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1. UVOD

U mnogim industrijskim procesima koristene su velike koli¢ine hlapljivih i zapaljivih organskih
otapala u reakcijskim sustavima. Takva upotreba uveliko utjee na onecis¢enje okolisa koje je
posljednjih godina sve veci problem zbog globalnih promjena. Upravo zbog toga rastuce podrucje
istrazivanja u razvoju zelenih tehnologija posveéeno je projektiranju novih, ekoloski prihvatljivih

otapala Cija bi upotreba zadovoljila tehnoloske i ekonomske zahtjeve.

Prema nacelima zelene kemije, idealno otapalo trebalo bi biti netoksi¢no, kemijski i fizicki stabilno,
imati nisku hlapljivost i mogucnost viSekratne uporabe te biti jednostavno za rukovanje (Cvjetko,
2012). Poseban naglasak stavlja se na zelena otapala medu kojima se istiCu niskotemperaturna
eutekticka otapala koja karakteriziraju niska hlapljivost, netoksi¢nost, biorazgradivost,
jednostavna sinteza, niska cijena, velika sposobnost otapanja te izvedivost strukturnog dizajna
(Hou i sur., 2018).

Danas, kemijska i farmaceutska industrija suoCava se sa zahtjevom visoke enantiomerne cistoce
bioloski aktivnih kiralnih spojeva u proizvodnii lijekova. Jedna od najvaznijih reakcija u proizvodniji
intermedijera i prekursora kiralnih lijekova je asimetri¢na redukcija ketona u prokiralne alkohole.
U skladu sa zahtjevima zelene kemije taj proces se provodi primjenom enzima ili cijelih stanica.
Pekarski kvasac je idealan biokatalizator za industrijsku primjenu jer je jeftin, lako dostupan i
dobro proucen mikroorganizam, posjeduje GRAS status, a karakterizira ga netoksicnost, bioloska

razgradivost i lagano rukovanje (Cvjetko Bubalo i sur., 2015¢; Xiao i sur., 2012).

Cilj ove studije bio je provesti reakciju asimetricne redukcije halogeniranog acetofenona u svrhu
nastajanja opticki aktivnog alkohola za sintezu lijekova udruzujuéi dva zelena pristupa: (1) pristup
biokatalize primjenom biokatalizatora Saccharomyces cerevisiae te (2) upotreba ekoloski
prihvatljivih otapala — niskotemperaturnih eutektickin otapala (engl. Deep Eutectic Solvents ,
DES).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Biotransformacije

Biotransformacije su enzimski katalizirane pretvorbe organskih spojeva, odnosno enzimske
modifikacije definiranih Cistih spojeva u definirane konacne produkte (Bommarius i Riebel, 2004).
Takvi procesi najvecu primjenu imaju u farmaceutskoj industriji, osobito zbog velike potraznje za
enantiomerno Cistim lijekovima u posljednjih nekoliko godina. Jedna od najznacajnijih
biotransformacija u farmaceutskoj industriji je reakcija enantioselektivne hidrolize pri ¢emu se
dobiva 6-aminopenicilinska kiselina iz prirodnog penicilina primjenom enzima penicilin-acilaze.
Primjena biokatalitickih reakcija povecana je zadnjih godina zahvaljuju¢i dostignuéima u
razumijevanju strukture i funkcije proteina. Prisustvo katalizatora omogucuje drugi reakcijski put
sa smanjenom energijom aktivacije, Sto rezultira ve¢om brzinom reakcije pri istoj temperaturi i
istoj koncentraciji reaktanata (Masel, 2001). Biokatalizatori su prihvatljivi za okolis, jer su potpuno
biorazgradivi i pritom bezopasni za okolis, stvaraju manje otpada te je takav bioproces energetski
ucinkovit (Milner i Maguire, 2012). U usporedbi sa uobitajenim katalizatorima, biokatalizatori
pokazuju brojne prednosti poput visoke stereo-, regio-, kemo- i enantioselektivnosti. Uglavhom
su stabilni i aktivni u uvjetima koji se slazu sa principima zelene kemije i tehnologije, netoksicni
su, biorazgradivi i ponekad ih je moguce reciklirati. Ipak, upotreba biokatalizatora ima i svoje

nedostatke koji su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Prednosti i nedostatci upotrebe biokatalizatora (Milner i Maguire, 2012)

PREDNOSTI NEDOSTATCI

Visoka supstratna regio- i enantioselektivnost | Ograni¢ena supstratna specificnost
Netoksi¢nost Smanjena stabilnost

Biorazgradivost Ogranicena uporaba enzima

Povecana brzina reakcije Inaktivacija enzima temperaturom, pH,

supstratom i/ili produktom

Biokatalizatori mogu biti Ciste kulture mikroorganizama (kvasci, bakterije, plijesni i alge), sirovi ili
procis¢eni enzimi, biljne i Zivotinjske stanice i tkiva te umijetni enzimi (abzimi) (Grogan, 2009a).

Biokatalizatori u biotransformacijama Cesto smanjuju broj reakcijskih stupnjeva te osiguravaju




nastajanje Zeljenog produkta u samo jednom koraku, povecanje prinosa produkta i vodenje

procesa u blagim reakcijskim uvjetima.

2.1.1. Primjena kvasca Saccharomyces cerevisiae u biokatalitickim reakcijama

Kvasci su eukariotski jednostani¢ni mikroorganizmi svrstani u carstvo gljiva koji imaju moguénost
fermentacije. Fermentacija je metabolicki proces pretvorbe organskih supstrata uz koristenje
katalizatora, toCnije pretvorbe Seéera u ugljikov dioksid i alkohol. Upravo zbog te Cinjenice,
primjena kvasca u industrijskim procesima poput proizvodnje alkoholnih pi¢a, biomase (pekarski
i krmni kvasac) i razli¢itih metabolickin produkata je Siroko rasprostranjena. Jedan od
najpoznatijih i najes¢e upotrebljavanih mikroorganizama jest pekarski kvasac Saccharomyces

cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae se zbog svoje dostupnosti i cijene (u usporedbi s vecinom
biokatalizatora koji se koriste za stereoselektivhe biotransformacije) koristi kao biokatalizator za
redukciju prokiralnih spojeva. NetoksiCan je i biorazgradiv Sto je vazna karakteristika u
farmaceutskoj i prehrambenoj proizvodnji. Nadalje, sadrzi viSe oksido-redukcijskih enzima te je
sposoban regenerirati koenzime prisutne u stanicama. Zahvaljujuci tim brojnim enzimima moze
reducirati male alifatske i aromatske ketone prema Prelogovom pravilu Sto rezultira najcesée S-
alkoholom (Glieder, 2008). Cijele stanice pekarskog kvasca pokazuju nisku aktivnost zbog Cega
se koriste razli¢iti postupci permeabilizacije stanine stjenke ¢ime se smanjuje otpor prijenosa
tvari za reaktant i produkt te povecava aktivhost enzima (Sekhar i sur., 1999; Bhat i sur, 1993).
Najznacajniju upotrebu pekarski kvasac ima u asimetri¢noj redukciji karbonilnih skupina pri ¢emu
nastaju opticki aktivni alkoholi. Biokataliza koja ukljuCuje kvasac kao katalizator ne zahtijeva

slozen postupak obrade i kompleksne reakcijske uvjete (Sheldon, 2016).

