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1. UvOD

U posljednja dva desetlje¢a sve vise pozornosti je usmjereno razvoju razliCitih ekoloski
prihvatljivih, prilagodljivih i odrzivih otapala koja mogu zamijeniti konvencionalna Stetna
organska otapala. Zbog zastite okoliSa, zdravlja te sigurnosnih implikacija odredenih organskih
otapala, poticaj u zamjeni otapala raste na globalnoj razini. Stoga, zelena kemija postaje
prepoznatljiva disciplina koja obuhvaca primjenu zelenih i odrzivih tehnologija. Prema nacelima
zelene kemije, da bi se otapalo kvalificiralo kao zeleni medij, ono mora zadovoljavati niz
kriterija vezanih uz njihovu toksi¢nost, zapaljivost, stabilnost, biorazgradivost, recikliranje,
dostupnost te nisku cijenu. Najveéi potencijal u podru¢ju zelene kemije za zamjenu organskih

otapala su superkriti¢ne tekucine, ionske kapljevine te eutekti¢ka otapala.

Niskotemperaturna eutekticka otapala (DES-ovi) definiraju se kao smjese dvaju ili vise
komponenti pripremljenih mijeSanjem kvaternih amonijevih soli i donora vodika u odredenom
molarnom omjeru, S$to rezultira nastankom homogene kapljevine (Radovi¢, 2020). Izborom
komponenti i njihovog omjera moguce je dizajnirati fizikalno-kemijske karakteristike i utjecati
na uspjesnost istih zbog Cega su hiskotemperaturna cutekti¢ka otapala nasla Siroku primjenu u
organskoj sintezi, (bio)katalizi, proizvodnji nanomaterijala, u procesima ekstrakcije i separacije
organskih i anorganskih komponenti te elektrokemiji. Najveca paznja usmjerena je na reakcije
katalizirane lipazama, posebice reakcije sinteze estera i transesterifikacije pri cemu DES moze
imati ulogu otapala, kootapala ili supstrata u slucaju kad je jedna od ishodnih komponenti DES-a

supstrat spomenute reakcije.

Cilj ovog rada je ispitati aktivnost i stabilnost lipaza u hidrofobnim niskotemperaturnim
eutektickim otapalima (hDES). U tu svrhu koristene su sljedece lipaze: lipaza B izolirana iz
Candida antarctica (CALB), lipaza AH "Amano" izolirana iz Pseudomonas cepacia (AH), lipaza
AS "Amano" izolirana iz Aspergillus niger (AS), lipaza AYS "Amano" izolirana iz Candida

cylindracea (AYS) te lipaza G "Amano" izolirana iz Penicillium camembertii (G).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ZELENA KEMIJA

Zelena kemija je propulzivno podrucje istrazivanja koje pokusava pronaci i odrzati ravnotezu
izmedu primjene prirodnih resursa, ekonomskog rasta i ocuvanja okoliSa, stvaraju¢i novu
generaciju znanstvenika i1 tehnologa koji ¢e na ekonomskoj osnovi analizirati procese 1 materijale
upotrijebljene u proizvodnji i razvoju da bi sacuvali prirodne resurse i okoli§ (Juki¢ i sur., 2004).
Pokret zelene kemije razvio se ranih 1990-ih od strane Ameri¢ke agencije za zaStitu okolisa
(engl. United States Environmental Protection Agency, US EPA) s ciljem promoviranja
inovativnih kemijskih tehnologija da bi se smanjila ili potpuno uklonila primjena Stetnih i
opasnih tvari (Lancaster, 2002). U sklopu pokreta, formulirano je dvanaest nacela koja su
prihvacena kao univerzalni pravilnik za postizanje ciljeva i odrzivosti. Prilikom provodenja
procesa prema nacelima zelene kemije, nemoguce je udovoljiti zahtjevima svih 12 nacela, ali se

u svim stupnjevima sinteze nastoji primijeniti ¢im veci broj istih (Jukic i sur., 2004).
Dvanaest nacela zelene kemije jesu:

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati 1 uniStavati nakon S$to je nastao.

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

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

4. Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksi¢nost, a zadrZi djelotvornost.
Uporabu pomo¢nih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje i sl.) treba
izbje¢i 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 tehni¢ke 1 ekonomske
strane prihvatljivo.

8. Treba izbjegavati nepotrebna proSirenja procesa (npr. zasti¢ivanje funkcionalnih skupina,

privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).



