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1. UvOD

U posljednje se vrijeme, u sklopu zelene kemije, intenzivno istrazuju novi, ekoloski
prihvatljivi 1 energetski u€inkovitiji procesi proizvodnje u svrhu o¢uvanja okoli$a i smanjenja
nastajanja Stetnih nusprodukata. Ciljevi zelene kemije u zastiti okolisa i ekonomskoj dobiti
ostvaruju se kroz nekoliko dominantnih smjerova, medu kojima najSiru primjenu imaju
biotransformacije, enzimski Kkatalizirane pretvorbe organskih spojeva u definirane konacne
produkte. Veliki potencijal biotransformacijskih procesa ocituje se u blagim uvjetima rada,
visoke enantioselektivnosti biokatalizatora te moguénosti modifikacije enzima za zeljenu
primjenu, Sto je od izuzetnog znacaja u sintezi enantiomerno Cistih spojeva koji su od velike
vaznosti u farmaceutskoj i kemijskoj industriji. Naime, enzimske reakcije mogu se provesti s
izuzetnom kemo-, regio- i stereoselektivnos¢u koje omoguéuju proizvodnju gotovo iskljucivo

jednog enantiomera.

Osim primjene biokatalizatora u biotransformacijama, prirodna eutekticka otapala kao
alternativa hlapljivim organskim otapalima omoguc¢avaju sintezu organskih spojeva koja je
znatno manje Stetna za okoli§ u odnosu na uobicajene klasi¢éne kemijske metode sinteze.
Prema nacelima zelene kemije idealno otapalo je netoksi¢no, kemijski i fizicki stabilno, ima
nisku hlapljivost i mogucnost visekratne uporabe te je jednostavno za rukovanje. Prednosti
eutektickih otapala su manja toksi¢nost prema okoliSu i ljudima, biorazgradivost, stabilnost,

nizi troskovi sirovina zbog ¢ega su jeftinija za proizvodnju, te se jednostavnije sintetiziraju.

Stoga, kako su medu najcesé¢im biokatalizatorima koji dominiraju u industrijskim
biokatalizama oksidoreduktaze koje ovise 0 koenzimima, cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj
odabranih prirodnih eutektickih otapala na aktivnost i promjene u konformaciji strukture
enzima alkohol dehidrogenaze te na stabilnost reduciranog i oksidiranog oblika
nikotinamidnog koenzima. Takoder, svrha navedenih ispitivanja bila je pronaci idealno
eutekticko otapalo u kojem ¢e se provesti reakcija enantioselektivne redukcije supstrata 2-
kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona u kiralni alkohol (S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanol,

kiralni intermedijer u sintezi bioloski aktivne tvari lijeka koji pripada skupini antitrombotika.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ZELENA KEMIJA

Zelena kemija, grana je kemije koja se zasniva na osmi$ljavanju, razvoju te primjeni
kemijskih proizvoda i procesa koji reduciraju, odnosno eliminiraju uporabu i/ili proizvodnju
supstancija opasnih po ljudsko zdravlje i okoli§. Koncept zelene kemije razvijen je 1990.
godine na inicijativu Ameri¢ke agencije za zaStitu okoliSa (engl. Enviromental Protection
Agency, EPA), a 1995. godine pokrenut je program s ciljem prepoznavanja i podupiranja
fundamentalnih i razvojnih kemijskih industrijskin metodologija, zahvaljuju¢i kojima se
postize prevencija oneci$¢ivaca (engl. Green Chemistry Challenge Awards) (Anastas, 1998).
U vecini postojecih procesa proizvodnje upotrebljavaju se hlapljiva organska otapala pri cemu
se u atmosferu otpustaju velike koli¢ine otpadnih, za okoli$ Stetnih tvari. Kako bi se smanjila
koli¢ina opasnog otpada sveprisutnog u industriji, potrebno je zamijeniti hlapljiva organska
otapala ekoloski prihvatljivim otapalima ili novim postupcima proizvodnje. U posljednje se
vrijeme, u sklopu zelene kemije, intenzivno istrazuju novi, sigurniji i energetski uc¢inkovitiji
procesi proizvodnje 1 primjene kemikalija koji se zasnivaju na kompromisu izmedu
ekonomskih, socijalnih i ekoloskih zahtjeva. Ostvarujuéi zadane ciljeve zelenog programa,
mijenja se ustaljena industrijska praksa —, proizvedi, onedisti, pa tek poslije Cisti“ te krajem

20. stoljeca upravo ta grana kemije postaje okosnica industrijske ekologije (Jukic i sur., 2005).

2.1.1. Principi zelene kemije

Pokret za zaStitu okoliSa, temeljen na znanstvenim i ekonomskim nacelima, zelena kemija
usko je vezan uz odrzivi razvoj. Definicija odrzivog razvoja isti¢e da je to razvoj koji ide
ususret potrebama danasnjice, bez negativnog utjecaja na mogucnosti buduc¢ih generacija da
idu ususret svojim potrebama (Clark i Macquarrie, 2002). Odrzivi razvoj znatno je vazan za
kemijsku industriju jer posebno naglasava potrebu za izbjegavanjem oneciS¢enja, ali 1
prekomjerne upotrebe prirodnih izvora. Stoga, kako bi se smanjila ili eliminirala upotreba ili
nastajanje Stetnih nusprodukata te unaprijedila iskoristivost proizvodnih procesa, potrebno je

pratiti dvanaest principa zelene kemije koja prema Jukic i sur. (2004) glase:

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati i sanirati nakon §to je
ve¢ nastao; Tijek kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno

ukljuce ulazne sirovine u konacni proizvod;



2. Postupak sinteze, ukoliko je to moguce, treba osmisliti s ciljem smanjenja
upotrebe i1 proizvodnje spojeva toksicnih za ljude i za okolis;

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

4. Upotrebu pomo¢nih kemijskih tvari (otapala, sredstva za razdjeljivanje 1 sl.)
treba izbjeci ili zamijeniti neskodljivim, gdje god je to moguce;

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

6. Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke 1
ekonomske strane prihvatljivo;

7. Treba izbjegavati nepotrebna proSirenja procesa (npr. zaStita funkcijskih
skupina, privremene modifikacije fizikalno-kemijskog procesa itd.);
u stehiometrijskim koli¢inama;

9. Kemijski produkti moraju imati mogucnost pretvorbe u produkte neskodljive
za okoli$ nakon prestanka njihovog djelovanja;

10. Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog,
proizvodnog procesa s ciljem sprje¢avanja nastanka opasnih tvari;

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

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

Zelena ili odrziva kemija samo je drugaciji nacin razmi$ljanja o dizajnu, razvoju i primjeni
kemijskih proizvoda i procesa. Prilikom osmi$ljavanja zelenog procesa nemoguce je
istodobno maksimalno udovoljiti zahtjevima svih 12 principa, ali se nastoji primijeniti Sto
veci broj istih tijekom pojedinih koraka sinteze. Primjenom navedenih principa pronalaze se
kreativni 1 inovativni nacini redukcije otpada, oCuvanja energije, proizvodnje alternativnih
goriva i1 zamjenskih tvari za opasne kemikalije, koji omogucuju uspostavu ravnoteze izmedu

prirodnih izvora, ekonomskog rasta i o¢uvanja okolisa (Jukic i sur., 2004).

2.1.2. Smjerovi zelene kemije

Ciljevi zelene kemije u zastiti okoliSa i ekonomskoj dobiti ostvaruju se kroz nekoliko
dominantnih smjerova poput katalize i biokatalize u cilju dobivanja visoko selektivnih, €istih
spojeva bez nastanka toksi¢nih nusprodukata; uporabe i trazenja alternativnih obnovljivih i
neskodljivih sirovina poput biomase; razvoja manje Stetnih eko-kompatibilnih kemikalija;
pronalaZenja i ispitivanja alternativnih reakcijskih medija, netoksi¢nih i obnovljivih kao §to su

3



voda, ionske kapljevine i superkritine tekuéine; te istrazivanja alternativnih reakcijskih
uvjeta poput aktivacije mikrovalnim zracenjem kao i novim fotokatalitickim reakcijama

(Juki¢ i sur., 2005).

2.1.2.1. Kataliza i biokataliza

Kataliticke reakcije su reakcije na kojima se temelji viSe od 90 % svih industrijskih procesa, a
u zeleni program uvode niz pogodnosti poput smanjene koli¢ine ulozene energije, kataliticke,
a ne stehiometrijske koli¢ine reaktanata, poveéanja selektivnosti, smanjene uporabe otapala i
sredstava za separaciju, upotrebe manje toksi¢nih tvari itd. Stoga, Anastas i Williamson
(2000), utemeljitelji zelene kemije, s pravom smatraju da je kataliza jedan od temeljnih
stupova te discipline, koja svoju obvezu ocituje u prevenciji onecis¢ivaca. Uvodenjem novih
katalitickih procesa kao biosintetske korake u proizvodnji postize se dvostruki cilj, 1 to u vidu
zaStite okoliSa 1 financijske dobiti. Kataliza nalazi primjenu i u alternativnim reakcijskim
medijima kao $to su voda, superkriticne tekucine i ionske kapljevine. Voda kao alternativan
medij od znacajnog je znanstvenog interesa jer ima niz prednosti u odnosu na organska
otapala (nije skupa, nije toksi¢na, nije zapaljiva itd.), u kojoj se pravilnim odabirom
katalizatora moze provoditi niz reakcija. Takoder, reakcije u superkritiénm teku¢inama kao
Sto su superkriti¢éni CO; 1 superkriticni HoO omogucuju postizanje svojstva plinova i tekucina,
a pronalaze primjenu u ekoloskom pristupu industrijskih procesa. Sve se viSe povecava i
upotreba konverzije biomase u biokatalitickim procesima u cilju komercijalne proizvodnje
spojeva 1 bioproizvodnje iz obnovljivih sirovina koje su od posebnog znacaja u prehrambenoj
industriji, pri sintezi specificnih kemikalija kao i1 u farmaceutskoj industriji. Aktivacija
mikrovalnim (MW) zra¢enjem kao nekonvencionalnim energetskim izvorom postala je veoma
popularna i korisna tehnologija organske kemije. MW-zracenje ima posebno dobar utjecaj na
reakcije koje su u tradicionalnim uvjetima odvijaju sporo kao §to su npr. hidrolize nitrila,
amida i estera, esterifikacije te polimerizacije. One¢i$¢enja zemlje, zraka i vode ¢ine jedan od
najvec¢ih ekoloskih problema danaSnjice koji nastaju kao rezultat ljudske djelatnosti, a znatno
utjeCu na zdravlje covjeka. Zato se intenzivno istrazuju nacini poboljSanja kvalitete zraka i
vode, a jedan od najuspjesnijih nacina uklanjanja organskih onecis¢ivaca iz zraka i vode je
fotokataliza, odnosno heterogena fotokataliticka razgradnja (UV/katalizator) sa ili bez
dodatka oksidacijskih sredstava. Zaklju¢no, zamjenom nekih koraka kemijske sinteze s
jednom od navedenih, a odgovarajucih reakcija moze se postici zeleni karakter cijelog procesa
(Juki¢ 1 sur., 2005).



2.1.2.2. Ekoloski prihvatljiva otapala

U sklopu zelene tehnologije, aktivno se istrazuju nova otapala koja ¢e zamijeniti uobicajena
opasna organska otapala koje karakteriziraju visoka hlapljivost i toksi¢nost. Idealno otapalo
trebalo bi biti jednostavno za upotrebu, kemijski i1 fizicki stabilno, netoksi¢no, niske
hlapljivosti te jednostavno za recikliranje uz mogucnost ponovne uporabe. Otapala koja su se
najvise priblizila ovim zahtjevima su superkriticni i subkriti¢ni fluidi, ionske kapljevine,
eutekticka otapala i otapala iz prirodnih/obnovljivih sirovina (slika 1) (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015a). U posljednja dva desetlje¢a kao nova zelena, ekoloski prihvatljiva otapala intenzivno
se istrazuju ionske kapljevine (engl. lonic Liquids, ILs), organske soli koje su pri sobnoj
temperaturi u teku¢em stanju, a zbog svojih specificnih svojstava, koja ne posjeduje nijedna
druga tvar, prikladne su za raznovrsnu uporabu (Blanchard i sur., 1999; Welton, 1996). Uz
definiciju ionskih kapljevina Cesto se spominje i njihovo taliste, koje je nize od 100 °C.
Ogromni potencijal ionskih tekucina proizlazi iz njihovih fizikalno-kemijskih svojstava;
neznatne hlapljivosti, nezapaljivosti, velike toplinske, kemijske i elektrokemijske stabilnosti
te mogucnosti ponovne upotrebe, koja se mogu prilagoditi kombinacijom razli¢itih kationa i

aniona za specifi¢nu upotrebu u raznim podruc¢jima. (Paiva i sur., 2014).