2.1.1.1.Asimetricna redukcija prokiralnih ketona primjenom Saccharomyces

cerevisiae

Opticki Cisti lijekovi se obi¢no sintetiziraju iz kiralnih gradevnih elemenata dobivenih kemijskom
katalizom ili biokatalizom. Zahvaljujuéi njihovoj jedinstvenoj strukturi, kiralni alkoholi su jedni od
najvaznijih gradevnih jedinica velikog broja kiralnih lijekova. Stereoselektivna redukcija prokiralnih

ketona do kiralnih neracemicnih sekundarnih alkohola uz kvasac Saccharomyces cerevisiae kao


https://hr.wikipedia.org/wiki/Eukarioti
https://hr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizmi

biokatalizator osnovni je proces u organskoj sintezi takvih opticki aktivnih alkohola. Aldehidi i
ketoni su prokiralni supstrati jer vezanjem liganda na ugljikov atom karbonilne skupine karbonilni

ugljik moze postati asimetri¢ni centar molekule.

Tijekom reakcije redukcije ketona u kiralni alkohol, enzimi prenose hidrid sa si- ili re-strane ketona
daju¢i jednostavne (R)- ili (S)-alkohole. Stereokemijski ishod bioredukcije se moze predvidjeti
Prelogovim modelom za redukciju prokiralnih ketona prema kojem se hidrid-ion prenosi
prvenstveno s anti-strane prokiralnog ketona (Faber, 2004; Gorke, 2010). Saccharomyces

cerevisiae se koristi za redukciju ketona uz iskoristenje reakcije 27 - 87 %.

Redukcija se odvija uz regeneraciju reduciranog oblika nikotinamidnog koenzima uz oksidaciju
kosupstrata (ugljikohidrata ili etanola). Mehanizam obnavljanja kofaktora u kvascu jo$ nije u
potpunosti objasnjen. Ugljikohidrati kao energetski izvor za regeneraciju NAD(P)H zahtijevaju
visoku koncentraciju glukoze u usporedbi sa koncentracijom supstrata te se zbog tog razloga
izbjegavaju. Takoder metabolizmom ugljikohidrata dolazi do formiranja pjene od ugljikovog

dioksida i proizvodnje Stetnih nusprodukata (Kometani i sur., 1996).

Najpoznatija redukcija uz upotrebu kvasca Saccharomyces cerevisiae kao biokatalizatora je
redukcija etil-acetoacetata u kiralni alkohol etil-3-hidroksibutanoat, kiralni blok vazan u proizvodnji

industrijski vaznih kemikalija (Slika 1).

O O Pekarski kvasac HO O
] —
TR RT }\)L
3 OCH,CH; H4C OCH,CH,
Etil-acetoacetat etil-3-hidroksibutanoat

Slika 1. Redukcija etil-acetoacetata u kiralni alkohol etil-3-hidroksibutanoat

2.2. Ekoloski prihvatljiva otapala

Otapala se svakodnevno koriste u brojnim industrijskim procesima te se procjenjuje da cine
gotovo 60 % svih industrijskih emisija i 30 % emisija hlapljivih organskih spojeva (Cvjetko Bubalo

i sur., 2015a). Smanjenje opasnih i toksi¢nih otapala u industriji jedan je od prioriteta zelene



kemije, specificnog pristupa kemiji s ciliem smanjenja zagadenja okoliSa. U sklopu zelene
tehnologije, aktivno se istrazuju nova otapala koja ¢e zamijeniti uobiCajena Stetna organska
otapala. Idealno otapalo trebalo bi biti jednostavno za upotrebu, kemijski i fizicki stabilno,
netoksic¢no, niske hlapljivosti, biorazgradivo te iskoristivo za ponovnu upotrebu. Otapala koja su
se najviSe priblizila ovim zahtjevima su superkriticni i subkriticni fluidi, ionske kapljevine,
niskotemperaturna eutekticka otapala i otapala iz prirodnih/obnovljivih sirovina (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015a). Najbrojnija i prva istrazivana otapala bila su ionske kapljevine (Slika 2). Medutim,
njihova uporaba se izbjegava zbog cinjenice da su vedina toksi¢na i nebiorazgradiva, a proces
proizvodnje slozen i skup. Posljednjih se godina iz tog razloga kao nova zelena, ekoloski
prihvatljiva otapala intenzivno istrazuju eutekticka prirodna otapala cija upotreba zadovoljava

jedno od 12 nacela zelene kemije, koncepta koji je zapoceo ve¢ 1991.godine (Tablica 2).

Subkritiéna H,0 .. Prirodna eutekticka otapala
\

it — Otapala iz obnovljivih izvora
Superkritiéni CO, —\ /

— lonske kapljevine

Slika 2. Zastupljenost zelenih otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a)



Tablica 2. Nacela zelene kemije (Anastas, 2001)

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati nakon Sto je nastao.

2. Tok kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuce ulazne sirovine u
konacni proizvod.

3. Sintetske procese, ako je moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe i ne
proizvode tvari toksicne za ljude i okolis.

4. Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksicnost, a zadrzi djelotvornost.
5. Uporabu pomocnih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje i sl.) treba
izbjedi ili zamijeniti neskodljivim, gdje god je to moguce.

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

7. Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke i ekonomske
strane prihvatljivo.

8. Treba izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa (npr. zasti¢ivanje funkcionalnih skupina,
privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).

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

10. Kemijski produkti moraju imati moguénost pretvorbe u produkte neskodljive za okolis
nakon prestanka njihovog djelovanja.

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

12. U kemijskim procesima potrebno je smanjiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati Stetne
posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).