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 $tetne

posljedice poput eksplozije, vatre i Stetnog isparavanja (Jukic i sur., 2004).

Primjena hlapivih organskih otapala u industriji je Siroko zastupljena ukljucujuéi postupke poput
ekstrakcije, biotransformacije, razdvajanja, proc¢iséavanja i suSenja proizvoda te sintetskih
reakcija i analiti¢kih metoda. Usprkos tomu, organska otapala odgovorna su za znacajne koli¢ine
oneciS¢enja zraka i vode uzrokuju¢i brojne negativne uéinke na okoli§ (promjena klime na
globalnoj razini, naruSavanje ozonskog omotaca, narusavanje ljudskog zdravlja i sl.). K tomu,
mnoga organska otapala su takoder otrovna Sto zahtijeva koriStenje dodatne zastitne opreme, a
proces njihove regeneracije i ponovne uporabe je tehnoloski zahtjevan te rezultira energetskim

gubitkom uz unakrsno onecis¢enje (Radovié i sur., 2021).

Spomenuto je dovelo do potrebe za razvojem razlicitih ekoloski prihvatljivih, prilagodljivih i
odrzivijih zelenijih otapala, medu kojima se isti¢u ionske kapljevine, superkriti¢ni i subkriti¢ni
fluidi, fluorirana otapala te otapala dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora (Radovi¢ i sur.,
2021). Uz navedeno, trenutno raste interes za koristenjem netoksi¢nih materijala te alternativnih
izvora energije specifi¢no selektivnih za odredene molekule ili veze, dajuci time ustedu energije i
poveéanu selektivnost. Takvi izvori uklju¢uju mikrovalove, fotokemijske, ultrazvucne i

elektrokemijske izvore (Lancaster, 2002).

2.2. ZELENA OTAPALA

Da bi se neko otapalo kvalificiralo kao zeleni medij, ono mora zadovoljavati stroge zahtjeve
vezane uz njihovu toksi¢nost, biorazgradivost, recikliranje, odrzivost, dostupnost te nisku cijenu

(Vanda i sur., 2018; Abbott i sur., 2004). Takoder, otapalo ne smije biti zapaljivo i eksplozivno.



Osnovna dva pristupa u razvoju zelenih otapala ukljuc¢uju primjenu otapala koja pokazuju bolja
svojstva prema okoliSu, zdravlju, sigurnosti i otapala iz obnovljivih izvora te zamjenu Stetnih

otapala i otapala koja se dobivaju iz nafte. (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

U vecini slucajeva, kao prvo otapalo od izbora se namece voda upravo zbog svoje dostupnosti,
niske cijene, netoksi¢nosti i nezapaljivosti te sigurnosti za okolis i ljude. Medutim, slaba topivost
mnogih organskih i organometalnih spojeva u vodi, visoka temperatura taljenja (Tt = 0 °C) te
visoka molarna entalpija isparavanja (AHy = 40,65 kJ/mol) su glavni ograni¢avajuci faktori njene
primjene kao otapala (Radovi¢ i sur., 2021; Cvjetko Bubalo i sur., 2015a). Kao §to je vec
spomenuto, nedostaci uporabe vode i organskih otapala doveli su do razvoja novih vrsta otapala-
ionskih kapljevina, superkriticnih tekucina te eutektickih otapala. Njihova zadaca je nadici
prethodno navedene nedostatke u skladu s zahtjevima zelene kemije te osigurati sigurnost

radnika, okolisa i procesa.

2.3. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) definiraju se kao smjese dviju ili vise
komponenti, u ¢vrstom ili teku¢em agregatnom stanju, koje pri odredenim uvjetima mogu tvoriti
kapljevinu. Uslijed formiranja intramolekulskih interakcija dolazi do delokalizacije naboja te
posljedicno smanjenja taliSta smjese u odnosu na tocke taliSta pojedinacnih komponenti smjese
(Radovi¢ 1 sur., 2021). Pod pojmom niskotemperaturna eutekticka otapala se podrazumijevaju
eutekticke smjese kod kojih dolazi do znacajnog sniZzenja temperature taliSta. Klasi¢an primjer
prikazan na slici 1 je smjesa kvartarne amonijeve soli kolin-klorida (Tt = 302 °C) i uree (Tt = 132
°C) u omjeru 1:2, pri poviSenoj temperaturi i uz neprestano mijeSanje dobiva se

niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo s taliStem od 12 °C (Radovi¢ i sur., 2021).
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Slika 1. Sinteza eutektickog otapala kolin-klorid:urea (1:2) (Shekaari i sur., 2017).




