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1. UVOD

U posljednjem desetljecu razvija se potreba za smanjenjem primjene Stetnih tvari u
kemijskoj i biotehnoloskoj industriji kroz program nazvan zelena kemija. Cilj tog programa jest
pronaci kompromis izmedu ekoloskih, ekonomskih i socijalnih zahtjeva, a jedan od prioriteta
je 1 pronalazak novih ekoloski i ekonomski prihvatljivih otapala. Zelena otapala trebala bi biti
netoksi¢na, imati nisku hlapljivost, biti kemijski i fizicki stabilna, imati moguénost viSekratne
upotrebe te biti jednostavna za rukovanje. Otapala koja su se najviSe pribliZila ovim zahtjevima
su izmedu ostalih (ionske kapljevine, super- i subkriticni fluidi) i prirodna eutekticka otapala.
Zahvaljuju¢i njihovim osnovnim karakteristikama kao $to su neznatna hlapljivost,
nezapaljivost, velika toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost, mogucnosti reciklacije te
veliki broj mogucih struktura ovih otapala koji u konacnici rezultiraju razli¢itim fizikalno-
kemijskim svojstvima, prirodna eutekticka otapala pokazala su se prikladnima za raznovrsnu
upotrebu u organskoj kemiji, (bio)katalitiCkim procesima te procesima ekstrakcije i separacije
organskih i anorganskih komponenti. Upotreba niskotoksi¢nih, zelenih otapala u pripravi
komercijalno zanimljivih kiralnih spojeva primjenom enzima, je bez sumnje korisna s

ekoloskog stajalisSta.

Cilj ovog rada je ispitati mogucnost primjene prirodnih eutektickih otapala u
enantioselektivnoj hidrolizi (R, S)-1-feniletil-acetata primjenom imobilizirane lipaze B

izolirane iz kvasca Candida antartica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ZELENA KEMIJA

Zelena kemija, program implementacije odrzivog razvoja u kemijske tehnologije,
postaje sve prepoznatljivija u akademskim krugovima i u industriji te u svojim smjernicama
jasno ukazuje na nuznost smanjenja primjene Stetnih organskih otapala koja su sveprisutna u
industriji. Pojmovi odrZivog razvoja i zelene kemije u upotrebi su manje od 15 godina. Pokret
za zaStitu okoliSa, utemeljen na znanstvenim i ekonomskim nacelima, a poznat kao zelena
kemija utemeljen je 1990. u SAD-u, a od godine 1995. pokrenut je Green Chemistry Challenge
Awards program s ciljem prepoznavanja i podupiranja fundamentalnih i razvojnih kemijskih
je proizasla definicija odrzivog razvoja: razvoj koji ide ususret potrebama danasnjice bez da
kompromitira moguénosti buduc¢ih generacija da idu ususret svojim potrebama (Clark i
Macquarrie, 2002). Odrzivi razvoj je posebno vazan za kemijsku industriju jer poseban
naglasak stavlja na izbjegavanje oneciS¢enja kao i prekomjernu upotrebu prirodnih izvora.

Procesi zelene kemije temelje se na 12 nacela koja govore o smanjenju, odnosno
uklanjanju opasnih ili Stetnih tvari iz sinteze, proizvodnje i primjene kemijskih produkata te se
time upotreba supstancija opasnih za ljudsko zdravlje i okoli§ smanjuje ili eliminira. Prema
Juki¢ 1 sur. (2004) dvanaest nacela zelene kemije su:

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

2. Tijek kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuc¢e ulazne
sirovine u konacni proizvod;

3. Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe 1
ne proizvode tvari toksi¢ne za ljude i za okolis;

4. Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksicnost, a zadrzi
djelotvornost;

5. Upotrebu pomodnih kemijskih tvari (otapala, sredstva za razdjeljivanje i sl.)
treba izbjedi ili zamijeniti neSkodljivim, gdje god je to moguce;

6. Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku
tako da bi se energetski zahtjevi sveli na minimum;

7. Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehniCke 1

ekonomske strane prihvatljivo;



8. Treba izbjegavati nepotrebna proSirenja procesa (npr. zastita funkcijskih
skupina, privremene modifikacije fizikalno-kemijskog procesa itd.);

9. Kataliticki reagensi selektivni koliko je to moguce, prihvatljiviji su od
reagensa u stehiometrijskim koli¢inama;

10. Kemijski produkti moraju imati moguc¢nost pretvorbe u produkte neskodljive za
okoli§ nakon prestanka njihovog djelovanja;

11. Potrebno je primijeniti 1 razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog,
proizvodnog procesa s ciljem sprjeCavanja nastanka opasnih tvari;

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

uzrokovati Stetne posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).

Prilikom osmiS$ljavanja procesa zelene kemije nemoguce je istodobno maksimalno

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

primijeniti Sto veci broj istih. Do ostvarenja ciljeva zelenog programa dolazi se kroz nekoliko

trendova (Juki¢ i sur., 2004):

istrazivanja na podrucju katalitickih i biokatalitickih reakcija u svrhu dobivanja
visokoselektivnih, Cistih spojeva bez nastanka Stetnih meduprodukata;

traZenje novih sirovina, neskodljivih i obnovljivih;

osmisljavanje manje toksi¢nih eko-kompatibilnih kemikalija;

pronalaZenje i ispitivanje novih alternativnih reakcijskih medija, netoksi¢nih i
obnovljivih kao $to je voda i superkriti¢ne tekucine;

istrazivanja alternativnih puteva za prociS¢avanje oneciS¢enog zraka i vode radi

poboljsanja njihove kvalitete, kao Sto su npr. fotokataliticke reakcije .

Zelena kemija sastoji se od razliCitth smjerova pa se tako u kemijskim procesima

primjenjuju kataliticke i biokataliticke reakcije (heterogena i homogena kataliza), reakcije u

zelenim alternativnim medijima (npr. voda, superkriti¢ni fluidi, ionske kapljevine i eutekticka

otapala) 1 reakcijskim uvjetima (npr. reakcije potpomognute ultrazvukom i mikrovalovima,

fotokataliticke reakcije) koje otvaraju put ekoloSki i ekonomski prihvatljivom razvoju tih

procesa. Biokataliza je korisno oruzje kada se ispituju kemijski procesi iz tzv. zelene

perspektive, a upotreba niskotoksi¢nih, zelenih otapala u kombinaciji s biotransformacijama je

bez sumnje korisno s ekoloSkog stajaliSta. Stoga, zamjenom nekih koraka kemijske sinteze s

odgovarajuc¢im biokatalitickim korakom povecava se zeleni karakter cijelog procesa (Hernéiz i

sur., 2010).



2.1.2. Zelena otapala

Prema smjernicama zelene kemije idealno otapalo treba biti netoksi¢no, imati nisku
hlapljivost, biti kemijski 1 fizicki stabilno, imati mogucnost viSekratne upotrebe i biti
jednostavno za rukovanje. Kao nova zelena otapala posljednjih se godina razmatraju ionske
kapljevine i eutekticka otapala. Naime, osnovne karakteristike ove skupine otapala su neznatna
hlapljivost, nezapaljivost, velika toplinska, kemijska 1 elektrokemijska stabilnost te posebice
mogucnosti reciklacije. Otapala koja su se najviSe pribliZila ovim zahtjevima su superkriti¢ni i
subkriti¢ni fluidi, ionske kapljevine, eutekticka otapala i otapala iz prirodnih/obnovljivih

sirovina (slika 1).

Ionske kapljevine i eutekticka otapala nose i1 naziv dizajnirana otapala (eng. designer
solvents) jer imaju veliki broj mogucih struktura, te samim time i fizikalno-kemijskih svojstava,
te su se pokazala prikladnima za raznovrsnu upotrebu u organskoj kemiji, (bio)katalitickim

procesima, kao i u procesima ekstrakcije i separacije organskih i anorganskih komponenata.

. EUTEKTICKA OTAPALA
1

'| /_ ' OTAPALA IZ OBNOVLJIVIH
IZVORA

SUBKRITICNA VODA
SUPERKRITICNI CO:

IONSKE KAPLJEVINE

Slika 1. Omjeri objavljenih ¢lanaka o otapalima navedenim u ovom radu (Cvjetko Bubalo i

sur., 2015).

2.1.2.2. Eutekticka otapala

Eutekticka otapala (eng. Deep Eutentic Solvents, DES) predstavljaju novu generaciju
tekuc¢ih soli baziranih na ionskim kapljevinama. Takva otapala su smjese akceptora vodika
poput kvaternih amonijevih soli (npr. kolin-klorid) 1 prirodno izvedenog, nenabijenog donora

vodika (npr. amini, Seceri, alkoholi i karboksilne kiseline) u odredenom molarnom omjeru

4



(slika 2). Kad su spojevi koji ¢ine eutekticko otapalo primarni metaboliti (Seceri, aminokiseline,
organske kiseline itd.), dobivena otapala se nazivaju prirodna eutektiCka otapala (eng. Natural
Deep Eutectic Solvents, NADES) i u potpunosti predstavljaju koncept zelene kemije (Paiva i
sur., 2014). Glavna karakteristika ovih otapala jest da imaju niZu tocku taliSta od tocke talista
svake pojedine komponente (Paiva i sur., 2014). Iako DES-ovi nisu u potpunosti sastavljeni od
ionskih vrsta, ¢esto se nazivaju Cetvrtom generacijom ionskih tekucina. Razlog tome su sli¢na
svojstva ILs-a 1 DES-ova (nehlapljivost, nezapaljivost, velika viskoznost, slicne sirovine za
njihovu pripravu). Takoder, niska cijena komponenata, jednostavna priprema, niska ili
zanemariva toksi¢nost te odrZivost obzirom na okoli§ i ekonomsku korist ¢ine DES-ove
pozeljnim otapalima (Cvjetko Bubalo 1 sur., 2014). Danas se koriste kao otapala u organskoj
sintezi 1 (bio)katalizi, proizvodnji polimera, elektrokemiji, proizvodnji nanomaterijala,
procesima razdvajanja i analizi, biomedicini i ekstrakciji bioloski aktivnih komponenata iz

biljnih materijala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
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Slika 2. Primjeri akceptora i donora vodika za sintezu DES-a (Zhang i sur., 2012).



