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1. UVOD

Suvremena se industrija neprestano suo¢ava sa izazovima u razvoju novih i boljih produkata i
procesa. Pri tom znanstvenici nailaze na brojne prepreke kako bi u konacnici razvili procese
koji ¢e biti ekonomicni, visokoproduktivni, ali istovremeno i odrzivi te ekoloski prihvatljivi.
U svrhu ocuvanja okoliSa i smanjenja onecis¢enja, u SAD-u 1990. godine utemeljena je
zelena kemija. Po definiciji Americke agencije za zasStitu okoliSa definirana je kao kemija koja
osmisljava kemijske produkte 1 procese koji nisu Stetni za okoli§ i na taj nacin spreCava
nastajanje oneciS¢enja. Jedan od vaznih smjerova zelene kemije jesu biotransformacije
(primjena enzima u pripravi razli¢itih organskih spojeva) koja pripadaju zelenim
tehnologijama i predstavljaju kvalitetnu alternativu kemijskim postupcima sinteze. Prednost je
to §to su ovi postupci ekonomski ucinkoviti zbog blagih uvjeta rada i visoke Cistoce
proizvoda, ali i ekoloski prihvatljivi, stoga su nasli Siroku primjenu za dobivanje raznih
visokovrijednih proizvoda. U posljednjih dvadesetak godina do$lo je do znadajnog porasta
znanstvenog interesa za biotransformacijskim procesima u akademskim krugovima zbog
otkri¢a novih enzima te povecane potrebe za enantiomerno ¢istim spojevima u farmaceutskoj

industriji 1 poljoprivredi.

Osim toga, nedostaci sveprisutnih organskih otapala kao $to su toksi¢nost, zapaljivost,
hlapivost i oneéiS¢avanje okolisa, potaknuli su znanstvenike na istrazivanje alternativnih
otapala koja ¢e biti sigurnija za ljude 1 okoliS. Prema nacelima zelene kemije idealno otapalo
je netoksi¢no, kemijski 1 fizi€ki stabilno, ima nisku hlapljivost 1 mogucnost viSekratne
uporabe te je jednostavno za rukovanje. Razvijena su tzv. zelena otapala, a to su: ionske
kapljevine, superkriticni CO; te eutekticka otapala. Najsiru primjenu u biotransformacijama
imaju eutekticka otapala zbog toga $to su biorazgradiva, stabilna, nisu hlapljiva, manje su

toksi¢na prema okolisu i ljudima, jeftinija su i lakSe se sintetiziraju.

Stoga, cilj ovog rada bio je ispitati mogucnost primjene prirodnih eutektickih otapala u
enantioselektivnoj hidrolizi (R,S)-1-feniletil-acetata u (R,S)-1-feniletanol primjenom
imobilizirane lipaze B izolirane iz kvasca Candida antartica i hidrolitickih enzima iz kore
narance te istraziti stabilnost ovih enzima u eutektickom otapalu kroz vremenski period od 21

dana.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Biotransformacije

Biotransformacije podrazumijevaju enzimske modifikacije definiranih Ccistih spojeva
(prirodnih ili dobivenih kemijskom sintezom) u definirane kona¢ne proizvode, najceSce
pretvorbom u jednom koraku, odnosno to je proces u kojem dolazi do enzimske konverzije
supstrata u produkt (Bommarius i Riebel, 2004). Osim biotransformacija, za proizvodnju
kemikalija, lijekova ili razli¢itih materijala u velikom mjerilu, mogu se koristiti jo$ i Cisti
kemijski procesi te kombinacija kemijskih i biokatalitickih procesa. Pri tome se biokataliti¢ki
procesi koriste za glavne reakcije koje zahtijevaju visoku selektivnost, specifi¢nost ili kao

zamjena za ekoloski nepovoljne reakcijske korake (Ghisalba i sur., 2010).

Do razvoja biotransformacija kao znanstvene discipline doslo je zbog neizbjezne potrebe
suvremene industrije za razvojem inovativnih procesa i produkata, koji osim ekonomske
racunice zadovoljavaju i kriterije odrzivog razvoja. Odrzivi razvoj je razvoj koji zadovoljava
potrebe sadasnjice, ne dovodedi u pitanje sposobnost buducih generacija da zadovolje vlastite
potrebe, a kriteriji odrZivog razvoja su smanjenje utro$ka sirovina,smanjenje nastajanja
otpada i oneciS¢enja okolisa, primjena procesa koji omogucavaju regeneraciju i/ili reciklaciju
otpada te primjena obnovljivih izvora sirovina. Tako je u dvadesetom stolje¢u doslo do
znacajnog razvoja biotransformacija kao nove discipline koja je zadovoljila visoke kriterije i

nacela zelene kemije.

Biotransformacijski postupci u pocetku su bili vazan alat u proizvodnji spojeva poput Secera,
aminokiselina i antibiotika u velikim koli¢inama. Tek posljednjih dvadeset godina prepoznat
je veliki potencijal biotransformacija u proizvodnji vrijednih produkata te brojne prednosti u
odnosu na uobicajenu kemijsku sintezu. Tri glavne prednosti biokatalize nad kemijskom
sintezom su: (i) visoka enantioselektivnost biokatalizatora, $to je od izuzetnog znacaja U
sintezi enantiomerno Cistih spojeva (0d velike vaznosti u farmaceutskoj industriji), (ii)
ekoloska prihvatljivost zbog blagih uvjeta reakcije te (iii) moguénost modifikacije enzima za
zeljenu primjenu metodama genetickog, proteinskog inzenjerstva i molekularne biologije
(Grogan, 2009). Kod svakog biotransformacijskog procesa, kljuéno je odabrati prikladno
otapalo 1 biokatalizator koji ¢e omoguéiti visoku produktivnost, ekonomsku isplativost i
ekolosku prihvatljivost postupka. Biokatalizator moZe biti ¢ista kultura mikroorganizama,

kulture biljnih i zivotinjskih stanica te izolirani i umjetni enzimi (abzimi) (Grogan, 2009).



Biokatalizatori su manje Stetni za okoli$ u odnosu na kemijske katalizatore i njihova primjena
je u skladu s nacelima zelene kemije. Kao otapala u biotransformacijama tradicionalno se
koriste puferi i organska otapala, ali zbog nepovoljnih utjecaja organskih otapala na okolis,
sve viSe se istraZzuje mogucénost njihove zamjene zelenim otapalima. U zelena se otapala
ubrajaju superkriti¢ne tekucine, ionske kapljevine i eutekticka otapala, ali osim toga postoje i
reakcijski sustavi bez prisustva otapala. Zelena otapala su kvalitetna altrenativa hlapljivim
organskim otapalima zbog toga $to se njihovom primjenom minimaliziraju Stetni utjecaji na
okoli$ poput promjene Klime na globalnoj razini, zagadenja zraka te narusavanja 0zonskog
omotaca (Kerton i Marriott, 2013). Upravo zbog primjene biokatalizatora i zelenih otapala,
biotransformacijski procesi omogucavaju proizvodnju organskih spojeva koja je znacajno
manje Stetna za okoli$ u odnosu na uobi¢ajenu kemijsku sintezu, a istovremeno je jednako, au
nekim sluc¢ajevima i viSe ekonomski isplativa. Biotransformacijski procesi imaju najvecu
primjenu u farmaceutskoj industriji, a osobito zbog znacajnog porasta prodaje enantiomerno

Cistih lijekova u zadnjih nekoliko godina.

Jedan od najznacajnijih biotransformacijskih postupaka u farmaceutskoj industriji je postupak
dobivanja 6-aminopenicilanske kiseline iz prirodnog penicilina primjenom enzima penicilin-
acilaze, a reakcija koja se odvija je enantioselektivna hidroliza te je prikazana na slici 1.
Prednosti u odnosu na uobi¢ajenu kemijsku sintezu su skracivanje kemijski Kkataliziranog
procesa sa tri stupnja na samo jedan, regiospecificnost enzima, blagi reakcijski uvjeti,
olakSana izolacija Zeljenog produkta zbog toga §to ne nastaju nusprodukti te samim time

ekonomic¢nija proizvodnja (Lancaster, 2002).

H
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T I j;r CHs
@) N 4y penicilin acilaza \)<
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penicilin Vili G 6-aminopenicilanska kiselina

Slika 1. Sinteza 6-aminopenicilanske kiseline iz penicilina V ili G, katalizirana enzimom
penicilin-acilaza (Lancaster, 2002).



Osim u farmaceutskoj industriji, znacajna je i primjena biotransformacija u prehrambenoj
industriji. Obzirom da u suvremenom drustvu dolazi do sve veéeg broja ljudi koji pokazuju
intoleranciju na laktozu, vazan primjerbiokatalize u prehrambenoj industriji je proizvodnja
mlijeka i mlije¢nih proizvoda koji nesadrze laktozu. Postupak podrazumijeva hidrolizu
laktoze na sastavne monomere glukozu i galaktozu, a reakciju Kkatalizira enzim pS-
galaktozidaza (slika 2) (Saqib i sur., 2017).

CH,OH
0 CH,OH CH,OH

CH,0H OH p-galaktozidaza (QH 0. OH 0
OH o_0 OH +H,0 OH + OH

OH OH OH OH

OH OH
OH
laktoza galaktoza glukoza

Slika 2. Hidroliza laktoze na sastavne monomere gkukozu i galaktozu, katalizirana enzimom
[S-galaktozidaza (Bhattacharjee i Sarker, 2017).