2.2.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) su mjesavine dviju ili
vise komponenata u krutom ili tekuéem stanju, koja u odredenom omijeru imaju nize taliste od
pojedinacnih komponenti smjese (Zhang i sur., 2012). Nastaju kombiniranjem kvaterne
amonijeve soli s donorom vodikove veze ili Lewisovom kiselinom (Slika 3). U pripravi
niskotemperaturnih 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 i glicerola. Komponente u DES-u povezuju se vodikovim vezama koje rezultiraju
mjestimicnom delokalizacijom naboja pri ¢emu dolazi do snizenja tocke taliSta smjese, u odnosu
na tocke talista polaznih sirovina. Svojstva su sli¢na ionskim kapljevinama, no glavna prednost
DES-ova je ta da su ekonomicniji i jednostavniji za proizvodnju, manje toksicni te biorazgradivi.
Ukoliko se u strukturi DES-ova nadu primarni metaboliti, takva otapala nazivaju se prirodna

niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Eutectic Solvents, NADES) koja u potpunosti



udovoljavaju zahtjevima idealnog zelenog otapala prema principima zelene kemije. Fizikalno-
kemijska svojstva ovise o strukturi otapala, a broj mogucih kemijskih struktura koje proizlaze iz

razliCitih kombinacija akceptora i donora vodika je opsezan.

Amonijeve soli

CH
HO f,»CH, = SRRy
\/\N s H.C NH. Ci
\ C
CH, Etil-amonijev klorid

] (EAC)
Kolin-klorid (ChCl)

()t;{)(:.’i 'l."!?{}if-(()‘."‘ veze
0
H,N
2 HO OH HO
HO\/\OH HO/\‘/\OH )—NH_: Y\n/ \n)kOH
0 0 0 0o

OH

Etilen giikol (€a) Glicerol (Gly)  Urea (U)  Malatna kiselina (Mo) Oksalna kiselina (Ox)

Slika 3. Najces¢e koristeni akceptori (amonijeve soli) i donori vodika u pripravi

niskotemperaturnih eutektickih otapala (Durand i sur., 2013.)

Opca formula kojom se mogu definirati je (Smith i sur., 2014):
Cat+tX-zY

Cat+ - bilo koji amonijev, fosfonijev ili sulfonijev kation

X - Lewisova baza, anion halogenog elementa

Z — broj Z molekula koje reagiraju s anionom X

Y — Lewisova ili Bronstedova kiselina

Po kemijskom sastavu niskotemperaturna eutekticka otapala klasificiraju se u Cetiri skupine.
Otapala skupine I Cine kvaterne amonijeve soli i metalni kloridi (MCl,). U skupinu II ubrajamo
hidrirane metalne kloride (MCl,'yH,0). Skupinu III ¢ine donori vodikove veze (RZ). IV. skupinu
karakteriziraju smjese metalnih klorida i donora vodikove veze (MCl, + RZ). Generalne formule za

klasifikaciju DES-ova su prikazane u Tablici 3 (Smith i sur., 2014). Od svih skupina, najcesée



koriStena i istrazivana su otapala skupine III na bazi kolin klorida kombiniranim sa nenabijenim

donorom vodikove veze poput uree, acetamida i etilen-glikola.

Tablica 3. Podjela DES-ova (Smith i sur., 2014)

Skupina Generalna formula Objasnjenje kratica
I Cat*XzMCly M=Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In

I1 Cat*X'zMCl,-yH,0 M=Cr, Co, Cu, Ni, Fe

III Cat*X'zRZ Z2=CONH:, COOH, OH
11" MCl,+RZ=MCl.;*+ RZ+MCl,4, M=Al, Zn ; Z=CONH_, OH

2.2.2. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u biokatalizi

Upotreba niskotemperaturnih eutektickin otapala Siroko je rasprostranjena u reakcijama
biotransformacije zbog moguénosti modifikacije sastavnica DES-a izborom njegovih komponenti.
DES-ovi imaju viSestruku ulogu u razli¢itim tipovima reakcija poput esterifikacije, hidrolize,
redukcije i oksidacije. Takoder se koriste kao Cista otapala, kootapala u vodenim medijima, dijelovi
dvofaznog sustava ili supstrati u reakcijama biokatalize (Faber, 2011). U odnosu na ionske
kapljevine i organska otapala, upotreba DES-a pokazuje vecu ucinkovitost u lipazom kataliziranim
reakcijama (Gorke i sur., 2008). Niskotemperaturna eutekticka otapala utjecu na tijek biokatalize,

ali i na strukturu i aktivnost biokatalizatora (Xu i sur., 2017).

Primjerice, poveéanjem molarnog omjera donora vodika u niskotemperaturnim eutektickim
otapalima na bazi kolin klorida poveéava se udio a-uzvojnica u peroksidazi hrena Sto posljedi¢no

otvara tercijarnu strukturu proteina i povecava aktivnost i stabilnost enzima (Wu i sur., 2014).

Odabir komponenti DES-a, donora i akceptora vodikove veze bitno odreduje proces biokatalize te

molarni omjer sastavnica koji utjece na svojstva otapala.



2.2.3. Svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

Svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala mogu se podeSavati s obzirom na moguénost
velikog broja kombinacija zadanih komponenti. Na taj nacin postizu se Zeljena kiselost, polarnost,

topljivost otapala, tocka ledista, viskoznost i vodljivost (Zhang i sur., 2012).

Viskoznost

Viskoznost je bitno svojstvo svake otopine jer utjee na fenomen prijenosa mase i na vodljivost
fluida. Vecina niskotemperaturnih eutektickih otapala ima relativno visoku viskoznost pri sobnoj
temperaturi koja je najcéesée posljedica prisutnosti Siroke mreze vodikovih veza koje se formiraju
medu komponentama otapala te utje¢u na mobilnost. Takoder, vazno je spomenuti i veli¢ine iona
te mali volumen praznog prostora izmedu molekula otapala kao i elektrostaticke i van der
Waalsove interakcije koje rezultiraju visokom viskoznoS¢u. Otapala manje viskoznosti vise
zadovoljavaju kriterije zelene kemije te su prihvatljivija opcija u industrijskim procesima. Visoka
viskoznost svojstvo je DES-a koje se moze sprijeciti uporabom manijih kationa te fluoriranih
donora vodikove veze. Viskoznost vecine niskotemperaturnih eutektickih otapala ovisi o
temperaturi i ponasa se prema Arrheniusovom modelu, odnosno, porastom temperature dolazi

do smanjenja viskoznosti (Zhang i sur., 2012).
Gustoca

Gustoca DES-a bitno je svojstvo zbog svog utjecaja na prijenos mase i termodinamicke parametre
poput kinematicke viskoznosti i izotermne kompresije. Ovisi o Cisto¢i, omjeru komponenti te
nacinu priprave DES-a. Osobit utjecaj ima molarni omjer organske soli i donora vodikove veze.
Gustoca vecine niskotemperaturnih eutektickih otapala veéa je od gustoce vode, a razlike su
posljedica drugacije organizacije molekula ili nastajanja otapala. Velika gusto¢a moze stvarati

probleme prilikom rukovanja i upotrebe DES-a (Zhang i sur., 2012).
Tocka ledista

Glavna karakteristika DES-a je niska tocka lediSta. Otapala sa tockom ledista nizom od 50 °C su
najprakti¢nija za primjenu u industriji (Zhang i sur., 2012). Ve¢ spomenuto u poglavlju 2.2.1.
komponente DES-a povezuju se vodikovim vezama koje rezultiraju mjestimicnom delokalizacijom

naboja pri ¢emu dolazi do snizenja tocke talista smjese, u odnosu na tocke taliSta polaznih sirovina



(Tablica 4). Odli¢an primjer je smjesa kolin klorida (ChCl) ¢ija temperatura talista iznosi 302 °C
pomijeSanog s ureom temperature taliSta 133 °C u molarnom omjeru 1:2, gdje temperatura
taljenja dobivenog niskotemperaturnog eutektickog otapala iznosi 12 °C (Cvjetko Bubalo i sur.,

2015a).