SUBKRITICNA VODA | EUTEKTICKA OTAPALA

/" OTAPALA IZ OBNOVLJIVIH
IZVORA

SUPERKRITICNI CO: L/

~ JONSKE KAPLJEVINE

Slika 1. Zastupljenost ekoloski prihvatljivih otapala u znanstvenoj literaturi (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015a)

Unato€ brojnim pogodnim svojstvima, ionske kapljevine su slabo biorazgradive 1 toksicne te
samim time nisu odrzive. Navedeni nedostaci u nacelu se odnose na imidazolijeve i

piridinijeve ionske kapljevine te se u posljednje vrijeme razvoj alternativnih otapala usmjerio
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prema prirodnim ionskim kapljevinama i cutektickim otapalima (engl. Deep Eutectic

Solvents, DES) koja su pokazala najveci potencijal u podrucju zelene kemije.

Eutekticka otapala, Cesto ionskog karaktera, smjesa su dviju ili viSe komponenata u krutom ili
tekuc¢em stanju, koja u odredenom omjeru imaju nize taliSte od pojedinacnih komponenti
smjese (Zhang i sur., 2012). U pripravi eutektickih otapala Siroku primjenu ima kolin-klorid
(ChCl), netoksi¢na kvaterna amonijeva sol, koja lako stupa u interakcije s jeftinim i lako
dostupnim donorima vodika poput uree, limunske kiseline, jantarne Kiseline i glicerola.
Komponente u DES-u povezuju se vodikovim vezama Kkoje rezultiraju mjestimi¢nom
delokalizacijom naboja pri ¢emu dolazi do snizenja tocke taliSta smjese, u odnosu na tocke
taliSta polaznih sirovina (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a). Takoder, DES-ovi imaju sli¢na
svojstva kao i ionske kapljevine, no jeftiniji su za proizvodnju zbog nizih troskova sirovina,
manje toksi¢ni 1 Cesto biorazgradivi. Ukoliko se u strukturi DES-ova nadu primarni
metaboliti, takva otapala nazivaju se prirodna eutekti¢na otapala (engl. Natural Eutectic
Solvents, NADES) koja u potpunosti udovoljavaju zahtjevima idealnog zelenog otapala prema
principima zelene kemije. Glavna prednost NADES-ova u odnosu na ionske kapljevine je
mogucnost priprave ovih otapala koja je mnogo jednostavnija i ekonomicnija, a moze se
pripremiti na viSe nacina: iz koncentrirane vodene otopine koja sadrzi svaku komponentu, iz
otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana ili iz krute mjesavine dviju komponenti
koje se zagrijavaju do unaprijed odredene vrijednosti temperature. Kombinacije NADES-ova
mogu se predvidati, a mogucnosti koje proizlaze iz sposobnosti dizajniranja najprikladnijih

svojstava za odredenu primjenu su ogromne (Paiva i sur., 2014).
2.2. PRIMJENA ENZIMA U ORGANSKOJ SINTEZI
2.2.1. Opéenito o enzimima

Enzimi su organske makromolekule proteinskog sastava koje imaju sposobnost vezanja malih
molekula te utjecanja na ravnoteZu reakcija. To su bioloSki katalizatori, koji ubrzavaju
kemijske reakcije, a da se pri tome ne troSe 1 ne mijenjaju. Aktivnost enzima izraZava se kao
koli¢ina pretvorenog supstrata u mikromolovima u jedinici vremena. S obzirom da su enzimi
proteini, sastoje se od jednog ili viSe linearnih lanaca ¢iji se aminokiselinski sastav gotovo
uvijek, uz vrlo rijetke iznimke, sastoji od 20 zajednickih aminokiselina. Osim uc¢inkovitosti
enzima koja se ocituje u vrlo maloj koli¢ini enzima potrebnoj za provodenje reakcija te
ubrzanje reakcija i do 10* puta brze od odgovaraju¢ih neenzimskih reakcija, jo§ jedna
prednost je Sto enzimi djeluju pri blagim uvjetima: pH=5-8, temperatura 20 — 40 °C,
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atmosferski tlak, ¢ime se smanjuju neZeljene reakcije. Takoder, enzimi su lako biorazgradivi,
pa su prihvatljivi za okoli§. Enzimi nisu ogranieni samo na svoje prirodne produkte, a
moguce je raditi i u vodenom i u ne-vodenom mediju. Danas je poznat veliki spektar reakcija
koje se provode pomocu enzima, pa i one koje nisu izvedive kemijskim metodama

(Wohlgemuth, 2011).

Prema enzimskoj bazi podataka koja predstavlja sveobuhvatan skup informacija o
metaboli¢kim enzimima na temelju primarne literature (engl. The Comprehensive Enzyme
Information System, BRaunschweig ENzyme DAtabase, BRENDA), enzimi su klasificirani u 7

kategorija prema tipu reakcija (tablica 1.).

Tablica 1. Klasifikacija enzima (BRENDA, 2020)

KLASA OPIS REAKCIJE TIP REAKCIJE
ENZIMA
oksidacija-redukcija: oksigenacija C—H, C-
Oksmécl)zrce:dll;ktaze C, C=C veza, uklanjanje ili dodavanje | A,.q+ Box < Aox + Bred
ekvivalenata vodikovih atoma
transfer skupina: aldehidne, ketonske,
Transferaze acilne, fosforilne, metilne, NH3 AB+C—-> A+ BC
(EC2)
hidroliticko  dobivanje estera, amida,
H(lcElg)I%ze laktona, laktama, epoksida, nitrila, AB + H,0 - AH + BOH
anhidrida, glikozida, organohalogena
Liaze diciia-eliminacii lih molekul c=C
(EC 2) adicija-eliminacija malih molekula sa C=C, AB < A+B
C=N, C=0 veze (obrnuta reakcija: sintaze)
Iz?lrznérSa;ze izomerizacija kao S§to je racemizacija, ABC & ACB
epimerizacija, pregradnja
i nastajanje-cijepanje C— -S, C-N, C-
I(_Elgcgjlg(; astajanje-cijepanje C-O, C-S, C-N, C-C A+ B+ ATP — AB + ADP
veze uz cijepanje trifosfata
+P
translokacija hidrona, inorganskog aniona
Trzr;séo%aze te kationa i njihovih kelata, aminokiselina, | AX + Bgjge1 I= A + X
peptida, ugljikohidrata preko membrane ili + Bsidez Il
njihovo odvajanje unutar membrane




Takoder, jedna od najznacajnijih prednosti enzima kao biokatalizatora jest visoka selektivnost
koja u skladu s principima zelene kemije doprinosi Stednji energije, sirovina, smanjenju
trajanja reakcije, minimalizaciji reakcijskih koraka te problema s nezeljenim nusproduktima.
Ucinkovitost enzima ocituje se u svojstvu visoke kemoselektivnosti, odnosno enzimi djeluju
na jedinstveni tip funkcionalne skupine ¢ime se smanjuje broj reakcijskih stupnjeva. Zatim,
biokatalizatori pokazuju svojstvo regioselektivnosti, enzimi zbog svoje trodimenzijske
strukture mogu razlikovati funkcionalne skupine koje su smjeStene u razli¢itim podrucjima
iste molekule supstrata ¢ime se minimalizira koli¢ina nusprodukata. Uz navedene
karakteristike, enzime karakterizira i svojstvo izrazito visoke kiralne selektivnosti, odnosno
stereoselektivnosti zbog kojeg enzimi prepoznaju svaki oblik kiralnosti prisutan u supstratu
(Faber i Patel, 2000).

Biotransformacije su enzimski katalizirane pretvorbe organskih spojeva, odnosno enzimske
modifikacije definiranih ¢istih spojeva (prirodnih ili kemijski sintetiziranih) u definirane
konac¢ne produkte, najéesc¢e pretvorbom u jednom koraku (Bommarius i Riebel, 2004).
Temelje se na ¢injenici da enzimi djeluju izvan svoje prirodne okoline i prihvacaju neprirodne
supstrate prilikom cega dolazi do enzimske konverzije supstrata u produkt. Osim
biotransformacija, za proizvodnju kemijskih spojeva, finih kemikalija i lijekova Cesto se
koriste kombinacije kemijskih i1 biokatalitickih procesa. Pri tome se biokataliticki procesi
koriste kao glavne reakcije koje zahtjevaju visoku selektivnost, specifi¢nost ili kao zamjena za

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

U posljednjih dvadeset godina doslo je do znacajnog razvoja biotransformacijskih postupaka
u proizvodnji vrijednih produkata. Veliki potencijal biotransformacija, odnosno biokatalize
oCituje se u trima glavnim prednostima u odnosu na kemijsku sintezu, a to su: (i) ekoloska
prihvatljivost zbog blagih uvjeta reakcije, (ii) visoka enantioselektivnost biokatalizatora, §to je
od izuzetnog znaCaja u sintezi enantiomerno Cistih spojeva (od velike vaznosti u
farmaceutskoj industriji), te (iii) mogucnost modifikacije enzima za Zzeljenu primjenu
metodama genetickog, proteinskog inzenjerstva i molekularne biologije (Grogan, 2009).
Ucinkovitost primjene biotransformacija u industriji ovisna je o dostupnosti i cijeni
odgovarajucih enzima i mikroorganizama, pripremi proizvodnog procesa (hranjive podloge,
reakcijske smjese ili biokatalizatora), izdvajanju te prociS¢avanju proizvoda iz prirasle
biomase, prednostima pred postoje¢im kemijskim metodama i procesima, vremenskim
zahtjevima za razvojem novog procesa, problemu otpadnih voda i otapala, odobrenju procesa

i krajnjeg proizvoda te javnom misljenju (Faber, 2011). Zelena otapala kao kvalitetna
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alternativa hlapljivim organskim otapalima i primjena biokatalizatora u biotransformacijskim
procesima omogucavaju sintezu organskih spojeva koja je znac¢ajno manje Stetna za okoli§ u
odnosu na uobicajene kemijske metode sinteze, a istovremeno je jednako ili u nekim
slucajevima 1 vise ekonomski isplativa. Stoga, radi postizanja povoljne ekonomike procesa,
procesi biokatalize na samom pocetku razvoja proizvoda sve su ¢e$éi i sve se vise Sire u svim

granama industrije kemijskih procesa (Bommarius i Riebel, 2004).

Primjena biotransformacija u industrijskom mjerilu ve¢inom se odnosi na dobivanje
visokovrijednih proizvoda u manjim koli¢inama. Biotransformacijski procesi najvecu
primjenu imaju u farmaceutskoj industriji, osobito zbog velike potraznje za enantiomerno
¢istim lijekovima u posljednjih nekoliko godina. Jedna od najznacajnijih biotransformacija u
farmaceutskoj industriji je reakcija enantiselektivne hidrolize pri ¢emu se dobiva 6-
aminopenicilanska kiselina iz prirodnog penicilina primjenom enzima penicilin-acilaze.
Istaknute prednosti ove reakcije u odnosu na uobicajenu kemijsku sintezu su skracivanje
kemijski kataliziranog procesa sa tri na jedan stupanj, regiospecifi¢énost enzima, blagi
reakcijski uvjeti, olakSana izolacija zeljenog produkta jer nema nusprodukata te ekonomic¢nija
proizvodnja (Lancaster, 2002). U industriji finih kemikalija, enantiomerno Ciste aminokiseline
uglavnhom se proizvode primjenom aminoacilaze, amidaze i karbamoilaze, pogodnih
biokatalizatora za L- i D-aminokiseline. Dehidrogenaze i trasaminaze uspostavljaju se za
redukcijske procese (Bommarius i Riebel, 2004). Primjena biotransformacija znac¢ajna je i u
prehrambenoj industriji. S obzirom da je izomerizacija glukoze u fruktozu veoma trazeni
postupak jer je snaga zasladivanja fruktozom veca od zasladivanja saharozom te kako bi se
izbjegli nedostaci kemijske izomerizacije sumpornom kiselinom koja dovodi do raspada i
smede boje glukoznog sirupa, razvijen je blazi proces na osnovi enzima glukoza-izomeraze.
Osim ovog primjera biokatalize, u prehrambenoj industriji Cesta je primjena enzima 8-
galaktozidaze koji katalizira reakciju hidrolize laktoze na sastavne monomere glukozu i
galaktozu u postupku proizvodnje mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda koji ne sadrze laktozu, ali i
sinteza L-karnitina, hranjivog sastojka koji pomaze metabolizmu i doprinosi jacanju zdravlja
reakcijom dvostupanjske dehidrogenacije/hidratacije iz y-butirobetaina (Bommarius i Riebel,
2004). Takoder, biokataliza se primjenjuje i u kozmetickoj i tekstilnoj industriji, u proizvodnji
polimera, agrokemikalija i stone hrane te u obradi otpadnih voda. Produkti koji se
sintetiziraju u velikom mjerilu su vitamini, aminokiseline, smole, farmaceutici, razni
prehrambeni proizvodi i fine kemikalije (Ghisalba i sur., 2010; Bommarius i Riebel, 2004).

Svrha 1 ciljevi biotransformacija ukljuuju uvodenje kiralnih centara u molekule, odvajanje



racemata, selektivnu pretvorbu odgovaraju¢ih funkcionalnih skupina sli¢nih reaktivnosti,
regioselektivnu funkcionalizaciju neaktivnog ugljika te pretvorbu nestabilnih molekula u
blagim reakcijskim uvjetima (Bommarius i Riebel, 2004).