Takoder, biokataliza se primjenjuje i u kozmetickoj i tekstilnoj industriji,u proizvodnji
polimera, agrokemikalija i sto¢ne hrane te u obradi otpadnih voda. Produkti koji se
sintetiziraju u velikom mjerilu su vitamini, aminokiseline, smole, farmaceutici, razni
prehrambeni proizvodi i fine kemikalije (Bommarius i Riebel, 2004; Ghisalba i sur., 2010), a
nekoliko primjera produkata dobivenih primjenom biotransformacija te enzima koji se pri

tome koriste prikazano je u tablici 1 (Jegannathan i Nielsen, 2013).



Tablica 1. Primjeri primjene biotransformacijskih procesa u razli¢itim industrijskim granama

(Jegannathan i Nielsen, 2013).

Industrija Primjena biotransformacijskih procesa  Primjenjeni enzim

Farmaceutska proizvodnja L-3,4-dihidroksifenilalanina Tirozin fenol-liaza

Kemijska Proizvodnja finih kemikalija Lipaza
Kozmeticka Proizvodnja oleokemikalija Lipaza
Prehrambena Proizvodnja voénih sokova Pektinaza

Tekstilna Izbjeljivanje Katalaza

2.1.1 Biokatalizatori u biotransformacijama

Primjena biokatalizatora klju¢na je zbog toga Sto osigurava odvijanje procesa koji bi se veoma
teSko odvijali bez njihovog prisustva, smanjuje broj reakcijskih stupnjeva te ¢esto osigurava
nastajanje Zeljenog produkta u samo jednom koraku. Takoder, osigurava povecanje prinosa
proizvoda i vodenje procesa u blagim uvjetima ¢ime se smanjuje utrosak energije, zamjenu
toksi¢nih reagensa ekoloski pogodnijima i smanjenje koli¢ine otpada. 1z svega navedenog
moze se zakljuciti kako je biokataliza u skladu sa zahtjevima zelene kemije. PoZeljne
karakteristike biokatalizatora su visoka supstratna specifi¢nost (molekularna/kiralna), visoka
aktivnost pri razli¢itim uvjetima kao $to su poviSena ili sniZzena temperatura odnosno pH i
visoka koncentracija supstrata i/ili produkta te skladisna i operativna stabilnost. Enzimi su su
vrlo djelotvorni katalizatori, biorazgradivi su te djeluju u blagim reakcijskim uvjetima.
Medutim, njihova primjena ima i neke nedostatke. Enzimi imaju najvecu kataliticku aktivnost
u vodi koja je najmanje pogodno otapalo za vecinu organskih reakcija, broj komercijalno
dostupnih enzima suviSe je mali, Stoga cijene enzima mogu biti visoke, podlozni su inhibiciji
supstratom ili produktom te im je potrebno prilagoditi procesne parametre poput temperature i

pH-vrijednosti (Bommarius i Riebel, 2004).



2.1.1.1 Odabir biokatalizatora

Enzimi se mogu koristi kao izolati (sirovi ili procis¢eni) ili u svom prirodnom okruzenju tj.
stanici. U biotransformacijskim procesima je isplativije koristiti cijele stanice u odnosu na
izolirane enzime zbog toga Sto je sam postupak ekstrakcije i proc¢iS¢avanja unutarstani¢nih
enzima skup te zato $to su enzimi nestabilni izvan stanice koja je njihovo prirodno okruzenje
te im osigurava sve potrebno za njihovu aktivnost. Na primjer, enzimi cesto za svoju
kataliticku aktivnost trebaju kofaktore koji su im u stanici prirodno dostupni. Prednosti
primjene cijelih stanica kao biokatalizatora su visoka stereoselektivnost i regioselektivnost,
regeneracija kofaktora i odvijanje visestupanjskih reakcija koje se odvijaju u uvjetima koji
nisu Stetni za ljude i okolis. Medutim, upotreba biokatalizatora kao cijelih stanica ima i
nedostatke kao S§to su difuzija supstrata i produkta kroz stanicnu membranu, niza
produktivnost zbog neotpornosti na vece koncentracije supstrata, teza kontrola procesa i
odvijanje nezeljenih sporednih reakcija zbog prisutnosti drugih enzima. Takoder,procesi s
cijelim stanicama cesto su kompleksni zbog toga §to ukljucuju dvije faze procesa, uzgoj
biomase i konverzija produkta (Faber, 2011). Biokatalizatori u obliku cijelih stanica mogu biti

mikrobnog, biljnog ili Zivotinjskog podrijetla.

Mikrobni biokatalizatori su najviSe primjenjivan oblik biokatalizatora kao cijelih stanica, a
koriste se isklju¢ivo kao Ciste kulture zbog toga $to je na taj nacin omogucena kontrola
reakcija koje se odvijaju. Takoder, smanjena je moguénost odvijanja nezeljenih reakcija i
nepovoljnih uéinaka jedne kulture na drugu, koja bi se mogla dogoditi u sluc¢aju koristenja
mjesovitih kultura mikroorganizama (Bommarius i Riebel, 2004). Prednosti i nedostaci

primjene cijelih stanica i izoliranih enzima kao biokatalizatora date su u tablicama 2 i 3.



Tablica 2. Prednosti primjene cijelih stanica i izoliranih enzima kao biokatalizatora

(Bommarius i Riebel, 2004).
Cijele stanice kao biokatalizatori

Biomasa je jeftina (fermentacija nije skup

proces)

Nije potreban dodatak koenzima (stanice
regeneriraju koenzime vlastitim
mehanizmima)

Bududi da se enzimi u stanici nalaze u
prirodnom okruZenju i zasti¢eni su od od
vanjskog okruzenja i opcenito su dugoro¢no

stabilniji od izoliranih enzima

Izolirani enzimi kao biokatalizatori

Jednostavnija aparatura

Jednostavnije izdvajanje produkta

Bolja produktivnost zbog otpornosti enzima

na vece koncentracije supstrata (u odnosu na

cijele stanice)

Tablica 3. Nedostaci primjene cijelih stanica i izoliranih enzima kao biokatalizatora

(Bommarius i Riebel, 2004).

Cijele stanice kao biokatalizatori
Kompleksniji postupci prociS¢avanja
produkta iz reakcijske smjese
Prisustvo nusprodukata vrlo je ¢esto (stanice
posjeduju niz razlicitih enzima koji mogu
transformirati supstrat)

Ako se enzim ne ispusta ekstracelularno
potrebno je odredenim metodama
permeabilizirati stani¢nu stijenku ili provesti

lizu stanica

Izolirani enzimi kao biokatalizatori

Pripravci enzima mogu biti vrlo skupi

Potreban dodatak koenzima (uvodenje jos

jedne reakcije u sustav)

Enzimi izvan svojega prirodnog okruzenja

su ¢esto manje stabilni



U biotransformacijskim postupcima mogu se koristiti mikrobne kulture u fazi rasta, kulture u
fazi mirovanja, kulture u obliku spora ili kao imobilizirane kulture, a u kojem ¢e se obliku
primjenjivati ovisi 0 vrsti mikroorganizma zato $to nisu sve mogucnosti primjenjive za sve
vrste mikroorganizama. Mikrobne stanice su naSle Siroku primjenu u proizvodnji velikog
broja vaznih produkata (tablica 4) te se ¢eS¢e koriste kao biokatalizator u odnosu na biljne i
zivotinjske stanice (Carvalho, 2017). Prednosti primjene mikrobnih stanica su to S§to se
relativno brzo 1 jednostavno uzgajaju u laboratorijskim uvjetima, imaju brz stani¢ni
metabolizam ¢ime je osigurana brza konverzija supstrata u produkt te metaboliziraju Siri

spektar supstrata.

Tablica 4. Primjeri produkata koji se proizvode primjenom mikrobnih stanica kao
biokatalizatora (Carvalho, 2017).

Produktivnost

Produkt Mikroorganizam (tona/godina)
L-lizin Corynebacterium 1,9 milijuna
glutamicum
L-glutamat Corynebacterium 2,9 milijuna
glutamicum
Nikotinamid Rhodococcus rhodochrous 6000
Vitamin B12  Paracoccus denitrificans 35

Propionibacterium

shermanii

Najve¢im nedostatkom primjene biljnih stanica i tkiva u biotransformacijskim procesima
smatra se spori rast. Medutim, biljne stanice i tkiva su nasle primjenu u biokatalizi, zbog toga
Sto imaju sposobnost proizvodnje sekundarnih metabolita kao $to su alkaloidi, terpeni,
steroidi, glikozidi i esencijalna ulja. Navedeni sekundarni metaboliti su od izuzetne vaznosti u

farmaceutskoj industriji.



Na temelju viSe eksperimenata pokazano je da se primjenom imobiliziranih biljnih stanica
postize veca produktivnost u odnosu na stanice u suspenziji pri istim uvjetima konverzije, a
poznati primjer primjene biljnih stanica kao biokatalizatora je konverzija digitoksigenina u

digitoksin koja se odvija u biljnoj vrsti Digitalis lanata (Dave i sur., 2014).

2.2  Zelena otapala

Obzirom da je prilikom razvoja novih industrijskih procesa i postupaka, uz ekonomsku
ucinkovitost, nuzno zadovoljiti kriterij ekoloSke prihvatljivosti te sigurnosti za ljude i okolis,
potrebno je Koristiti otapala koja ¢e biti u skladu s tim nacelima. Naime, otapala imaju veliki
utjecaj na okolis 1 ljude zbog toga Sto se koriste U velikim koli¢inama te izazivaju znacajne

promjene u okoliSu.