2.1.2.3. Svojstva i priprava eutektickih otapala

Priprava eutektickih otapala u laboratorijskom mjerilu je relativno jednostavan postupak
koji se sastoji od izravnog dodavanja donora vodikove veze i soli u tikvicu u odredenom
molarnom odnosno masenom omjeru, a potom slijedi zagrijavanje i mijeSanje, sve dok se ne
formira bezbojna tekucina (obi¢no 2 sata pri 60 °C). Zbog velike higroskopnosti komponenata,
ali i eutektickog otapala, moraju se poduzeti sve mjere opreza za sprjecavanje kontakta smjese
s vlagom iz zraka (Abbott i sur., 2003).

Do sada je sintetiziran velik broj eutektiCkih otapala, a jedna od najpopularnijih
kvaternih soli koja se koristi za sintezu eutektic¢kih otapala je kolin-klorid (ChCl) jer je jeftina,
biorazgradiva i netoksi¢na sol (slika 2) koja je opce prihvac¢ena 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 eutektiCkih otapala su tekucine
ispod 70 °C. Pretpostavlja se da donor vodika djeluje kao tvorac kompleksa i djeluje na
anionsku vrstu koja zbog toga povecava efektivnu veli¢inu, Sto pak smanjuje interakcije s
kationom i na kraju dovodi do smanjenja tocke taliSta smjese (Durand i sur., 2013). Jedan od
najistaknutijih primjera je smjesa kolin-klorida 1 uree (u omjeru 1:2), kojima su tocke taliSta
247 °C odnosno 133 °C, dok je tocka talista ovog eutektickog otapala 12 °C (Abbott i sur.,
2003).

Svojstva eutektickih otapala pod snaznim su utjecajem vodikovih veza. Bez obzira $to
se fluidnost otapala lako prilagodava ovisno o prirodi kationske soli, prirodi donora vodika,
veli¢ini komponenata, molarnom omjeru, prisutnosti vode i o temperaturi, viskoznost
eutektickih otapala je znacajno veca od viskoznosti mnogih uobicajenih otapala, ali je sli¢na
viskoznosti ionskih kapljevina (> 0,100 Pa s pri 25 °C) (Durand i sur., 2013). Razlog tome je
utjecaj vodikovih, ali i van der Waalsovih te elektrostatskih interakcija. Znacajka viskoznosti
je da se znaCajno smanjuje povecanjem temperature i takoder je obrnuto proporcionalna s
vodljivoséu. Dakle, vodljivost, koja je pocetno niska u ovim otapalima (< 2 mS cm™), poveéava
se s povecanjem temperature, Sto dokazuje da su ioni disocirani u tekucini i mogu se kretati
samostalno (Abbott i sur., 2003).

Gustoca varira ovisno o molarnom sastavu smjese, ali u usporedbi s vodom eutekticka
otapala obi¢no imaju vecu gustou i polarnost, vecu od vecéine konvencionalnih polarnih
organskih otapala (metanol, acetonitril, dimetil sulfoksid) (Durand i sur., 2013; Gorke i sur.,

2008). Otapala kao Sto su metanol, etanol ili voda, imaju tendenciju mijeSanja s eutektickim



otapalima, dok se npr. toluen, heksan, etil-acetat, acetonitril, dietil-eter, itd. sa istim ne mijeSaju.
Prema tome, heksan ili etil-acetat se mogu koristiti za ekstrakciju molekula male ili srednje
polarnosti, ¢ime omogucuju ponovno koriStenje eutektickog otapala.

Eutekticka otapala imaju veliki potencijal za primjenu u zelenim tehnologijama upravo
zbog niske toksicnosti, medutim, ta pretpostavka bazirana je na podacima o toksi¢nosti
pojedinih komponenata od kojih su nacinjena, a koja su ve¢ bioloski dobivena i farmaceutski
prihvatljiva. Takva pretpostavka ne uzima u obzir mogucnost sinergistickog efekta
kombiniranja spojeva u eutektickim otapalima, a koji bi mogao imati znaCajan utjecaj na
bioloska svojstva ovih otapala (Hayyan i sur., 2015). Iako su eutekticka otapala nasla potencijal
u zelenim tehnologijama, prije upotrebe ovih otapala u industrijskim mjerilima potrebno je
opsirno i kriti¢no pristupiti ispitivanju njihovog utjecaja na okoli§ (biorazgradivost, toksi¢nost)

(Tanneberger, 2010).

2.1.2.4. Primjena eutektickih otapala

Eutekticka otapala predstavljena su kao zelenija verzija ionskih kapljevina te su nasla
svoju primjenu u sintezi, organskim reakcijama s metalom kao katalizatorom, elektrokemiji,
biokemiji, separacijama i u proizvodnji nanomaterijala. Uspje$no su testirana u biokatalitickim
reakcijama, medutim u usporedbi s ostalim primjenama niZe navedenim, biokatalitiCke reakcije
u eutektiCkim otapalima nisu opseZno istrazivane. Tek 2008. godine je po prvi put pokazano da
je moguce provesti alkoholizu 1 aminolizu alifatskih estera u eutektickim otapalima, bez ocite
denaturacije enzima (Gorke i sur., 2008). Primjenjuju se 1 za aktivaciju proteaza na nacin da
proteaze u eutektickim otapalima s glicerolom kao donorom vodika imaju aktivnost i
selektivnost koji ovise o udjelu vode u otapalu, pa stoga mala koli¢ina vode od oko 5 % moze
povecati enzimsku aktivnost, uz smanjenje selektivnosti.

Glicerol, koji je glavni nusproizvod industrije biodizela, moZe se odvojiti raznim
metodama, no sve te tehnike nisu pogodne za industrijsko mjerilo, zbog visoke cijene i drugih
poteskoca, pa su tako ova otapala primjenu nasla i u ekstrakciji glicerola iz biodizela (Durand
i sur., 2013). Takoder, eutekticka otapala se mogu koristiti kao katalizatori ili kao katalizator i
medij u elektrofilnim supstitucijama, nukleofilnim reakcijama, Diels-Alder kondenzaciji,
kopolimerizaciji, dehidrataciji ugljikohidrata te reakcijama redukcije (Durand 1 sur., 2013).
Eutekticka otapala se mogu koristiti i kao medij koji poboljSava kontakt izmedu reaktanata i na
taj naCin promicu organske sinteze ili katalize. Njihova karakteristika je da ih i donori i

akceptori elektrona ¢ine vrlo dobrim kandidatima za otapanje raznolikih spojeva, ukljucujuci



soli, proteine, aminokiseline, lijekove, tenzide, Secere i polisaharide. Kako mogu otapati i razne
metalne okside, eutekticka otapala se mogu koristi u elektrokemijskim procesima. Osim toga,
neka istraZivanja su pokazala da imaju jaku sposobnost otapanja CO., zbog Cega su vrlo

atraktivni u sustavima za prociS¢avanje plina, katalizi i kemijskog fiksaciji CO».

2.2. MIKROBNE LIPAZE: SVOJSTVA I INDUSTRIJSKA PRIMJENA

2.2.1. Svojstva lipaza

,» Istinske* lipaze definirane su kao karboksilesteraze koje kataliziraju hidrolizu i sintezu
dugolancanih acil-glicerola koristeci trigliceride kao standardni supstrat. Lipaze su zanimljive
jer pokazuju izuzetnu kemoselektivnost, regioselektivnost i stereoselektivnost, ali i mnoge od
njih mogu se proizvesti u velikim koli¢inama u mikrobnim organizmima kao Sto su bakterije te
u gljivama (Eggert i Jaeger, 2002). Od 80-tih godina proslog stoljec¢a raste broj dostupnih lipaza
te se zahvaljujuci svojstvima kao Sto su biorazgradivost, visoka specifi¢nost i visoka kataliticka
ucinkovitost koriste kao industrijski biokatalizatori. NajpoZeljnije karakteristike lipaza su
njihova sposobnost da koriste mono-, di-, i trigliceride kao i slobodne masne kiseline u
transesterifikaciji; niska inhibicija produktom; visoka aktivnost/prinos u nevodenom mediju;
kratko reakcijsko vrijeme; otpornost na promjene temperature i pH, te mogucnost viSekratne
upotrebe imobiliziranih lipaza (Kumar i sur., 2012). Takoder, jedan od razloga njihove
biotehnoloske primjene je stabilnost u organskim otapalima te aktivnost bez dodatka kofaktora
(Jaeger i Reetz, 1998). Medutim, metalni ioni mogu stimulirati ili inhibirati mikrobnu
proizvodnju enzima pa tako ioni soli kao §to su Ca®*, Cd** i Fe?* poboljSavaju aktivnost
imobiliziranih biokatalizatora dok neki od iona kao Co**, Zn>*, Mg**, Mn?*, AI** i Na* imaju
blagi inhibicijski ucinak. Iako su pronadene lipaze s optimumom pri nizim i vi§im rasponima
pH-vrijednosti i temperature, ovisno o mikrooganizmu iz kojeg potjecu, poznato je da vec¢ina
bakterijskih lipaza ima neutralnu ili luZnatu optimalnu pH-vrijednost. Opcenito, optimalna
temperatura za rad bakterijskih lipaza kao biokatalizatora je u rasponu od 30 do 60 °C (Verma

1sur., 2012).