Tablica 4. Tocke talista nekih niskotemperaturnih eutektickih otapala. (Tm): temperatura talista

Cistog donora vodikovih veza; CC - kolin klorid

Donor vodikovih veza CC/donor H- Tm/ Tm/ Ref.
veza °C C
j’L Urea 1:2 134 12 Abbott1
sur.,
H,N™ “NH, 2003
S Tioureca 1:2 175 69 Abbott 1
)L Sur.,
H,N NH, 2003
H OH Glicerol 1:2 17.8 40 Hayyani
0/\0(:\ sur.,
2010
O O Malonska 1:1 135 10  Abbott 1
M kiselina sur.,
HO OH 2004
O Sukcinska 1:1 185 71  Abbott 1
oH (jantarna) sur.,
HO kiselina 2004
O
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Acetonitril, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Destilirana voda, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb
Etil-acetat, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

Natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Halogenirani acetofenon, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala bili su analiticke Cistoce.

3.1.2. Biokatalizator

Instant suhi pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae, Lesaffre Adriatic d.o.o.

3.1.3.0topine i puferi

Kalij-fosfatni pufer, pH = 7
2,336g K,HPO4i 1,577g KH,PO, otopi se u destiliranoj vodi u ukupnom volumenu od 250

mL

3.1.4. Oprema i uredaji

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka
Eppendorf epruvete, Deltalab, Spanjolska
Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, Slovenija
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e Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Homogenizator/inkubator ES-20/60, Biosan, Latvija

e Laboratorijska tresilica, KL2, Fisher Scientific GmbH,Schwerte, Njemacka

e Laboratorijsko posude (epruvete, kivete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne tikvice,
stalak za epruvete, tikvice s okruglim dnom)

e Magnetska mijeSalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

e Mikropipete (10 pL, 20 pL, 200 pL, 1 mL, 5 mL)

e Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

e Rotacioni vakuum upariva¢, DEVAROT Slovenija, Buchi R-124, Svicarska

e Ultrazvucna kupelj GRANT XUBS5, Grant Instruments, Engleska, Ujedinjeno Kraljevstvo

e UV-Vis spektrofotometar, GENESYSTM 10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD

3.2. Metode rada
3.2.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala

U ovom radu pripremljena su niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi kolin klorida. U tikvici
s okruglim dnom pomijesaju se kolin klorid i etilen-glikol u zadanom masenom omjeru uz dodatak
10, 50, 70 i 90 % (w/w) vode (Slika 4). Mase komponenata prikazane su u Tablici 5. Reakcijska
smjesa se zagrijava na magnetnoj mijesalici pri temperaturi od 50°C tijekom 2 sata. Dobivena

tekudina je prozirno, bezbojno i homogeno niskotemperaturno eutekticko otapalo.

Kolin klorid Etilen-glikol Voda
CHa CH,OH G - :
+ ) - 2 O Prirodno eutekticko otapalo
D““/_Li;HC ° + CH,0H LT ChEG
3

Slika 4. Priprema niskotemperaturnog eutektickog otapala kolin klorid:etilen-glikol
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Tablica 5. Mase komponenata za pripremu niskotemperaturnog eutektickog otapala

Puni naziv Kratica Udio vode m (kolin klorid) | m (etilen-glikol)

DES-a [%, Ww] (o] [a] m (voda) [g]

Kolin klorid:
etilen-glikol s ChEG10 10 5,560 4,960 1,170
10 % vode

Kolin klorid:
etilen-glikol s ChEG50 50 2,780 2,480 5,260
50 % vode

Kolin klorid:
etilen-glikol s ChEG70 70 1,668 1,488 7,350
70 % vode

Kolin klorid:
etilen-glikol s ChEG90 90 0,665 0,496 9,468
90 % vode

3.2.2. Enantioselektivha asimetricna redukcija halogeniranog acetofenona

katalizirana pekarskim kvascem Saccharomyces cerevisiae

Enantioselektivna redukcija halogeniranog acetofenona provedena je u niskotemperaturnim
eutektickim otapalima, puferu te vodi za usporedbu pomoéu pekarskog kvasca Saccharomyces
cerevisiae koji je biokatalizator reakcije. KoriStena su niskotemperaturna eutekticka otapala sa
razli¢itim masenim udjelom vode: ChEG10, ChEG50, ChEG70, ChEG90 (Tablica 5). Reakcijom

redukcije halogeniranog acetofenona nastaje kiralni halogenirani alkohol (Slika 5).

Saccharomyces cerevisiae

DES, pufer, voda
i 3

R’ R
Halogenirani acetofenon Kiralni halogenirani alkohol

R' R? R?- atom halogena

Slika 5. Redukcija halogeniranog acetofenona u prokiralni alkohol
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Prvobitno se 5 g kvasca Saccharomyces cerevisiae pomijeSa sa destiliranom vodom u epruveti
koja se nadopuni do 40 mL te mijeSa na homogenizatoru dok se ne dobije homogena smjesa.
Dobivena suspenzija se centrifugira na 4500 o min tijekom 20 minuta. Nakon centrifugiranja,
supernatant se odlije, a talog (kvasceva biomasa) se koristi dalje za reakciju asimetri¢ne redukcije

halogeniranog acetofenona.

Reakcija redukcije provodi se u puferu, vodi te niskotemperaturnim eutektickim otapalima (DES)
sa razli¢itim udjelom vode — 10, 50, 70 I 90 % (w/w) prema slijedeéem protokolu. U epruvetu se
doda 0,5 g pripremljenog kvasca, 1,5 mL odabranog otapala (voda, DES ili pufer) te 10 pL
supstrata halogeniranog acetofenona koncentracije 2 mg mL* ¢ime zapocinje reakcija redukcije
acetofenona. Supstrat je pripremljen otapanjem 4 g halogeniranog acetofenona u 2 mL

acetonitrila. Pripremljene epruvete se stavljaju na tresilicu na sobnu temperaturu kroz 7 dana.