Op¢a formula niskotemperaturnih eutektickih otapala je Cat*XzY gdje je Cat™ amonijev, sulfatni
ili fosfatni kation, dok je X Lewis-ova baza, obi¢no halogenid. Iz toga proizlazi da Cat™X
zajedno predstavljaju akceptor vodikove veze. Y predstavlja Lewis-ovu ili Brgnsted-ovu
kiselinu, dok je z broj Y molekula koje stupaju u interakcije s odgovaraju¢im anionom (Radovié¢
i sur., 2021; Smith i sur., 2014). Prema radu Smith i sur. (2014), niskotemperaturna eutekticka

otapala podijeljena su u Cetiri skupine:

Tip | (kvartarna sol Cat*X" i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe)

Tip Il (kvartarna sol Cat"X" i halogenid metala poput Cr, Co, Fe)

Tip 11 (kvartarna sol Cat™X" i donor vodikove veze poput amida, kiseline, alkohola)

Tip IV (halogenid metala poput Al, Zn i donor vodikove veze poput amida, alkohola)
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Slika 2. Primjeri spojeva za pripravu niskotemperaturnih eutektickih otapala (Radovié i sur.,

2021).



Podvrste niskotemperaturnih eutektickih otapala nastale su na osnovu njihove strukture, odnosno
funkcije. Kada su ishodne komponente koje sadinjavaju DES primarni metaboliti poput
aminokiselina, Seéera, poliola, organskih i masnih kiselina, takva otapala se nazivaju prirodna
eutekticka otapala ili krace NADES (engl. Natural Deep Eutectic Solvents), a odlikuje ih niska
toksi¢nost (Paiva i sur., 2014) (slika 2). Novu klasu eutektickih otapala ¢ine terapeutska
niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents) s mogu¢om
tvar lijeka moze biti jedna od komponenata niskotemperaturnog eutektickog otapala (Radovié 1

sur., 2021).

Kao $to je ranije navedeno, eutekticka otapala se pripremaju mijeSanjem dvaju ili vise, u pravilu
krutih komponenti, s ili bez dodatkom vode, u odredenom molarnom omjeru i pri povisenoj
temperaturi do nastanka homogene eutekticke smjese (slika 3). Pri tome je vazno naglasiti da
kod priprave otapala ne dolazi do reakcije ve¢ se komponente povezuju vodikovim vezama
tvoreci eutekti¢ko otapalo (Pani¢ i sur., 2021; Cvjetko Bubalo i sur., 2016). Postoji nekoliko
metoda priprave DES-ova: (1) metoda usitnjavanja uz homogenizaciju, (2) metoda pripreme
vodene otopine komponenata, (3) metoda primjenom alternativnih izvora energije, (4) metoda
zagrijavanja i mijesanja. Svim ovim metodama je zajednicki korak mijeSanje donora i akceptora

vodikove veze u odredenom omjeru, no daljnji tijek provedbe se razlikuje (Radovic i sur., 2021).

donor vodikove veze + akceptor vodikove veze = eutekti¢ko otapalo

- Potreban definirani molarni omjer Viskozna tekuc¢ina

- Zagrijavanje i mijesanje

Slika 3. Nastanak eutekti¢kog otapala zagrijavanjem i mijeSanjem definiranog molarnog omjera

donora i akceptora vodikove veze (Patzold i sur., 2019).



Fizikalno-kemijska svojstva niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala ovise o strukturi samog
otapala, odnosno o strukturi ishodnih komponenti te o njihovom molarnom omjeru. Najvaznije
karakteristike za njihovu industrijsku primjenu ¢ine viskoznost, pH vrijednost, taliSte, polarnost i
gustoca. Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala koja su najviSe u upotrebi imaju taliste ispod 50
°C, a potvrdeno je kako se povecanjem broja hidroksilnih grupa u molekuli koja ima ulogu
donora vodikove veze povecava taliSte (Radovi¢ 1 sur., 2021). Vecéina niskotemperaturnih
eutektickih otapala ima gustoéu veéu od vode i krece se u rasponu od 1.0 do 1.3 g/cm?® pri sobnoj
temperaturi (Tang i Row, 2013). Takoder, veéina poznatih otapala je vrlo viskozna i niske ionske
vodljivosti §to se pripisuje prisutnosti guste mreze vodikovih veza izmedu svake komponente
rezultirajuéi manjom pokretljivos¢u slobodnih molekula unutar DES-a (Galovi¢, 2021).
Viskoznost se znacajno mijenja kao funkcija temperature prateéi Arrhenius-OvU OViSNost.
Povecanjem temperature dolazi do smanjenja viskoznosti, ali i1 gustoée, zbog poveéanja
molekularne aktivnosti i pokretljivosti atoma u molekulama (Smith i sur., 2014; Zhang i sur.,
2012). Nadalje, dodatak vode takoder utjeCe na smanjenje gustoce i viskoznosti, medutim
previsok udio vode u otapalu moze poremetiti supramolekularnu mrezu eutektickog otapala