Otapalo koje se koristi u biotransformacijskim procesima mora osigurati stabilnost samog
procesa odnosno stabilnost te aktivnost enzima, visoku produktivnost, moguénost reciklacije
enzima, ali i zadovoljiti kriterije zelene kemije koja tezi razvoju novih i sigurnijih procesa po
ljude 1 okolis. Tako je sve viSe istraZzivanja usmjereno na pronalazak novih rjeSenja
usmjerenih na upotrebu alternativnih izvora energije i zamjenu hlapljivih organskih otapala
zelenim otapalima. Zelena kemija ima sve veéi znacaj za odrzivi razvoj s ciljem smanjenja
oneciS¢enja okolisa uzrokovanih tehnoloskim procesima uz istovremeno povecanje prinosa

proizvodnje (Kudtak i sur., 2015).

Ekoloski prihvatljivo otapalo je voda, a prednosti njene primjene kao otapala su to §to je
jeftina, nezapaljiva i netoksi¢na te enzimi u njoj imaju najvecu katalitiCku aktivnost, ali je
uklanjanje vode nakon reakcije slozenoi skupo zbog visoke tocke vrelista. Takoder, vecina
organskih spojeva je slabo topljiva u vodi. Nedostatak su i sporedne reakcije koje se odvijaju
u vodi, a samim time i nastanak nezeljenih produkata, $to je nepovoljno za izolaciju i
procis¢avanje Zeljenog produkta (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). S druge strane, upotreba
organskih otapala umjesto vode ima nekoliko prednosti kao $to su bolja topljivost nepolarnih
organskih spojeva te olakSano prociS¢avanje produkta iz organskih otapala zato $to imaju nize
vreliste i lakSe se uklanjaju u odnosu na vodu (Ghanem, 2007). Medutim, nedostaci uporabe
organskih otapala su njihov citotoksican i inhibicijski uc¢inak na biokatalizator, hlapljivosti,
zapaljivosti, eksplozivnosti te razni Stetni ucinci na zrak i okoli§. Obzirom na navedene
nedostatke upotrebe vode i organskih otapala u biotransformacijskim procesima, nuzno je bilo
pronaci nove vrste otapala koja ¢e nadi¢i njihove negativne ucinke, biti u skladu sa zahtjevima

zelene kemije te osigurati sigurnost radnika, procesa, okoliSa te osigurati odrZivost procesa.



Kako bi se osiguralo da otapalo ne bude opasno i Stetno po zdravlje ljudi, ono treba biti
nekancerogeno, netoksi¢no i nemutageno. Takoder, ne smije biti zapaljivo ni eksplozivno
kako bi se potencijalni rizike kontaminacije zraka i okolisa sveo na minimum. Kao $to je
prethodno navedeno, poZeljne karakteristike otapala su kemijska i1 fizicka stabilnost,
nehlapljivost, jednostavnost primjene i moguénost reciklacije. Ovi zahtjevi doveli su do
razvoja ionskih kapljevina, superktiticnog CO: i eutektickih otapala (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015). Prvo je doslo do razvoja ionskih kapljevina i superkriticnog CO3, a prednosti njihove
primjene kao otapala u biotransformacijskim procesima prikazane su u tablici 5 (Olivier-
Bourbigou i Magna, 2002; Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Tablica 5. Prednosti primjene ionskih kapljevina i superkriticnog CO2 u biotransformacijama
(Olivier-Bourbigou i Magna, 2002; Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

lonske kapljevine Superkriti¢ni CO2

Toplinska stabilnost Niska cijena

Kemijska stabilnost Lako dostupan
Elektrokemijska stabilnost Nije toksi¢an

Nezapaljivost Mala viskoznost

AN N NN

Nizak tlak para Primjenjiv za sve skupine enzima

AN N N N NN

Osigurava enantioselektivnost reakcije i

stabilnost enzima

Nedostaci primjene ionskih kapljevina su visoka cijena, upotreba organskih otapala prilikom
priprave zbog Cega mogu biti toksi¢ne, visoka viskoznost te promjena pH-vrijednosti i
inhibicija enzima zbog prisutnih necisto¢a u otapalu. Primjena superkriticnog CO2 takoder
ima neke nedostatke kao $to su upotreba skupe procesne opreme zbog visokih tlakova i visoki
energetski troSkovi zbog komprimiranja plina. Osim toga, nepogodno je otapalo za polarne
spojeve 1 prilikom upotrebe dolazi do stvaranja ugljicne kiseline, a to za posljedicu ima
promjenu pH vrijednosti koja moze uzrokovati denaturaciju enzima. Zbog navedenih
nedostataka ionskih kapljevina i superkriticnog CO2, doslo je do razvoja jo$ jedne vrste

zelenih otapala, a to su eutekticka otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
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2.2.1 Eutekticka otapala
Eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) definiraju se kao smjese akceptora i
donora vodikove veze koje imaju temperaturu taliSta mnogo nizu od temperature taliSta

individualnih komponenata smjese (slika 3) (Zhang i sur., 2012).

A

Taliste (A + B)

i Taliste + B
Taliste + A

Temperatura

Eutekticka tocCka

Kristaliod Ai B

A Sastav smjese % B

Slika 3. Fazni dijagram binarne smjese (Zhang i sur., 2012).

Priprava eutektickih otapala je jednostavna i 100 % uéinkovita na razini atoma (engl. Atom
efficiency), a sirovine koje se koriste za njihovu pripravu su lako dostupne, jeftine, sigurne i
biorazgradive. Postupak priprave eutekti¢kih otapala podrazumijeva zagrijavanje odredene
mase komponenata, bez ili s dodatkom manje koli¢ine vode, pri temperaturi do 100 °C
tijekom 30 do 90 minuta do nastanka bistre tekucine, a komponente su donori i akceptori
vodikovih veza. Kao donori vodikovih veza koriste se karboksilne kiseline, amidi, alkoholi i
ugljikohidrati, dok se kao akceptori najceS¢e upotrebljavaju amonijeve ili fosfatne soli.
Primjer eutektickog otapala je smjesa dvije krutine, uree ¢ija je temperatura vrelista 133 °C i
kolin klorida ¢ija je temperatura vrelisSta 302 °C u molarnom omjeru 2:1, a temperatura
vrelista njihove smjese iznosi 15 °C (slika 4) (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Kolin-klorid je

kvarterna amonijeva sol koja nije opasna, jeftina je 1 netoksi¢na te eutekticka otapala na bazi
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kolin klorida imaju dobra fizikalna i kemijska svojstva sli¢na onima ionskih kapljevina, ali su

manje toksicne.

N/ )\\ 60 min /\/'ﬁ"/“"“c'f’::::: _____ A
HO/\/(}\ C NH, ggoc  HO W, Y c

H \
| H
NH
kolin-klorid urea
o

Slika 4. Sinteza eutekti¢kog otapala kolin-klorid:urea (Shekaari i sur., 2017).

Zhog sli¢nih fizikalno-kemijskih karakteristika eutekticka otapala se Cesto nazivaju ionskim
kapljevinama cetvrte generacije, ali eutekticka otapala imaju neke znacajne prednosti u
odnosu na ionske kapljevine koje su prikazane u tablici 6, stoga su predmet brojnih
istrazivanja u kojima se prouCava njihova moguénost primjene u razliitim

biotransformacijskim procesima.

Tablica 6. Prednosti primjene eutekti¢kih otapala u odnosu na ionske kapljevine.

lonske kapljevine Eutekti¢ka otapala

e visoka cijena v' Biorazgradiva

e priprava upotrebom v' stabilna,
organskih otapala, zbog v nisu hlapljiva
Cega nastaju ionske v manje su toksi¢na prema
kapljevine koje mogu okolisu i ljudima
biti jednako ili vise v" njihova direktna upotreba u
toksicne proizvodnji moguca bez

e relativno niska dodatnog procis¢avanja
biorazgradivost v' jeftinija i lakSe se

sintetiziraju
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Znacajna prednost eutektickih otapala u odnosu na ostala otapala je i1 to Sto se zbog velikog
broja razli¢itih kemijskih struktura, koje proizlaze iz razli¢tih mogucih kombinacija donora i
akceptora vodika od kojih sesastoji neko eutekticko otapalo, moze dizajnirati otapalo to¢no
odredenih fizikalno-kemijskih karakteristika i bioloske aktivnosti za zeljenu primjenu, stoga

se jo§ nazivaju i dizajnirana otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

S obzirom da znaajno raste ekoloSka svijest u svim podru¢jima industrije, jedna od
najpozeljnijih karakteristika otapala je netoksi¢nost. Eutekticka otapala zbog svoje
netoksi¢nosti imaju veliki potencijal da rijeSe problem ckoloSke neprihvatljivost ostalih
otapala koja se koriste u industrijskim procesima (Molnar i sur., 2017). Medutim, kako bi
mogla pronaéi Siroku primjenu u raznim granama industrije, potrebno je provesti jos
istrazivanja o njihovoj mogucoj toksi¢nosti. Naime, iako se eutekticka otapala pripravljaju od
pocetnih sastojaka koji nisu toksi¢ni ni Stetni, potrebno je uzeti U obzir sinergijski uc¢inak do
kojeg moze doéi tijekom mijeSanja sastojaka. To moze dramaticno promijeniti bioloska
svojstva otapala, zbog ¢ega ono u konac¢nici moze biti toksi¢no, a to je dokazano u nekoliko
istrazivanja. Takav primjer naveden je u istrazivanju koje su proveli Paiva i sur. (2014) kako
bi ispitali toksi¢nost razli€itih prirodnih eutekti¢kih otapala, a na temelju dobivenih rezultata
zakljucili su da prisutnost vinske kiseline ima nepovoljan utjecaj na vijabilnost stanica slicnih
fibroblastu. U istrazivanju kojeg su proveli Hayyan i sur. (2013a, 2013b) pokazano je da
eutekticka otapala koja sadrze fosfonijev anion imaju slabu antibakterijsku aktivnost, a do
koje je moglo do¢i zbog oStecenja stani¢ne stijenke bakterija u prisustvu delokaliziranih

naboja.