2.2.2. Proizvodnja lipaza

Lipaze su sveprisutne u prirodi i proizvode ih razne Zivotinje, biljke i mikroorganizmi. Sa
stanoviSta industrijske proizvodnje enzima, prednost primjene mikroorganizama (bakterije,

kvasci, plijesni) vezan je uz visok koeficijent rasta stanica na relativno jeftinom mediju, dobra
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iskoriStenja te ¢injenicu da su mnogi mikroorganizmi izvor ekstracelularnih lipaza Sto olakSava
1 smanjuje troSkove izolacije enzima pri proizvodnji (Hasan 1 sur., 2006). Prilikom izolacije
lipaza za biotehnolosku upotrebu obi¢no se prvo eksprimira odgovarajuéi gen u odredenom
mikroorganizmu. Ovaj korak Cesto se smatra jednostavnim jer se nekoliko proteina moze lako
prekomjerno eksprimirati i ponekad cak ekstracelularno izluciti koriste¢i komercijalno
dostupne sustave (Baneyx, 1999). Kako bi se osiguralo tocno smatanje i pravilno izlu¢ivanje
lipaza potrebni su periplazmatski katalizatori procesa smatanja koji ukljucuju specifi¢ne
intermolekulske pratioce koji se nazivaju Lif proteini (lipaze specificne foldaze). Za
identifikaciju i izolaciju novih lipaznih gena te optimizaciju postojecih gena obzirom na Zeljena
svojstva koristi se usmjerena evolucija (Jaeger 1 sur., 1994). S brzim porastom zahtjeva za
enantiomerno Cistim spojevima koji se proizvode biokatalitickim procesima najvazniji pristup
je evolucija visoko enantioselektivnih lipaza. U tu svrhu razvile su se alternativne metode
bazirane na odabiru kao Sto je prikaz faga koji u principu omogucava identifikaciju bolje
varijante enzima u vrlo velikoj knjiZnici koja se sastoji od 108 do 1012 ¢lanova (Soumillion i
Fastrez, 2001). Bakterijske lipaze iz P. aeruginosa i B. subtillis posluZzile su kao modeli enzima

kako bi se pokazao potencijal usmjerene evolucije.

2.2.3. Primjena lipaza

Lipaze se primjenjuju u razliitim podru¢jima industrije od hrane, mlije¢nih proizvoda,
farmaceutskih proizvoda, agrokemikalija i deterdzenata do oleo-kemikalija, industrije Cajeva,
kozmetike, koZe 1 nekih procesa bioremedijacije (tablica 1). Upravo zato noviji mikroorganizmi
namijenjeni su za proizvodnju lipaza Zeljenih svojstava. Razumijevanje odnosa izmedu funkcije
i strukture omogucit ¢e istraziva¢ima da prilagode nove lipaze za biotehnoloSku primjenu

(Verma i sur., 2012).



Tablica 1. Industrijske primjene lipaza (Verma i sur., 2012).

Industrija Postupak Produkt primjene
Hidroliza mlijeka, masti, Razvoj okusa u mlijeku, siru
Mlijecni proizvodi modifikacija masti iz maslaca i maslacu
Pekarski proizvodi PoboljSanje okusa Produljenje roka trajanja
Napitci PoboljSanje arome Alkoholna pica, npr. sake
vino
Meso i riba PoboljSanje okusa Uklanjanje masti iz mesa i
ribe
DeterdzZenti Smanjenje biodegradiraju¢ih mrlja | Ci¥¢enje odjece
Agrokemikalije Esterifikacija Herbicidi kao
fenoksipropionat
Farmaceutici Hidroliza ekspoliesternih alkohola | Proizvodnja raznih
intermedijera
Kontrola onecis¢enja | Hidroliza i transesterifikacija ulja i | Uklanjanje tvrdokornih
masti mrlja, hidroliza ulja i masti

Lipaze su jeftini enzimi te za njithovu aktivnost nisu potrebni koenzimi. Topive su u
vodi, a katalitiCka aktivnost im je smanjena u jednofaznim sustavima u odnosu na dvofazne
sustave zahvaljujuci pojavi koja se naziva aktivacija na granici faza. U dvofaznim sustavima s
organskom 1 vodenom fazom, lipaza se veZe na granici faza, gdje ima najvecu kataliticku
vrijednost 1 ondje provodi reakciju (Ghanem, 2007). Lipaze izolirane iz razlicitih izvora imaju
Sirok spektar aktivnosti, visoko su selektivne i stabilne. Takoder kataliziraju hidrolizu velikog
broja prirodnih i sintetskih estera uz zadrZavanje enantio- i regioselektivnosti pa ih kombinacija
Sirokog spektra supstratne aktivnosti, visoke selektivnosti i reakcija sa u vodi netopljivim
supstratima ¢ini idealnim katalizatorima. Upotreba lipaza u biotransformacijama obuhvaca
razlic¢ite reakcije solvolize na karboksilnoj skupini, kao §to je esterifikacija, transesterifikacija
(alkoholiza), perhidroliza i aminoliza (slika 3) (Park i Kazlauskas, 2001). Lipazama katalizirane
reakcije u bezvodnim uvjetima, prvenstveno organskim otapalima, proucavaju se ve¢ vise od

dva desetljeCa jer je voda nepovoljno otapalo u gotovo svim industrijski vaZnim
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biotransformacijama (organski spojevi od komercijalnog interesa slabo su topljivi u vodi;
procesi uklanjanja vode iz reakcijske smjese vrlo su skupi; u vodi se ¢esto odvijaju nepozeljne
sporedne reakcije kao Sto su hidroliza, racemizacija i polimerizacija). Upotreba organskih
otapala kao reakcijskih medija ima znatne prednosti: bolje iskoriStenje reakcija, lakSe
uklanjanje otapala zbog nize toCke vreliSta, deaktivacija i/ili inhibicija supstrata/produkta je
manja, nusreakcije poput hidrolize su suprimirane te je manja moguc¢nost denaturacije enzima
(Ghanem, 2007). U posljednje vrijeme upotreba lipaza u bezvodnom mediju proSirena je na
alternativna otapala poput ionskih kapljevina i eutektickih otapala. U biotransformacijama
ionske kapljevine i eutekticke smjese mogu se koristiti kao Cista otapala, kao kootapala u
vodenom mediju i kao dio dvofaznog sustava (Sheldon i Rantwijk, 2008; Durand i sur., 2013).
Brojna istraZivanja pokazala su da ionske kapljevine i eutekticka otapala mogu biti izvrsna
zamjena za klasi¢na organska otapala jer su pogodnija. Dizajniranjem ionskih kapljevina i
eutektickih otapala moguce je utjecati na topivost supstrata i produkta; aktivnosti, selektivnosti
1 stabilnosti enzima te na kemijsku ravnotezu reakcije (Cvjetko i sur., 2012). Upravo zbog
nehlapljivosti 1 nezapaljivosti ovih otapala, njihova primjena u lipazama kataliziranim
reakcijama predstavlja znac¢ajan doprinos razvoju ekoloski prihvatljivih postupaka (Cvjetko i

sur., 2012; Durand i sur., 2012).
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Slika 3. Primjeri reakcija kataliziranih lipazama (Aouf i sur., 2014).

2.2.3.1. Hidroliza estera i karbonata

Danas je enzimska transesterifikacija proces koji se Siroko primjenjuje za pripremu
kiralnih komponenata. No, enzimska hidroliza (prirodna reakcija lipaza) takoder je korisna u
pripravi kiralnih spojeva iz prokiralnih komponenata. Postoje reakcije enzimske hidrolize koje
su od velike koristi za sintezu farmaceutika ili njihovih intermedijera poput f-adrenergi¢nih
blokatora (npr. propanolol) koji su sintetizirani kemoenzimskim metodama gdje je kljucni
korak enzimska hidroliza. Glavni razlog za pripremu ovih aminoalkohola u opticki Cistom

obliku je zadrZavanje ovih farmaceutika u (S)-enantiomeru (Gotor, 2002). Hidroliza i

12



transesterifikacija mogu biti komplementarni procesi za rezoluciju sekundarnih alkohola (slika

4) gdje (R)-izomer u oba procesa reagira brze nego (S)-izomer (Kazlauskas i sur., 1991).

Hidraoliza OH Ok Transesterifikacija
IR Vet I
i) () ™)
- il RN N
o R 5 OH
i~ _ | Lipaza . Lipaza | f—_\l;_r_\
ML) | mo Acil donor, L 1) M
rac o Al o’ Al rac
AT .-fl'j.“al-:- o WM=medium, srednji
SN AN L=large, veliki
] I

Slika 4. Simetrija hidrolize i transesterifikacije (Gotor-Fernandez i Gotor, 2007).

Kod enzimske hidrolize karbonata, prakti¢an primjer je kemoenzimska sinteza (S)-
zoplikona, hipnotika visoke ucinkovitosti i niske toksi¢nosti, a hidroliza se odvija uz pomo¢

lipaza kao biokatalizatora (Fernandez-Solares i sur., 2002).