Nakon 7 dana, uzorci se centrifugiraju na 6000 o min™ tijekom 10 minuta i dekantiraju kako bi se

uklonio kvasac koji zaostaje u talogu.

Poslije dekantiranja se zaostali produkt i supstrat iz supernatanta ekstrahiraju pomocu etil-
acetata. Prije ekstrakcije se dodaje 1,5 mL destilirane vode u supernatant kako bi se struktura
DES-a razbila te na taj nacin omogudila difuziju slobodnog supstrata i produkta u organsko
otapalo. Ekstrakcija se provodi jednokratno etil-acetatom. Epruveta sa uzorkom se nadopuni
etilacetatom do 30 mL te homogenizira na Vortexu. Nakon ekstrakcije vidljive su dvije faze,
hidrofobna i hidrofilna. U gorniji sloj, u kojem se nalazi organska faza, se dodaje natrijev sulfat
kako bi vezao visak vode. Organska faza se uparava do suha na rotacionom vakuum uparivacu.

Upareni uzorak se zatim resuspendira u etil-acetatu i analizira plinskom kromatografijom.

Kako bismo usporedili uspjesnost redukcije razli¢itin supstrata u razliitim otapalima, za svaku

pojedinu reakciju racuna se konverzija reakcije te enantiomerni visak prema jednadzbama [1] i

[2].

Konverzija reakcije redukcije X (%) izraCuna se prema jednadzbi:

C
X = 2L x 100[1]
Cac

gdje cy predstavlja izmjerenu koncentraciju alkohola (mol L), a caxr pocetnu koncentraciju

acetofenona (mol L1).
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Enantiomerni visak ee (%) izracuna se prema jednadzbi:

ee =201=RoH o 100 [2]
SoHtRon

gdje Ron predstavlja povrsinu ispod pika (R)-halogeniranog alkohola, a Son povrsinu ispod pika

(5)-halogeniranog alkohola.

3.2.3. Identifikacija halogeniranog acetofenona

Kvalitativha i kvantitativna analiza redukcije halogeniranog acetofenona provedena je pomocu

plinske kromatografije s masenom spektroskopijom na uredaju Shimadzu QP2010PLUS.

Kromatografski uvjeti za odredivanje supstrata:

Kromatografska kolona: kapilarna kiralna kolona  DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Pokretna faza: Helij

Protok: 6,7 mL min!

Detektor: maseni spektrometar (MS)

Temperatura kolone: T1= 90 °C (1 min), T2 = 155 °C (A = 5 °C min), T3 = 220 °C (A
= 0,5 °C min?)

Vrijeme trajanja analize: 133,30 min

Identifikacija halogeniranog acetofenona i (R,S)-halogeniranog alkohola provedena je na temelju

njihovih retencijskih vremena, odnosno na temelju vremena izlazenja razdvojenih pikova u

reakcijskoj smjesi s kiralne kromatografske kolone te je potvrdena usporedbom masenih spektara

u bazi podataka.
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Slika 6. Tipican prikaz plinskog kromatograma enantioselektivne redukcije halogeniranog

acetofenona katalizirane pekarskim kvascem

Izrada baZdarnog dijagrama

Ishodna otopina halogeniranog acetofenona (¢ = 1 mg mL?) pripremljena je u etil-acetatu radi
izrade bazdarnog dijagrama. Potom su pripremljena i razrjedenja ishodne otopine navedenog
supstrata na nacin da mnozinske koncentracije iznose 1 mg mL?, 0,5 mg mL?; 0,25 mg mL?;
0,025 mg mL*! te 0,0125 mg mL?. Na grafickom prikazu su izmjerene vrijednosti povrsine
kromatografskog pika stavljene na ordinatu, dok se na apscisi nalaze pripadajuce vrijednosti
mnozinskih koncentracija (Slika 7). Bazdarni dijagram ovisnosti mnoZzinske koncentracije

halogeniranog acetofenona o povrsini ispod pika konstruiran je pomocu racunala.

Nepoznate koncentracije (R)-halogeniranog alkohola i (S)-halogeniranog alkohola tijekom
reakcije redukcije halogeniranog acetofenona u niskotemperaturnom eutektickom otapalu, puferu

ili vodi izracunate su izravno iz jednadzbe pravca dobivene iz bazdarnog dijagrama.

16



800000000

700000000

600000000

‘e 500000000

d pika

400000000
y = 732281815.31x + 20657018.03

R?=0.99

Sinaispo

300000000

Povr

200000000

100000000

0 0.2 04 0.6 0.8 1 12

Koncentracija halogeniranog acetofenona (mg mL?)

Slika 7. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije halogeniranog acetofenona

3.2.4. Predtretman pekarskog kvasca S. cerevisiae lizom stanica pomocu kuglica

Prije tretmana se pripremaju suspenzije stanica kvasca. Stanice pekarskog kvasca S. cerevisiae
resuspendiraju se u fosfathom puferu pH=7 u omjeru 1:15 na sobnoj temperaturi tijekom 45
minuta. Dobivena suspenzija se centrifugira na 6000 o min™ tijekom 5 minuta. Kvasac je nakon
centrifugiranja prvo ispran destiliranom vodom, a zatim ponovno podvrgnut centrifugiranju. Za
lizu stanica pomoc¢u kuglica 5 g vlaznih stanica kvasca pomijeSa se sa 5 mL pufera , odnosno
odabranog DES-a i kuglicama. DES koji se pokazao najpogodnijim za koriStenje je ChEG70 sa 70
% udjela vode (w/w). Nakon predtretmana kuglicama u reakcijsku smjesu se dodaje 10 pL
supstrata (halogeniranog acetofenona) ¢ime zapocinje reakcija redukcije. Epruvete se potom
stavljaju na termostatiranu tresilicu na 30 °C te se nakon 24 h analizira reakcijska smjesa iz koje
se produkt i zaostali supstrat ekstrahiraju s etil-acetatom, uz snazno mijeSanje na vrtloznoj

mijesalici. Takav ekstrakt se zatim analizira plinskom kromatografijom.
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3.2.5. Vijabilnost S. cerevisiae u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Vijabilnost stanica jedan je od vaznih proizvodnih parametara. Odredivanje vijabilnosti stanica je
najzastupljenija metoda za analizu utjecaja kemijskih i fizikalnih faktora na mikroorganizme.
Definira se kao postotak zivih stanica u populaciji. Vijabilnost stanica kvasca Saccharomyces
cerevisiae se moze odrediti pomocu na viSe naCina, mjerenjem opticke gustoée UV-Vis
spektrofotometrom i brojanjem nevijabilnih stanica pod mikroskopom. Mjerenje se vrsi na valnim
duljinama od 260 i 280 nm. Pri tome apsorbancija otopine pri 280 nm odrazava koncentraciju
proteina u otopini, a apsorbancija pri 260 nm prisustvo odredene koli¢ine nukleinskih kiselina.
Druga metoda je diferencijalno bojanje kvaséevih stanica u suspenziji te brojanje vijabilnih,

odnosno nevijabilnih stanica pod mikroskopom.