(Radovi¢ i sur., 2021).

Vecina DES-ova opisanih u literaturi su hidrofilnog karaktera, no posljednjih se godina pazanja
posvecuje hidrofobnim otapalima §to omogucuje dizajniranje eutektickih otapala razlicitog
raspona polarnosti. Kiselost i bazi¢nost niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala odreduje izbor
donora i akceptora vodikove veze. Otapala s organskom kiselinom kao donorom vodikove veze
su kisela i imaju pH vrijednosti < 3. Suprotno tomu, otapala koja sadrze amid kao donor
vodikove veze su bazi¢na s pH vrijednostima > 8. Trend povec¢anja pH vrijednosti s pove¢anjem
udjela vode utvrden je kod izrazito kiselih otapala, dok dodatak vode kod otapala s pH
vrijednostima u gornjem podrudju kiselosti rezultira smanjenjem pH vrijednosti (Radovi¢ i sur.,
2021; Radojci¢ Redovnikovié i sur., 2019).

Fizikalno-kemijska svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala se mogu znacajno
razlikovati zbog postojanja velikog broja razlic¢itih kombinacija donora i akceptora vodika te se
mogu dizajnirati otapala odredenih fizikalno-kemijskih karakteristika i bioloSke aktivnosti za

specifi¢nu primjenu. Stoga je u literaturi ¢est naziv i dizajnirana otapala (Radovic i sur., 2021).



Uz navedene pozitivne karakteristike poput nehlapljivosti, nezapaljivosti i stabilnosti, posebna
paznja se posvecuje pitanju njihove toksi¢nosti i biorazgradivosti. Pretpostavka njihove
netoksi¢nosti proizlazi iz ¢injenice da su ishodne komponente koje sacinjavaju DES netoksicne i
niskog utjecaja na okolis. Medutim, to ne znaci da ¢e i mjeSavine tih komponenti biti netoksi¢ne
Sto je potkrijepljeno c¢injenicom da DES-ovi imaju posebna svojstva koja niti jedna od
pojedina¢nih komponenti nema (Smith i sur., 2014). Takoder pretpostavka ne uzima u obzir
moguénost sinergistickog ucinka komponenti (Radovi¢ i sur., 2021). Primjer je naveden u
istrazivanju kojeg su proveli Hayyan i sur. (2013a, 2013b) gdje je ispitivana toksicnost i
citotoksi¢nost kolin-klorida s HBD-ima glicerinom, etilen glikolom, trietilen glikolom i ureom.
Ispitivanjem su otkrili da je citotoksi¢nost DES-a bila znatno veéa u usporedbi s njegovim
pojedina¢nim komponentama. Opcenito, pokazano je kako otapala koja sadrze organsku kiselinu
kao donor vodikove veze pokazuju vecu citotoksi¢nost u usporedbi s otapalima koja sadrze
SeCere kao donore vodikovih veza (Radovi¢ i sur., 2021). Zbog moguce Siroke primjene
eutektickih otapala u raznim granama industrije, potrebno je provesti jo§ istrazivanja o njihovoj

potencijalnoj toksic¢nosti 1 utjecaju na okolis.
2.3.1. HIDROFOBNA EUTEKTICKA OTAPALA