2.2.2. Biokatalizatori u biotransformacijama

Enzimi su svoju ulogu u proizvodnji pronasli jo§ u 19. stoljecu, a od velike su vaznosti i u
zelenoj proizvodnji. Umjesto u klasi¢noj organskoj sintezi koriste se u tehnologiji
biokatalitickih procesa zbog Cega takva tehnologija ima velik znacaj kod sigurnosti i zdravlja,
ali 1 u okolisnim aspektima industrije (Wohlgemuth, 2011). U usporedbi s drugim vrstama
katalizatora, npr. homogenim katalizatorima u kojima su ligandi odgovorni za specifi¢nost
katalize ili heterogenim katalizatorima u kojima su kataliticki aktivni centri pri¢vrS¢eni na
¢vrste nosace poput zeolita ili metalnih oksida, enzimi imaju svoje prednosti i nedostatke
navedene u tablici 2. Iako enzimi ¢esto imaju velike prednosti u pogledu selektivnosti, njihova
stabilnost ¢esto nije dovoljna. Uz to, dugo razdoblje razvoja novih biokatalizatora uslijed
nedovoljne baze znanja o biokatalizi i biotehnologiji ostaju problem i izazov u primjeni

biotransformacija u industrijskom mjerilu (Bommarius i Riebel, 2004).

Tablica 2. Prednosti i nedostaci enzimskih biokataliza (Bommarius i Riebel, 2004)

PREDNOSTI NEDOSTACI
Izrazito visoka enantioselektivnost Cesto niska specifi¢na aktivnost
Izrazito visoka regioselektivnost Nestabilnost na ekstremnim temperaturama i
pH
Transformacija u blagim uvjetima Dostupnost samo za odabrane reakcije
Otapalo je Cesto voda Dugo razdoblje razvoja novih enzima

U biotransformacijama se kao biokatalizatori koriste enzimi (sirovi ili prociS¢eni), biljne 1
zivotinjske stanice 1 tkiva, Ciste kulture mikroorganizama (bakterije, kvasci, plijesni, alge) te
umjetni enzimi (abzimi) (Grogan, 2009). Biokatalizatori u biotransformacijama cesto
smanjuju broj reakcijskih stupnjeva, osiguravaju nastajanje zeljenog produkta u samo jednom
koraku, povecanje prinosa produkta i vodenje procesa u blagim reakcijskim uvjetima. Hoce li

se biokatalizatori koristiti u obliku cijelih stanica ili kao izolirani enzimi ovisi o vise faktora
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koji ukljucuju stabilnost 1 dostupnost enzima, njegovu sloZenost, znanje o potrebnom enzimu
te o troskovima citavog bioprocesa. Zbog kiralnosti aminokiselina od kojih su gradeni enzimi
i njihove prirodne kiralnosti, doslo je do vece ucinkovitosti u enantioselektivnosti i prinosima

procesa nego §to je slucaj kod vecine sintetickih asimetri¢nih katalizatora.

Upotreba izoliranih enzima kao biokatalizatora ima prednosti u odnosu na primjenu cijelih
stanica jer stani¢na membrana predstavlja problem kod pristupa supstratu i kod uklanjanja
produkta s enzima. Takoder, izolirani enzimi kao biokatalizatori primjenjuju se u blagim
reakcijskim uvjetima ¢ime se smanjuju problemi s nezeljenim nusproduktima koji ¢esto prate
konvencionalne kemijske metode, djeluju ucinkovito i selektivno te se proizvode u stabilnom
obliku. Izolirani enzimi sve ¢e$¢u i uspjesniju upotrebu nalaze u pojedinacnim reakcijama i
doprinose velikoj raznolikosti metodologije u zelenoj proizvodnji. Nedostaci njihove primjene
su ogranicena stabilnost enzima izvan prirodnog okruzenja, potreba za koenzimima te cijena
izolacije enzima (Grogan, 2009). Biokatalizatori u obliku cijelih stanica mogu biti mikrobnog,
biljnog ili zivotinjskog podrijetla, a funkciju biokatalizatora obavljaju u obliku kulture u fazi
rasta, stacionarnoj fazi, u obliku spora ili se primjenjuju kao imobilizirana kultura.
Najucinkovitiji oblik mikrobnog stanicnog biokatalizatora je Cista kultura mikroorganizma
koja sadrzi visoku koncentraciju jednog ili viSe enzima koji kataliziraju Zeljene reakcije
biotransformacije. MijeSane kulture dvaju ili viSe razlicitih tipova mikroorganizama su cesto
nestabilne zbog promjene dinamike populacije iz ¢ega mogu nastati nepredvidive nusreakcije
u biotransformaciji. Osim jeftinije sinteze biomase fermentacijom i jednostavnije tehnike
provodenja reakcija, prednosti primjene cijelih stanica kao biokatalizatora su visoka
stereoselektivnost 1 regioselektivnost, regeneracija koenzima stani¢nim mehanizmima i
odvijanje viSestupanjskih reakcija koje se odvijaju u uvjetima koji nisu $tetni za ljude i okolis.
Budu¢i da se enzimi u stanici nalaze u prirodnom okruzenju i zasti¢eni su od vanjskih faktora,
opéenito su dugoro¢no stabilniji od izoliranih enzima. Medutim, upotreba biokatalizatora kao
cijelih stanica ima i1 nedostatke kao Sto su difuzija supstrata i produkta kroz stani¢nu
membranu, odnosno kompleksniji postupci proc¢is¢avanja produkta iz reakcijske smjese, 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).

U pregledu koji sazima status biokatalizne obrade u industriji, Straathof (2002) biljezi da se

broj biotransformacija u industrijskom mijerilu vise nego udvostruc¢io u posljednjih deset
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godina. Straathof je obuhvatio 134 industrijskih biotransformacija, ukljuc¢ujuéi procese S
cijelim stanicama ili enzimima, pocevsi od prekursora koji nije izvor ugljika, a medu
najces¢im katalizatorima koji dominiraju u industrijskim biokatalizama su hidrolaze (44 %), a

zatim oksidoreduktaze (30 %) (Bommarius i Riebel, 2004).

2.2.2.1. Oksidoreduktaze

Organska proizvodnja ne bi bila moguca bez brojnih reducirajuc¢ih i oksidiraju¢ih agenasa.
Reakcije oksidacije i redukcije u kojima se odvija prijenos elektrona, standardna su vrsta
reakcija u organskoj kemiji i proizvodnji finih kemikalija, a kataliziraju ih oksidoreduktaze.
Kategorije enzima koji se rabe u redoks-reakcijama, a Cine 25 % poznatih enzima su:
dehidrogenaze, oksigenaze, hidroksilaze i peroksidaze. Oksidansi i reducensi su ¢esto toksi¢ni
spojevi, lako zapaljivi i eksplozivni pa predstavljaju velik problem u proizvodnji. Kao glavni
zadatak 1 krajnji cilj spominje se uklanjanje ili zamjena takvih spojeva iz finalnog proizvoda
su interesa za moderne metode biooksidacije. Biokataliticke asimetri¢ne oksidacije postignute
su pomoc¢u oksidaza, peroksidaza, dehidrogenaza, mono- i dioksigenaza koje su u rangu s
najboljim klasi¢nim kemijskim metodama oksidacije. Kao izvrstan alat u modernim
metodama bioredukcije pokazali su se reduciraju¢i enzimi kao Sto su dehidrogenaze i
reduktaze. Znacajan je i razvoj dvofaznih reakcijskih medija koji su povoljni za ketone slabo
topljive u vodi i za reakcije u kojima su prisutni supstrati u visokim koncentracijama. Ovaj
razvoj bitan je za asimetricnu redukciju ketona s in situ regeneracijom kofaktora pri ¢emu
alkohol dehidrogenaza i formijat dehidrogenaza ostaju u stabilnom obliku. Kako mnoge
oksidoredukcijske reakcije ovise o kofaktorima NAD*/NADH i NADP*/NADPH, osmisljen
je djelotvoran in situ sustav regeneracije kofaktora koji se moze prevesti u veée mijerilo.
Razvijena je i kataliticka asimetri¢na redukcija dvostrukih ugljik-ugljik veza koja moze biti

provedena u cis- ili trans- oblik i rezultirati s dva nova kiralna centra (Wohlgemuth, 2011).

Dehidrogenaze su jedna od najvaznijih podskupina oksidoreduktaza koje podrazumijevaju
prijenos H* i dva elektrona sa nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD(H)), odnosno njegovog

fosfata (NADP(H)) na molekulu akceptora kao §to je prikazano na slici 2.
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Slika 2. Opé¢i mehanizam djeovanja dehidrogenaze. Prijenos H® sa NAD(P)H na karbonilni

supstrat, koji se aktivira interakcijom s Lewisovom kiselinom (Stewart, 2007).

Ovisno o strukturi supstrata dehidrogenaze mogu prevesti prokiralni supstrat u Kkiralni
produkt, stoga imaju izuzetno veliku vrijednost. Kiralnost je vrlo ¢esta u spojevima koji se
nalaze u Zivim organizmima (aminokiseline, bjelan¢evine, nukleinske kiseline, hormoni), a
opisuje prirodu molekule koja se ocituje u nesimetricnosti i nemoguénosti poklapanja s
vlastitom zrcalnom slikom. Kiralni spojevi prostorni su izomeri ili stereoizomeri, a nazivaju
se enantiomerima. Moguce ih je razlikovati po interakciji s ravnom polariziranom svjetlo$cu;
jedan enantiomer rotira svjetlost u smjeru kazaljke na satu (+), a drugi u smjeru suprotnom od
kazaljke na satu (-). Organske molekule obi¢no imaju sredi$nju kiralnost s najmanje jednim
stereogenim sredi$njim atomom ugljika vezanim za Cetiri razliita supstituenta. Kiralni
alkoholi su kljucni sastavni dijelovi u industriji finih kemikalija, a alkohol dehidrogenaze (EC
1.1.1.1; ADH) mogu se upotrijebiti za sintezu ovih spojeva (Stewart, 2007). Ekstremni uvjeti
mogu uzrokovati probleme s izomerizacijom, racemizacijom, epimerizacijom ili
preuredivanjem spoja, §to je moguce izbje¢i uporabom biokatalizatora. Enzimske reakcije
mogu se provesti s izuzetnom kemo-, regio- i stereoselektivnos¢u koje omoguéuju
proizvodnju gotovo iskljucivo jednog enantiomera. Osim §to djeluju kao kiralni katalizatori
protiv njihovih prirodnih supstrata, puno enzima takoder je u stanju katalizirati reakcije
Sirokog spektra razli¢itih supstrata (Faber, 2011). Cijele mikrobne stanice i enzimi mogu se
upotrijebiti za kiralnu sintezu. Enzimi i katalizatori cijelih stanica mogu se imobilizirati i
ponovo upotrijebiti tokom mnogih ciklusa, Sto biokatalitiCke procese ¢ini ekonomski

ucinkovitijima.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Biokatalizator

U ovom radu koristena je liofilizirana alkohol dehidrogenaza (ADH), Sigma-Aldrich, St.

Louis, SAD te instant suhi pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae, Kvasac d.0.0.,

Hrvatska.

3.1.2. Kemikalije

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

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

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

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

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

Propilen-glikol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Koenzim nikotinamid adenin dinukleotid (reducirani oblik, NADH), p.a. Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD

Koenzim nikotinamid adenin dinukleotid (oksidirani oblik, NAD"), p.a. Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD

Etanol, Acros Organics, New Yersey, SAD

Etil-acetat, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Supstrat  2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanon,  Apollo  scientific, Manchester,

Ujedinjeno Kraljevstvo

3.1.3. Puferi i njihova priprema

PBS pufer

0,2 g KCI i 8 g NaCl otopi se u 800 mL destilirane vode te se u otopinu doda 1,44 g

NayHPO, i 0,24 g KH,POy4. pH vrijednost otopine podesi se na 7,4 dodatkom 1 mol dm’

3

otopine HCI te nadopuni destiliranom vodom do 1000 mL.
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Glicin-pirofosfatni pufer

8,34 g NasP,0O7 - 10 H,O i 0,42 g glicina otopi se u 250 mL redestilirane vode. pH

vrijednost otopine podesi se na 9,0 dodatkom 1 mol dm™ otopine HCI.

Tris-HCI pufer

15,14 g Tris baze otopi se u 150 mL destilirane vode uz mijesanje. pH vrijednost otopine

podesi se na 7,5 dodatkom 12 mol dm™ otopine HCI te nadopuni destiliranom vodom do
250 mL.

Sve upotrijebljene kemikalije 1 otapala bili su analiticke cistoce.

