Najveca pocetna brzina reakcije primije¢ena je u konvencionalnom otapalu §to nije iznenadujuce
budu¢i da su Durand i sur. (2012) zakljucili da lipazi u NADES-u treba odredeno vrijeme da
postigne svoju konaénu strukturu zbog cega je prisutno smanjenje aktivnosti u prvim satima
inkubacije. Konverzija (X) lipazom katalizirane enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-
acetata krece se u rasponu od 11,69 — 41,14 % pri ¢emu izmedu NADES-a najveéu vrijednost
pokazuje ChEGsg, (39,21 %) te ChGlysgy, (37,22 %), ali su gotovo jednaka kao u puferu (41,14

%) §to je prikazano na slici 7.
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Slika 7. PocCetne brzine reakcije (A4) i konverzija (X) hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u razli¢itim
NADES-ima (50 % v/v) i puferu. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L' (R, S)-1-fenileti-acetat; 5 mg
Novozym 435; 25 °C; 1 mL
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Vrijednosti volumetrijskih produktivnosti lipazom katalizirane hidrolize (Vp) u NADES-
ima u rasponu su od 0,0046 —0,0182 mmol L™ min™ (slika 8). Najvise vrijednosti volumetrijske
produktivnosti postignute su u ChEGsgy, (0,0182 mmol L™). ChGLysq, takoder pokazuje visoke
vrijednosti (0,0172 mmol L), no postignuta je manja po&etna brzina te neito niza konverzija dok
su vrijednosti u puferu sli¢ne kao u NADES-u (0,0190 mmol L™). Sto se tice cijene NADES-a, na
osnovi troskova sirovina procijenjena cijena varira od priblizno 5,57 € kg za GlcGly do 656,89 €

kg™ za SorEG.
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Slika 8. Volumetrijska produktivnost (¥p) hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u razli¢itim NADES-

Vp [mmol L-1 min-1]

GIcEG
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ima (50 % v/v) i puferu. Reakcijski uvjeti: 0,05 molL™" (R, S)-1-feniletil-acetat; 5 mg Novozym
435;25°C; 1 mL

Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata uspjesno je provedena u svim sintetiziranim NADES-
ima pri ¢emu je, na temelju eksperimentalnih podataka o ponaSanju lipaze u ispitivanim
otapalima, literaturnim podacima o toksi¢nosti i1 cijeni otapala, ChEGsy, odabran kao

najperspektivnije otapala za danu reakciju pa je koristen za daljnju optimizaciju.
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4.2. OPTIMIZACIJA PROCESA U LABORATORIJSKOM MJERILU

Ucinkovitost biokataliticCkog procesa ovisi o brojnim parametrima koji mogu djelovati
zavisno i nezavisno. Zbog velikog broja parametara gotovo je nemoguce odrediti i1 kontrolirati sve
istovremeno, stoga je nuzno odabrati one koji imaju najveéi utjecaj na promatrani proces.
Pretrazivanjem literature uoceno je da koli¢ina vode u NADES-u, temperatura, pH vrijednost,
odnos enzima i supstrata te vrijeme trajanja reakcije znatno utjecu na aktivnost enzima. Koliine
vode (> 60 %) u NADES-u mogu ostetiti jaku mrezu vodikovih veza (Cheng i Zhang, 2017,
Khandelwal i sur., 2016), ali s druge strane manje koli¢ine vode (< 30 %) mogu negativno utjecati
na hidrolizu. Osim udjela vode, za optimalnu aktivnost enzima potrebno je podesiti i odgovarajucu
temperaturu te koncentraciju supstrata koja ne¢e uzrokovati inhibiciju supstratom (Pétzold 1 sur.,
2019). Dakle, na temelju prethodnih rezultata i literaturnih podataka, u ovom radu ispitivane su
sljedeée neovisne varijable: temperatura (20 — 60 °C), udio vode u NADES-u (10 — 50 %) te omjer

enzima i supstrata (0,1 — 0,5) pri vremenu trajanja reakcije od 24h.