2.2.3.2. Proizvodnja novih biopolimernih materijala

Biorazgradivi materijali proizvedeni iz prirodnih obnovljivih izvora poput polifenola,
polisaharida i poliestera pokazuju znaCajan stupanj razliCitosti i sloZenosti te poprimaju sve
vecu vaznost. Kao biokatalizatori sinteze takvih polimera koriste se razne lipaze i esteraze zbog
njihovih svojstava kao Sto su visoka selektivnost (npr. stereoselektivnost, regioselektivnost i
kemoselektivnost) i odvijanje sinteze pri blagim reakcijskim uvjetima (Gross i sur., 2001).
Slobodnom kombinacijom diestera i diolnih monomera, razli¢itih reakcijskih uvjeta i lipazama
iz razliCitih izvora postigla se visoka raznolikost knjiZnica lipazom kataliziranih polimera

(Egger i Jaeger, 2002).

2.2.3.3. Proizvodnja biodizela

Biodizel je smjesa alkilnih monoestera i dobiva se transesterifikacijom biljnih ulja
(uljane repice, soje, suncokreta) metanolom, etanolom ili drugim alkoholom. Te reakcije
transesterifikacije mogu biti katalizirane lipazama u organskim otapalima. Medutim, visoka
cijena odgovarajuceg biokatalizatora predstavlja problem prilikom proizvodnje u industrijskom
mjerilu. Nedavno su predstavljene dvije strategije za rjeSenje ovog problema: imobilizacijom

lipaze iz bakterije Pseudomonas fluorscens povecana je stabilnost ¢ak i nakon ponovnog
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koriStenja; i citoplazmatska prekomjerna ekspresija lipaze iz plijesni Rhizopus oryzae u kvasac
Saccharomyces cerevisiae uz naknadno zamrzavanje-odmrzavanje i suSenje zrakom rezultiralo
je u stani¢ni biokatalizator koji katalizira metanolizu u reakcijskom sustavu bez otapala (Iso 1

sur, 2001).

2.2.3.4. Sinteza finih kemikalija

Prilikom sinteze terapeutika, agrokemikalija i aroma kljucni intermedijeri su obi¢no
sloZeni 1/ ili kiralni spojevi koji se teSko sintetiziraju kemijskim metodama. Obzirom da je samo
jedan od dva ljekovita enantiomera farmaceutski funkcionalan jako je vaZna sinteza
enantiocCistih gradevnih jedinica $to je i osnovni razlog prosirenja biokatalize s lipazama na ¢elu
tog razvoja (Patel, 2001). Lipaze su naSle primjenu u kozmetickoj industriji i proizvodnji
razliitih aroma pa je tako izvjeSteno nekoliko primjera lipazom katalizirane sinteze aroma 1

mirisnih komponenti s (-)-mentolom kao najistaknutijim (Egger 1 Jaeger, 2002).

2.2.3.5. Dijagnostika i medicina

Obecavajuce novo podrucje u dijagnostici je upotreba mikrobnih lipaza kao biosenzora.
Generiranje glicerola iz triacilglicerola i kvantificiranje oslobodenog glicerola ili alternativno
neesterificirane masne kiseline kemijskim i enzimskim metodama omogucava ljeCnicima
preciznu dijagnozu pacijentima s kardiovaskularnim problemima. Koriste se u enzimskoj
analizi triglicerida seruma kako bi generirali glicerol koji se zatim odreduje kolorimetrijskim
reakcijama vezanim enzimom. Nespecifi¢ne lipaze, posebno lipaza iz kvasca Candida rugosa
s visokom specificnom aktivno$¢u izabrana je kako bi se omogucéilo brzo oslobadanje glicerola.
Biosenzor lipaze iz kvasca Candida rugosa razvijen je kao sonda koja se opticki konjugira u
bio-prepoznavajuc¢u grupu u DNA (Pandey, 2009). Takoder, njihov povecani nivo mozZe
indicirati odredenu infekciju ili bolest pa se tako detekcija stanja kao Sto su akutni pankreatitis

i ozljede gusterace odreduje mjerenjem razine lipaze u serumu (Lott i Lu, 1991).
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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 sadrZzajem vode 1-2 (w/w %)) - Sigma-Aldrich, St.

Louis, SAD.
3.1.2. Kemikalije

e Destilirana voda

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

¢ Fruktoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

e Kalij-fosfatni pufer, pripravljen u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i
biotransformacije, PBF (KH2POj4, Fisher Chemical, UK)

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

e Heptan, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

e Sorbitol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Sorboza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Toluen, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije 1 otapala bili su analiti¢ke Cistoce.

3.1.3. Oprema i uredaji

® Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

e Eppendorf epruvete

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

e Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

e pH/ion metar S220, Mettler Toledo, SAD

¢ Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

e Mikrovalno-ultrazvucni ekstraktor/reaktor, Lab Kits, Hong Kong, Kina

e Tikvice s okruglim dnom
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3.2. METODE

3.2.1. Sinteza prirodnih eutektickih otapala

U tikvici s okruglim dnom pomijeSaju se odredene koli¢ine komponenti prema
molarnim omjerima (tablica 2) s odredenom koli¢inom vode kako bi se postigle koncentracije
vode u eutektickom otapalu od 30, 50 1 80 % (v/v) te se reakcijska smjesa zagrije do 50 °C na
magnetskoj mijeSalici tijekom 2 sata dok ne nastane homogena, prozirna i bezbojna tekucina.
Prije daljnje primjene, eutekticka otapala se zatvore parafilmom i ¢uvaju na tamnom mjestu.

pH-vrijednost izmjerena je pomoc¢u multimetra pH/ion metar S220, Mettler Toledo pri

temperaturi od 25°C.

Tablica 2. Prirodna eutekticka otapala sintetizirana u ovom radu.

Prirodno eutekticko Kratica Molarni Udio vode Kratica
otapalo omjer (%, vIv)
komponenata

30 ChGlcso%

Kolin-klorid: glukoza ChGlc 1:1 50 ChGlcson
80 ChGlcsos

30 ChFruzo

Kolin-klorid: fruktoza ChFru 1:1 50 ChFrusos
80 ChFrusos

30 ChSorsos

Kolin-klorid: sorboza ChSor 1:1 50 ChSorsos
80 ChSorsos

30 ChSolso4%

Kolin-klorid: sorbitol ChSol 1:1 50 ChSolso%
80 ChSolsos

30 ChEG30%

Kolin-klorid: etilen glikol ChEG 1:2 50 ChEGs0%
80 ChEGso%
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3.2.2. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirana lipazom

Reakcija hidrolize (R, S)-1 feniletil-acetata katalizirane lipazom provedena je na nacin
da se u epruvetu doda 2976 uL otapala (organska otapala, 0,025 mol L™! kalij-fosfatni pufer ili
prirodno eutekticko otapalo), 24 pL supstrata (R, S)-1-feniletil-acetata 1 5 mg imobiliziranog
enzima lipaze B izolirane iz kvasca Candida antartica (pripravak Novozym 435) ¢ime i
zapodinje reakcija (slika 5). Reakcija se provodi pri temperaturi od 25 °C i 650 o min™! tijekom
280 minuta. Pri provodenju reakcije u prirodnim eutektickim otapalima i puferu, u odabranim
vremenskim intervalima izuzima se alikvot od 200 pL reakcijske smjese iz kojih se (R, S)-1-
feniletil-acetat ekstrahira s 200 pL. heptana, uz snazno mijeSanje na homogenizatoru (650 o min®
1 kroz 3 minute te se izuzima 50 pL heptanskog sloja i analizira plinskom kromatografijom.
Kod provodenja reakcije u organskim otapalima, u odabranim vremenskim intervalima (nakon
30, 60, 120, 240, 260, 280 minuta) se izuzima 50 pL reakcijske smjese i izravno analizira

plinskom kromatografijom.

o

Y Y
g CH OH

Q
: 0
CH, CH ") )K
3 ! O/\ 3 CALB gkmﬁ \ g\cm ¢ HC OH

octena
(S)-1-feniletil-  (R)-1-feniletil- (S)-1-feniletanol (R)-1-feniletanol  Kiselina
acetat acetat

a

Slika 5. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata.

Za usporedbu uspjesnosti hidrolize u razli¢itim otapalima za reakciju u pojedinom
otapalu raCunaju se iskoriStenje, enantiomerni viSak, specifi¢na produktivnost enzima te

volumetrijska produktivnost enzima.
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IskoriStenje procesa hidrolize 1) (%) izracuna se prema jednadZzbi:

n=-4.100 1]

CAT

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

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

Enantiomerni visak (eng. enantiomeric excess, ee) (%) izra¢una se prema jednadzbi:

(Rl— eniletanol—S1- eniletanol)
==/ ! +100

ee 2]

(Rl—feniletanol+ Sl—feniletanol)

gdje Rj-fenileranol predstavlja povrsinu ispod pika (R)-1-feniletanola, a Si-feniteranor povrSinu ispod

pika (S)-1-feniletanola.

Volumetrijska produktivnost V» (umol L' min™') hidrolize ra¢una se prema jednadzbi:

VP = CA__tCAl [3]

gdje c, predstavlja pocetnu molarnu koncentraciju (R)-1-feniletanola (umol L), c¢4; molarnu

koncentraciju (R)-1-feniletanola na kraju procesa (umol L), a t vrijeme trajanja procesa (min).