3.2.5.1. Mjerenje opticke gustoce kvascevih stanica u niskotemperaturnim

eutektickim otapalima

Prije mjerenja apsorbancije pripremaju se suspenzije stanica kvasca. 0,5 g kvasca Saccharomyces
cerevisiae, pripremljenog na nacin opisan u poglavlju 3.2.4., resuspendira se u 10 mL zadanog

niskotemperaturnog eutektickog otapala (ChEG10, ChEG70), odnosno 10 mL vode.

Priprema uzoraka za mjerenje opticke gustoce pri 260, odnosno 280 nm vrsi se po slijedecem
protokolu: 750 pL zadane suspenzije pomijesa se sa 750 uL destilirane vode u Eppendorf epruvetu
te se uzorak centrifugira na 10 000 o min'! na 10 minuta. Supernatant se zatim prenese u kvarcnu
kivetu kako bismo mogli izmjeriti apsorbanciju. Apsorbancija se ocitava pomocu UV-Vis

spektrofotometra pri valnim duljinama 260 i 280 nm.

3.2.5.2. Pracenje rasta stanica u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Pripremljene suspenzije kvascevih stanica spomenute u poglavlju 3.2.5.1. koriste se za mjerenje
vijabilnosti pod mikroskopom tijekom 7 dana. Uzorak se priprema na sljedeci nacin: 2 pL

suspenzije kvascevih stanica resuspendira se u 1998 L destilirane vode.

Uzorkovanje se vrsi prvi, tredi, peti i sedmi dan. Stanice kvasca boje se komercijalno dostupnim
metilenskim modrilom (tetrametiltionin klorid). Nevijabilne stanice boji plavo, a vijabilne su

bezbojne zbog metabolicke redukcije boje. Vizualizacija i brojanje stanica u duplikatu se vrsi pod
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svjetlosnim mikroskopom u Fuchs-Rosenthalovoj komorici. Koristena je suspenzija 1 uL
metilenskog modrila koji se resuspendira u alikvot uzorka stanica kvasca koji iznosi 40 pL. 20 pL
pripremljenog novog uzorka se postavlja na komoricu te se broje mrtve i Zive stanice pod

mikroskopom. Vijabilnost stanica odreduje se slijede¢om jednadzbom [3].

mrtve stanice

vijabilnost = x 100 [3]

ukupan broj stanica
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4. RASPRAVA I REZULTATI

Jedno od 12 nacela koja su osnova procesima zelene kemije odnosi se na uporabu sigurnijih
otapala i pomo¢nih tvari te se istim naglasava da uporabu pomoénih kemijskih tvari treba izbjeci
ili zamijeniti neskodljivim, gdje god je to moguée (Juki¢ i sur., 2004). Upravo zbog toga je
primjena ekoloski prihvatljivih otapala u proizvodnji industrijski vaznih kemikalija predmet mnogih
znanstvenih istrazivanja u podrucju biotehnologije. Niskotemperaturna eutekticka otapala se zbog
svojih svojstava posljednjih godina razmatraju kao zamjena za tradicionalna i skodljiva otapala u
procesima organske sinteze i (bio)katalize. Neka poZzeljna svojstva ovih otapala su nehlapljivost,
nezapaljivost, stabilnost, niska toksi¢nost i biorazgradljivost te su takoder ekonomski prihvatljive
cijene. Velik interes u industriji primijecen je takoder kod enantioselektivne kataliticke redukcije
prokiralnih ketona ¢ime nastaju kiralni alkoholi koji se koriste u pripremi raznih lijekova i finih

kemikalija.

Cilj ovog rada je vidjeti utjecaj DES-a na konverziju i enantiomerni viSak reakcije asimetricne
redukcije halogeniranog acetofenona u prokiralni halogenirani alkohol pekarskim kvacem

Saccharomyces cerevisiae te odabrati najpogodnije otapalo.

Kako bi se uspjesnost provedene redukcije acetofenona u eutekti¢nim otapalima usporedila s

onim u klasi¢nim otapalima, sinteza je takoder provedena u kalij-fosfatnom puferu te vodi.

4.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala

Priprema niskotemperaturnih eutektickin otapala provela se jednostavnim mijeSanjem dviju
komponenti u odredenom masenom omjeru uz dodatak vode. Polazne komponente koristene u
ovom radu su kolin klorid i etilen-glikol ¢ije mase su prikazane u Tablici 1. Smjesa se mijeSa uz
lagano zagrijavanje dok se ne dobije prozirna, bezbojna i homogena suspenzija. IskoriStenje
pripreme ovih otapala je 100 %, Sto predstavlja veliku prednost u koristenju, ujedno i Cinjenica
da ne nastaje otpad. Sirovine koje se koriste za njihovu pripravu lako su dostupne, relativho
jeftine, sigurne i biorazgradive, Sto Cini pripravljena otapala ekoloski prihvatljivim i ekonomski

odrzivim.
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4.2. Enantioselektivha redukcija halogeniranog acetofenona katalizirana pekarskim

kvascem Saccharomyces cerevisiae

Asimetri¢na redukcija prokiralnih ketona jedna je od najvaznijih i najprakticnijih reakcija za
proizvodnju kiralnih alkohola, koji se koriste za sintezu industrijski vaznih kemikalija kao Sto su
izolirane oksidoreduktaze ili Zive organizme, uvijek se smatra jednom od metoda koje najvise
obecavaju zbog svoje izuzetne enantioselektivnosti i blagih reakcijskih uvjeta. Mikroorganizmi i
enzimi biljnih stanica mogu katalizirati redukciju prokiralnih ketona s visokom regio- i
stereospecificnos¢u. Faber (2011) je naglasio da uporaba enzima kao biokatalizatora poboljSava

stereokemijsku kvalitetu i pojednostavljuje korake odvajanja i odlaganja (Gaso Sokac, 2009).