Kako bismo odredili optimalne uvjete hidrolize potrebno je provesti eksperiment u svim
moguc¢im kombinacijama Sto zahtijeva veliki broj eksperimenata. Medutim, u danaSnje vrijeme
moguc¢ je pristup racunalnim programima koji reduciraju broj eksperimenata, a sukladno tome i
koli¢inu utroSene energije i sredstava. Metoda odzivnih povrSina kao skup matematickih i
statistickih tehnika pokazala se kao prakti¢an alat u planiranju i reduciranju pokusa. Optimiranje
navedenih uvjeta provedeno je uz pomo¢ programa Design Expert 7.0.0. metodom odzivnih
povrsina na osnovi eksperimentalnih podataka dobivenih prema Box-Behnkenovom planu pokusa.
Nakon provedenih eksperimenata 1 naknadne analize dobiven je odziv, odnosno konverzija

procesa pri ispitivanim uvjetima.

Dobivena konverzija varirala je od 27,89 — 45,16 % (tablica 6). Najvisa konverzija
ispitivanog odgovora dobivena je koriStenjem ChEG sa udjelom vode od 50 %, omjerom E/S u

iznosu 0,1 i temperaturom od 40 °C (tablica 6).

Nadalje, izvrSena je procjena RSM modela, a za izracunavanje statisticke znacajnosti
modela koriStena je analiza varijance (ANOVA) na osnovu koje se moze utvrditi opravdanost
vrijednosti koeficijenta (R?) koji je pokazatelj slaganja eksperimentalnih i modelom predvidenih
podataka (u idealnom slucaju iznosi 1) te vrijednosti p koja pokazuje statisticku znacajnost
vrijednosti predvidenih modelom (tablica 7). Kada su p-vrijednosti za odredene ¢lanove odzivnog

polinoma manje od 0,05 ti ¢lanovi su znacajni. To znaci da je vjerojatnost dobivanja tako velike F

31



vrijednosti manja od 5 %. Prema tome, utvrdeno je da je aproksimacija eksperimentalnih
vrijednosti konverzije bioprocesa kvadratnim modelom statisticki znacajna, Sto znaci da je

primjena modela opravdana za ispitivano podrucje.

Polinomna jednadzba drugog reda za konverziju bioprocesa je sljedeca:
Konverzija (%) =
=3581+675-X;+344-X, +11,47- X3+ 1,92 - X, X, + 2,82- X, X5 + 1,15

Xy X3 — 2,71+ X,% — 3,29 - X,% + 1,60 - X5>
gdje je X; temperatura, X, udio vode u ChEG a X; omjer E/S.

Rezultati pokazuju da na vrijednost konverzije bioprocesa najveci utjecaj imaju dvije
neovisne varijable tj. udio vode u ChEG (X>; p < 0,0001) i omjer E/S (X3; p < 0,0001), dok utjecaj
temperature nije toliko znacajan (X;. p = 0,7410). Interakcija ispitivanih parametara znacajna je u
slu¢aju kombinacije temperature i udjela vode u ChEG (X;X}), kao i kombinacija temperature i
omjera E/S (X;X;) dok interakcija udjela vode i omjera E/S pri konstantnoj temperaturi nije
znacajan parametar (X>X3). Osim toga vidljiv je znacajan ucinak kvadratnog faktora X;

(temperatura).

ANOVA je pokazala dobru uskladenost izmedu predvidenih modela i eksperimentalnih
podataka s koeficijentom korelacije R’ = 0,9449. Koeficijent korelacije ukazuje na to da
predloZeni model moZe objasniti 94,49 % rezultata. Osim toga statisticki parametar "nedostatak
modela" (eng. Lack of fit) nije bio statisti¢ki znacajan za p < 0,05 (tablica 7). Rezultati su takoder
pokazali da je model koji je koriSten za prilagodbu varijabli odgovora znacajan (p < 0,0001) 1

prikladan za opis odnosa izmedu neovisnih varijabli 1 odgovora.