3.1.4. 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

pH/ion metar S220, Mettler Toledo, SAD

UV - Vis spektrofotometar, GENESYS 10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD
Spektrofluorimetar, Cary Eclipse, Varian, SAD

Plinski  kromatograf s masenim  spektofotometrom (GC-MS), Shimadzu
QP2010PLUS, Japan
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3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema prirodnih eutektickih otapala

U ovom radu pripremljena su prirodna ecutekticka otapala na bazi kolin-klorida i betaina
dodatkom prethodno preracunate koli¢ine komponenata u tikvicu s okruglim dnom prema
zadanim molarnim omjerima prikazanih u tablici 3. Zatim je u svaku tikvicu dodan odreden
volumen vode, kako bi se u konacnici dobila cutekti¢ka otapala s razli¢itim molarnim
udjelima vode. Reakcijska smjesa je zagrijana do 50 °C na magnetskoj mijesalici te je nakon
2 sata mijeSanja dobivena homogena, prozirna i bezbojna tekucéina Pripremljena prirodna
eutekticka otapala prema tablici 3. koriStena su za potrebe pracenja stabilnosti koenzima
NAD" i NADH. Takoder, u izradi eksperimentalnog dijela koristen je drugi nadin pripreme
prirodnih eutektickih otapala za potrebe mjerenja aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze.
Napravljena su razrjedenja Sest razli¢itih bezvodnih otapala na bazi kolin-klorida i betaina
kako bi se dobila otapala s 40 % i 80 % vode (v/v) prema tablici 4. Reakcijska smjesa je
takoder zagrijana do 50 °C na magnetskoj mijeSalici te je nakon 2 sata mijeSanja dobivena
homogena, prozirna i bezbojna tekucina. pH vrijednost pripravljenih prirodnih eutektickih
otapala izmjerena je pomocu multimetra pH/ion metra pri temperaturi od 25 °C. Dobivena
eutektiCka otapala zatvorena su parafilmom 1 skladiStena na tamnom mjestu prije daljnje
primjene.

Tablica 3. Pripravljena prirodna eutekticka otapala za ispitivanje stabilnosti koenzima

Prirodno eutekti¢ko otapalo Kratica Molarni omjer

komponenata
Kolin-klorid : urea : voda Chu8 1:2:8
Kolin-klorid : glicerol : voda ChGly8 1:2:8
Kolin-klorid : etilen glikol : voda ChEGS 1:2:8
Betain : urea : voda BUS 1:3:8
Betain : glicerol : voda BGly8 1:2:8
Betain : etilen glikol : voda BEGS 1:3:8
Betain : propilen glikol : voda BPGS8 1:2:8
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Tablica 4. Priprema prirodnih eutektickih otapala za pracenje aktivnosti i promjena u

konformaciji strukture enzima alkohol dehidrogenaze

Prirodno eutekti¢ko otapalo Udio vode [%, v/V] Kratica Molarni omjer
komponenata
0,
Kolin-klorid : urea 40% Chu40% 1:2
80 % ChU80% )
. R 40 % ChGly40%
Kolin-klorid : glicerol 80 % ChGly80% 1:2
. o ) 40 % ChEG40%
Kolin-klorid : etilen glikol 80 % ChEGB0% 1:2
Betain : urea 40% BU40%
: 80 % BU80% 13
Betain : glicerol 40% BGly40%
-9 80 % BGIy80% 1:2
o . 40 % BEG40%
Betain : etilen glikol 80 % BEG30% 1:3
Betain : ilen glikol 0% BPE4D% 1:3
etain : propilen gliko 80 % BPG80% :

3.2.2. Odredivanje aktivnosti alkohol dehidrogenaze (ADH)

Aktivnost enzima ADH odredena je spektrofotometrijskim testom koji se temelji na reakciji
oksidacije etanola u acetaldehid u glicin pirofosfatnom puferu pH=9, odnosnho u svakom od
prethodno pripremljenih prirodnim eutekti¢kim otapalima.

Shematski se reakcija moze prikazati jednadzbom:

C,H;OH + NAD" <> CH;CHO + NADH + H"

Spektrofotometrijski je izmjerena promjena apsorbancije nastalog NADH pri A = 340 nm jer
reducirani nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) apsorbira maksimalnu koli¢inu svjetla te
valne duljine, dok njegova oksidirana forma (NAD™) u valnom podru¢ju 300 — 400 nm ne

apsorbira svjetlo.
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Iz promjene apsorbancije u vremenu AABS/At izracunata je volumna aktivnost enzima ADH
(Ay) prema izrazu [1]:
AABS Vv,

= . - f 1
A At V, g, d 5

gdje je:

f — faktor razrjedenja;

V; — volumen uzorka (cm®);

V,— ukupni volumen (cm®);

ea40 — ekstincijski koeficijent (cm? um™), iznosi 6,22 cm? pmol™ za 4 = 340 nm;

d — promjer kivete (d = 1 cm)

AABS/At — predstavlja promjenu apsorbancije u vremenu (min™)

Volumna aktivnost je izraZzena u medunarodnoj jedinici enzimske aktivnosti U po jedinici

volumena pri ¢emu je 1 U =1 pmol min™ cm,

Za test je potrebno u kvarcnu kivetu od 1 mL otpipetirati:

e 19,8 uL EtOH (96 %, V/v),

e 10 uL otopine NAD" (sap+ = 0,5gmL™),

e 950,2 uL otapala (75 mmol dm™ glicin pirofosfatni pufer pH=9, odnosno prethodno
pripremljena prirodna eutekticka otapala),

e 20 uL suspenzije enzima ADH (yaon = 0,4 mg mL™).

3.2.3. Pradenje promjena u konformaciji alkohol dehidrogenaze primjenom

spektrofluorimetrije

Pripremljena je maticna otopina enzima ADH u glicin pirofosfatnom puferu koncentracije
yapH = 30 mg mL™, kona¢nog volumena 150 pL. U odredena otapala, prethodno pripremljena
prirodna eutekticka otapala, odnosno pufer dodano je 10 uL mati¢ne otopine enzima ADH.
Prije provodenja snimanja spektrofluorimetrom svaki uzorak se termostatirao na 25 °C
tijekom 5 minuta. Mjerenje je provodeno spektrofluorometrijski pracenjem nastajanja
fluorescentnih spektara uzoraka pri temperaturi od 25 °C. Spektri fluorescentne emisije
zabiljezeni su u rasponu valne duljine emisije (dem.) 0d 300 do 400 nm, a valna duljina

pobudivanja je iznosila Aeks.= 293 nm.
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3.2.4. Pracenje stabilnosti koenzima NAD" i NADH u prirodnim eutekti¢kim otapalima

Za potrebe ispitivanja stabilnosti koenzima prvo su pripremljene mati¢ne otopine koenzima
NAD*, odnosno NADH masene koncentracije sapwnaon = 10 mg mL™ u definiranom
puferu. Otopina koenzima NADH pripremljena je u glicin pirofosfatnom puferu (pH=9)
pripravljenom prema protokolu opisanom u poglavlju 3.1.4., a NAD" u PBS puferu (pH=7,4).
Zatim je u 5 mL svakog od prethodno pripremljenih prirodnih eutektickih otapala odnosno
refrentnog pufera (glicin pirofosfatni i Tris-HCI za NADH odnosno PBS za NAD") dodano 10
puL mati¢ne otopine. Dobivene otopine inkubirane su tijekom 15 dana na sobnoj temperaturi
od 25 °C te na temperaturi od 4 °C u hladnjaku. Tijekom mjerenja stabilnosti pripremljenih
mati¢nih otopina koenzima NAD" i NADH prac¢ene su promjene u apsorpcijskom spektru u
rasponu 250 do 400 nm. Pomoéu UV-VIS spektrofotometra ocitavani su apsorpcijski
maksimumi na valnim duljinama 340 nm za NAD", odnosno 262 nm i 340 nm za NADH.
Kako bi se izraCunala relativna stabilnost koenzima izmjerene apsolutne vrijednosti
apsorbancija u razli¢itim prirodnim eutektickim otapalima te referentnim otapalima,
izraCunate su relativne vrijednosti apsorbancije pri 262 (Azszre) 0dnosno 340 nm (Azsorel)

prema izrazima [2] i [3]:

A262TL

2]

Azp2Rel = 2
262p

gdje je:

Aoeon - vrijednost apsorbancije izmjerene na 262 nm nakon inkubacije koenzima u razli¢itim
otapalima pri 25 odnosno 4 °C,

Agep - vrijednost apsorbancije izmjerene u otopini koenzima koja nije bila prethodno

inkubirana (svjeze pripravljena otopina).

Az
A340Re1:—A = [3]
340p

gdje je:

Asaon - vrijednost apsorbancije izmjerene na 340 nm nakon inkubacije koenzima u razli¢itim
otapalima pri 25 odnosno 4 °C,

Asa0p - Vrijednost apsorbancije izmjerene u otopini koenzima koja nije bila prethodno

inkubirana (svjeze pripravljena otopina).
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Zatim su izraCunata odstupanja od pocetne relativne apsorbancije na 262 nm (Azs;) 1 340 nm
(A4340) nakon inkubacije NADH, odnosno NAD" u razli¢itim prirodnim eutekti¢kim otapalima

prema formulama [4], odnosno [5]:

Dr62= (1 - A262;15) - (—100) [4]

gdje As2.15 predstavlja vrijednost apsorbancije izmjerene na 262 nm nakon 15 dana inkubacije

koenzima u razli¢itim otapalima pri 25 odnosno 4 °C.
Azho= (1 — A340;15) - (—=100) [5]

gdje Asso.15 predstavlja predstavlja vrijednost apsorbancije izmjerene na 340 nm nakon 15

dana inkubacije koenzima u razli¢itim otapalima pri 25 odnosno 4 °C.

3.2.5. Enantioselektivna redukcija  2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona  katalizirana

pekarskim kvascem S. cerevisiae

Reakcija enantioselektivne redukcije supstrata 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona,

prikazana na slici 3, provedena je pomocu pekarskog kvasca S. cerevisiae prema sljede¢em

protokolu.
o | H H
. 0 0
| 2 : ‘
Pekarski kvasac §. cerevisiae P ‘ : ) .
. | NADES/puferivoda, 7 dana, 30 °C ‘ ‘ |
| l Y F 7
F : :
F F
2-Koro-1-(3 4-diftuoro-fend)etanon (S)-2-Koro-1-(3 4-diftuoro-fend)etanol  (R)-2-Kloro-1-(3 4-difluoro-feniljetanol

Slika 3. Reakcija redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona

Prethodno isprane liofilizirane stanice pekarskog kvasca S. cerevisiae u destiliranoj vodi
pomijesSane su s destiliranom vodom kako bi se pripremila otopina kvasca koncentracije 5 g

mL™. Pripremljena otopina kvasca mije§ana je na homogenizatoru sve dok nije dobivena
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homogena smjesa, a dobivena suspenzija se centrifugirala na 6000 o min™ tijekom 20 minuta.
Nakon centrifugiranja, supernatant se odlije, a talog (kvas¢eva biomasa) se koristi u daljnjem

radu za asimetri¢nu redukciju 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona.

Reakcije redukcije provedene su u vodi, puferu te prethodno pripremljenom prirodnom
eutektickom otapalu (BEG) s tri razlic¢ita udjela vode; 0 %, 40 % i 80 % (v/v) prema
slijede¢em protokolu. U epruvetu se dodaje 0,5 g pripremljenog kvasca, 1,5 mL odabranog
otapala (voda, betain:etilen-glikol s razli¢itim udjelom vode, pufer) i supstrat 2-kloro-1-(3,4-
difluoro-fenil)etanon koncentracije 2 mg mL™, &ime zapoginje reakcija redukcije acetofenona.
Epruveta sa reakcijskom smjesom stavlja se u tresilicu na 30 °C kroz 7 dana. Nakon 2, 5i 7
dana, uzorak se centrifugira na 6000 o min™ tijekom 20 minuta te se produkt i zaostali
supstrat ekstrahiraju iz supernatanta etil acetatom (1,5 mL) uz intenzivno mijeSanje tijekom 3
minute. Nakon razdvajanja slojeva, iz organske faze se izuzima 100 uL uzorka produkta,
nakon cCega slijedi analiza na plinskom kromatografu. Analiza svih uzoraka provedena je u

duplikatu.

Radi usporedbe uspjesnosti redukcije supstrata u razli¢itim otapalima, za svaku pojedinu

reakciju racuna se iskoristenje reakcije te enantiomerni viSak prema jednadzbama [6] 1 [7].

IskoriStenje procesa redukcije, # (%) izracuna se prema jednadzbi:

Cp
n=— X100 [6]
Ccr

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

koncentraciju produkta (mol L™).

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

_ (Son — Ron)

e=—=-%x100 7
(Sou + Ron) 7]

gdje Ron predstavlja povrsinu ispod pika (R)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola, a Son
povrsinu ispod pika (S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola.
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3.2.5.1. Odredivanje koncentracije produkata (R,S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola

Kvalitativna i kvantitativna analiza redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona i
nastajanja produkata reakcije redukcije (R,S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola provedena

je pomocu plinske kromatografije s masenom spektroskopijom (GC-MS).