Za reakcije redukcije kao biokatalizator se najceSce koristi pekarski kvasac Saccharomyces
cerevisiae zbog svoje pristupacnosti i prihvatljive cijene. Lako se rukuje s njim, netoksican je i
dobro proucen. Najznacajniju upotrebu ima u asimetricnim redukcijama karbonilnih skupina pri
¢emu nastaju opticki aktivni alkoholi. U ovom radu je ispitana njegova sposobnost redukcije
halogeniranog acetofenona u prokiralni halogenirani alkohol. Reakcija je provedena u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima i puferu. Koristeni DES-ovi su kolin klorid:etilen-glikol
(ChEG) sa masenim udjelom vode od 10, 50, 70i 90 % (w/w). Dodatkom supstrata halogeniranog
acetofenona u suspenziju kvaséevih stanica i DES-a zapocinje reakcija redukcije acetofenona.
Reakcija se provodi na tresilici kroz 7 dana uz temperaturu od 30 °C. Nakon 7 dana uzorci se
centrifugiraju, ekstrahiraju etil-acetatom, uparavaju do suha na rotacionom vakuum uparivacu te
konacno analiziraju plinskom kromatografijom. Enantioselektivna redukcija uspjesno je provedena
u svim otapalima, a rezultati konverzije supstrata u produkt i enantiomerni visak prikazani su na
Slici 8.
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Slika 8. Enantioselektivha redukcija halogeniranog acetofenona sa biokatalizatorom
Saccharomyces cerevisiae u niskotemperaturnim eutektickim otapalima na bazi kolin-klorida koja
sadrze 10, 50, 70 i 90 % vode (w/w) te puferu. Reakcijski uvjeti: 10 pL halogeniranog
acetofenona, 0,5 g pekarskog kvasca, 7 dana, 30 °C. Podaci su izrazeni kao srednje vrijednosti +
S.D. (n = 3).

Vrijednosti konverzije supstrata u produkt reakcije redukcije halogeniranog acetofenona vrlo su
slicnih vrijednosti u svim koristenim DES-ovima. Moze se zakljuciti da povecanje masenog udjela
vode pozitivho utjeCe na konverziju reakcije jer su najvece vrijednosti postignute kod DES-a sa
90 %-tnim masenim udjelom vode (w/w). Konverzija supstrata u produkt uglavhom iznosi oko
75 % (Slika 8). U DES-u je zabiljezena niza vrijednost konverzije supstrata u produkt u odnosu
na pufer. Enantioselektivnost je znacajno visa u DES-u u odnosu na pufer te raste smanjenjem
udjela vode. Enantiomerni visSak u DES-u sa 10 %-tnim masenim udjelom vode (w/w) postize
vrijednosti od 50 %, dok je ta vrijednost u puferu gotovo jednaka nuli, Sto ukazuje na racemic¢nu
smjesu. Konverzija i enantioselektivnost su obrnuto proporcionalni u usporedbi sa masenim
udjelom vode. Povecanje vode pozitivno utjee na konverziju supstrata u produkt, ali negativho
na enantioselektivnost koja raste povecanjem udjela DES-a. Takav rezultat je ocekivan s obzirom
da dodatak vode u eutekticko otapalo smanjuje njegovu viskoznost te na taj nacin omogucuje
bolji prijenos tvari i povecanje konverzije same reakcije (Zhang i sur., 2012). Ovi rezultati su u

skladu sa dosadasnjim istrazivanjima (Pani¢ i sur., 2020; Cvjetko Bubalo i sur., 2015) koji su
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ustanovili da DES znacajno utjeCe na stereoselektivnost reakcije pri izvodenju biokatalize
primjenom cijelih stanica. Proucavanjem redukcije 1-(3,4-dimetilfenil)etanona (DMPA) primjenom
kvasca Saccharomyces cerevisiae, PaniC i suradnici primijetili su da koriStenjem DES-a
enantiomerni visak varira od 63,1 do 86,7 % u korist S-alkohola. Vrijednosti enantiomernog viska
u usporedbi sa puferom takoder su bile su znatno vise, kao Sto je primije¢eno u ovom radu.
Zakljucili su da enantioselektivnost biokatalize primjenom cijelih stanica takoder ovisi o sadrzaju
vode u niskotemperaturnim eutektickim otapalima, gdje povecanjem udjela DES-a raste i
enantioselektivnost reakcije. Volumni udio vode u DES-u je znacajan i kod konverzije. Poveéanje
volumnog udjela vode u DES-u pozitivno utjece na konverziju (Pani¢ i sur., 2020; Cvjetko Bubalo
i sur., 2015).

4.2.1. Predtretman pekarskog kvasca S. cerevisiae lizom stanica pomocu kuglica

Konverzija i enantioselektivost reakcije u nastavku se rada nastojalo poboljsati predtretmanom
biokatalizatora primjenom staklenih kuglicama (potpunom lizom stanica). Kao modelni sustav za
proucavanje utjecaja predtretmana odabrano je otapalo kolin klorid:etilen-glikol sa 70 % (w/w)

vode.

Stanice kvasca u DES-u sa 70 %-tnim masenim udjelom vode (w/w) podvrgnute su predtretmanu
kako bi se primijetio utjecaj na konverziju i enantioselektivnost reakcije. Potpuna liza stanica
pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae postignuta je predtretmanom pomocu kuglica.
Konverzija supstrata u produkt bez predtretmana iznosi 77 %, dok je vrijednost konverzije nakon
predtretmana pala na 54 %. Vrijednosti enantiomernog viska su gotovo jednake i bez i nakon
predtretmana (Slika 9). Zakljucno, utjecaj predtretmana potpunom lizom stanica negativno utjece
na konverziju, dok na enantioselektivnost nema znacajan utjecaj. Pad vrijednosti konverzije
moguce je povezan sa gubitkom aktivnosti enzima kada iz svog prirodnog okruzenja (stanica)
prijedu u DES.
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Slika 9. Vrijednosti konverzije i enantiomernog viska bez predtretmana i nakon predtretmana

kuglicama

4.3. Vijabilnost S. cerevisiae u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Otkri¢e DES-a relativno je novija pojava, stoga su njihove interakcije s biosustavima jos uvijek
nedovoljno istrazene, posebice za kulture biljnih stanica. Nekoliko studija o stanicama sisavaca i
raznih mikroorganizmima pokazalo je da je DES na bazi kolin klorida i glicerola opcenito
netoksican i biokompatibilan u primjeni s cijelim stanicama. Medutim, u¢inak DES-a na stanice u
smislu rasta i metabolizma nije dovoljno proucen (Pavokovic i sur., 2014). Rast stanica pracen je

inkubacijom u niskotemperaturnim eutektickim otapalima sa razli¢itim masenim omjerima vode.