Prema razvijenom RSM modelu optimalni uvjeti za konverziju bioprocesa su: udio vode
od 50 %, temperatura u iznosu od 40 °C 1 omjer E/S 0,1. Uz koriStenje optimalnih uvjeta model je
predvidao konverziju od 44,98 %, dok je nakon izvodenja tog eksperimenta u optimalnim

uvjetima konverzija bila 48 %
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Tablica 6. Eksperimentalni model 1 vrijednosti promatranog odziva

Broj eksperimenta X; X, X; Y

T (°C) % H20 E/S X (%)
1 40 50 0,1 45,16
2 20 10 0,55 27,89
3 60 30 1 38,93
4 20 30 1 32,87
5 40 30 0,55 41,27
6 60 10 0,55 30,08
7 40 30 0,55 38,12
8 40 50 1 41,63
9 20 30 0,1 38,83
10 60 30 0,1 37,66
11 40 10 1 29,62
12 40 10 0,1 36,80
13 60 50 0,55 38,95
14 20 50 0,55 43,99
15 40 30 0,55 41,20

Tablica 7. Statisticka analiza (ANOVA) dobivenih odgovora

Konverzija
Izvor varijabilnosti SS MS F-vrijednost  P-vrijednost
Model 362,33 40,26 9,53 0,0115
X1 0,52 0,52 0,12 0,7410
X2 256,97 256,97 60,85 0,0006
X3 29,66 29,66 7,02 0,0454
X1 X2 13,06 13,06 3,09 0,1390
X1 X3 13,08 13,08 3,10 0,1387
X2 X; 3,33 3,33 0,79 0,4155
X 35,43 35,43 8,39 0,0339
X, 12,90 12,90 3,06 0,1409
X3 1,776%107 1,776¥10°  4,25%10™ 0,9844
Ostatak 21,12 4,22
Nedostatak modela 14,66 4,89 1,51 0,4213
Pogreska 6,45 3,23
Ukupno 383,45
R’ 0,9449

P < 0,01 veoma znacajno, 0,01 < P < 0,05 znacajno; P > 0,05 nije znacajno

Xj:temperatura;, X>: udio vode u ChEG; X3: E/S
SS — suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; MS — varijanca
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4.3. IZDVAJANJE I RECIKLACIJA ENZIMA

Buduéi da glavni troSak biokatalitickog procesa predstavlja prociS€avanje (eng.
downstream proces) (Asenjo 1 Andrews, 2008), posljednji korak u dizajniranju ucinkovitog
biokatalitickog procesa koji ukljuuje primjenu NADES-a jest izolacija i prociSéavanje
proizvoda, recikliranje enzima i otapala te njihova ponovna upotreba. U svrhu toga provedeno
je razdvajanje (R)-1-feniletanola od ChEGsge,. Prvi korak ukljucuje uklanjanje biokatalizatora

iz reakcijske smjese.

Nakon reakcije, Novozym 435 uklonjen je filtracijom iz reakcijske smjese. Enzim je
ispran etil-acetatom i vodom te osusen i ponovno upotrijebljen za kineti¢ku rezoluciju (R, S)-
1-feniletil-acetata u svjezem otapalu. Taj postupak ponovljen je Cetiri puta. Na kraju petog
ciklusa, konverzija je bila 85,14 % dok se enantiomerni viSak (ee > 99 %) nije smanjio niti u
jednoj ponovljenoj seriji (slika 9). Liang i sur. (2012) takoder su primijetili slican u¢inak
proucavajudi recikliranje Novozym-a 435 u mediju baziranom na puferu gdje se vrijednost
enantiomernog viska nije mijenjala kroz 11 ciklusa, a relativna aktivnost bila je 70 %. Nesto
veci pad aktivnosti primijetili su (Guajardo 1 sur., 2017) gdje je aktivnost enzima bila 47 %

nakon pet ciklusa recikliranja u ChGly 92 % (v/v).
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Slika 9. Uc€inkovitost enzima nakon reciklacije. Reakcijski uvjeti: 0,05 M (R, S)-1-feniletil-
acetat; 5 mg Novozym 435; 40 °C; 1 mL
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4.4. IZOLACIJA PRODUKTA I RECIKLACIJA OTAPALA