Za analizu 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona i (R,S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola

su koriSteni sljedec¢i kromatografski uvjeti:

Kromatografska kolona: Beta DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Temperatura kolone: T1=90 °C (1 min), T,=155 °C

Temperatura injektora: T =220 °C

Pokretna faza: helij (He)

Protok: 6,7 mL min™

Protok u koloni: 0,71 mL min™

Detektor: maseni spektrometar (MS)

Tlak: 42,3 kPa

Vrijeme trajanja analize: 133,30 min

N 2 2 2

Identifikacija 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona, (R)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola i
(S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola provedena je na temelju vremena izlaska razdvojenih
pikova u reakcijskoj smjesi s kiralne kromatografske kolone te je potvrdena usporedbom
masenih spektara u bazi podataka. Retencijsko vrijeme (R;) za 2-kloro-1-(3,4-difluoro-
fenil)etanon iznosi 98,625 min, R; za (R)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanol 21,5 min i R; za
(S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanol 24 min §to je vidljivo na slici 4.
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Slika 4. Prikaz tipi¢nog plinskog kromatograma nakon analize reakcijske smjese sa kvascem
katalizirane redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona

3.2.5.2. Izrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama pripremljena je ishodna otopina 2-kloro-1-(3,4-difluoro-
fenil)etanona u etil acetatu (EA) &ija koncentracija iznosi 1 mg mL™. Zatim su napravljena
razrjedenja ishodne otopine supstrata tako da koncentracije redom iznose 0,5 mg mL™; 0,25
mg mL™; 0,025 mg mL™ i 0,0125 mg mL™. Izmjerene vrijednosti povrsine kromatografskog
pika stavljene su na ordinatu, a pripadajuce vrijednosti koncentracija na apscisu. Bazdarni
dijagram ovisnosti mnozinske koncentracije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona o povrsini

ispod pika konstruiran je pomocu racunala.

Nepoznate koncentracije (R)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanola i (S)-2-kloro-1-(3,4-
difluoro-fenil)etanola tijekom reakcije redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona u
prirodnom eutektickom otapalu, vodi ili puferu racunaju se izravno iz jednadzbe pravca

dobivene iz bazdarnog dijagrama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Koncept odrzivog razvoja iznimno je vazan u suvremenoj kemijskoj industriji, gdje se
poseban naglasak stavlja na smanjenje onecis¢enja i prekomjerno koristenje prirodnih izvora.
U svrhu eliminacije i nastajanja $tetnih nusprodukata te poboljSanja u¢inkovitosti proizvodnih
procesa, provode se istrazivanja kako implementirati §to veéi broj principa zelene kemije u

kemijsku tehnologiju i biotehnologiju danasnjice.

Biotransformacijski procesi, odnosno enzimske modifikacije definiranih ¢istih spojeva u
definirane konacne produkte, najcesc¢u primjenu imaju u farmaceutskoj industriji, osobito
zbog velike potraznje za enantiomerno ¢istim lijekovima u zadnjih nekoliko godina. Pri tome
se biokataliza koristi kao glavna reakcija koja zahtijeva visoku selektivnost i specifi¢nost ili
kao zamjena za ekoloski nepovoljne reakcijske korake (Ghisalba i sur., 2010). Medu zelenim
otapalima, prirodna su eutekticka otapala (engl. Natural Eutectic Solvents, NADES) postala
obecavajuca alternativa tradicionalnim organskim otapalima iz ekoloSke 1 tehnoloske
perspektive 1 znacajno su povecala svoju popularnost u posljednjem desetljecu. Glavna
svojstva NADES-ova, koja ih ¢ine ekoloski prihvatljivima, su nehlapljivost (smanjenje
zagadenja zraka), nezapaljivost (doprinos sigurnosti procesa) i izvrsna stabilnost (omoguceno
recikliranje i ponovna uporaba). Stovise, NADES-ovi se primjenjuju kao alati u
biokatalitickim reakcijama (Pani¢ i sur., 2018; Sheldon, 2016; Cvjetko Bubalo i sur., 2015b;
Cvjetko Bubalo i sur., 2015c; Smith i sur., 2014; Durand i sur., 2013; Bommarius i Riebel,
2004), bilo kao otapala ili kao separacijska sredstva, kako bi se prevladali zahtjevni postupci
obrade. NADES-ovi u biokatatalitickoj reakciji omogucéavaju poboljSanje topljivosti
supstrata/proizvoda; povecavaju aktivnost enzima te svojstva poput enantioselektivnosti,
regioselektivnosti i stabilnosti enzima; i mogu prilagoditi stupanj reakcije (Panic i sur., 2018;
Maugeri i Dominguez De Maria, 2014).

Stoga, kako su oksidoreduktaze medu biokatalizatorima koji dominiraju u biokatalitickim
pripravljenih prirodnih eutektickih otapala na alkohol dehidrogenazu (ADH) iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae te na stabilnost koenzima o kojima aktivnost ovog enzima zavisi,
NAD" i NADH. Nadalje, buduéi da su kiralni alkoholi klju¢ni prekursori u dobivaniju lijekova
i finih kemikalija, u ovome radu je, u cilju ekoloski prihvatljivog postupka redukcije ketona,
provedena reakcija enantioselektivne redukcije supstrata 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona

u kiralni alkohol pomoc¢u pekarskog kvasca S. cerevisiae. Redukcija je provedena i u vodi te
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puferu kako bi se usporedila uspjesnost provedenih reakcija. Provedeni postupak je u skladu
sa zelenom kemijom, a znacajan je jer redukcijom odabranog supstrata nastaje enantiomer (S)-
2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanol, kiralni intermedijer u sintezi tikagrelora (Guo, 2017),
bioloski aktivne tvari lijeka Brilique. Lijek Brilique pripada skupini lijekova koji se nazivaju
antitrombotici, a smanjuju mogucnost stvaranja krvnog ugruska i umanjuju vjerojatnost

sr¢anog, mozdanog udara i/ili smrti uslijed bolesti povezane sa srcem ili krvnim zilama.

4.1. PRIPREMA PRIRODNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Priprema prirodnih eutektickih otapala je jednostavna i 100 % ucinkovita na razini atoma
(engl. Atom economy) §to je znaCajna prednost kod sinteze zelenih otapala. Naime, proces
sinteze potrebno je osmisliti tako da je u konacéni proizvod uklju¢ena maksimalna koli¢ina
ulazne sirovine, a visok Atom economy znaci smanjenje upotrebe neobnovljivih resursa, broja
stupnjeva sintetskog procesa te koli¢ine otpada (Anastas i Warner, 1998). Sirovine koje se
koriste za njihovu pripravu lako su dostupne, relativno jeftine, sigurne i biorazgradive.
Postupak priprave eutektickih otapala podrazumijeva mijeSanje prethodno preracunatih
sastojaka prema zadanim molarnim omjerima. Zatim se reakcijske smjese lagano zagrijavaju
do 50 °C na magnetskoj mijesalici dok se ne dobije bistra, homogena i bezbojna tekucina.
Takoder, izmjerena je pH vrijednost otopina pripravljenih prirodnih eutekti¢kih otapala pri

temperaturi od 25 °C, a prikazana je u tablici 5.
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Tablica 5. Izmjerene pH vrijednosti prirodnih eutektickih otapala pri 25 °C

Molarni omjer

Prirodno eutekti¢ko otapalo Kratica komponenata pH vrijednost
Kolin-klorid : urea : voda ChuUs 1:2:8 7,9
Kolin-klorid : glicerol : voda ChGlys 1:2:8 6,7
Kolin-klorid : etilen glikol : voda ChEGS 1:2:8 6,8
Betain : urea : voda BUS 1:3:8 6,2
Betain : glicerol : voda BGly8 1:2:8 7,43
Betain : etilen glikol : voda BEGS 1:3:8 7,42
Betain : propilen glikol : voda BPGS 1:2:8 7,64

Usporedbom pH vrijednosti pripremljenih NADES-ova moze se uociti da vecina otapala
imaju neutralna do blago luZnata svojstva s pH vrijednostima u rasponu od 6,2 za BU8 do 7,9

za ChUS.

4.2. UTJECAJ ODABRANIH PRIRODNIH EUTEKTICKIH OTAPALA NA ENZIM
ALKOHOL DEHIDROGENAZU (ADH)

Enzim ADH pripada skupini dehidrogenaza, jedne od najvaznijih podskupina
oksidoreduktaza odgovornih za reverzibilnu redukciju aldehida, ketona, a-, 6- i w-ketoestera u
odgovarajuce hidroksi produkte. ADH katalizira enantioselektivnu redukciju ketona pri ¢emu
nastaju odgovarajuci sekundarni kiralni alkoholi u visokom enantiomernom suviSku. Pritom
dolazi do redukcije koenzima nikotinamid adenin dinukleotida (NAD"), o &jem prisustvu
ovisi reakcija, a koji prelazi u svoj reducirani oblik (NADH). Primjerice, jedna od Cestih
primjena komercijalno dostupne ADH iz konjske jetre u industriji finih kemikalija jest kao
proizvodni enzim i biokatalizator za recikliranje koenzima u oksidativnom postupku regio- i
enantioselektivne  reakcije  redukcije  racemi¢nog 2-fenilpropanala u  (S)-2-(4-
izobutilfenil)propanola s 93 % prinosa i izvrsnim enantomernim viskom > 99 % ee. Ovaj spoj

sluzi kao intermedijer u sintezi (S)-ibuprofena, protuupalnog lijeka (Groger i sur., 2012).

Budué¢i da postoji velik broj amonijevih soli i donora vodikovih veza koji se mogu
medusobno kombinirati, svojstva eutektickih otapala se vrlo lako mogu podeSavati. Na ovaj
nain postizu se Zeljena kiselost, polarnost, topljivost otapala, tocka lediSta, viskoznost 1
vodljivost (Zhang i sur., 2012). S obzirom na Siroko podruc¢je primjene oksidoreduktaza,

proucavan je utjecaj razli¢itih kolinijevih i betainijevih prirodnih eutektickih otapala sa
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poliolima (glicerol, etilen glikol i propilen glikol) i amidom ureom na aktivnost i promjene u
konformaciji alkohol dehidrogenaze.

4.2.1. Odredivanje aktivnosti alkohol dehidrogenaze (ADH)

Uc¢inak NADES-ova na aktivnost enzima proucavan je mjerenjem pocetne brzine reakcije
katalizirane s 0,4 mg mL™ ADH u glicin pirofosfatnom puferu koji sadrzi 96 %-tni etanol i
530,7 mg mL™* NAD" u prisutnosti razli¢itth NADES-ova. U svrhu provodenja ovog
istrazivanja koriStena su pripravljena otapala prikazana u tablici 4. Aktivnost enzima ADH
odredena je spektrofotometrijskom metodom pracenja koncentracije NADH koji u reakciji
nastaje redukcijom iz NAD", §to se na spektrofotometru oitava kao snazna apsorpcija valne
duljine od 340 nm (Walker, 1992). Na slici 5 prikazana je volumetrijska aktivnost ADH

izraCunata prema izrazu [1] u razli¢itim NADES-ovima i glicin pirofosfatnom puferu.

2,77

2,5

1,5

Aktivnost ADH (umol min! cm-3)

0,5

0,15
’ 0,12
0,04 0,10 0,09

Slika 5. Volumetrijska aktivnost enzima ADH u razli¢itim NADES-ovima s 40 % i 80 % vode
i puferu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).
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Iz rezultata prikazanih na slici 5 vidljivo je da aktivnost ADH znacajno ovisi o strukturi
NADES-a te da su vrijednosti istih u rasponu od 0,04 — 2,60 pum min™ cm™, U NADES-ovima
koja sadrze betain kao akceptor vodikove veze, takoder poznat i kao trimetilglicin, volumna
aktivnost ADH visoka u odnosu na otapala koja sadrze kolin-klorid. Najpogodnije otapalo za
provodenje reakcije oksidacije etanola u acetaldehid pomocu enzima ADH je BEG80%, s
aktivno$¢u od 2,60 um min™® cm®, pri ¢emu je zabiljezena aktivnost niza u odnosu na
referentno otapalo (pufer) koja je iznosila 2,77 um min™ cm™. Poveéanje udjela vode u
NADES-ovima povoljno utje¢e na aktivnost ADH, budu¢i da dodatak vode u prirodna
cutekti¢ka otapala koja imaju relativno visoku viskoznost omogucava bolji prijenos tvari za
reaktant i produkt (Yang i sur., 2017). Za usporedbu, u BEG40% aktivnost enzima ADH
iznosi 1,75 um min™ cm™, a u BEG80% 2,60 pm min™ cm™ §to potvrduje pozitivan utjecaj
vode na aktivnost ADH. Volumna aktivnost ADH u otapalima koja sadrze kolin-klorid kao
akceptor vodikove veze manja je od 0,06 pmol min™ cm™, stoga bi smanjenje aktivnosti

enzima moglo biti posljedica inhibicije ADH.