2.2.1.1 Primjena eutektickih otapala

Obzirom na sve ranije navedene pozitivne karakteristike, a osobito zbog moguénosti
dizajniranja otapala za odredenu svrhu, eutekticka otapala nasla su Siroku primjenu u
razli¢itim industrijskim procesima. Zbog sposobnosti otapanja razli¢itih metalnih oksida,
koriste se u elektrokemijskim procesima obnove metala i zavrSne obrade metala koja

ukljucuje elektropoliranje i elektronanosenje (Fischer, 2015).

Pokazala su se i kao pogodno otapalo za Sirok raspon supstrata kao $to su soli, proteini,
lijekovi, aminokiseline, ugljikohidrati, zbog toga §to imaju sposobnost doniranja ili primanja
elektrona ili protona. Osim toga, koriste se u procesima prociS¢avanja, katalizi i kemijskoj
fiksaciji CO. te prilikom ekstrakcije glicerola iz biodizela (Durand i sur., 2013). Takoder,
zbog jakih i stabilnih vodikovih veza izmedu fenolnih spojeva i molekula eutektickog otapala,
koriste se pri ekstrakciji fenolnih spojeva.
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Nadalje, zbog svoje netoksi¢nosti i ekoloske prihvatljivosti, eutekticka otapala su zamijenila
uobicajena organska otapala u razli¢itim reakcijama organskih sinteza kao $to su elektrofilna
supstitucija, kopolimerizacija, dehidratacija ugljikohidrata, kataliticko stvaranju C-C veza te
reakcijameredukcije (Zhang i sur., 2012; Molnar i sur., 2017). Primjer primjene eutektickog
otapala na bazi kolin-klorida i uree, za reakcije kondenzacije, prilikom sinteze boja na bazi
kumarina prikazan je u radu Shankarling-a i suradnika (2013). Sinteza ukljucuje tri rekacije
kondenzacije, aldolnu kondenzaciju i dvije Knoevenagelove kondenzacije, a primjenom
eutektickog otapala postignuto je zadovoljavajuce iskoriStenje i skraceno vrijeme sinteze U

blagim reakcijskim uvjetima (slika 5) .

CC/u 0°C CC/U 70°C

(0]
(g CC/U 40°C

Ph

NC CN

J@fﬁ
Et,N o~ o “ph

Slika 5. Sinteza boja na bazi kumarina, koja ukljucuje 3 reakcije kondenzacije, u eutektickom

otapalu kolin-klorid:urea (Singh i sur., 2011).

Osim prethodno navedenih primjena, eutekticka otapala se koriste pri izvodenju
visesupstratnih reakcija (engl. Multicomponent Coupling Reaction), koje su posebno
zanimljive zato Sto omogucuju dobivanje velikog broja novih spojeva uz minimalan broj
reakcijskih koraka i upotrebom lako dostupnih reaktanata, a primjer takve reakcije je reakcija
kondenzacije aldehida s dimedonom ili cikloheksan-1,3-dionom. Primjer multikomponentne

reakcije prikazan je naslici 6 (Azizi i sur., 2013).
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Slika 6. Primjer multikomponentne reakcije dobivanja tetraketona u eutektickom otapalu

kolin-klori:urea (Azizi i sur., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1
3.11

Materijali

Biljni materijal

Narancina kora, narance kupljene na lokalnoj trznici.

3.1.2

Enzimski preparat

Novozym 435 (lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica imobilizirana na

makroporoznim poliakrilnim kuglicama s udjelom vode 1-2 (w/w %) - Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD.

3.1.3
[ ]
[ ]

Kemikalije

Destilirana voda

Etilen-glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Kolin-klorid, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Otapala n-heptan

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

Sve upotrijebljene kemikalije i1 otapala bili su analiticke cistoce.

3.14

Oprema 1 uredaji

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, Slovenija

Homogenizator s regulacijom temperature, EppendorfThermoMixer C, Njemacka
Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka
Laboratorijsko posude (laboratorijske ¢ase, epruvete, odmjerne tikvice, menzure)
Magnetska mjesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

Mikropipete (100 pL, 1 mL, 5 mL )

Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

Sjeckalica, Moulinex, Francuska

UV — Vis spektrofotometar, GENESYSTM10S, ThermoFisher Scientific, Madison,
SAD
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3.2 Metode
3.2.1 Priprava eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol

U tikvicama s okruglim dnom pomijesaju se prethodno izracunate mase kolin-klorida i etilen-
glikola kao donora vodikove veze, prema zadanom molarnom omjeru 1:2 (tablica 7). Zatim se
u svaku smjesu dodaje odredena koli¢ina vode, kako bi se u konaénici dobila eutekticka
otapala sa 30 %, 50 % i 80 % udjela vode (w/w) (slika7). Nakon toga se reakcijska smjesa
zagrijava na magnetskoj mjeSalici pri temperaturi od 50 °C tijekom 2 sata, sve dok ne nastane
homogena, prozirna i bezbojna tekuéina. Dobivena eutekticka otapala zatvore se parafilmom i

skladiSte na tamnom mjestu prije daljnje primjene kao otapala za biokatalizu.

Tablica 7. Molarni omjeri i udjeli vode prirodnog eutektickog otapala koriStenog u ovom

radu.

Kolin-klorid:etilen-

glikol sa 30 % vode ~ ChCIEG30% 30 7 6,22 5,67
Kolin-klorid:etilen-
glikol sa 50 % vode  ChCIEG50% 50 7 6,22 13,22
Kolin-klorid:etilen-
glikol sa 80 % vode  ChCIEG80% 80 7 6,22 52,90
50°C, 2h / ,,,,,, -y
o /\/N+ NUNA V'
Cr
kolin-klorid etilen-glikol Kolin-Kklorid:etilen-glikol

Slika 7. Priprava prirodnog eutekti¢kog otapala kolin-klorid:etilen-glikol= 1:2 (n) (ChCIEG).
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3.2.2 Enantioselektivna hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata u eutektiCkom otapalu
kolin-klorid:etilen-glikol
Enantioselektivna hidroliza provedena je primjenom hidrolitickih enzima narancine Kkore

odnosno primjenom lipaze B izolirane iz kvasca Candida antarctica (slika 8).

) CH4 0 CH,

T OH OH o
CH CH k . - )K
' - > biokstalizator O/ CHy O/\(,I 3 4 HiC OH

(5)-1-fenileti acetat (R)-1-fenietl acetat (5)-1-feniletanol (R)-1-fenietanol octena kiselina

Slika 8. Enzimski katalizirana hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata
Odredivanje koncentracije produkta (R,S)-1-feniletanola

Koncentracija dobivenog produkta (R,S)-1-feniletanola cp  (mol L) rauna se prema
jednadzbi 1:

Cp = Cs1 —Cs2 [1]

gdje cs1 predstavlja pocetnu koncentraciju (R,S)-1-feniletil acetata (mol L?), a cs

koncentraciju (R,S)-1-feniletil acetata izmjerenu na kraju reakcije (mol L™?).

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil acetata odnosno (R,S)-1-feniletanola
provedena je pomocu plinske kromatografije s masenom spektroskopijom. Koncentracija
(R,S)-feniletil acetata cs2 izracuna se iz bazdarnog pravca ovisnosti koncentracije istog o

povrsini ispod kromatografskog pika analizom reakcijske smjese plinskom kromatografijom.
Kromatografski uvjeti:

Kromatografska kolona: Beta DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25um)

Pokretna faza: Helij

Protok: 36,5 mL min*

Detektor: spektrometar masa

Temperatura - kolona: gradijentno (T1=80 °C, T2=120 °C (At=15 °Cmin™), T3=125
°C (At=2 °Cmin™), T4=140 °C (At=1 °Cmin™)

vV V V V V¥V

\4

Temperatura injektora 200 °C
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» Detektor: temperatura ionskog izvora 200 °C, temperatura sucelja 200 °C

» Vrijeme trajanja analize: 26,37 min

Na slici 9 prikazan je tipi¢an plinski kromatogram enantioselektivne hidrolize(R,S)-1-feniletil-
acetata Kkatalizirane lipazom B. Retencijsko vrijeme (Rt) za (R,S)-1-feniletil acetat iznosi

10,178 min, za (R)-1-feniletanol iznosi 9,095 min, a za (S)-1-feniletanol iznosi 9,334 min.

2000007
(R,S)-1-
150000 feniletil
(S)-1-feniletanol acetat
100000+
50000] (R)-1-feniletanol
B
825 850 875 900 925 950 975 1000 1025 1050

Slika 9. Prikaz tipi¢nog plinskog kromatograma enzimski katalizirane enantioselektivne

hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata

Kako bi se usporedila uspjesnost hidrolize u puferu i u eutektickim otapalima s razli¢itim
volumnim udjelima vode te pratila stabilnost izoliranog enzima i enzima u ekstraktima

narance, racuna se iskoriStenje procesa i enantiomerni visak prema jednadzbama 2 i 3.
IskorisStenje procesa hidrolize 7 (%) izra¢una se prema jednadzbi 2:

Cp
Nhidrotiza = — + 100 [2]
Ccr

gdje cp predstavlja izmjerenu koncentraciju (R,S)-1-feniletanola (mol L?), a cr teoretski

mogucu koncentraciju (R,S)-1-feniletanola (mol LL).