Ve¢i izazov od recikliranja imobiliziranog enzima prilikom procis¢avanja predstavlja
izolacija produkta iz NADES-a. Prilikom provodenja biokatalize u organskom otapalu,
otapalo se obi¢no upari, a kona¢ni produkt se dalje procisti. S druge strane, nizak tlak pare
NADES-a otezava uparivanje tih otapala §to moZze predstavljati problem u industrijskoj
primjeni (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Trenutno dostupna literatura predlaze nekoliko
mogucénosti za izdvajanje ciljanog spoja i recikliranje NADES-a. Tu se ubrajaju ekstrakcija
tekuce-tekuce  koriStenjem drugog otapala, ekstrakcija kruto-tekuc¢e koriStenjem
makroporozne smole i dodavanje antisolventa (Ruegas-Ramon i sur., 2017). U naSem slucaju,
nakon kineticke rezolucije (R, S)-1-feniletil-acetata, produkt (R)-1-feniletanol i neizreagirani
(S)-1-feniletil-acetat izolirani su koristeéi etil-acetat kao otapalo. Zatim su (R)-1-feniletanol i
neizreagirani (S)-1-feniletil-acetat iz organske faze razdvojeni na koloni silikagela koristeci
etil-acetat kao mobilnu fazu. U¢inkovitost razdvajanja proizvoda bila je 81,24 %. Nakon
uklanjanja proizvoda i neizreagiranog supstrata, recikliran je NADES. Reciklirani ChEGsqq,
ponovno je upotrijebljen za sljede¢i krug proizvodnje (R)-1-feniletanola. Prinos NADES-a
recikliranog pet puta smanjio se za 35 % u odnosu na svjeZe sintetizirano otapalo. Hidroliza je
takoder provedena u recikliranom NADES-u, a konverzija 1 enantioselektivnost u
recikliranom otapalu bile su jednake kao u svjeZe sintetiziranom otapalu tijekom 5 ciklusa

(slika 10).
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Slika 10. Uspjesnost reciklacije NADES-a 1 konverzija reakcije hidrolize (R, S)-1-feniletil-
acetata u recikliranom ChEGsgy;, (X). Reakcijski uvjeti: 0,05 molL™" (R, S)-1-feniletil-acetat; 5
mg Novozym 435; 40 °C; 1 mL
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4.5. PRIJENOS REAKCIJE U VECE MJERILO

Nakon optimizacije procesa u laboratorijskom myjerilu, biokataliza je provedena u
reakcijskoj smjesi od 500 mL u optimalnim uvjetima iz laboratorijskog mjerila (40 °C, 50 %
vode u ChEG i omjer E/S 0,55). Konverzija reakcije je bila 54,7 % S§to je sli¢no kao u
optimalnim uvjetima u laboratorijskom mjerilu (tablica 8), dok je enantioselektivnost bila
jednaka kao u laboratorijskom myjerilu. 1z pregleda literature ¢ini se kako je uvecanje mjerila
biokatalitickih reakcija u NADES-u provedeno samo do preparativnog mjerila (do 500 mL).
Xu i sur. (2015) proveli su redukciju 3-kloropropiofenona kataliziranu imobiliziranim
stanicama Acetobacter sp.(CCTCC M209061 stanice) u otapalu kolin-klorid : urea (500 mL)
pod optimalnim uvjetima iz laboratorijskog mjerila (5 mL). Prinos (82,3 %) je bio neSto nizi
nego S$to je postignuto pod optimalnim uvjetima u laboratorijskom mjerilu gdje je iznosio 93,3
%, dok je vrijednost enantiomernog viska ostala jednako visoka kao u laboratorijskom
mjerilu. Pani¢ 1 sur. (2018) proveli su uvecanje laboratorijskog mjerila za reakciju redukcije
1-(3,4-dimetilfenil) etanona (DMPA) koriste¢i Saccharomyces cerevisiae kao biokatalizator.
Iskoristenje redukcije u ve¢em mjerilu (300 mL) bilo je 89,91 %, slicno kao u laboratorijskom
mjerilu.

Nakon zavrSetka reakcije u ve¢em myjerilu, provedena je izolacija i prociS€avanje
proizvoda te reciklacija otapala i njegova ponovna upotreba. Prinos recikliranog ChEGsgy, bio
je 97 % dok je ucinkovitost proc¢iS¢avanja feniletanola bila 49,48 % Sto je 30 % niZe u odnosu
na laboratorijsko mjerilo (tablica §). Panic¢ 1 sur. (2018) takoder su proveli downstream proces
nakon preparativhog mjerila, a rezultati su bili neSto nizi ili priblizno isti u odnosu na

laboratorijsko mjerilo kao $to je 1 u nasem slucaju.