Specifi¢na produktivnost enzima Vi (umol mg™!' min'!) ra¢una se prema jednadZbi:

_ Mp27Mp1
Vg = Tt (4]

gdje np; predstavlja poCetnu mnoZinu (R)-1-feniletanola (umol), np, mnozinu (R)-1-

feniletanola na kraju procesa (umol), m; masu pripravka Novozym 435 (mg), a t vrijeme

trajanja procesa (min).
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3.2.3. Hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata pri razli¢itim reakcijskim uvjetima

Nakon odabira najboljeg otapala za hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata, s obirom na 7,
Vp, Ve i1 ee, u homogenizatoru s regulacijom temperature (slika 6) optimirana je reakcija
hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata. Reakcija je provedena u prirodnom eutekticCkom otapalu
ChGlcso% uz promjenu temperatura reakcije (20 °C, 40 °C, 50 °C i1 80 °C), promjenu omjera
enzima i supstrata (0,1; 0,2; 1,05; 2 mg mol™!' L) te broja okretaja (100, 300, 650 i 1000 0 min-
1. Svaka od provedenih reakcija je zapodeta dodatkom 2,5 mg imobilizirane lipaze u 5000 pL
prirodnog eutektickog otapala, 0,03 mol L', 0,003 mol L ili 0,001 mol L' (R, S)-1-feniletil-
acetata te su postavljeni razliciti reakcijski uvjeti (omjer enzima i supstrata, temperatura, broj
okretaja). Reakcija je pracena kroz vrijeme (120 minuta), izuzimani su alikvoti iz reakcijske
smjese u vremenskim intervalima (nakon 1, 3, 5, 15, 30, 90, 120 minuta) te su ekstrahirani
heptanom i analizirani plinskom kromatografijom. Za usporedbu uspjesnosti hidrolize (R, S)-
I-feniletil-acetata pri razli¢itim reakcijskim uvjetima u prirodnom eutektiCkom otapalu

ChGlcsos racuna se iskoriStenje [1] i enantiomerni viSak [2].

Slika 6. Homogenizator s regulacijom temperature, EppendorfThermoMixer C, Njemacka

(vlastita fotografija).
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3.2.4. Hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata u mikrovalno-ultrazvu¢nom reaktoru

Nakon odabira najboljeg otapala za hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata, s obirom na 771
ee, u homogenizatoru s regulacijom temperature (slika 6), reakcija hidrolize provedena je u
prirodnom eutekticnom otapalu ChGlcsoe u ultrazvu¢no-mikrovalnom bioreaktoru (slika 7) pri
temperaturi 50 °C tijekom 1 h potpomognuta istovremenim odnosno samostalnim djelovanjem
ultrazvucnih (40 kHz, 50 W) 1 mikrovalova (300 W). Reakcija je zapoceta dodatkom 2,5 mg
imoblizirane lipaze u 5 mL prirodnog eutekti¢kog otapala te dodatkom 0,03 mol L' (R, §)-1-
feniletil-acetata. Za pracenje reakcije izuzimani su alikvoti iz smjese u vremenskim intervalima
(nakon 0,5, 1, 1,5, 3, 5, 15, 45, 60 minuta). Alikvoti su zatim ekstrahirani heptanom te

analizirani plinskom kromatografijom kako bi se odredila volumetrijska produktivnost.

Slika 7. Mikrovalno-ultrazvuéni ekstraktor/reaktor, Lab Kits, Hong Kong, Kina (vlastita
fotografija).

3.2.5. Odredivanje koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R, S)-1-feniletil-acetata provedena je pomocu

plinske kromatografije s masenom spektroskopijom.

Kromatografski uvjeti za odredivanje:
¢ Kromatografska kolona: Beta DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
e Pokretna faza: He
e Protok: 56,3 mL min™
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e Detektor: maseni spektrometar (MS)
e Temperatura kolone: T1=80 °C (2 min), T>=140 °C (At=5 °C min™)
® Vrijeme trajanja analize: 21 min
(Rt) za (R, S)-1-feniletil-acetat iznosi 15,72 min, Rt ((R)-1-feniletanol)=15,54 min i
Rt ((S)-1-feniletanol)=16,06 min (slika 8).

(R 5)1-leniletibacetal

75000000
< S0D0D00O

23000000

k- 1-fenile
(#)-1-femiletano] (5 -feniletanol

14.0 145 15.0 155 16.0 165

t (min)

Slika 8. Tipi¢an GC kromatogram analize reakcijske smjese lipazom katalizirane
enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata.

Izrada baZdarnog dijagrama

Prirede se otopine (R, S)-1-feniletil-acetata u heptanu tako da koncentracije redom
iznose 0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 1 0,05 mol L. Izmjerene vrijednosti
povrSine kromatografskog pika nanesu se na ordinatu, a na apscisu se nanose pripadajuce
vrijednosti koncentracija. Pomoc¢u racunala se nacrta dijagram ovisnosti mnoZinske
koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata o povrsini ispod pika te se prema jednadzbi pravca

izraCunavaju nepoznate koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata u uzorcima.

Koncentracija (R, S)-1-feniletil-acetata tijekom hidrolize u organskim otapalima
(heptanu 1 toluenu) racuna se izravno prema jednadzbi pravca dobivenoj iz bazdarnog
dijagrama, dok se koncentracija (R, S)-1-feniletil-acetata c; (mol L) tijekom hidrolize u

prirodnom eutekticnom otapalu racuna prema jednadzbi:

__ CEheptan
=Tk [5]

gdje je Cepan ravnotezna koncentracija (R, S)-1-feniletil-acetata u heptanu (mol L!), a Kp
koeficijent razdjeljenja (R, S)-1-feniletil-acetata izmedu heptana i prirodnog eutektickog

otapala.
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Koeficijent razdjeljenja (R, S)-1-feniletil-acetata (Kp) heptan/prirodno eutekticko
otapalo odreduje se na sljede¢i nacin:
u staklenu kivetu se doda 2988 pL prirodnog eutektiCkog otapala, 3000 pL heptana i 12 pL
(0,025 mol L) (R, S)-1-feniletil-acetata. Uzorak se mijesSa na vrtloznoj mjesalici tijekom 3 min
pri temperaturi 25 °C. Koncentracija (R, S)-1-feniletil-acetata u heptanu odreduje se plinskom
kromatografijom, a koeficijent razdjeljenja Kp izraCunava se kao omjer ravnotezne
koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata u heptanu i prirodnom eutektiCkom otapalu prema

jednadzbi:
Ky =—"— [6]

gdje je Chpun koncentracija (R, S)-1-feniletil-acetata u heptanu (mol L), a ¢, koncentracija (R,

S)-1-feniletil-acetata u prirodnom eutekti¢kom otapalu (mol L'1).

3.2.6. Statisti¢ka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) uzoraka u skupini:

1
xzﬁz?lﬂxi [7]

s pripadaju¢im standardnim pogreskama S x :

[8]

N = ukupan broj uzoraka u skupini

x; = pojedinacne vrijednosti uzoraka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Uspostavljanje novih visokoucinkovitih i odrzivih procesa proizvodnje industrijski
vaznih kemikalija predmet je mnogih znanstvenih istraZivanja u podru¢ju kemijske tehnologije
1 biotehnologije. Stoga se eutekti¢na otapala, nova generacija nehlapljivih i netoksi¢nih otapala,
posljednjih godina intenzivno proucavaju kao zamjena za tradicionalna i Skodljiva otapala u
procesima organske sinteze i (bio)katalize. S druge strane, primjena lipaza kao vaznih
biokatalizatora u sintezi kiralnih spojeva ukljucuje kineticku rezoluciju racemi¢nih alkohola,
estera, kiselina ili amina (Ghanem i Aboul-Enein, 2004), kao i asimetri¢nu sintezu prokiralnih
komponenti (Garcia-Urdiales, 2005). Enzimska hidroliza (prirodna reakcija lipaza) takoder je
korisna pripravi kiralnih spojeva iz prokiralnih komponenata. Postoje reakcije enzimske
hidrolize koje su od velike koristi za sintezu farmaceutika ili njihovih intermedijera poput /-
adrenergicnih blokatora (npr. propanolol) koji su sintetizirani kemoenzimskim metodama gdje
je klju¢ni korak enzimska hidroliza.

Enzimske reakcije imaju prednost pred klasi¢nim reakcijama kemijske sinteze zbog
visoke enantio- i1 regioselektivnosti, a naroCito ako se izvode u zelenim otapalima. Takav
primjer pokazan je i u ovom radu gdje su hidrolizom kiralnog acetata, (R, S)-1-feniletil-acetata,
dobivena dva enantiomera ((R)-1-feniletanol i (S)-1-feniletanol) koji imaju razlicite strukturne
karakteristike te zbog toga imaju razliCite bioloske aktivnosti (Liang i sur., 2015). Primjerice,
(R)-1-feniletanol koristi se kao kiralni gradevni blok i kao sintetski intermedijer za fine
kemikalije u farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji (Suan i Sarmidi, 2004), dok se oba
enantiomerna oblika koriste kao kiralni reagensi za odredivanje enantiomerne Cistoce i
asimetri¢no otvaranje cikli¢nih anhidrida i epoksida (Frings i sur., 1999).