Hidrofobni DES-ovi (engl. Hydrophobic Deep Eutectic Solvents, hDES) su u literaturi
predstavljeni 2015. godine kao nova kategorija DES-ova smatrajuci se obe¢avaju¢om podklasom
tradicionalnih hidrofilnih DES-ova (Zainal-Abidin i sur., 2019). Hidrofobnost im je povezana s
hidrofobnos$¢u njihovih ishodisnih komponenti. Hidrofobni DES-ovi se op¢enito ne mijesaju s
vodom te imaju visoku u¢inkovitost ekstrakcije za nepolarne molekule, stoga su predlozeni kao
potencijalni medij za ekstrakciju za zamjenu toksi¢nih organskih otapala ili skupih hidrofobnih
ionskih kapljevina. Prou¢avanje navedenih otapala dovelo je do pro$irenja raspona njihove
primjene u pogledu ekstrakcije, medutim mali broj sintetiziranih hidrofobnih DES-ova posljedica

je ograni¢enog broja dostupnih i jeftinih hidrofobnih soli i drugih komponenti. (Lee i sur., 2019).

Hidrofobni DES-ovi se mogu podijeliti u dvije skupine. Prva skupina, najvise proucavanih
hDES-ova, se uglavnhom sastoji od kvartarnih amonijevih soli s dugim alkilnim lancima.
Primjerice, dekanska kiselina s dugim alkilnim lancima amonijeve soli (npr. tetraoktilamonijev
bromid, tetrabutilamonijev klorid). Druga skupina obuhvaéa mjesavinu dvaju neutralnih spojeva,

odnosno hidrofobnih prirodnih spojeva koji djeluju kao HBA s nekim hidrofobnim HBD poput
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karboksilnih kiselina ili alkohola s kiselinama dugih alkilnih lanaca (npr. terpenoidi:karboksilna
kiselina, L-mentol:karboksilna Kkiselina, timol:karboksilna kiselina). Postoje i druge vrste
hidrofobnih DES-ova na neutralnoj bazi pripremljenih od kombinacije dvaju masnih kiselina, u
kojima obje kiseline mogu imati ulogu donora i akceptora vodikove veze. Primjeri takvih hDES-
ova su laurinska kiselina:dekanska kiselina, laurinska kiselina:nonanska kiselina, laurinska
kiselina:oktanska kiselina (Zainal-Abidin i sur., 2019).

Za razliku od hidrofilnih eutektickih otapala, hidrofobna posjeduju duge alkilne lance smanjujuéi
time tezinu polarnih podru¢ja unutar kemijske strukture. Navedeno odstupanje u kemijskoj
strukturi moze uzrokovati znacajne promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima DES-ova kao §to
su tocka taljenja, gustoca, viskoznost, stabilnost u vodi te toplinska stabilnost (Zainal-Abidin i
sur., 2019). Hidrofobni DES-ovi pokazuju gustoéu u rasponu od 0,88 do 1,1 g/cm? $to je nesto
nize u odnosu na hidrofilne, upravo zbog prisutnosti manje gustih dugih alkilnih lanaca. Iz toga
proizlazi da se za isti HBD i molarni omjer gusto¢a hidrofobnog DES-a smanjuje pove¢anjem
duljine alkilnog lanca HBA (Warrag i Kroon, 2020). Viskoznost hDES-ova u najveéoj mjeri
ovisi 0 kemijskoj prirodi ishodnih komponenti (HBD, HBA, molarni omjer) te o temperaturi
buduci da je potvrdeno da se viskoznost znacajno mijenja kao funkcija temperature. Jednako kao
i hidrofilni, hidrofobni DES-ovi imaju toc¢ku taljenja znatno niZzu u odnosu na tocke taljenja
pocetnih komponenti, a ona ovisi o snazi molekulskih interakcija, kemijskoj strukturi te samim
ishodnim komponentama. hDES-ovi posjeduju visoku toplinsku stabilnost kako bi se osiguralo
da ostanu u teku¢em agregatnom stanju, no zabiljezeno je nekoliko slucajeva njihovog
isparavanja pod odredenim uvjetima primjene. Do isparavanja hDES-a moze doéi pri visokoj
temperaturi zbog degradacije pojedinih komponenti koje sacinjavaju otapalo prilikom slabljenja

vodikovih veza (Zainal-Abidin i sur., 2019).

Najveca paznja posvecena je pitanju topivosti, odnosno stabilnosti hidrofobnih DES-ova u vodi.
Vazno je osigurati da hDES-ovi ostaju stabilni i netaknuti nakon kontakta s vodom osiguravajuci
da nema sadrzaja vode u njima uz minimalne gubitke komponenti u vodenu fazu (Zainal-Abidin
i sur., 2019). Ovo svojstvo je potvrdeno u istrazivanju kojeg su proveli van Osch i sur. (2015).
Takoder je pokazano da se udio vode u DES-u smanjuje s povec¢anjem duljine ugljikovodi¢nog

lanca.