Tablica 8. Sazeti prikaz rezultata iz laboratorijskog 1 preparativnog mjerila

Sinteza (R)-1- Izdvajanje i proci§céavanje
feniletanola (R)-1-feniletanola
X HChEG N (R)-1-feniletanol
[%] [%] [%]
Laboratorijsko mjerilo (1 mL) 48 100-65,5 81,24
Preparativno mjerilo (500 mL) 54,57 97 49,48

Gdje je X (%) konverzija reakcije, ncneg prinos recikliranog ChEGsoy, @ #r)-1-fenitetanol

ucinkovitost pro¢iS¢avanja feniletanola.
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U ovom radu razvijena je visoko ucinkovita i ekoloska metoda za proizvodnju (R)-1-
feniletanola koriStenjem lipaze u NADES-u. Prilikom probira otapala uocen je znacajan
utjecaj razli¢itih otapala na uspjeSnost reakcije ¢ime se moze uociti vaznost racionalnog i
prikladnog odabira NADES-a i njegovog utjecaja na aktivnost enzima. Obzirom da se kao
najpogodnije otapalo za reakciju pokazalo ChEGsgy,, u njemu je optimirana reakcija
enantioselektivne hidrolize i dokazani su uvjeti pri kojima se postizu najvece vrijednosti
iskoristenja reakcije. Nakon hidrolize, ChEGsge, uspjesno je recikliran i ponovno upotrijebljen
Sto dokazuje njegovu ekonomsku vrijednost. Osim toga, nakon optimizacije procesa u
laboratorijskom mjerilu, proizvodnja (R)-1-feniletanola uspjesno je provedena 1 u
preparativnom mjerilu (500 mL) §to zajedno sa ostalim rezultatima ¢ini ovaj proces veoma
zanimljivim za industrijsku primjenu.

Rad prikazuje veliku perspektivu u podrucju upotrebe NADES-a kao zelenih otapala
koja bi zamijenila postojeca organska otapala $to ima prednost u ekoloskom, ekonomskom 1
procesnom smislu. Sama upotreba zelenih otapala jedan je od klju¢nih koraka zelene kemije i
doprinosi borbi protiv nastajanja industrijskog otpada s obzirom na to da su organska otapala

jedan od najvecih onecis¢ivaca.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1.

Budu¢i da se NADES-i smatraju zelenim otapalima, a odabir otapala predstavlja
glavni dio optimizacije biokatalitickog procesa, izbor najperspektivnijih otapala
temelji se na njihovoj toksicnosti, fizikalno-kemijskim svojstvima te ekonomskoj
isplativosti.

Prilikom probira otapala uoCen je znaCajan utjecaj razliCitih otapala na uspjeSnost
reakcije. Racionalnim odabirom NADES-a moguce je utjecati na aktivnost enzima.

Na temelju eksperimentalnih podataka o ponasanju lipaze u ispitivanim otapalima,
literaturnim podacima o toksi¢nosti i cijeni otapala kao najperspektivnije otapalo
odabran je ChEGse,

Optimiranjem uvjeta reakcije hidrolize katalizirane lipazom B ustanovljeno je da su
uvjeti pri kojima se postizu najvece vrijednosti konverzije reakcije hidrolize (R, S)-1-
feniletil-acetata u otapalu ChEG: udio vode od 50 %, temperatura 40 °C, omjer
enzima i supstrata 0,1 pri ¢emu je postignuta konverzija u iznosu 48 %.

Lipaza je pokazala stabilnost u koriStenom otapalu, visoku efikasnost nakon
recikliranja 1 ponovne upotrebe enzima $to moze biti vrijedno s ekonomskog i
ekoloskog stajalista.

Izdvajanje produkta i recikliranje otapala moze predstavljati problem u industrijskoj
primjeni zbog oteZzanog uparavanja, ali trenutno postoji nekoliko moguénosti za
izdvajanje ciljanog spoja 1 reciklaciju NADES-a §to, s obzirom na visoku vrijednost
konverzije 1 enantioselektivnosti u recikliranom otapalu, takoder moze imati veliku
ekonomsku i ekolosku korist.

Razvijena je vrlo ucinkovita i ekoloski prihvatljiva metoda za proizvodnju (R)-1-

feniletanola sa lipazom u NADES-u.
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