4.2.2. Pracenje promjena u konformaciji enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) primjenom

spektrofluorimetrije

Kako bi se pratile promjene u konformaciji ADH provedeno je mjerenje je fluorescentnih
spektara otopine enzima pri valnim duljinama pobudivanja Aeks. = 293 nm i emisije Agm. = 300
— 400. U odredene uzorke eutektickih otapala i pufer volumena od 3 mL dodano je 10 pL
mati¢ne otopine enzima ADH. Prije mjerenja svi uzorci su termostatirani na 25 °C tijekom 5
minuta. Tijekom ove metode ispitivan je utjecaj Sest odredenih NADES-ova ChU8, ChEGS,
ChGly8, BEG8, BPG8 i BGly8 na promjene u konformaciji enzima ADH.

Spektrofluorimetrijska metoda mjerenja konformacije ADH moguca je radi nativne
fluorescencije ovog proteina koja potje€e od aminokiselina tirozina i triptofana. Najveci
doprinos ukupnoj fluorescenciji pridaje aminokiselina triptofan, a raspon valnih duljina
emisijskog maksimuma (Amax) triptofana je od 308 nm do 355 nm, ovisno o stupnju
izlozenosti pobo¢nog ogranka. Konformacijske promjene uzrokuju promjene u intenzitetu
maksimalne fluorescencije (Imax) 1 valnoj duljini emisijskog maksimuma (Amax). Nize
vrijednosti Amax (engl. blue shift), triptofan pokazuje u nepolarnoj, hidrofobnoj mikrookolini
(Jiai sur., 2014). U doticaju s otapalom, imidazolni prsten triptofana postaje izlozeniji i stvara
vodikove veze zbog cega dolazi do pomaka valne duljine maksimuma intenziteta

fluorescencije prema crvenom dijelu spektra (engl. red shift) (Lakowitz, 2006). Osim toga,
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fluorescenciju triptofana moguée je utiSati ili ugasiti molekulama ,,prigusivacima“ (engl.
quencher). Prilikom gasenja ili utiSavanja fluorescencije dolazi do smanjenja inteziteta
fluorescencije zbog stvaranja veza izmedu molekule ,prigusivaca“ i molekule fluorofora

unutar triptofana odnosno proteina (Luisi i Favilla, 1970).

Slika 6 prikazuje fluorescentne spektre promjena u intenzitetu fluorescencije pri odredenoj
valnoj duljini pobudivanja i emisije u razli¢itim puferima (a), u NADES-ovima na bazi kolin-
klorida (b) te u NADES-ovima na bazi betaina (c).
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Slika 6. Fluorescentni spektri dobiveni mjerenjem na spektrofluorimetru pri valnim duljinama
Jeks.-= 293 nm i Aem.= 300-400 kako bi se pratile promjene u konformaciji ADH u puferima (a),

eutektickim otapalima na bazi kolin-klorida (b) i eutektickim otapalima na bazi betaina (c).
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Usporedbom fluorescentnih spektara u puferima (slika 6a) sa spektrima u prirodnim
eutektickim otapalima (slika 6b i 6¢) primjecujemo da nije doslo do zna¢ajne promjene valne
duljine emisijskog maksimuma $to ukazuje da nije doslo do promjena u sekundarnoj strukturi
enzima (Nian i sur., 2019). Sto se ti¢e intenziteta fluorescencije, vidljiv je zna¢ajan porast u
kolinijevim NADES-ovima, dok je u betainijevim NADES-ovima zabiljeZen tek blagi porast
intenziteta u odnosu na pufer. Primjerice, u tri ispitana pufera raspon intenziteta fluorescencije
je od 147,86 - 164,43, dok u kolinijevim NADES-ima raspon 285,22 - 297,14, odnosno u
betainijevim NADES-ovima 138,84 - 216,08. Znacajan porast U intenzitetu fluorescencije
zabiljezen u uzorcima koji su sadrzavali kolinijeve NADES-ove ukazuje da su ta otapala
izazvala promjene u konformaciji ADH, Sto se dalje moze povezati sa izrazito niskim
aktivnostima enzima izmjerenim u tim otapalima (slika 6). U skladu s time, u betainijevim
NADES-ovima zabiljezene su male razlike u intenzitetu u odnosu na pufer uz istovremeno

sli¢nu aktivnost enzima.

Takoder, rezultati su pokazali kako se kod kolinijevih NADES-ova konformacijske promjene
ADH znacajno ne razlikuju ovisno o donoru vodikovih veza, dok kod NADES-ovim koji kao
akceptor vodikovih veza sadrze betain, zabiljeZene su znacajne razlike U intenzitetu
fluorescencije. Primjerice za BGly8 vrijednost intenziteta fluorescencije je 216,08, a za BEG8
138,84. U otapalu BEG8 zabiljezena je najmanja razlika u intenzitetu fluorescencije u odnosu
na pufer. Stoga, prema intenzitetu fluorescencije BEG8 je najsli¢niji puferu buduéi da je u
njemu izmjerena 1 najveca aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze u odnosu na sve ostale
NADES-ove s betainom te se moze zakljuciti da je povoljnije otapalo od ostalih betainijevih
NADES-ova.

4.3. STABILNOST NIKOTINAMIDNIH KOENZIMA U PRIRODNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA

Opc¢e poznato je da odredeni enzimi za svoju aktivnost zahtijevaju koenzime. Koenzimi su
neproteinske grade, odnosno mogu biti male organske molekule, metalni ioni ili neka druga
jednostavna molekula. VaZnost koenzima ocituje se u njthovom vezanju za apoenzim ¢ime
dovode do konformacijske promjene enzima i nastajanja kataliticki aktivnog enzima,
holoenzima. Najvazniji koenzimi koji sudjeluju u reakcijama oksidacije i redukcije
katalizirane dehidrogenazama su NADP*/NADPH i NAD*/NADH. Ti koenzimi primjenjuju

se u mnogim znanstvenim poljima, a ponajvise prilikom dobivanja brojnih vrijednih kiralnih
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spojeva kao S$to su hidroksi-kiseline, aminokiseline, steroidi i alkoholi iz prokiralnih
prekursora. Nikotinamidni prsten koenzima NAD" je redoks aktivan, prima vodikov ion pri
¢emu se reducira u NADH. S obzirom da su koenzimi skupi, osobito NAD(P)H, ne dodaju se
u stehiometrijskim koli¢inama. U posljednje vrijeme istrazuju se i razvijaju in situ metode za
njihovu regeneraciju. UCinkovit 1 ekonomican regeneracijski sustav koenzima neophodan je
za sintezu bioloski aktivnih spojeva jer je koenzim NAD(P)H kompleksan i nestabilan

(Bommarius i sur., 2002).

U ovom je radu primjenom UV/Vis spekroskopije, tj. pracenjem promjena apsorpcijskog
spektra u rasponu od 250 do 400 nm, ispitana stabilnost nikotinamidnih koenzima NADH i
NAD" tijekom inkubacije u NADES-ovima. Ova metoda pogodna je za pracenje stabilnosti
koenzima iz razloga $to apsorpcijski spektar NAD" i NADH sadrzi apsorpcijski maksimum na
262 nm zbog skupine adenozin monofosfata, dok se u apsorpcijskom spektru NADH
pojavljuje jo§ jedan apsorpcijski maksimum pri 340 nm zahvaljuju¢i dihidropiridinskom
prstenu koji nastaje nakon redukcije (Rover i sur., 1998). S obzirom da se u strukturi
oksidiranog oblika NAD" nalazi adenin koji apsorbira pri 262 nm, oksidacijom NADH u
NAD" primjeéuje se pik kod 260 nm, a zbog degradacije NADH tijekom inkubacije, degradira

se i piridinski prsten $to se o€ituje smanjenjem pika na 340 nm (Fukazawa i Ishihara, 2016).

U svrhu istrazivanja, pripremljene su mati¢ne otopine koenzima NAD" u PBS puferu pH=7,4
i NADH u glicin pirofosfatnom puferu pH=9. Zatim je u 5 mL svakog od prethodno
pripremljenih NADES-ova prikazanih u tablici 3. i pufera dodavano po 10 uL mati¢ne
otopine. Dobivene otopine inkubirane su tijekom 15 dana pri temperaturi 25 °C i 4 °C. Na slici
7 prikazane su primije¢ene promjene u apsorpcijskom spektru NADH tijekom inkubacije u
ChU8 (a), odnosno NAD" tijekom inkubacije u ChU8 (b) na sobnoj temperaturi od 25 °C.

Eutekticko otapalo ChUS8 karakteriziraju blago luznata svojstva sto potvrduje Cinjenicu da su
koenzimi stabilniji u rasponu pH medija od neutralnih do blago luznatih (Zhang i sur., 2018).
S druge strane, primjer destabilizacije koenzima NADH tijekom inkubacije u ChGly8, vidljiv
kao porast apsorbancije na 338 nm uz pad u apsorbanciji na 262 nm, prikazan je na slici 7c.
Fukazawa i Ishihara (2015) su ukazali na ovaj fenomen te opisali NADH kao spoj koji
oksidira i formira inhibitorske produkte zbog kojih dolazi do smanjenja apsorpcije od pocetne

pri 340 nm tijekom inkubacije u bilokojem otapalu.
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Slika 7. Tijek pracenja promjena u apsorpcijskom spektru NADH tijekom inkubacije u ChU8
(a); NAD" tijekom inkubacije u ChU8; NADH tijekom inkubacije u ChGly8 (c).

U ovom radu izmjerene vrijednosti apsorbancija prera¢unate su prema izrazu [2] i [3] ovisno
radi li se o ispitivanju koenzima NAD" ili NADH te su relativne vrijednosti apsorbancija
koriStene za izraun relativne stabilnosti koenzima. Odstupanja od pocetne apsorbancije
nakon inkubacije NAD®, odnosno NADH tijekom 15 dana u razli¢itim NADES-ovima

izraCunate su prema formuli [4] 1 [5].

4.3.1. Stabilnost NADH

Na slici 8 i 9 prikazane su promjene u relativnoj stabilnosti koenzima NADH pra¢enjem
promjena u apsorbanciji pri 262 nm i 340 nm tijekom 15 dana inkubacije u razli¢itim
NADES-ovima pri temperaturama 25 °C i 4 °C. Ocekivano, rezultati upucuju da stabilnost
NAD*/NADH ovisi 0 pH vrijednosti i vrsti otapala, kao $to je ve¢ opisano u literaturi za

vodotopive polimere (Hentall i sur., 2001; Yamauchi i sur. 1981).
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Slika 8. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 262 nm

(Azs2rel) tijekom 15 dana inkubacije u razli¢itim NADES-ovima i referentnim puferima na

sobnoj temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 8) kod NADES-ova s betainom kao akceptorom vodika vidljiv je

trend opadanja apsorbancija pri 262 nm tijekom prva dva dana, a zatim su vrijednosti

apsorbancije konstantne, dok su kod NADES-ova na bazi kolin-klorida vrijednosti

apsorbancija pri 262 nm relativno konstantne tijekom svih 15 dana inkubacije na sobnoj

temperaturi, stoga se moze zakljuciti da otapala s kolin-kloridom imaju stabilizirajuci utjecaj

na koenzim NADH. U Tris-HCI puferu zabiljeZen je slabi porast vrijednosti apsorbancija

tijekom 15 dana inkubacije.
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Slika 9. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 340 nm
(Asso0rer) tijekom 15 dana inkubacije u razli¢itim NADES-ovima i referentnim puferima na

sobnoj temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Nakon 15 dana inkubacije koenzima NADH u NADES-ovima na bazi kolin-klorida te u
referentnom puferu (Tris-HCI) opazeno je povecanje apsorpcije na 262 nm i smanjenje
apsorpcije na 340 nm.

lako je iz grafickih prikaza tijeka pracenja relativne stabilnosti moguce razumjeti utjecaj
pojedinih NADES-ova na koenzim, zbog jednostavnije interpretacije rezultata prema
jednadzbama [2] 1 [3] izraCunate su relativne vrijednosti apsorbancija pri 262 nm 1 340 nm
(Aze2rel T Asgorer) nakon inkubacije NADH tijekom 15 dana u razli¢itim NADES-ovima i
referentnim puferima te odstupanja od pocetne vrijednosti pri 262 nm i 340 nm (Agsz | Azqo), @

rezultati prikazani na slikama 10 i 11.

36



(@)

1,4 -
12 4 1,0

1,20 1,25
1,06 1,09 1,02

1 076 081 080
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 -

Chug ChEG8 ChGly8 Gly-PP  Tris-HCI  BEG8 BGly8 BPG8 BUS8
NADES

A262Re|

(b)

40 -
30 -
20 -

29,02
20,00

5,77 8,81

10 1 1,97
e ]
10 | Chus  ChEG8  ChGly8 Gly-PP  Tris-HCI

A262 [%]

BEGS8

20 -

-30 - -24,19
NADES

-19,45 -19,54

Slika 10. a) Relativna apsorbancija na 262 nm (Azszre) Nakon inkubacije NADH tijekom 15
dana u razli¢itim NADES-ovima i puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C; b) Odstupanje od
pocetne apsorbancije na 262 nm (Azs,) nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 10) moze se uociti da su odstupanja od pocetne apsorbancije
izmjerene pri 262 nm u NADES-ovima na bazi betaina kao akceptora vodika veéa u odnosu
na NADES-ove na bazi kolin-klorida. Za usporedbu, u kolinijevim NADES-ovima odstupanja
su u rasponu 1,97 - 20, a u betainijevim NADES-ovima -24,19 do -19,45. Otapala koja su se
pokazala kao najpogodnija, odnosno gdje su odstupanja od pocetne apsorbancije pri 262 nm
neznatna su ChU8 i BEG8. Ova otapala su karakteristicna zbog vise pH vrijednosti (7,9 za
ChU8 i 7,42 za BEGS), sto potvrduje literaturni navod da blago luznati uvjeti pozitivno utjecu
na stabilnost nikotinamidinskih koenzima (Zhang i sur., 2018).