4.3.1. Pracenje rasta stanica tijekom inkubacije

Vijabilnost se najceSc¢e koristi za odredivanje postotka Zzivih, odnosno mrtvih stanica u nekoj
populaciji, u ovom slucaju postotak vijabilnih kvasé¢evih stanica mjerenih tijekom 7 dana. U ovom
radu vijabilnost je odredena brojanjem prezivjelih stanica u kulturi obojanih metilenskim

modrilom. Stanice obojane u plavo su nevijabilne, a bezbojne su vijabilne (Slika 10).

Uzorci su mijereni tijekom prvog, treceg, petog i sedmog dana. Pad Zvih stanica kvasca

Saccharomyces cerevisiae u zadanim otapalima tijekom 7 dana prikazan je rezultatima u Tablici
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6. Otapala koriStena za eksperiment su ChEG10, ChEG70 i voda. Najbrzi pad Zivih stanica
pojavljuje se kod niskotemperaturnih eutektickin otapala sa malim masenim udjelom vode
(ChEG10) (Slika 10). Smanjena vijabilnost kvasca u mediju s visokim udjelom DES-a moze se
objasniti kao posljedica visokog osmotskog tlaka Sto posljedicno rezultira difuzijom vode iz
stanica. Rezultati su u skladu sa ocekivanjem zbog nastalog osteéenja stanice tijekom odredenog

razdoblja.

Tablica 6. Vijabilnost kvascevih stanica. Uvjeti inkubacije: 0,5 g pekarskog kvasca, 10 mL otapala
(DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Udio Postotak zivih stanica (%)
vode u
1.dan 3.dan 5.dan 7.dan
DES-u
10 31,36 29,54 0,46 0,00
70 43,00 42,38 39,22 30,40
voda 56,15 55,70 45,05 34,28
60
50
S
g 40
é 30
2
& 10
0
1.dan 3.dan 5.dan 7.dan
— ] 70 voda

Slika 10. Graficki prikaz pada rasta kvaséevih stanica. Uvjeti inkubacije: 0,5 g pekarskog kvasca,
10 mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.
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Slika 11. Stanice kvasca u 70 % DES-u pod mikroskopom nakon 3. dana. Uvijeti inkubacije: 0,5
g pekarskog kvasca, 10 mL ChEG70, 3 dana, 30 °C.

4.3.2. Mehanizam djelovanja DES-a na stanice kvasca

Najvjerojatniji mehanizam koji bi objasnio djelovanje DES-a na zive organizme ukljucuje
interakcije sa staniénim membranama. Do sada sve ispitane eukariotske stanice pokazuju
povecanje propusnosti lipidne membrane kao odgovor na izlaganje DES-ovima (Gaso Sokac,
2014). U nasem slucaju, moguéi poremecaj membrane odreden je oslobadanjem DNA i proteina

u medij za kulturu, odreden mjerenjem apsorbancije na 260 hm odnosno 280 nm.

UV apsorpcija pri 280 nm rutinski se koristi za procjenu koncentracije proteina. Apsorbancija
mjerena pri toj valnoj duljini oznacava prisutnost stani¢nih proteina. Povecanje propusnosti lipidne
membrane potvrdeno je poveéanjem mijerene apsorbancije tijekom sedam dana. Apsorbancija
raste jer dolazi do oslobadanja proteina u medij koji se apsorbiraju na zadanoj valnoj duljini (Slika
12).
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Slika 12. Apsorbancija kvaséevih stanica u razliCitim otapalima mijerena pri 280 nm. Reakcijski

uvjeti: 0,5 g pekarskog kvasca, 10 mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.

Mjerenjem apsorbancije pri 260nm na UV-Vis spektrofotometru takoder su dobiveni rezultati
kojima moZemo pretpostaviti da je nastalo osteéenje staniche membrane. DNA molekula
apsorbira zracenje valne duljine 260 nm. Povecanje apsorbancije tijekom odredenog perioda
ukazuje na povecanu propusnost staniche membrane tijekom 7 dana, jer dolazi do istjecanja

molekule DNA u medij kroz pore na membrani (Slika 13).
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Slika 13. Apsorbancija kvaséevih stanica u razliCitim otapalima mijerena pri 260 nm. Reakcijski

uvjeti: 0,5 g pekarskog kvasca, 10 mL otapala (DES, voda), 7 dana, 30 °C.
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DES sa udjelom vode veéim od 50 % (w/w) moze se smatrati vodenom otopinom umjesto
eutektickom smjesom. Stoga disocirani kationski kation u DES-u moZe stupiti u interakciju s
polisaharidnim lancima vodikovom vezom ili elektrostatickom interakcijom te na taj nacin
uzrokovati poremecaj stanicne stijenke. Medutim, povecana propusnost staniche membrane
mogla bi biti povoljna za biokatalizu jer bi omogudila laksi prolaz supstrata/proizvoda kroz

poremecéenu membranu (Yang i sur., 2017).

Zakljucno, u ovom radu pokazano je da se odabirom DES-a sa razliCitim masenim udjelima vode
moze znacajno utjecati na konverziju i enantioselektivnost bioredukcije derivata acetofenona.

Takoder je prikazan utjecaj DES-a na rast stanica i propusnost stanicne membrane.

Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u biokatalitickim reakcijama predstavlja doprinos

razvoju novih zelenih procesa.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu ispitana je upotreba i utjecaj eutektickih prirodnih otapala na reakciju asimetri¢ne

redukcije halogeniranog acetofenona u kiralni alkohol uz biokatalizator Saccharomyces cerevisiae.

Reakcija je ispitana u Cetiri otapala sa razliCitim udjelom vode. Na temelju provedenih istrazivanja

i rezultata izvedeni su sljededi zakljucci:

1.

Niskotemperaturna eutekticka otapala pripravljena su zagrijavanjem i mijeSanjem kolin
klorida i etilen-glikola u odredenom masenom omjeru uz 100 % iskoristenje reakcije.
Vrijednosti konverzije supstrata u produkt zabiljezene kod DES-a su nize od pufera.
Vrijednosti enantiomernog viska ostvarenog u redukciji halogeniranog acetofenona
pomocu stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae u (S)kiralni alkohol u svim ispitanim
DES-ovima viSe su od vrijednosti dobivene u puferu.

Enantioselektivnost reakcije redukcije acetofenona primjenom kvasca S. cerevisiae raste
smanjenjem udjela vode u DES-u.

Usporedujuci vrijednosti konverziju supstrata u produkt reakcija redukcije halogeniranog
acetofenona u niskotemperaturnim eutektickim otapalima sa razli¢itim masenim udjelima
vode zakljuCuje se da povecanjem masenog udjela niskotemperaturnog eutektickog
otapala pada konverzija reakcije, odnosno raste poveéanjem masenog udjela vode.
Postotak zivih stanica pada tijekom odredenog razdoblja inkubacije stanica kvasca u DES-

u, najbrze kod DES-ova sa malim masenim udjelom vode.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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