Enantiomerni viSak ee (%) izratuna se prema jednadzbi 3:

R1_feniletanol™ S1-feniletanol
% ee = L L -100 [3]
Rl—feniletanol"' Sl—feniletanol

gdje je Ri_fenitetanor POVISina ispod pika (R)-1-feniletanola, a S;_fenitetanor povrsina ispod

pika (S)-1-feniletanola.
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Izrada baZdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil acetata

Za izradu bazdarnog dijagrama pripreme se otopine (R,S)-1-feniletil acetata u n-heptanu, tako
da koncentracije redom iznose 0,01; 0,03; 0,05; 0,07 i 0,1 mol L Zatim se 100 uL
pripremljenih otopina analizira plinskom kromatografijom. Bazdarni dijagram konstruira se
pomoc¢u racunala, tako S$to se na ordinatu nanesu izmjerene vrijednosti povrSine
kromatografskog pika, a na apscisu se nanose pripadajuce vrijednosti koncentracija otopina.
Konstruirani bazdarni dijagram je dakle dijagram ovisnosti mnozinske koncentracije (R,S)-1-
feniletil acetata o povrsini ispod pika, a prema dobivenoj jednadzbi pravca racunaju se

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

3.2.2.1 Enantioselektivna hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata primjenom hidrolitickih enzima

narancine kore kao biokatalizatora

Hidroliticki enzimi kore narance primijenjeni su na dva nacina: izravno u sklopu kore narance
narezane na sitne kockice te kao ekstrakti naran¢ine kore pripremljeni pomo¢u ChCIEG (tj.
pufera kao referentnog otapala). Za potrebe oba eksperimenta kora narance je pripremljena na
sljede¢i nacin. Da bi se uklonile povrSinske necisto¢e sa kore, naranca Se opere pomocu
detergenta, povrsinski se sterilizira etanolom i potom ispere demineraliziranom vodom.
Zatim se naranée pazljivo oguli noZi¢em te se kora nareze na komadice priblizne veliine 5

mm X 5 mm X 2mm.

a) Priprema ekstrakta hidrolitickih enzima narancine kore te provodenje hidrolize (R,S)-
1-feniletil-acetata

Ekstrakti se pripremaju slijede¢om metodom: izvaze se 5 g isjeckane kore naranée koja se
prenese u sjeckalicu, gdje se zajedno sa 20 mL pripravljenih eutekti¢kih otapala odnosno
kalij-fosfatnog pufera (pH=7) mehanic¢ki homogenizira. Homogenizat narance profiltrira se
vakuum filtracijom, a filtrat se centrifugira pri 3000 rpm tijekom 20 min. Hidroliza (R,S)-1-
feniletil-acetata provodi se tako da sel mL doda 15 pL supstrata (R,S)-1-feniletil acetata te se
reakcija provodi na tresilici pri sobnoj temperaturi. Uzorkovanje se vr$i nakon 48, 96 i 168
sati. Uzorak za analizu se pripremi tako da se reakcijskoj smjesi doda 1 mL demineralizirane

vode te se nakon vorteksiranja doda 8 mL heptana.
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Zatim se provodi ekstrakcija preostalog supstrata te nastalih produkata snaznim mijeSanjem
tijekom 3 minute. Pomocu plinske kromatografije se analizira ekstrakt (100 pL) iz

heptanskog dijela.

b) Hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata pomocu usitnjene kore narance kao izvora

hidrolitickih enzima

Pomoc¢u hidrolitickih enzima iz otpadne kore naranée u eutektiCkom otapalu ChCIEG s 30 %,
50 % i 80 % vode provedena je hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata. Kao referentno otapalo
koristi se kalij-fosfatni pufer. Na analitickoj vagi se odvaze 0,2 g isjeckane kore narance. U
Falcon epruvete se stavi po 1 mL otapala i 0,2 g isjeckane kore narance te se reakcija

zapo¢inje dodavanjem 15 pL supstrata (R,S)-1-feniletil-acetata.

Reakcija se provodi na tresilici pri sobnoj temperaturi, a uzorkovanje se vrsi nakon 48, 96 i
168 sati. Uzorak za analizu se pripremi tako da se reakcijskoj smjesi doda 1 mL
demineralizirane vode te se nakon vorteksiranja doda 8 mL heptana. Zatim se provodi
ekstrakcija preostalog supstrata te nastalih produkata snaznim mijesanjem tijekom 3 minute.

Pomocu plinske kromatografije se analizira ekstrakt (100 pL) iz heptanskog dijela.

3.2.2.2 Lipazom katalizirana enantioselektivna hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata

U epruvetu se doda 1 mL otapala (kalij-fosfatni pufer ili prirodno eutekti¢ko otapalo
ChEG50) i 0,05 mol L* (R,S)-1-feniletil acetata. Reakcija zapo€inje dodavanjem 5 mg
pripravka Novozym 435. U odabranim vremenskim intervalima izuzima se uzorak za analizu
koji se pripremi tako da se reakcijskoj smjesi doda 1 mL demineralizirane vode te se nakon
vorteksiranja doda 8 mL heptana. Zatim se provodi ekstrakcija preostalog supstratate nastalih
produkata snaznim mijeSanjem tijekom 3 minute. Pomocu plinske kromatografije se analizira

ekstrakt (100 puL) iz heptanskog dijela.

3.3 Odredivanje stabilnosti hidroliti¢kih enzima u eutektickom otapalu kolin-

klorid:etilen-glikol

Utjecaj inkubacije enzima u ekstraktima narancine kore i izolirane lipaze B u eutektickom
otapalu (tzv. skladi$na termicka stabilnost) na aktivnost iste, pracena je u eutektickom otapalu

ChCIEG.
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3.3.1. Odredivanje stabilnosti enzima u ekstraktu kore narance pripremljenog pomocu

eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol

Filtriran ekstrakt narance, u kojem se nalaze hidroliticki enzimi iz narancine kore, inkubiran je
pri +4 °C u ChCIEG i puferu. U razli¢itim vremenskim intervalima kroz 21 dan u ekstraktima
narance provedena je reakcija enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata dodatkom

15 pL supstrata u reakcijsku smjesu prema protokolu opisanom u podpoglavlju 3.2.2.1.

3.3.2. Odredivanje stabilnosti imobilizirane lipaze Novozym 435 u eutektickom otapalu kolin-

klorid:etilen-glikol

Novozym 435 (5 mg) inkubiran je u 2,4 mL eutektickog otapala ChCIEG s 50 % udjela vode,
odnosno u istom volumenu pufera na sobnoj temperaturi.

U razli¢itim vremenskim intervalima kroz 90 dana provedena je reakcija hidrolize p-
nitrofenilpalmitata u p-nitrofeniletanol prema Canak i sur. (2016). Ukratko, otopina supstrata
pripremljena je mijeSanjem fosfatnog pufera, koji sadrzi 1,1 mg mL™arapske gume i 4,4
mg/mL Triton X-100, i p-nitrofenilpalmitata otopljenog u izopropanolu, u omjeru 9:1.
Otapalo volumena 2,4 mL s dodanim enzimom inkubirano je na temperaturi 37 °C tijekom
10 minuta, a reakcija je zapoceta dodatkom 0,6 mL prethodno pripremljene otopine supstrata.
Apsorbancija reakcijske smjese izmjerena je pri valnoj duljini od 405 nm, a mjerenje je
provedeno odmah po dodatku otopine supstrata (to) te nakon 2 sata homogenizacije pri
temperaturi od 37 °C. Razlika izmedu apsorbancije izmjerene nakon 2 sata provedene reakcije
I apsorbancije izmjerene u to koriStena je za odredivanje enzimske aktivnosti. Jedna jedinica
aktivnosti lipaze definira se koli¢inom enzima potrebnom za nastanak 1 pumol p-nitrofenola u
1 minuti.

Stabilnost enzimskog pripravka (ekstrakata kore narance odnosno imobilizirane lipaze
Novozym 435 u odredenom otapalu izrazena je kao rezidualna aktivnost enzimskog pripravka

nakon inkubacije u odredenom vremenskom intervalu prema jednadzbi 4.

. . . aktivnost enzima nakon inkubacije
rezidualna aktivnost enzima = 2 (%) [4]

aktivnost enzima prije inkubacije
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U posljednih nekoliko desetljec¢a doslo je do znacajnog porasta u proizvodnji enantiomerno
Cistih spojeva na podrucju kemijske, farmaceutske i agrokemijske industrije. Primjer takvog
spoja je (R)-1-feniletanol, koji predstavlja kiralni gradevni blok u sintezi lijekova i finih
kemikalija (Suan 1 Sarmidi, 2004). Osim toga koristi se u medicini i kozmetickoj industriji,
dok se oba enantiomerna oblika koriste kao kiralni reagensi za odredivanje enantiomerne
Cistoce 1 asimetri¢no otvaranje ciklicnih anhidrida i epoksida (Frings i sur., 1999). Kako bi
proizvodnja opticki Cistih spojeva bila ekoloski prihvatljiva i u skladu s zahtjevima i
principima zelene kemije, raste broj istrazivanja koja ispituju ucinkovitost primjene zelenih
otapala i biokatalizatora kao alternativu Stetnim organskim otapalima i reagensima. Od
zelenih otapala istaknula su se eutekticka otapala koja udovoljavaju kriterijima idealnog
otapala u zelenim disciplinama i imaju raznoliku primjenu zbog moguénosti dizajniranja
fizikalno-kemijskih svojstava. Takoder, primjena biokatalizatora, izoliranih enzima ili cijelih
stanica, ima prednost pred klasi¢nim reakcijama kemijske sinteze zbog blagih reakcijskih
uvjeta i visoke enantio- i regioselektivnosti, a ima i manje Stetan utjecaj na okoli§ u odnosu na
organometalne katalizatore, narocito ako se reakcije provode u zelenim otapalima.