S druge strane, glicerol je najkiselija komponenta koja je koriStena kao donor vodika u
pripravi eutektickih otapala, a time i pH NADES-a najniza (6,7 za ChGly8 i 7,43 za BGly8).
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Sukladno oc¢ekivanome, rezultati su pokazali NADES-ovi s glicerolom u sastavu (ChGly8 i
BGly8) najlosije utjeCu na stabilnost NADH.
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Slika 11. a) Relativna apsorbancija na 340 nm (Assorer) Nakon inkubacije NADH tijekom 15
dana u razli¢itim NADES-ovima i puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C; b) Odstupanje od
pocetne apsorbancije na 340 nm (As4) nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 11) vidljivo je da je mjerenjem apsorbancije na 340 nm najveca
relativna vrijednost apsorbancije pri 340 nm zabiljezena u uzorku s BEGS8 te iznosi 1,02.
Takoder, u otapalu BEGS zamijeceno je najmanje odstupanje od pocetne apsorbancije pri 340

nm (1,87), zbog ¢ega se BEG8 pokazalo kao najprihvatljivije eutekticko otapalo s najmanje
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negativnog utjecaja na stabilnost reduciranog koenzima. Na valnoj duljini od 340 nm
zabiljezen je blagi pad u apsorbanciji kod uzoraka koji su sadrzavali Tris-HCI pufer i glicin-
pirofosfatni pufer §to se moze objasniti kao posljedica oksidacije NADH jer tijekom

inkubacije reducirani NADH prelazi u oksidirani oblik NAD" (Zhang i sur., 2018).

lako su dobiveni rezultati prilikom pracenja relativne stabilnosti koenzima NADH mjerenjem
apsorbancije pri 262 nm i 340 nm tijekom 15 dana inkubacije u razli¢itim NADES-ovima na
sobnoj temperaturi od 25 °C pokazali da su najpogodnija otapala BEG8 i ChUS8, vidljiva je
Cinjenica da su manja odstupanja od pocetnih apsorbancija u NADES-ovima na bazi kolin-
klorida, odnosno da su se pokazala boljima u odnosu na ona otapala na bazi betaina. Stoga, u
cilju dodatnog istrazivanja utjecaja NADES-ova koji u sastavu sadrze kolin-klorid provedeno
je pracenje relativne stabilnosti koenzima NADH mjerenjem apsorbancije pri 262 nm i 340
nm tijekom 15 dana inkubacije u ChU8, ChEGS8, ChGly8 i referentnim puferima pri

temperaturi 4 °C te su rezultati prikazani na slici 12 i 13.
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Slika 12. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 262 nm
(A2e2rer) tijekom 15 dana inkubacije u NADES-ovima pri temperaturi 4 °C. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost (n=2).
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Slika 13. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 340 nm
(Asaorer) tijekom 15 dana inkubacije u NADES-ovima pri temperaturi 4 °C. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Usporedbom grafic¢kih prikaza na slici 8 i 9 s grafickim prikazima na slici 12 i 13 moze se
zakljuciti da su vrijednosti izmjerenih apsorbancija pri 262 nm i 340 nm relativno konstantne
tijekom inkubacije u hladnjaku na temperaturi od 4 °C u odnosu na rezultate dobivene tijekom
inkubacije na sobnoj temperaturi od 25 °C. Stoga, moze se potvrditi utjecaj temperature na
stabilnost koenzima NADH (Rover i sur, 1998). Ipak, na valnoj duljini od 340 nm zabiljezen
je blagi pad u apsorbanciji kod uzoraka koji su sadrzavali Tris-HCI pufer i glicin pirofosfatni
pufer §to se moze objasniti kao posljedica oksidacije NADH jer tijekom inkubacije reducirani

NADH prelazi u oksidirani oblik NAD" (Zhang i sur., 2018).

IzraCunate su relativne vrijednosti apsorbancija prema izrazima [2] 1 [3] pri 262 nm 1 340 nm
(Azs2rel 1 Azaorer) Nakon inkubacije NADH tijekom 15 dana u NADES-ovima koji u sastavu
sadrZe kolin-klorid i referentnim puferima te odstupanja od pocetne vrijednosti pri 262 nm i
340 nm (Azs2 | Azqo) prema formulama [4] i [5], a rezultati prikazani na sljede¢im slikama 14 i
15.
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Slika 14. a) Relativna apsorbancija na 262 nm (Azszre) Nakon inkubacije NADH tijekom 15
dana u NADES-ovima i puferima na temperaturi od 4 °C; b) Odstupanje od pocetne
apsorbancije na 262 nm (Age2) nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2)

Na grafickom prikazu (slika 14) najvece odstupanje od pocetne apsorbancije izmjerene pri
262 nm je u otapalu ChGly8 te iznosi 26,82, sto se podudara s rezultatima dobivenim prilikom

praéenja apsorbancija tijekom inkubacije u istom otapalu na sobnoj temperaturi od 25 °C.
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Slika 15. a) Relativna apsorbancija pri 340 nm (Assrel) Nakon inkubacije NADH tijekom 15
dana u NADES-ovima i puferima na temperaturi od 4 °C; b) Odstupanje od pocetne
apsorbancije na 340 nm (Asso) nakon inkubacije Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).

Iz rezultata prikazanih na slici 15 moze se zakljuéiti da su NADES-ovi koji u sastavu sadrze
kolin-klorid kao akceptor vodika i razli¢ite nenabijene donore vodikove veze (urea, glicerol i
etilen-glikol) stabiliziraju reducirani oblik koenzima NADH ukoliko se inkubacija provodi u

hladnjaku pri temperaturi 4 °C.

4.3.2. Stabilnost NAD*

Osim stabilnosti reduciranog oblika NADH, prac¢ena je stabilnost oksidiranog oblika NAD"

pri jednakim uvjetima. Uzorci su, osim koenzima, sadrzavali prethodno pripremljene
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NADES-ove prema tablici 3. i PBS pufer pH=7,4. Obzirom da NAD" apsorbira UV-VIS
svjetlost samo na 262 nm, apsorbancija je mjerena pri navedenoj valnoj duljini na sobnoj

temperaturi od 25 °C, a rezultati su prikazani na slici 16.
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Slika 16. Tijek pracenja relativne stabilnosti NAD" mijerenjem apsorbancije pri 262 nm
tijekom 15 dana inkubacije (Azsrel) U razlic¢itim NADES-ovima i referenthom puferu sobnoj

temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 16) vidljiv je pad apsorbancija izmjerenih pri 262 nm tijekom
prva dva dana u NADES-ovima koji u sastavu sadrze betain (BEG8, BGly8, BPG8, BUS),
nakon ¢ega su vrijednosti apsorbancije konstantne tijekom 15 dana inkubacije oksidiranog
oblika koenzima u istima. DrastiCan pad vrijednosti apsorbancije uocava se u ChGly8 koji
sadrzi glicerol, najkiseliju komponentu u sastavu eutekti¢kih otapala. Pra¢enjem promjena
apsorpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm, NADES-ovi na bazi kolin-klorida osim
ChGIY8, pokazali su se pogodnima, s obzirom da su vrijednosti apsorbancije pri 262 nm
konstantne tijekom 15 dana inkubacije u istima.

Nakon pracenja promjena apsorpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm, izmjerene
apsorbancije pri 262 nm svedene su na relativne apsorbancije prema izrazima [2] i [3], te su
izraCunata odstupanja od pocetne apsorbancije pri 262 nm u razli¢itim NADES-ovima i

referentnom puferu, a rezultati su prikazani na slici 17.
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Slika 17. a) Relativna apsorbancija na 262 nm (Azsre) Nakon inkubacije NAD™ tijekom 15
dana u razli¢itim NADES-ovima i puferu na sobnoj temperaturi od 25 °C; b) Odstupanje od
pocetne apsorbancije na 262 nm (Azs2) nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 17) vidljivo je da je mjerenjem apsorbancije na 262 nm najveca
relativna vrijednost apsorbancije zabiljezena u uzorku s BEG8 (1,02) i u uzorku s ChuU8
(1,01), a odstupanja od pocetne apsorbancije pri 262 nm u istim otapalima su neznatna. 1z
ovih rezultata moze se zakljuciti, sukladno s poznatom c¢injenicom, da je oksidirani oblik
koenzima stabilniji pri blago luznatim uvjetima. Urea je najluznatija komponenta u sastavu
pripravljenih eutektickih otapala te pH vrijednost ChUS otapala iznosi 7,9. Najlosiji NADES
pri provedbi ovog ispitivanja bio je ChGly8 s izmjerenom relativnom apsorbancijom pri 262
nm od 0,55, a glicerol je najkiselija komponenta te pH vrijednost ChGly8 otapala iznosi 6,7.

44



utjecaj na stabilnost koenzima, u istim otapalima provedeno je pracenje promjena
apsorpcijskog spektra u rasponu od 250 nm do 400 nm tijekom 15 dana inkubacije u
hladnjaku pri temperaturi od 4 °C. Na sljede¢em grafickom prikazu (slika 18) prikazan je tijek
pracenja relativne stabilnosti NAD" mjerenjem apsorbancije pri 262 nm tijekom 15 dana
inkubacije (Axs2rery U NADES-ovima na bazi kolin-klorida i referentnom puferu u hladnjaku

na temperaturi od 4 °C.

Nakon praéenja promjena apsorpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm, izmjerene
apsorbancije pri 262 nm svedene su na relativne apsorbancije prema izrazima [2] i [3], te su
izraCunata odstupanja od pocetne apsorbancije pri 262 nm u razli¢itim NADES-ovima i

referentnom puferu, a rezultati su prikazani na slici 19.
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Slika 18. Tijek pracenja relativne stabilnosti NAD" mjerenjem apsorbancije pri 262 nm
tijekom 15 dana inkubacije (Azs2rer) U kolin-klorid NADES-ovima i referentnom puferu na

temperaturi od 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Na grafickom prikazu (slika 18) uocava se pad izmjerenih apsorbancija pri 262 nm tijekom 15
inkubacije u otapalu ChGly8 na temperaturi od 4 °C, sto je u skladu s prethodnim rezultatima.
U ostalim NADES-ovima na bazi kolin-klorida vrijednosti apsorbancije su konstantne tijekom

svih 15 dana inkubacije na temperaturi od 4 °C.
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Slika 19. a) Relativna apsorbancija na 262 nm (Azszre) Nakon inkubacije NAD™ tijekom 15
dana u NADES-ovima i puferu na temperaturi od 4 °C; b) Odstupanje od pocetne
apsorbancije na 262 nm (Azg2) nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).

Na grafickom prikazu (slika 19) vidljivo je da je najveca vrijednost relativne apsorbancije pri
262 nm nakon inkubacije NAD" tijekom 15 dana izmjerena u otapalu ChU8 te iznosi 1,02.
Sukladno tome, izracunato je i najmanje odstupanje od pocetne apsorbancije u otapalu ChUS.
Najmanja vrijednost relativne apsorbancije pri 262 nm nakon inkubacije NAD" tijekom 15
dana iznosi 0,55, a izmjerena je u otapalu ChGly8 te je ujedno i najvece odstupanje od
pocetne apsorbancije u istom otapalu (-45,47). Ovaj rezultat slaze se s prethodno dobivenim

rezultatima.
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U zakljucku, pra¢enjem promjena asporpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm,
odnosno ispitivanjem stabilnosti koenzima NADH i NAD" u odabranim NADES-ovima Kkoji
sadrze kolin-klorid ili betain kao akceptor vodika, rezultati su pokazali da su najbolja
cutekti¢ka otapala sa stabiliziraju¢im utjecajem na koenzime ChU8 i BEGS8, dok su otapala
koja sadrze glicerol u sastavu (ChGly8 i BGly8) s destabiliziraju¢im utjecajem na koenzime.
Zanimljivo je da su izmjerene relativne apsorbancije pri 262 nm tijekom 15 dana inkubacije
NADH i NAD" na sobnoj temperaturi od 25 °C konstantne u navedenim otapalima, dok je
mjerenjem apsorbancija pri 340 nm tijekom inkubacije NADH zabiljezen pad apsorbancija u
NADES-ovima na bazi kolin-klorida. Prema dobivenim rezultatima, moze se uociti da je
BEGS8 najpogodnije otapalo koje dobro stabilizira oba koenzima. Naime, Zhang i sur. (2018)
u svojem radu navode da su povoljni uvjeti u kojima je stabilnost koenzima NAD" najveéa u
pH rasponu od kiselog do blago neutralnog. S druge strane, neutralni do blago luZnati
NADES-ovi pozitivno utje¢u na stabilnost koenzima NADH. Saznanje da postoji NADES
koji dobro stabilizira oba koenzima, dovodi do zna¢ajnog doprinosa u primjeni zelenih otapala
obzirom na Siroko podruc¢je uporabe oksidoreduktivnih biokatalitickih reakcija u organskoj

kemiji i proizvodnji lijekova i finih kemikalija.