Stoga je u ovom radu, u cilju ekoloski prihvatljivog postupka hidrolize estera, ispitana
mogucénost provodenja hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirane imobiliziranom lipazom
u prirodnim eutektickim otapalima (tablica 2). Kao katalizator je koriStena lipaza B izolirana iz
kvasca Candida antarctica imobilizirana na makroporoznim poliakrilnim kuglicama
(Novozym 435) bududi da je taj enzimski pripravak jeftin i lako dostupan, a u brojnim se
radovima pokazao u¢inkovit i iznimno stabilan (Cvjetko, 2012). Hidroliza je takoder provedena
1 u organskim otapalima (heptan i toluen) te puferu kako bi se usporedila uspjesnost provedenih
hidrolitickih reakcija s referentnim otapalima. Primjenom razli¢itih reakcijskih uvjeta (omjer
enzima i supstrata, temperatura i broj okretaja) optimirana je reakcija hidrolize katalizirane
lipazom. Takoder, pracen je utjecaj alternativnih izvora energije (ultrazvuka i mikrovalova) na

uspjesSnost reakcije hidrolize.
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4.1. PRIPRAVA PRIRODNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

U svrhu rada pripravljena su prirodna eutekti¢ka otapala klasi¢nim postupcima organske
sinteze (tablica 2). Priprava prirodnih eutekti¢nih otapala provodila se jednostavnim postupkom
u kojem se polazne sirovine pomijesaju u odredenom molarnom omjeru te se lagano zagrijavaju
uz mijeSanje dok se ne dobije homogena viskozna kapljevina (17 = 100 %). Pripravljene su i
vodene otopine prirodnih eutektickih otapala s udjelima vode od 30, 50 i 80 % (v/v) (tablica 2).
Prirodno eutekticko otapalo ChSorzos% nije moguce pripraviti jer dolazi do kristalizacije.
Izmjerene pH-vrijednosti pomoc¢u multimetra pH/ion metar S220, Mettler Toledo prikazane su

u tablici 3.

Tablica 3. Prirodna eutekti¢ka otapala s pripadaju¢im pH-vrijednostima i cijenama.

Prirodno eutekti¢ko Kratica Molarni Udio Kratica | Cijena pH-
otapalo omjer vode ($ kg- vrijednosti
komponenata | (%, v/v) D)
30 ChGleso% 5,2
Kolin-klorid: glukoza ChGlc 1:1 50 ChGlcsos 54 4,0
80 ChGleson 4,1
30 ChFruzos 4,3
Kolin-klorid: fruktoza ChFru 1:1 50 ChFrusos 128 5,0
80 ChFrusgos 5.1
30 ChSor3o% kristalizira
Kolin-klorid: sorboza ChSor 1:1 50 ChSorsos 669 3,8
80 ChSorsos 42
30 ChSolsos 2,6
Kolin-klorid: sorbitol ChSol 1:1 50 ChSolsog 39 4,5
80 ChSolgos 3,7
30 ChEG30% 7,1
Kolin-klorid: etilen glikol ChEG 1:2 50 ChEGs04 43 6,0
80 ChEGso% 5,2

*Cijene otapala procijenjene su prema podatcima s web stranice Fisher scientific (USA).

Usporedbom pH-vrijednosti upotrijebljenih prirodnih eutektickih otapala uocavamo da
su sva otapala blago kiselih vrijednosti u rasponu od 2,6 kod ChSolzos% do 6 kod ChEGs% osim

ChEG30% koji je neutralan. Ukoliko usporedimo cijene prirodnih eutektickih otapala po
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kilogramu, mozemo uociti da su medu najpovoljnijima ChSol, ChGlc te ChEG (tablica 3).
Cijene prirodnih eutektickih otapala otprilike su u rangu s cijenama organskih otapala, iako

postoje odstupanja u cijeni poput relativno jeftinog 99 %-tnog heptana (81,53 $ kg™!).

4.2. HIDROLIZA (R, S)-1-FENILETIL-ACETATA KATALIZIRANA LIPAZOM

Lipaze su vaZzni biokatalizatori, s vrlo raznolikom primjenom, S$to dokazuju brojna
istrazivanja provedena s ovim enzimima vezana uz razne grane industrije. Svoju popularnost
duguju sjajnim karakteristikama, kao $to su aktivnost u velikom rasponu temperature i pH-
vrijednosti, supstratna specificnost i prihvac¢anju raznih prirodnih 1 neprirodnih supstrata te
regio- i enantioselektivnost. Jo$ jedna karakteristika lipaza je da se mogu koristiti u slobodnom,
ali 1 imobiliziranom obliku pri ¢emu imobilizirani enzimi generalno imaju vecu kataliticku
aktivnost i ve¢u termalnu stabilnost u usporedbi s onima u slobodnoj formi (Lerin i sur., 2014).

Upravo zato u ovom radu upotrebljena je lipaza CALB za enantioselektivnu hidrolizu.

4.2.1. Probir prirodnih eutektic¢kih otapala za hidrolizu (R, S)-1-feniletil-acetata

Reakcija hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata provedena je u prirodnim eutektiCkim
otapalima (tablica 2), u organskim otapalima (heptanu i toluenu) i 0,025 mol L' kalij-
fosfatnom puferu u svrhu provjere uspjesnosti hidrolize, uz lipazu B izoliranu iz kvasca
Candida antarctica (pripravak Novozym 435) kao katalizator. Reakcijska smjesa (3 mL)
sadrzavala je 0,05 mol L! (R, S)-1-feniletil-acetata, a reakcija je zapodeta dodatkom 5 mg
pripravka Novozym 435. Reakcijska smjesa intenzivno je mijeSana na homogenizatoru pri
sobnoj temperaturi, a tijek reakcije pracen je izdvajanjem uzorka i analizom uz pomoc¢ plinske

kromatografije.

Prethodno je izraden baZdarni dijagram ovisnosti koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata

o povrsini ispod pika prema kojem je provedena kvantitativna analiza produkta (slika 9).
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Slika 9. BaZdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata; A= povrSina

ispod pika; ¢ =koncentracija (mol L).

Kako bi se izraunala koncentracija (R, S)-1-feniletil acetata u prirodnim eutekti¢kim

otapalima, odreden je koeficijent razdjeljenja (R, S)-1-feniletil-acetata izmedu heptana i

prirodnog eutektickog otapala (Kp), a vrijednosti su prikazane u tablici 4.

Tablica 4. Koeficijent razdjeljenja izmedu heptana i prirodnih eutektickih otapala (Kp).

OTAPALO UDIO VODE (%,v/v) Kp
30 0,95
ChGlc 50 0,95
80 0,86
30 0,82
ChEG 50 0,94
80 0,86
30 1,00
ChFru 50 0,92
80 0,90
30 0,97
ChSol 50 0,84
80 0,61

30 /
ChSor 50 0,78
80 0,72
Pufer KH2PO4 0,94
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Tijek hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u prirodnim eutektickim otapalima, organskim

otapalima te puferu prikazan je na slikama 10a -10c.

A)
120 —&—  ChGlcyqy,
100 . ChGlcgyy,
80 e ChGlegy,
S
— 60
S
ChEGag,
40
—e— ChEGgy,
20
—o— ChEGgy,
0
0 50 100 150 200 250 300
t(min)
B)
120
y ChFruggy
100 T ChFrugy,
—~ 80 ¢ ChFruggy
S
N
ChSolyg,
< 60 30%
—o—  ChSolgy,
40
—®=  ChSolgy,
20
—®—  ChSorgy,
0 —®—  ChSorgy,
0 50 100 150 200 250 300
t (min)
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Slika 10. Tijek lipazom katalizirane hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u a) i b) prirodnim

eutektickim otapalima te ¢) organskim otapalima (heptan 1 toluen) i puferu. Reakcijski uvjeti:

0,05 mol L' (R, S)-1-feniletil acetata; 5 mg Novozym 435; 25°C.

Tijek hidrolize prikazan je na slici 10 te je vidljivo kako je najbolje otapalo za
enantioselektivnu hidrolizu (R, §)-1-feniletil-acetata prirodno eutektic¢ko otapalo ChGlcsos
(slika 10a). Kod ChSor3o % doslo je do kristalizacije. Vidljivo je kako udio vode ima veliki
utjecaj na kataliticku aktivnost enzima. Nacelno, postizanje optimalnog udjela vode moze se
objasniti kao uspostavljanje ravnoteze izmedu dvaju efekata koji se javljaju tijekom reakcije.
Naime, kada je udio vode premali, supstrat se veze s eutektiCkim otapalom jakim vodikovim
vezama i postaje jedva dostupan enzimu za odvijanje same reakcije. U slucaju kada je udio
vode veci od optimalnog, viSak molekula vode u blizini aktivnog mjesta enzima dovodi do
pojave kompetitivnih reakcija hidrolize estera $to posljedicno dovodi do niZih prinosa same
reakcije (Huang i sur., 2014). Pri optimalnom udjelu vode, supstrat se ne veze s otapalom, a
hidrofilni karakter eutekticnog otapala omogucuje vezanje molekula vode koje se stvaraju
tijekom reakcije esterifikacije i sprjecava ispoljavanje njihovog nukleofilnog karaktera u

hidrolitickim reakcijama (Durand i sur., 2014).

Zbog bolje interpretacije rezultata, prema jednadzbama [1], [2], [3] i [4] izraCunata su
iskoriStenja, enantiomerni viSak hidrolize, volumetrijska produktivnost te specifi¢na

produktivnost enzima u pojedinom otapalu, a rezultati su prikazani na slikama 11 - 14.
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Slika 11. IskoriStenje lipazom katalizirane hidrolize () u razli¢itim otapalima. Reakcijski
uvjeti: 0,05 mol L' (R, S)-1-feniletil acetata; 5 mg Novozym 435; 25 °C; 280 min. *ChSor3os

nije bilo moguce sintetizirati jer dolazi do kristalizacije.