2.4. PRIMJENA EUTEKTICKIH OTAPALA U BIOTRANSFORMACIJAMA

Eutekticka otapala pokazuju veliki potencijal primjene u razli¢itim biotransformacijskim
procesima, obzirom da mogu poboljsati opskrbu supstratom, pretvorbu i stabilnost. Najbolji
rezultati postignuti su kada su komponente DES-a supstrati pojedine enzimske reakcije. lako se
uspjesno koristi Sirok raspon enzima za biotransformacije u DES-u, najveéa paznja usmjerena je
reakcijama kataliziranim lipazom sa slobodnim i imobiliziranim enzimima. To se posebice
odnosi na sintezu estera i reakcije transesterifikacije pri cemu DES moZe imati ulogu otapala,
kootapala ili supstrata u slucaju kad je jedna od ishodnih komponenti DES-a supstrat spomenute
reakcije. Druge vrste reakcija ukljuuju oksidaciju, dehalogenaciju, sintezu peptida,
peroksidaciju, stvaranje C-C veza te hidrolizu epoksida gdje je dokazan pozitivan u¢inak DES-a
kao kootapala. (Patzold i sur., 2019). Naime, u enzimski kataliziranoj reakciji hidrolize epoksida
u odgovarajuce diole, koji su vazni kiralni sintetski intermedijeri, postignuta je veca brzina

reakcije u odnosu na vodu (Xu i sur., 2017).

Medutim, postoje odredene prepreke koristenja eutektiCkih otapala kao medija. U istrazivanju
kojeg su proveli Gorke i sur. (2008) pokazano je da prilikom provedbe reakcije (trans-)
esterifikacije u DES-ovima na bazi kiselina ili alkohola dolazi do konkuriranja otapala s ciljnim
supstratima u Zeljenoj reakciji. Nastanak nusprodukata se u ovakvim tipovima reakcijskih
sustava ne moze u potpunosti eliminirati, N0 isto se minimizira obzirom da je reaktivnost

komponenti DES-a smanjena zbog jakih vodikovih veza unutar otapala (Patzold i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode
3.1.1. Kemikalije
e Acetonitril, Honeywell, Seelze, Njemacka
e Arapska guma
e Destilirana voda
e lzopropanol, Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
e Kalij-fosfatni pufer (50 mM, pH=7), pripremljen u Laboratoriju za tehnologiju i
primjenu stanica i biotransformacije, Zagreb, Hrvatska
e Laurinska kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e n-heptan (99%), CARLO ERBA Reagents S.A.S., Val de Reuil Cedex, Francuska
e Oktanska kiselina, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka
e p-nitrofenilpalmitat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e (R, S)-1-feniletil acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e (S)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Timol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Triton X, AppliChem, Darmstadt, Njemacka
e Vinil acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sva upotrijebljena otapala 1 kemikalije bili su analitiCke Cistoce.

3.1.2. Enzimski preparati
e Novozym 435 (lipaza B izolirana iz kvasca Candida antarctica imobilizirana na
makroporoznim poliakrilnim kuglicama s udjelom vode 1-2 (w/w %), Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD; u nastavku rada kratica CALB
e Lipaza AH "Amano" (lipaza izolirana iz bakterije Pseudomonas cepacia), Amano
Pharmaceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan; u nastavku kratica AH
e Lipaza AS "Amano" (lipaza izolirana iz gljivice Aspergillus niger), Amano

Pharmaceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan; u nastavku kratica AS
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Lipaza AYS "Amano" (lipaza izolirana iz kvasca Candida cylindracea), Amano
Pharmaceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan; u nastavku kratica AYS
Lipaza G "Amano" (lipaza izolirana iz gljive Penicillium camemberti), Amano

Pharmaceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan; u nastavku kratica G

Oprema i uredaji

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

Homogenizator s regulacijom temperature, Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka
Homogenizator-1KA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka
Laboratorijski pribor (eppendorf epruvete, falkon epruvete, laboratorijske case,
menzura, mikropipete, nastavci za mikropipete, stalci za uzorke, Spatula)

Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti s UV-Diode Array detektorom, Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD

UV-Vis spektrofotometar, GENESYSTM10S, ThermoFisher Scientific, Madison,
SAD

3.2. Metode rada

3.2.1. Sinteza prirodnih eutektickih otapala

Dva prirodna eutekticka otapala sintetizirana su dodatkom izracunate koli¢ine ishodnih
komponenti prema molarnim omjerima prikazanim u Tablici 1. U epruveti se pomijesaju
prethodno izraCunate mase, odnosno volumeni donora i1 akceptora vodikove veze te se epruveta
stavlja na mijeSalicu pri temperaturi od 50 °C tijekom pola sata do nastanka homogene, prozirne
i viskozne kapljevine. Pripremljena otapala se ¢uvaju na sobnoj temperaturi i danjem svjetlu do

daljnje upotrebe.

Tablica 1. Niskotemperaturna eutekticka otapala koristena u radu

Prirodno eutekti¢ko otapalo (DES) Molarni omjer Kratica
laurinska kiselina:oktanska kiselina 1:1 C12:Cs
timol:oktanska kiselina 1:3 Ty:Cs
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Hidrofobna niskotemperaturna eutekticka otapala pripremljena prema Tablici 1 koriStena su za

ispitivanje utjecaja hidrofobnih DES-ova na aktivnost i stabilnost razlicitih lipaza.

3.2.2. Aktivnost lipaza

Ispitivanje aktivnosti lipaza provedeno je reakcijom hidrolize p-nitrofenilpalmitata u p-
nitrofeniletanol prema radu Canak i sur. (2016). Za provedbu reakcija koristene su sljedece
lipaze: lipaza B izolirana iz Candida antarctica (CALB), lipaza AH "Amano" izolirana iz
Pseudomonas cepacia (AH), lipaza AS "Amano" izolirana iz Aspergillus niger (AS), lipaza AYS
"Amano" izolirana iz Candida cylindracea (AYS) te lipaza G "Amano" izolirana iz Penicillium
camembertii (G). Otopina supstrata priredena je mijeSanjem 9 mL kalij-fosfatnog pufera, 1 mL
otopine p-nitrofenilpalmitata u izopropanolu (10 mg/mL), 11 mg arapske gume i 44 mg Triton X.
U Eppendorf epruvete se doda 0,4 mL otopine pojedine lipaze u acetonitrilu i 0,1 mL Kkalij-
fosfatnog pufera. Reakcija zapocinje dodatkom 0,5 mL supstrata te se provodi na Eppendorf
mjesac¢u 30 minuta pri 30 °C i 1000 rpm. Slijepa proba se priredi mijesanjem 0,4 mL otopine
pojedinog enzima i 0,6 mL kalij-fosfatnog pufera. Uzorkovanje se provodi svakih 10 minuta pri
¢emu se 800 pL reakcijske smjese prebacuje u plasti¢ne kivete. AKktivnost pojedine lipaze se
odreduje mjerenjem apsorbancije na UV-Vis spektrofotometru pri valnoj duljini od 410 nm

svakih 10 minuta tijekom vremenskog intervala od 30 minuta.
Izrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama pripreme se otopine p-nitrofenola u acetonitrilu tako da
koncentracije redom iznose 1, 0,8, 0,5 i 0,25 mg/mL. Potom se na ordinatu nanesu izmjerene
vrijednosti asporbancije pri 410 nm, dok se na apscisu nanesu pripadajuc¢e vrijednosti
koncentracija. Pomocu racunala se nacrta dijagram ovisnosti apsorbancije 0 masenoj
koncentraciji p-nitrofenola te se prema dobivenoj jednadzbi pravca izraCunaju nepoznate masene

koncentracije p-nitrofeniletanola u uzorcima.

Radi medusobne usporedbe aktivnosti razli¢itih lipaza, racuna se inicijalna brzina reakcije

hidrolize p-nitrofenilpalmitata.

Pocetna brzina reakcije A (mmol/L min) racuna se prema jednadzbi 1:
A=% [1]
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pri ¢emu je:
ap — nagib (mmol/L)
t - vrijeme trajanja procesa (min).