U cilju pronalaska ekoloski prihvatljivog postupka dobivanja enantiomerno cistog (R)-1-
feniletanola, u ovom radu je ispitana moguénost provodenja hidrolize (R, S)-1-feniletil acetata
primjenom lipaze te narancine kore kao biokatalizatora, a kao otapalo koriSteno je prirodno
eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen glikol s 30, 50 i 80% udjela vode te pufer kao referentno
otapalo. Budu¢i da je stabilnost enzima u odredenom otapalu vrlo vazan parametar u
utvrdivanju prihvatljivosti odredenog otapala za primjenu u velikom mjerilu, u radu je takoder

odredena stabilnost biokatalizatora u prethodno navedenim otapalima.

4.1 Sinteza prirodnih eutektic¢kih otapala

Priprema prirodnih eutektickih otapala provodila se je jednostavnim postupkom u kojem se
polazne komponente kolin-klorid i etilen-glikol pomijesaju u molarnom omjeru 1:2. Zatim se
lagano zagrijavaju uz mijesanje dok se ne dobije homogena viskozna kapljevina. Iskoristenje

reakcije je 100 %, Sto je znacajna prednost kod sinteze prirodnih eutektickih otapala.
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4.2 Enantioselektivna hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata u eutekti¢kom otapalu kolin-

klorid:etilen-glikol

4.2.1 Hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata primjenom hidrolitickih enzima naran¢ine kore
Uzgoj naranci predstavlja vaznu ekonomsku stavku u SAD-u, Brazilu, Kini, Indiji, Pakistanu
te ve¢ini mediteranskih drzava. Obzirom da u suvremenom drustvu raste svijest o vaznosti
primjene proizvoda na bazi prirodnih sastojaka, dolazi do sve vece potraznje i potrebe za
proizvodnjom prirodnih sokova i drugih proizvoda na bazi narance kao §to su slatka ulja, med
1 marmelade. Medutim, sa porastom uzgoja naranci i njihove primjene u industrijske svrhe,
dolazi i do znacajnog povecanja koli¢ine otpadne narancine kore (Wilkins i sur., 2007).Vecina
nastale narancine kore zavrs$i na odlagalistu otpada Sto predstavlja veliki problem, zbog toga
§to se njenom razgradnjom stvaraju velike koli¢ine metana i1 dolazi do oneci$¢enja okolnih
voda, te je potrebno pronaci odgovorniji nacin postupanja s takvim otpadom (Lopez i sur.,
2010).

Narancina kora predstavlja izvor mnogih vaznih kemijskih komponenata zato $to je bogata
bogata polimerima (celuloza, hemiceluloza i pektin), enzimima (npr. pektin-esteraza),
flavanoidima, eteri¢nim uljima (ve¢inom limonen) te pigmentima., a 0Sim toga je jeftina, lako
dostupna i biorazgradiva, stoga je nuzno istraziti njene potencijalne primjene (Satari i Karimi,
2017). Za sada se Kkoristi kao dodatak krmivima te kao organsko gnojivo, ali i u
biorafinerijama koje koriste biomasu kao sirovinu za proizvodnju goriva, topline, energije i
razli¢itih kemikalija (Demirbas, 2010). Posljednjih godina raste broj znanstvenih radova koji
se bave istraZivanjem mogucénosti primjene prehrambenog otpada kao sirovine u
biorafinerijama, u kombinaciji sa primjenom eutektickih otapala, zbog niske cijene i
jednostavnosti pripreme, biorazgradivosti te niske toksicnosti. Od prethodno navedenih
kemijskih komponenata narancine kore, veliku vaznost imaju hidroliticki enzimi (npr.
esteraze) zbog sposobnosti stereoselektivne i enantiselektivne hidrolize, koja je klju¢na u
sintezi enantiomerno Cistih spojeva. Na industrijskoj razini poCinje se razmatratiti primjena
voca 1 povrca ili dijelova voca 1 povrca kao katalizatora reakcija sinteze enantiomerno Cistih

spojeva, zbog toga Sto su netoksi¢ni, biorazgradivi i djeluju u blagim reakcijskim uvjetima.

U ovom radu kore narance koriStena je kao izvor hidrolitickih enzima u enantioselektivnoj
hidrolizi (R,S)-1-feniletil-acetata u ekoloski prihvatljivom otapalu kolin-klorid:etilen-glikol
(ChCIEG) i to na dva nacina: izravno u sklopu kore naran¢e narezane na sitne kockice te kao

ekstrakti naranc¢ine kore pripremljeni pomoc¢u ChCIEG (tj. pufera kao referentnog otapala).
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Ova reakcija vazna je zbog dobivanja enantiomerno cistog alkohola (R) odnosnho (S)-1-
feniletanola, ali i kao modelna reakcija za istrazivanje kineticke rezolucije estera u
eutektickim otapalima. Naime, U enzimski kataliziranoj kinetickoj rezoluciji racemi¢nog
supstrata jedan enantiomer  brze stupa u reakciju. Kada je katalizator potpuno
stereoselektivan, 50 % enantiomerno Cistog supstrata ¢e ostati neizreagirano na kraju reakcije.
Niza enantioselektivnost biokatalizatora ¢e se odraziti na iskoristenju reakcije koje tada iznosi

viSe od 50 % (Vandenberghe i sur., 2013).

Reakcija hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata pomoc¢u usitnjene kore naranée kao izvora
hidroliti¢kih enzima provedena je u eutektickom otapalu ChCIEG sa 30 %, 50 % 1 80 % vode
i u puferu kao referentnom otapalu, prema prethodno navedenoj proceduri u podpoglavlju
3.2.2.1. Uzorkovanje je provedeno nakon 48, 96 i 168 sati reakcije, a uzorci su analizirani
pomocu plinske kromatografije. Prvo je konstruiran bazdarni dijagram za odredivanje

koncentracije supstrata, koji je prikazan naslici 10.
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Koncentracija (R,S)-1-feniletil acetata (mol L-1)
Slika 10. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil acetata.

Nakon provedene analize pomocu plinske kromatografije, iz dobivenih rezultata izraCunati su
iskoriStenje procesa hidrolize (y) te enantiomerni viSak (ee), zbog usporedbe uspjeSnosti
hidrolize u puferu te u eutekticCkom otapalu s 30 %, 50 % i 80 % vode. Dobiveni rezultati su

prikazani na slikama 11 a-d, a zbirna tablica prikazana je na slici 12.
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Slika 11. Enantiomerni viSak (ee) te iskoriStenje hidrolize (1) (R,S)-1-feniletil-acetata
katalizirane enzimima otpadne narancine kore nakon 48, 96 i 168 sati u a) puferu, b)
eutektickom otapalu ChCIEG s 30% vode, c) eutektickom otapalu ChCIEG s 50% vode i d)
eutektickom otapalu ChCIEG s 80% vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L-1 (R,S)-1-feniletil

acetata; 0,2 g narancine kore; 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D (n=

3).
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Slika 12. Enantiomerni viSak (ee) te iskoristenje hidrolize (1) (R,S)-1-feniletil-acetata
katalizirane enzimima otpadne kore narance u puferu te eutekti¢kom otapalu ChCIEG s 30, 50
i 80 % vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L*}(R,S)-1-feniletil acetata; 0,2 g narancine kore; 25

°C; 168 min. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D (n= 3).

Iz slika 11 i 12 je vidljivo da su hidroliticki enzimi iz naran¢ine kore aktivni i u puferu te u
svim eutekti¢kim otapalima, medutim, dobivene su razli¢ite vrijednosti enantiomernog viska
$to se moze objasniti prisutnoscu nekoliko razli¢itih hidrolitickih enzima u narancinoj kori
koji pretvaraju ili (R) ili (S) ester s razli¢itom enantioselektivno$éu u odgovarajuci alkohol.
Takoder, aktivnost hidrolitickih enzima ovisi o karakteristikama koriStenog otapala. Maugeri 1
Domingez de Maria (2014) su uocili razli¢itu enantioselektivnost enzima u ovisnosti o
koli¢ini vode u eutektickom otapalu, koja se javlja kao posljedica inhibicije pojedinih enzima
u eutektickim otapalima sa razli¢itim udjelima vode, dok drugi enzimi ostaju aktivni.

Usporedujuci enantiomerni visak hidrolize u eutektickom otapalu ChCIEG i puferu (slika 10),
vidljivo je da se otapalo ChCIEG pokazalo u¢inkovitijim za enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-
1-feniletil acetata. Dok je enantiomerni viSak iznosio tek 28,69 % nakon 168 sati reakcije u
puferu, enantiomerni viSak za reakcije hidrolize provedene u eutektickom otapalu ChCIEG je
znacajno visi (>75 %). Iskoristenje reakcije hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata provedene u
puferu iznosilo je 70,08 %, dok je enantiomerni visak iznosio tek 28,69 % nakon 168 sati
reakcije. Iskoristenje hidrolize veée od 50 % ukazuje na to da enzimi iz kore narance, u puferu
kao otapalu, provode hidrolizu i (R)- i (S)-1-feniletil acetata u pripadaju¢e alkohole.