IskoriStenja () lipazom katalizirane enantioselektivne hidrolize (R, §)-1-feniletil-
acetata u prirodnim eutekti¢kim otapalima su od 52,5 % + 1,6 u ChEG3zo% do 99,9 % +1,1 u
ChGlcsos te su visa nego u organskim otapalima (heptan 50,9 % + 1,55 i toluen 29,6 % + 1,71),
ali su gotovo jednaka kao u puferu (97,5 % % 0,72) (slika 11). Rezultati iskoriStenja upucuju da
se dodatkom vode eutektiCkom otapalu moZe znatno utjecati na pomak ravnoteZe ispitivane
reakcije prema nastajanju produkta u odnosu na heptan i toluen. Tako se promjenom udjela
vode u ChEG3¢ % do ChEGsg % iskoriStenja reakcije mijenjaju od 52,5 % do 65,0 %. Najbolje
iskoriStenje hidrolize je postignuto s prirodnim eutektickim otapalom ChGlcso% te iznosi 99,9
% + 1,1. IskoriStenje reakcije enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u puferu vece
je nego ono upotrebom prirodnog eutektickog otapala ChGlcsos, no konverzija supstrata je

puno sporija (slika 10c).
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Slika 12. Enantiomerni viSak (ee) hidrolize katalizirane lipazom u razli¢itim otapalima.
Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L' (R, S)-1-feniletil acetata; 5 mg Novozym 435; 25 °C; 240 min.

*ChSor30% nije bilo moguce sintetizirati jer dolazi do kristalizacije.

Enantiomerni viSak hidrolize (ee) (R, S)-1-feniletil-acetata u svim ispitanim prirodnim
eutektiCkim otapalima je od 94,6 % + 0,9 do 98,7 % + 0,5, dok u referentnim otapalima iznosi
90,6 % + 1,0 (heptan), 93,1% =+ 1,7 (toluen) te 95,1 % + 2,1 (kalij fosfatni pufer) (slika 12). U
pravilu, enantiomerni viSak u svim prirodnim eutektiCkim otapalima se povecava
povecavanjem udjela vode. Najveca vrijednost enantiomernog viSka hidrolize (R, S)-1-feniletil-
acetata je u eutektiCkom otapalu ChGlcsos (98,6% + 0,5) Sto znali da je koriStena lipaza
stereospecificna za hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata, pri ¢emu znacajniji utjecaj otapala na

stereospecifi¢nost lipaze nije uocen.
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Slika 13. Specificna produktivnost enzima hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
lipazom provedene u razli¢itim otapalima. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L (R,S)-1-feniletil
acetata; 5 mg Novozym 435; 25 °C; 240 min. *ChSor3o% nije bilo moguce sintetizirati jer dolazi

do kristalizacije.

Specificna produktivnost enzima hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
lipazom u svim ispitanim prirodnim eutekti¢kim otapalima viSa je od one referentnih otapala

(slika 13).
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Slika 14. Volumetrijska produktivnost hidrolize (V,) (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirane
lipazom provedene u razli¢itim otapalima. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L' (R, S)-1-feniletil-
acetata; S mg Novozym 435; 25 °C; 240 min. *ChSor30% nije bilo moguce sintetizirati jer dolazi

do kristalizacije.

Volumetrijska produktivnost (V) hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
lipazom najvisa je za ChGlcso 4 te iznosi 239,3 umol L' min™! + 1,62, a za ChGlcso ¢ 181,8
pumol L' min! + 1,81 $to nam ukazuje da i vrijednosti volumetrijske produktivnosti ovise o
udjelu vode u otapalu. Za pufer i heptan vrijednosti su neSto nize dok je volumetrijska

produktivnost u toluenu sli¢na kao u prirodnim eutektickim otapalima.

Uspjesno je provedena hidroliza u prirodnim eutektickim otapalima koja su se pokazala
boljima s obzirom na konvencionalna organska otapala, prema svim ispitanim parametrima (7,
ee, Vp1i V) pri ¢emu se otapalo ChGlcso % pokazalo kao najbolje. Daljnje istrazivanje temelji
se na optimiranju reakcijskih uvjeta (omjer enzima i supstrata, temperatura i broj okretaja) u
ChGlcso% kao najbolje odabranim otapalom, te pracenju utjecaja ultrazvuka i mikrovalova na
reakciju hidrolize koja se odvija pri odabranim optimalnim uvjetima s ciljem povecanja

volumetrijske produktivnosti reakcije.
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4.2.2 Utjecaj odnosa supstrat-enzim, temperature i broja okretaja na hidrolizu (R,S)-1-

feniletil-acetata u ChGlcsos

Osnove kinetike enzimskih reakcija bitne su za odabir odgovaraju¢eg enzima ovisno o
vrsti reakcije koju katalizira. Potrebno je odabrati odgovarajuce uvjete za postizanje §to vece
enzimske aktivnosti. Nekoliko je faktora koji utjeCu na enzimsku aktivnost: temperatura, pH-
vrijednost, koncentracija enzima, koncentracija supstrata te prisutnost aktivatora ili inhibitora
(Bugg, 2012).

Reakcija hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata pracena je pri razliCitim reakcijskim
uvjetima u svrhu optimiranja reakcijskih uvjeta za postizanje najveceg iskoriStenja reakcije i
enantiomernog viska. Reakcije su medusobno usporedene kroz iskoriStenje i enantiomerni

viSak, a rezultati su prikazani na slikama 15, 161 17.
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Slika 15. IskoriStenje () i enantiomerni viSak (ee) lipazom katalizirane hidrolize u prirodnom
eutekti€¢kom otapalu ChGlcsoe pri razli¢itim molarnim odnosima enzima i supstrata. Reakcijski

uvjeti: 2,5 mg Novozym 435; 20 °C; 240 min; 1000 o min’!.

Optimiranjem uvjeta prikazano na slici 15 odnosilo se na primjenu razlicitih omjera
enzima (Novozym 435) i supstrata (R, S)-1-feniletil-acetata, pri ¢emu je masa enzima bila 2,5
mg, a koncentracija supstrata se mijenjala ovisno o zadanom omjeru. Primjeceno je da
iskoriStenje reakcije znacajno ovisi 0 omjeru enzima 1 supstrata te se krece u rasponu od 38,3
% + 0,3 kod omjera 1,05 mg mol! L' do 85,8 % + 2,6 kod 0,10 mg mol! L}, dok je
enantiomerni viSak gotovo nezavisan o pracenim uvjetima reakcije u rasponu od 92,1% =+ 1,6
za omjer 1,05 do 98,6 % + 1,6 za 0,1. NajviSe iskoriStenje (85,8 % + 2,6) i enantiomerni viSak
(98,6 % + 1,6) postignuti su kod omjera enzima i supstrata 0,10 mg mol! L'!; tj. mase enzima

2,5 mg i koncentracije supstrata 0,03 mol L!. Kada je koli¢ina enzima manja u odnosu na
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supstrat onda enzim moZe u potpunosti reagirati sa supstratom ¢ime se povecava stupanj
hidrolize, odnosno iskoriStenje reakcije kao $to su primjetili Shu i sur. (2016) prilikom hidrolize

kazeina mlijeka alkalazom.
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Slika 16. IskoriStenje () i enantiomerni viSak (ee) lipazom katalizirane hidrolize u prirodnom
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eutektickom otapalu ChGlcsoq pri razli¢itim temperaturama. Reakcijski uvjeti: 0,03 mol L' (R,

S)-1-feniletil-acetata; 2,5 mg Novozym 435; 120 min; 1000 o min™!; E/S=0,1 mg mol™ L.

Primjeceno je da iskoriStenje reakcije znacajno ovisi o temperaturi te je u rasponu od
78,1 % + 0,8 kod temperature 20°C do 80,1 % + 1,5 kod temperature 50°C, a raspon
enantiomernog viska od 88,8% =+ 0,8 za temperaturu od 80°C do 98,1 % + 1,6 za temperaturu
50°C. Iz rezultata prikazanih na slici 16 vidimo da se pri temperaturi od 50°C postiZu najvece
vrijednosti iskoriStenja (80,1% =+ 1,5) i enantiomernog visSka (98,1 % =+ 1,6) reakcije hidrolize.
Daljnim povecanjem temperature do 80°C dolazi do pada vrijednosti iskoriStenja (77,9% + 0,7)
i enantiomernog viska (88,8 % + 0,8) pa se temperatura od 50°C pokazala najpogodnijom
izmedu Cetiri ispitane temperature. Pri niZim temperaturama manja je kineticka energija, a pri
viSim temperaturama dolazi do pada enzimske aktivnosti uzrokovane denaturacijom enzima.
Bachu i sur. (2007) takoder su pokazali su da povecanje temperature dovodi do niZe konverzije
supstrata i niZih vrijednosti enantiomernog viSka u lipazom kataliziranim enantioselektivnim

reakcijama acetilacije sekundarnih alkohola.

34



120

100

80
60 = (%)
40 m ee (%)
20
0

100 o mint 300 0 mint 650 0 mint 1000 o mint

Slika 17. IskoriStenje (77) i enantiomerni viSak (ee) lipazom katalizirane hidrolize u prirodnom
eutektiCkom otapalu ChGlcsos pri razliitim brojevima okretaja. Reakcijski uvjeti: 0,03 mol L

'(R, S)-1-feniletil-acetata; 2,5 mg Novozym 435; 50 °C; 120 min; E/S=0,1 mg mol™! L.

Kod ispitivanja utjecaja broja okretaja mjeSaca na tijek hidrolize, raspon vrijednosti
iskoriStenja reakcije hidrolize bio je od 69 % + 2,6 kod 100 o min"! do 94,8 % + 1,5 kod 1000
o min. Najvece iskoriStenje (94,8 % + 1,5 ) i enantiomerni viSak (98,1 % =+ 1,6) postignuti su
kod broja okretaja 1000 o min™! (slika 17). Iz grafa zaklju¢ujemo da se poveéanjem vrijednosti

broja okretaja proporcionalno povecavaju vrijednosti iskoriStenja i enantiomernog viska.