44. ENANTIOSELEKTIVNA REDUKCIJA 2-KLORO-1-(3,4-DIFLUORO-
FENIL)ETANONA KATALIZIRANA PEKARSKIM KVASCEM

Enzimske reakcije imaju prednost pred klasi¢nim reakcijama kemijske sinteze zbog visoke
enantio- i regioselektivnosti, a narocito ako se izvode u zelenim otapalima. Na raspolaganju su
razliciti biokatalizatori koje karakteriziraju pozitivna svojstva poput netoksi¢nosti,
biorazgradivosti 1 djelovanja u blagim reakcijskim uvjetima, medu kojima se isti¢u cijele
stanice kvasca S. cerevisiae. Pekarski kvasac, idealan je biokatalizator za industrijsku
primjenu jer je jeftin, lako dostupan i dobro prouc¢en mikroorganizam, posjeduje GRAS status,
a karakterizira ga netoksi¢nost, bioloska razgradivost i lagano rukovanje (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015c; Xiao i sur., 2012). Kvasac najznacajniju upotrebu ima u asimetriénim
redukcijama karbonilnih skupina pri ¢emu nastaju opticki aktivni alkoholi. Vaznost
redukcijskih enzimskih reakcija je moguénost uvodenja kiralnosti u molekulu izvodenjem
reakcija na prokiralnim supstratima. Aldehidi i ketoni su takvi prokiralni supstrati jer
vezanjem liganda na ugljikov atom karbonilne skupine karbonilni ugljik moze postati
asimetri¢ni centar molekule. U vecini redukcijskih reakcija stereokemijski tijek reakcije
uvjetovan je uglavnom strukturom supstrata te se moze zbivati prema Prelogovu pravilu

asimetri¢ne redukcije ketona (Sinko 2005; Prelog, 1964). Prema tom pravilu ketoni i aldehidi

47



s malom i velikom skupinom vezanom na karbonilni ugljik reducirat ¢e se u S-alkohole uz
uvjet da veca skupina ima visi stupanj prioriteta od manje skupine prema CIP-nomenklaturi.
Sinteza enantiomerno ¢istih alkohola privukla je znacajnu pozornost zbog njihove Siroke
upotrebe kao klju¢nog sastavnog elementa u sintezi lijekova i farmaceutskih proizvoda (Guo 1

sur., 2017).

Stabilnost i aktivnost kvasca S. cerevisae u prirodnim eutektickim otapalima ve¢ je potvrdena
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015c), a u ovome je radu ispitana njegova sposobnost
enantioselektivne redukcije supstrata 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona u kiralni alkohol u
ekoloski prihvatljivim otapalima BEG s razli¢itim udjelima vode: 0 %, 40 %, i 80 %.
Redukcija je provedena i u vodi te puferu kako bi se usporedila uspjesnost provedenih
reakcija. Ovaj proces je ekoloski prihvatljiv i u skladu s zelenom kemijom, a znacajan je jer
redukcijom odabranog supstrata nastaje enantiomer (S)-2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanol,
kiralni intermedijer u sintezi tikagrelora (Guo, 2017). U suspenziju pekarskog kvasca u
NADES-u bez i uz dodatak 40 % i 80 % (v/v) vode, dodano je 2 mg mL™ 2-kloro-1-(3,4-
difluoro-fenil)etanona. Uzrokovanje je provedeno nakon drugog, petog i sedmog dana

reakcije, a uzorci su analizirani pomoc¢u plinske kromatografije.

Bazdarni dijagram ovisnosti koncentracije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona o povrsini

ispod pika prema kojem je provedena kvantitativna analiza produkta prikazana je na slici 20.
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Slika 20. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije 2-kloro-1-(3,4-difluorofenil)etanona

Enantioselektivna redukcija 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona pomocéu kvasca S.
cerevisiae uspje$no je provedena u svim odabranim otapalima. Nakon provedene analize
pomocu plinske kromatografije, iz dobivenih rezultata izraCunati su iskoriStenje procesa
redukcije (7) te enantiomerni visak (ee) prema formulama [6] i [7] kako bi se usporedila
uspjesnost reakcije redukcije u vodi, puferu, u eutektickom bezvodnom otapalu BEG te u
otapalu s 40 % i 80 % udjela vode (BEG40% i BEG80%). Na sljedecoj slici 21 prikazani su
enantiomerni visak (ee) i iskoriStenje procesa (1) reakcije redukcije katalizirane enzimima
pekarskog kvasca u odabranim otapalima BEG, BEG40% i BEG80%, vodi i puferu.
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Slika 21. IskoriStenje reakcije i enantiomerni viSak redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-
fenil)etanona katalizirane enzimima pekarskog kvasca S. cerevisiae. Reakcijski uvjeti: 1,81
mg mL™ supstrata 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona; 0,5 g pekarskog kvasca; 7 dana;

28 °C. Podaci su izrazeni kao srednje vrijednosti = S.D. (n = 3).

Dobiveni rezultati ukazuju na visoku enantioselektivnost biokatalizatora prema (S)-alkoholu
Sto je u skladu s Prelogovim modelom redukcije (Prelog, 1964). IskoriStenja reakcije
redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona u otapalu BEG s razli¢itim udjelima vode
uglavnom su bila oko 90 % ili vise Sto je vidljivo na slici 21. Takoder, prema dobivenim
rezultatima moze se zakljuciti da povecanje udjela vode u sastavu otapala povoljno utjece na
iskoriStenje redukcije, odnosno da se najveca iskoriStenja postizu u otapalu BEG s 80 %
udjela vode. Takav rezultat bio je ocekivan buduéi da dodatak vode u prirodna eutekticka
otapala koja imaju relativno visoku viskoznost, omogucava bolji prijenos reaktanta i produkta
u reakcijskoj smjesi (Yang 1 sur., 2017). Usporeduju¢i enantiomerni viSak 1 iskoriStenje
redukcije u eutektickom otapalu BEG s 40 % vode, puferu i vodi (slika 21), vidljivo je da se

BEG40% pokazalo kao najuc¢inkovitije otapalo za enantioselektivnu redukciju 2-kloro-1-(3,4-
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difluoro-fenil)etanona u kojem je ostvareno iskoriStenje od 98 % te enantiomerni visak od
65,43 %. Ako usporedimo enantiomerni viSak nakon 7 dana u vodi, puferu i odabranim
NADES-ovima (BEG, BEG40% 1 BEG80%), enantimerni visak je u rasponu od 3,47 % do
65,43 %. Ovakav rezultat nije zadovoljavajuci te bi se upotrebom drugog katalizatora kao Sto
su ketoreduktaze iz Leifsonia sp. mogla povecati specifiCnost supstrata i posti¢i visi
enantiomerni visak (> 99 %). Takoder, kako bi se poboljsala kataliticka sposobnost enzima,
potrebno je regulirati koncentraciju supstrata koja utjece na konverziju supstrata u produkt
(Guo i sur., 2017). Iz literature je dobro poznato da promjena pH vrijednosti utje¢e na
aktivnost i selektivnost enzima koji sudjeluju u reakciji, kao i na regeneraciju koenzima

prisutnog u stanicama, §to posljedi¢no utjece na prinos reakcije (Xiao i sur., 2012).

Dobiveni rezultati nisu pokazali neki uobicajen trend u postocima iskoriStenja procesa i
enantiomernog viska s obzirom na postotak vode u NADES-u. Moguée da je to posljedica
razli¢ite aktivnosti brojnih enzima u stanicama pekarskog kvasca koji su u odredenim
uvjetima aktivni odnosno inhibirani, na S$to mogu utjecati i karakteristike pojedinog
eutektickog otapala (Panic i sur., 2018). U pripremljenim NADES-ovima, konverzije su vece
nego u vodi §to dokazuje prednost primjene BEG kao povoljnog otapala za provodenje
redukcije. Budu¢i da NADES-ovi povecavaju topljivost polarnih i nepolarnih sastojaka,
mogucnosti manipulacije razli¢itom polarnosti otapala putem dizajniranja eutekti¢kih otapala
odabirom razli¢itih komponenti za sintezu otapala su veoma velike. Dizajn otapala odabirom
odredenih metabolita moze biti jedan od razloga povoljnog djelovanja na ucinkovitost

bioredukcije (Dai i sur., 2013).

U zakljucku, rezultati potvrduju prednost upotrebe ispitivanih NADES-ova u proizvodnji (S)-
2-kloro-1-(3,4-difluorofenil)etanola redukcijom 2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona
kataliziranom enzimima pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae obzirom da su
konverzije supstrata u S-produkt rezultirale veé¢im postotkom nego u Cistoj vodi.
Dizajniranjem otapala postizu se takve zeljene karakteristike eutektiCkih otapala koja
doprinose veé¢im konverzijama i rezultiraju zeljenim enenatiomerima (Groger i sur., 2003).
Otapalo BEG pokazalo se kao pogodno prirodno eutekticko otapalo zelenog karaktera za

sintezu lijekova i finih kemikalija u farmaceutskoj industriji.
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5. ZAKLJUCCI

aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) te stabilnost koenzima NAD® i NADH.
Takoder, ispitana je mogucnost primjene istih u reakciji redukcije 2-kloro-1-(3,4-difluoro-
fenil)etanona u komercijalno zanimljive, opticki aktivne alkohole pomocu stanica pekarskog

kvasca S. cerevisiae.
Na osnovu provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Prirodna ecutekti¢ka otapala kolin-klorid:urea, kolin-klorid:glicerol, kolin-klorid:
etilen-glikol, betain:urea, betain:glicerol, betain:etilen-glikol, betain:propilen-
glikol pripravljeni su zagrijavanjem i mijesanjem komponenti u odgovaraju¢im
omjerima uz 100 %-tno iskoriStenje reakcije. Takoder, razrjedivanjem su

pripremljena otapala s odredenim volumnim udjelom vode.

2. Prirodna eutekticka otapala na bazi betaina pokazala su se ucinkovitijim u
provodenju rekacije oksidacije etanola u acetaldehid koju Kkatalizira alkohol
dehidrogenaza u odnosu na otapala na bazi kolin-klorida. Najpovoljnije otapalo je
BEG80%, pri ¢emu volumetrijska aktivnost alkohol dehidrogenaze iznosi 2,60 pm
min™ cm?, dok je najveéa volumetrijska aktivnost enzima bila u puferu, a iznosi
2,77 pm min™ cm’. Povecanje udjela vode u eutektickim otapalima utjece

pozitivno na aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze.

3. Prirodna eutekticka otapala na bazi betaina pokazala su se ucinkovitijim tijekom
pracenja promjena u konformaciji enzima alkohol dehidrogenaze primjenom
spektrofluorimetrije u odnosu na eutekticka otapala na bazi kolin-klorida. S
obzirom na d¢injenicu da je aktivnost enzima u korelaciji s intenzitetom
fluorescencije, izmjerene nize apsorbancije u otapalima na bazi betaina oznacuju
da otapala tvore veze s enzimom i imaju stabilizirajué¢i uc¢inak na enzimsku

aktivnost.

4. Pracenjem promjena asporpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm, odnosno
ispitivanjem stabilnosti koenzima NADH i NAD™ tijekom 15 inkubacije, dobivene

su konstantne vrijednosti realativne apsorbancije u otapalima ChU8 i BEGS, §to
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znaci da su to otapala sa stabiliziraju¢im utjecajem na oba koenzima. Otapala koja
sadrze glicerol u sastavu (ChGly8 1 BGly8) pokazala su se kao otapala s

destabiliziraju¢im utjecajem na koenzime.

Kod enzimima pekarskog kvasca katalizirane enantioselektivne redukcije kloro-1-
(3,4-difluoro-fenil)etanona u otapalima na bazi betaina (BEG, BEG40%,
BEG80%), usporedujuci enantiomerni visak i iskoristenje redukcije u odabranim
eutektickim otapalima, puferu i vodi vidljivo je da se BEG40% pokazalo kao
najucinkovitije otapalo u kojem je ostvareno iskoriStenje od 98 % te enantiomerni

viSak u korist (S)-enantiomera od 65,43 %.

Potvrdena je prednost upotrebe ispitivanih prirodnih eutekti¢kih otapala koji
sadrze betain i etilen-glikol u proizvodnji (S)-2-kloro-1-(3,4-difluorofenil)etanola
redukcijom  2-kloro-1-(3,4-difluoro-fenil)etanona  kataliziranom  enzimima
pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae obzirom da su konverzije supstrata u

S-produkt rezultirale ve¢im postotkom nego u €istoj vodi.
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