Iskoristenje hidrolize za reakcije provedene u eutektickom otapalu ne prelazi 50 %.
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Najboljim se pokazalo otapalo ChCIEG sa 50 % vode gdje je enantiomerni viSak nakon 168

sati reakcije iznosio 84,89 %, dok je iskoriStenje hidrolize iznosilo 35,3 %.

Takoder, reakcija hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata provedena je u eutektiCkom otapalu
ChCIEG sa 30 %, 50 % i 80 % vode i u puferu kao referenthom otapalu, a reakcija je
katalizirana hidrolitickim enzimima iz ekstrakta naranc¢ine kore, prema prethodno navedenoj
proceduri u podpoglavlju 3.2.2.1. Uzorkovanje je provedeno nakon 0,5, 51 7 dana reakcije, a
uzorci su analizirani pomocu plinske kromatografije. Prvo je konstruiran bazdarni dijagram za
odredivanje koncentracije supstrata, koji je prikazan na slici 10.

Nakon provedene analize pomoc¢u plinske kromatografije, iz dobivenih rezultata izraCunati su
iskori$tenje procesa hidrolize te enantiomerni visak, zbog usporedbe uspjesnosti hidrolize u
puferu te u eutektickom otapalu s 30 %, 50 % 1 80 % vode. Dobiveni rezultati su prikazani na

slikama 13 a-d i 14.
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Slika 13.Enantiomerni visak (ee) te iskoristenje hidrolize () (R,S)-1-feniletil acetata
katalizirane ekstraktom enzimima otpadne narancine kore nakon 0,5, 5i 7dana u a) puferu, b)
eutektickom otapalu ChCIEG s 30% vode, c¢) eutektickom otapalu ChCIEG s 50% vode i d)
eutektickom otapalu ChCIEG s 80% vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L-1 (R,S)-1-feniletil
acetata; 0,2 g narancine kore; 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D (n=
3).
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Slika 14. Enantiomerni viSak (ee) te iskoristenje hidrolize (1) (R,S)-1-feniletil acetata
katalizirane enzimima otpadne kore narance u puferu te eutektickom otapalu ChCIEG s 30, 50
i 80 % vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L-1 (R,S)-1-feniletil acetata; 0,2 g narancine kore;

25 °C; 168 min. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D (n= 3)

Iz dobivenih rezultata prikazanim na slikama 13 a-d i 14, moze se zakljuditi da hidroliti¢ki
enzimi iz ekstrakata narancine kore pokazuju aktivnost u puferu te u eutektickom otapalu
ChCIEG sa razli¢itim udjelima vode. U puferu je vrijednost enantiomernog viska iznosila
26,22 % nakon provedene reakcije hidrolize u trajanju od 7 dana, $to je nize u odnosu na
vrijednost dobivenu sa komadima narancine kore. Vrijednost iskoriStenja reakcije hidrolize
takoder je niZa u odnosu na vrijednost postignutu s komadima naranc¢ine kore, a iznosila je
64,98 %. Enantiomerni visak za reakcije hidrolize provedene u eutektiCkom otapalu ChCIEG
s razli¢itim udjelima vode znac¢ajno je visi u odnosu na vrijednosti dobivene u puferu(>67 %),
ali je nesto niZi u odnosu na vrijednosti dobivene sa komadima narancine kore. IskoriStenje
hidrolize nize je od 50% u otapalima ChCIEG s 30% i 50% udjela vode, a u otapalu
ChCIEGS80% vrijednost iskoriStenja hidrolize nakon 7 dana reakcije iznosi 51,8%, $to je vise
u odnosu na vrijednost dobivenu sa komadima naranéine kore. Najboljim se pokazalo otapalo
ChCIEG sa 50 % vode gdje je enantiomerni viSak nakon 168 sati reakcije iznosio 78,1 %, dok

je iskoriStenje iznosilo 32,12 %.
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4.2.2 Hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata primjenom lipaze

Lipaze su enzimi koji spadaju u hidrolaze i kataliziraju razlicite reakcije kao $to su hidroliza
triglicerida, esterifikacija, transesterifikacija, aminoliza, ozonoliza i druge. Zbog moguénosti
primjene na $iroki spektar supstrata te visoke regio- I stereoselektivnosti, smatraju se jednim
od najznacajnijih biokatalizatora. Prisutne su u svim zivim organizmima, ali najveci
biotehnoloski znacaj imaju lipaze izolirane iz bakterija i gljiva, bududi da se relativno lako i
jednostavno uzgajaju na razli¢itim hranjivim podlogama pri blagim uvjetima temperature i
pH-vrijednosti (Ognjanovi¢ i sur., 2010). Velina lipaza izoliranih iz bakterija pripada
porodicama Pseudomonas, Burkholderia, Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus i
Chromobacterium, dok lipaze izolirane iz gljiva ve¢inom pripadaju porodicama Candida,
Humicola, Penicillium, Yarrowia, Mucor, Rhizopus i Aspergillus (Miiller i sur., 2004). Zbog
velikog potencijala lipaza kao biokatalizatora u pripravi enantiomerno Cistih spojeva, raste
broj istrazivanja ucinkovitosti i stabilnosti lipaza u razli¢itim zelenim otapalima. U
provedenim istrazivanjima, dokazana je veca ili jednaka uéinkovitost NADES-a u lipazom
kataliziranim reakcijama u odnosu na ionske kapljevine i organska otapala. Primjer je
istrazivanje koje je proveo Gorke (2008 1 2010) u kojem su se eutekticka otapala kolin-
klorid:urea i kolin-klorid:glicerol pokazala jednako dobrim kao i toluen u lipazom
kataliziranoj reakciji transesterifikacije etil valerata s butanolom. U drugom istrazivanju kojeg
su proveli Durand i sur. (2012), ustanovljen je veliki potencijal DES-ova kolin-klorid:urea
(ChU) i kolin-klorid:glicerol (ChGly) kao medija u lipazom kataliziranoj reakciji alkoholize

vinil-laurata sa 1-butanolom.

S obzirom da se otapalo kolin-klorid:etilen glikol s 50% udjela vode pokazalo kao najbolje
otapalo prilikom primjene narancine kore i ekstrakata narancine kore kao biokatalizatora,
takoder je ispitana moguénost njegove primjene u lipazom B kataliziranoj reakciji
enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata. Nakon provedene analize pomo¢u plinske
kromatografije nakon 20, 40 i 1080 minuta reakcije, iz dobivenih rezultata izracunati su
iskoriStenje procesa hidrolize te enantiomerni visak, zbog usporedbe uspjesnosti hidrolize u
puferu te u prirodnom eutektickom otapalu ChCIEG s 50 % vode. Dobiveni rezultati su

prikazani na slikama 15 i 16.
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Slika 15. Enantiomerni viSak te iskoriStenje hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata katalizirane
enzimimom lipazom B nakon 20, 40 i 1080 minuta u puferu. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol L*
(R,S)-1-feniletil acetata, 5 mg pripravka Novozym 435. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + S.D (n= 3)
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Slika 16. Enantiomerni viSak te iskoriStenje hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata katalizirane
enzimimom lipazom B nakon 20, 40 i 1080 minuta u ChCIEG50%. Reakcijski uvjeti: 0,05
mol L (R,S)-1-feniletil acetata, 5 mg pripravka Novozym 435.Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + S.D (n= 3)

Iz dobivenih rezultata prikazanih na slikama 15 i 16, vidljivo je da enzimski pripravak
Novozym 435 pokazuju aktivnost u puferu te prirodnom eutekti¢kom otapalu ChCIEG50%.
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U oba ispitana otapala dobivena je gotovo maksimalna vrijednost enantiomernog viska i
iznosila je 99%, zbog toga $to je doSlo do enantioselektivne hidrolize samo R-1-feniletil
acetata. Nakon provedene reakcije enantioselektivne hidrolize u trajanju od 18 sati, dobivena
je veca vrijednost iskoriStenja hidrolize u puferu nego u ChCIEG50%, i iznosi 41,1439 %.
Takoder, vidljivo je da se s primjenom lipaze B kao biokatalizatora postize veca
enantioselektivnost u odnosu na narancinu koru i ekstrakte naranc¢ine kore. Na temelju svih
dobivenih vrijednosti postotaka enantiomernog viska i iskoriStenja hidrolize, uo¢ljivo je da
prirodno eutekticko otapalo ChCIEG50% ima veliki potencijal za primjenu u procesima u

kojima se kao biokatalizator koristi lipaza B, ali i narancina kora te ekstrakti naranc¢ine kore.

4.3 Odredivanje stabilnosti hidrolitickih enzima u eutektickom otapalu kolin-
klorid:etilen-glikol (ChCIEG)

Postoji znacajan broj istrazivanja koja se bave odredivanjem 1 usporedivanjem enzimske
stabilnosti u razli¢itim otapalima, obzirom da su aktivnost i stabilnost jedne od najvaznijih
karakteristika enzima kada se primjenjuju u razli¢itim industrijskim procesima kao
biokatalizatori. Opcenito, enzimi se ¢uvaju pri niskim temperaturama, a za lipaze je utvrdeno
da prilikom skladistenja pri 4 °C ocuvaju svoju punu aktivnost (Basri i sur., 1994).
Posljednjih nekoliko godina raste broj radova koji su usmjereni na proucavanje stabilnosti
lipaza u prirodnim eutektickim otapalima, kako bi se $to kvalitetnije ispitao njihov potencijal
da zamijene ili bar smanje upotrebu organskih otapala u industrijskim procesima. Eutekticka
otapala mogu znafajno poboljSati aktivnost, termicku stabilnost, pH-stabilnost i skladiSnu

stabilnost lipaze kada se koriste kao kootapala u vodenim otopinama (Kim i sur., 2016).