Naposlijetku, moZzemo zakljuciti da su optimiranjem, odnosno primjenom razlicitih
reakcijskih uvjeta pronadeni optimalni uvjeti za postizanje najvecih vrijednosti iskoriStenja i
enantiomernog viSka reakcije hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata, a to su omjer enzima i

supstrata E/S=0,10 mg mol™! L"!, temperatura T=50°C i broj okretaja 1000 o min™.
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Slika 18. Tijek hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u prirodnom eutekti¢kom otapalu ChGlcsog.
Reakcijski uvjeti: 0,03 mol L' (R, S)-1-feniletil acetata; 2,5 mg Novozym 435; 50 °C; 120 min;
E/S=0,10 mg mol! L'!; 1000 0 min™'.

Nakon odabira optimalnih uvijeta, pratili smo tijek reakcije enantioselektivne hidrolize
(R, S)-1-feniletil-acetata pri optimalnim uvjetima (slika 18) te zakljucili da je reakcija zavrSila

u 30 minuta $to znaci da smo skratili vrijeme reakcije sa 240 minuta na 30 minuta.

4.2.3. Utjecaja mikrovalnog zracenja i ultrazvuka na volumetrijsku produktivnost hidrolize

(R,S)-1-feniletil-acetata u ChGlcsoe

U posljednih nekoliko godina ultrazvuk je Siroko primjenjivan u enzimskim procesima
kao Sto su sinteze estera pozeljnih karakteristika za farmaceutsku, kozmeticku, ali i
prehrambenu tehnologiju, za hidrolizu i glicerolizu biljnih ulja te proizvodnju dizela. Energija
oslobodena djelovanjem ultrazvuka prilikom procesa kavitacije moZe se koristiti za poboljsanje
prijenosa mase (enzima/supstrata), povecanje konverzije supstrata u produkt, te takoder
pridonosi povecanju kataliticke aktivnosti enzima. Nadalje, ultrazvuk se smatra zelenom
tehnologijom zbog visoke ucinkovitosti, malog broja potrebnih instrumenata te znatnog
smanjenja reakcijskog vremena u odnosu na druge tehnologije (Lerin, 2014). Fizikalni efekt
ultrazvuka uglavnom se sastoji od modifikacije temperature i tlaka kao posljedice kavitacijskog
efekta (Babicz, 2010). Neke od prednosti ultrazvuka u enzimski kataliziranim reakcijama mogu

se sumirati na: smanjenje reakcijskog vremena, smanjenje koli¢ine reagensa, povecanje prinosa
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reakcije, te kemo-, enantio- i stereoselektivnost reakcija koje se ne bi pojavile u normalnim
uvjetima (Lerin, 2014). Mills 1 Holland (1995) ustanovili su tako da je za povecanje lipazne
aktivnosti lipaze iz bakterije Chromobacterium viscosum odgovorna velika kontaktna povrSina
enzima i supstrata na Cije je stvaranje utjecala energija aktivacije ultrazvukom.

Primjenom mikrovalovalnog zraCenja u (bio)katalizi moZe se povecati enzimska
aktivnost npr. u enantioselektivnim, oksido-redukcijskim reakcijama ili u hidrolitickim
reakcijama. U kombinaciji s bezvodnim medijima mikrovalovi mogu utjecati na enzimsku
aktivnost i stabilnost. Kombiniranjem tehnologija (ultrazvuka i mikrovalova) moZe se postici
brzi prijenos toplinske energije u samo srediSte reakcije u znacajno kratkom vremenu upravo
zbog mikrovalova te u¢inkovitog prijenosa mase uzrokovanog ultrazvukom (Hernoux-Villiere
isur., 2013).

U ovom radu, pracen je utjecaj alternativnih izvora energije, ultrazvuka i mikrovalova,
koriStenih samostalno ili istovremeno, na volumetrijsku produktivnost enantioselektivne
hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata.

Kako bi se medusobno usporedio utjecaj alternativnih izvora energije, ultrazvuka i/ili
mikrovalova, na volumetrijsku produktivnost, enantioselektivna hidroliza (R, S)-1-feniletil-
acetata s imobiliziranom lipazom u prirodnom eutektickom otapalu ChGlcsos, izvedena je pod
istim reakcijskim uvjetima koriste¢i mikrovalove i/ili ultrazvuk. Utjecaj mikrovalova i/ili
ultrazvuka na volumetrijsku produktivnost usporeden je s produktivno$¢u pri optimalnim

uvjetima na homogenizatoru s regulacijom temperature (slika 6) odredenima u poglavlju 4.2.2.
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Slika 19. Volumetrijska produktivnost enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata
imobiliziranom lipazom B u prirodnom eutektickom otapalu ChGlcso u ultrazvuéno-
mikrovalnom reaktoru te homogenizatoru s regulacijom temparature. Reakcijski uvjeti: 0,03

mol L (R, S)-1-feniletil-acetata; 2,5 mg Novozym 435; 50°C; 5 min.

Rezultati ukazuju da ultrazvuk i mikrovalovi mogu uvelike poboljSati volumetrijsku
produktivnost enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata imobiliziranom lipazom u
prirodnom eutektickom otapalu ChGlcsos. Najveca volumetrijska produktivnost je uocena kod
istovremenog koristenja mikovalova i ultrazvuka te je iznosila 5899,8 umol L'! min™! + 0,3.

Na temelju dobivenih rezultata prikazanih u ovom radu moZe se zakljuciti da su
iskoriStenja reakcije enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u svim prirodnim
eutektickim otapalima veca od iskoriStenja u organskim otapalima (heksan i toluen) te da je
najpogodnije prirodno eutekticko otapalo ChGlcsoe. Usporedbom cijena koriStenih prirodnih
eutektickih otapala ChGlc je takoder medu najpovoljnijima, $to ga €ini zanimljiv za primjenu
u velikom mjerilu. Obzirom da se kao najpogodnije otapalo pokazalo ChGlcsos u njemu je
optimirana reakcija enantioselektivne hidrolize pa je ustanovljeno da su uvjeti pri kojima se
postiZzu najvece vrijednosti iskoriStenja i enantiomernog viska reakcije temperatura 50°C, omjer
enzima i supstrata 0,10 mg mol™! L' te broj okretaja 1000 o min!. Provodenjem reakcije pri
tim uvjetima vrijeme reakcije skraceno je sa 240 minuta na 30 minuta. Takoder, istovremenom
primjenom ultrazvuka i mikrovalova na enantioselektivnu hidrolizu (R, S)-1-feniletil-acetata u
otapalu ChGleso pri optimalnim uvjetima volumetrijska produktivnost (5899,8 pymol L' min-
1+0,3) je povecana 39,5 % u odnosu na enantioselektivnu hidrolizu (R, S)-1-feniletil-acetata u
otapalu ChGlcso% u homogenizatoru s regulacijom temperature gdje je iznosila 3569,9 pmol L

"min!+0,1.
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5. ZAKLJUCCI

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

1. IskoriStenja enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata katalizirane lipazom B
izoliranom iz kvasca Candida antarctica u svim prirodnim eutektickim otapalima bila
su u rasponu od 52,5 % £+ 1,6 d0 99,9 % + 1,1 , dok su u referentnim organskim (heptan

1 toluen) od 29,55% + 1,71 do 50,92 % + 1,55 .

2. NajveCe iskoriStenje, enantiomerni viSak i volumetrijska produktivnost reakcije
hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u prirodnim eutektickim otapalima postignuto je u
otapalu ChGlcso % uz vrijednost iskoristenja 99,9 % =+1,1, enantiomernog viska 98,6%

+ 0,5 te volumetrijske produktivnosti 239,3 umol L! min™' + 1,62.

3. Specifi¢na produktivnost enzima hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane lipazom
u svim ispitanim prirodnim eutektickim otapalima viSa je od one u referentnim
otapalima, a najveca vrijednost postignuta je kod otapala ChFruzop¢ te iznosi 8,0 mmol

mg ! min!' +0,5.

4. Uocen je znaCajan utjecaj razli¢itih donora vodika te razlicitih volumnih udjela vode na
uspjesSnost reakcije. Racionalnim odabirom eutektiCkih otapala, ovisno o udjelu vode,

moguce je utjecati na aktivnost enzima.

5. Optimiranjem uvjeta reakcije hidrolize katalizirane lipazom B ustanovljeno je da su
uvjeti pri kojima se postizu najvece vrijednosti iskoriStenja i enantiomernog viska
reakcije hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u otapalu ChGlcso %: temperatura 50 °C,
omjer enzima i supstrata 0,10 mg mol! L'! te broj okretaja 1000 o min™'. Provodenjem

reakcije pri tim uvjetima vrijeme reakcije skraceno je sa 240 minuta na 30 minuta.

6. Primjena istovremenog ili samostalnog djelovanja ultrazvuka i mikrovalova na tijek
reakcije enantioselektivne hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u otapalu ChGlcsoe
uspjeSno je provedena uz povecanje volumetrijske produktivnosti. Istovremenim
djelovanjem mikrovalova i ultrazvuka najviSe se pridonijelo povecanju volumetrijske
produktivnosti reakcije (5899,8 umol L' min™! + 0,3) koja je poveéana 39,5 % u odnosu
na enantioselektivnu hidrolizu (R, §)-1-feniletil acetata u otapalu ChGlcso u

homogenizatoru s regulacijom temperature koja je iznosila 3569,9 pmol L' min' +0,1.
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