U ovom radu ispitan je utjecaj prirodnog eutektickog otapala ChCIEG s razli¢itim udjelima
vode na skladi$nu termicku stabilnost hidrolitickih enzima iz ekstrakata narancine kore te
lipaze, ali i u puferu kao referentnom otapalu. Termicka stabilnost navedenih enzima
odredena je na temelju rezidualne aktivnosti nakon inkubacije u navedenim otapalima kroz
odreden vremenski period. Odredivanje skladiSne termicke stabilnosti enzima iz ekstrakata
naran¢ine kore provedeno je u otapalu ChCIEG30%, ChCIEG50% te ChCIEG80%, ali i u
puferu, a rezidualna aktivnost odredena je nakon 0, 4,7, 10,14 i 21 dana. Dobiveni rezultati

prikazani su na slici 17.
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Slika 17. Rezidualna aktivnost ekstrakata naran¢ine kore eutektickom otapalu ChCIEG sa 30,
50 i 80 %-tnim udjelom vode te puferu u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L

1 (R,S)-1-feniletil acetata, 0,2 g naranéine kore. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
S.D (n=3).

Iz slike 17 vidljivo je smanjenje rezidualne aktivnosti enzima iz ekstrakata narancine kore,
nakon inkubacije u trajanju od 4 sata, u puferu u kojem iznosi 88,96% te u ChCIEG80% u
kojem iznosi 98 %. U ostala dva otapala doslo je do porasta rezidualne aktivnosti, a ona iznosi
119 % u ChCIEG30% te 140 % u ChCIEG80%.

Nakon inkubacije u trajanju od 7, 10 i 14 dana uoceno je smanjenje rezidualne aktivnosti u
puferu, ChCIEG30% te ChCIEG50%, dok je u ChCIEG80% doslo do porasta rezidualne
aktivnosti nakon 14 dana te ona iznosi 122%. Posljednja analiza provedena je nakon 21 dana
te je uoCeno povecanje rezidualne aktivnosti enzima iz ekstrakata narancine kore u svim
ispitanim prirodnim eutekti¢kim otapalima, a najboljim se pokazao ChCIEG50% u kojem je
dobivena najvisa vrijednost rezidualne aktivnosti koja iznosi 155%. Nasuprot tome, u puferu
je vidljiv potpun gubitak aktivnosti enzima iz eckstrakata narancine kore te rezidualna
aktivnost nakon 21 dana iznosi 0 %.

Za lipazu B termicka stabilnosti odredena je u otapalu ChCIEG50% te u puferu kao
referentnom otapalu. Rezidualna aktivnost odredena je nakon 0, 4, 72, 168, 336 i 528 sati, a

dobiveni rezultati prikazani su na slici 18.
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Slika 18. Rezidualna aktivnost lipaze B u eutektickom otapalu ChCIEG s 50 %-tnim udjelom
vode te puferu u ovisnosti o vremenu. Reakcijski uvijeti: 0,05 mol L-1 (R,S)-1-feniletil
acetata, 5 mg pripravka Novozym 435. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D
(n=23).

Za odredivanje stabilnosti lipaze B koristeno je prirodno eutekticko otapalo ChCIEG50%
zbog toga Sto se pokazalo kao najprikladnije otapalo za ocuvanje stabilnosti enzima iz
ekstrakata narancine kore, a pufer je koristen kao referentno otapalo.

Iz slike 18 vidljivo je smanjenje rezidualne aktivnosti lipaze B nakon 4 sata inkubacije u
puferu, u kojem iznosi 61,66 % i ChCIEG50%, u kojem iznosi 77,38%. Nakon 72, 168 i 336
sati inkubacije takoder je uoceno smanjenje rezidualne aktivnosti u oba ispitana otapala.
Posljednja analiza provedena je nakon 528 sati inkubacije te je uoCena veca rezidualna
aktivnost lipaze B u puferu u kojem iznosi 54,44%, dok u ChCIEG50% iznosi 51,34 %.
Stabilnost enzima u DES-ovima pratile su i druge istrazivacke grupe. U istrazivanju koje su
proveli Kim i sur. (2016), ispitan je utjecaj nekoliko DES-ova na aktivnost i termicku
stabilnost lipaze izolirane iz kvasca Candida rugosa. Pri tome su se DES-ovi na bazi glicerola
pokazali kao vrlo uspjeSni u oCuvanju aktivnosti i termicke stabilnosti lipaze, za razliku od
DES-ova koji sadrze formamid. Osim toga, u DES-ovima je uocena znacajno visa rezidualna
aktivnost, u odnosu na pufer kao referentno otapalo. Takoder, u istrazivanju koje su proveli
Huang i sur. (2014), DES-ovi na bazi glicerola i etilen-glikola pozitivno su djelovali na

termicku stabilnost lipaze, za razliku od DES-ova na bazi formamida i tiouree. Na stabilnost
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lipaze u DES-ovima znacajan utjecaj ima i udio vode, a uo¢eno je da poveé¢anjem udjela vode
do 60 % (v/v) raste i enzimska aktivnost (Elgharbawy i sur., 2018).

Na temelju svih dobivenih rezultata te usporedbom vrijednosti enantiomernog viska te
iskoriStenja hidrolize, uoceno je kako se primjenom eutektickog otapala ChCIEG s razli¢itim
udjelima vode postize bolja ucinkovitost reakcije enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil
acetata u odnosu na pufer. Takoder, ChCIEG se pokazao kao pogodno otapalo za skladiStenje
1 ocuvanje stabilnosti lipaze 1 hidrolitickih enzima naranc¢ine kore. Iz svega navedenog, moze
se uoc¢iti kako ChCIEG ima veliki potencijal za primjenu u biotransformacijskim procesima
kataliziranim lipazom te hidrolitickim enzimima narancine kore te moze biti kvalitetna

alternativa Stetnim organskim otapalima.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu istrazena je moguénost primjene eutekti¢kog otapala kolin-Klorid:etilen-glikol s
30 %, 50 % i 80 % volumnog udjela vode u reakciji enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-
feniletil acetata, a kao biokatalizatori su koriSteni lipaza B, narancina kora te ekstrakti
naranCine kore. Takoder, istrazen je njegov utjecaj na skladiSnu termicku stabilnost

hidrolitickih enzima iz ekstrakata narancine kore i lipazu.
Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol se pokazalo ucinkovitijim u
enantioselektivnoj hidrolizi (R,S)-1-feniletil acetata kataliziranoj enzimima iz
naran¢ine kore u odnosu na pufer. Pri tome enantiomerni viSak za reakciju hidrolize
koja je provedena u puferu iznosi 28,69 %, dok je za reakcije provedene u
eutektickom otapalu kolin-klorid:etilen-glikol veé¢i od 75%. Kao najbolje otapalo za
enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-1-feniletil acetata pokazalo se eutekticko otapalo
kolin-klorid:etilen-glikol sa 50 % vode. Dodatak odredene koli¢ine vode u eutekticka
otapala utjeCe pozitivno na iskoriStenje enantioselektivne hidrolize.

2. Eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol se pokazalo ucinkovitijim u
enantioselektivnoj hidrolizi (R,S)-1-feniletil acetata kataliziranoj enzimima iz
ekstrakata narancine kore u odnosu na pufer. Enantiomerni viSak za reakcije hidrolize
provedene u eutektickom otapalu ChCIEG s razli¢itim udjelima vode znacajno je visi
u odnosu na vrijednosti dobivene u puferu(>67 %), ali je ne$to nizi u odnosu na
vrijednosti dobivene sa komadima narancine kore. Najboljim se pokazalo otapalo
ChCIEG sa 50 % vode gdje je enantiomerni viSak nakon 168 sati reakcije iznosio 78,1
%, dok je iskoriStenje iznosilo 32,12 %.

3. Kod lipazom B Kkatalizirane reakcije enantioselektivne hidrolize (R,S)-1-feniletil
acetata, dobivena je gotovo maksimalna vrijednost enantiomernog viska u
ChCIEG50% 1 puferu te je iznosila 99 %, Sto znaci da je doSlo do enantioselektivne
hidrolize samo R-1-feniletil acetata. Nakon provedene reakcije enantioselektivne
hidrolize u trajanju od 18 sati, dobivena je veca vrijednost iskoristenja hidrolize u
puferu nego u ChCIEG50%, i iznosi 41,14 %.
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4. Pracenjem skladisne termicCke stabilnosti enzima iz ekstrakata naran¢ine kore u DES-u
ChCIEG s razli¢itim udjelima vode i puferu, s obzirom na rezidualnu aktivnost enzima
u ovisnosti o vremenu, ustanovljeno je da enzimi pokazuju vecu aktivnost u
eutektickim otapalima, nego u puferu. Na skladiSnu termicku stabilnost utjece i udio
vode u eutektiCkom otapalu, a najboljim se pokazao ChCIEG50% u kojem je dobivena
najveca vrijednost rezidualne aktivnosti koja iznosi 155%. Nasuprot tome, u puferu je
doslo do potpunog gubitka aktivnosti enzima iz ekstrakata narancine kore nakon 21
dana.

5. lIstrazivanje stabilnosti lipaze B provedeno je u prirodnom eutektickom otapalu
ChCIEG50% te u puferu kao referentom otapalu. U oba istrazena otapala doslo je do
znacajnog opadanja stabilnosti lipaze B nakon 4, 72, 168, 336 i 568 sati. Nakon 528
sati inkubacije uocena je veca rezidualna aktivnost lipaze B u puferu u kojem iznosi
54, 44%, dok u ChCIEG50% iznosi 51, 34 %.
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