3.2.3. Utjecaj niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala na aktivnost lipaza

Reakcija lipazom katalizirane enantioselektivne kineti¢ke rezolucije (R,S)-1-feniletanola s vinil
acetatom (slika 4) provodi se u prethodno sintetiziranim DES-ovima timol:oktanska Kiselina
(Ty:Cg) 1 laurinska kiselina:oktanska kiselina (C12:Cg), dok se kao referentno otapalo Koristi
heptan. Enantioselektivna, lipazom Kkatalizirana esterifikacija provedena je prema radu
Stradomska i sur. (2021). U reakcijsku smjesu se doda 1000 pL otapala, bilo heptana ili Ty:Cgili
C12:Cg, 6 pL supstrata (R,S)-1-feniletanola, 13,91 uL supstrata vinil acetata, 1 mg pojedine
lipaze (CALB, AH, AS, AYS ili G) te 10 pL destilirane vode. Reakcija se provodi na Eppendorf
mjesacu tijekom 30 minuta pri 25 °C i 1000 rpm.

1eq Jeq T
0 Lipaza
+ /U\ +H)0 ————
O/\ 30 minuta, 25 °C
OH Sl
vinil acetat .
(R,S)-1-fenil etanol aco (R)-1£eniletil-acetat

Slika 4. Enantioselektivna kineti¢ka rezolucija (R,S)-1-feniletanola

Kvalitativna i1 kvantitativna analiza (R,S)-1-feniletil-acetata provodi se pomocu tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s UV-Diode Array detektorom.
Priprema otopine standarda

Priredena su razrjedenja (R,S)-1-feniletil-acetata u mobilnoj fazi A tako da molarne koncentracije
redom iznose 6,090, 3,045, 1,523, 0,761 i 0,076 mM. Na temelju ovisnosti povrsine
kromatografskih pikova o molarnoj koncentraciji standarda izraden je bazdarni dijagram te je

izraCunata pripadajuca jednadzba pravca.
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Kromatografski uvjeti

Kolona: Phenomenex Lux Cellulose-3, LC Column, 250 x 4,6 mm, 5 um

Pokretna faza: A - 80% (v/v) heksan

B - 20% (v/v) izopropanol

Eluiranje: gradijentno

Injektirani volumen: 5uL

Temperatura injektiranja: 4°C

Protok: 1 mL/min

Temperatura kolone: 25°C

Vrijeme analize: 15 min

Detektor: UV-Diode Array (A =210 nm)

Retencijsko vrijeme (Ry) za vinil-acetat iznosi 3,687 min, za (R)-1-feniletanol iznosi 4,573 min,

za (S)-1-feniletanol iznosi 4,75 min, a za (R,S)-1-feniletil-acetat iznosi 5,854 min (Slika 5).

rel. Response [9G]

VINIL-ACETAT | DAD1C Sig=210,4 Ref=380,100 R,5-1-FENILETANOL | DAD1C, Sig=210,4 Ref=380,100 1mgimL| DAD1C,Sig=210,4 Ref=380,100

i oce w o
F-5ET -
=
B — L I

— P B3 e in G =1
=TT T T T T o T B = T T T 1

; V1.
g 3 7 B8 e |
°5 3 3\ < El=d )
2% wolgl v V|V O |
5 1 15 2 25 3 35 4 45 & 55 5 7 75 B 85

Retention time [min]

Slika 5. Prikaz tipi¢nog teku¢inskog kromatograma enzimski katalizirane enantioselektivne

esterifikacije (R,S)-1-feniletanola
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Identifikacija i kvantifikacija

Identifikacija spojeva provedena je usporedbom retencijskih vremena razdvojenih spojeva (Rt) s
retencijskim vremenima standarda te usporedbom UV-spektara. Kvantifikacija spojeva
provedena je metodom bazdarnog dijagrama, pri ¢emu su vrijednosti (R,S)-1-feniletil-acetata

izraCunate iz pripadajuce jednadzbe pravca (Tablica 2).
Tablica 2: Jednadzba bazdarnog pravca

Standard JednadZba pravca Koeficijent determinacije (R?)
(R,S)-1-feniletil-acetat y = 2443,8x + 226,78 R?=0,9991

Kako bi se usporedila aktivnost pojedinih lipaza u ispitivanim hDES-ovima racuna se konverzija
procesa esterifikacije, enantiomerni visak, volumetrijska produktivnost esterifikacije i specifi¢na

produktivnost enzima.

Konverzija procesa esterifikacije X (%) rauna se prema jednadzbi 2:

X =<4 X 100 [2]

AT
pri ¢emu je:
ca - izmjerena molarna koncentracija estera (mM)
cat — teoretski moguca molarna koncentracija estera (mM)

Volumetrijska produktivnost esterifikacije Ve (mol/L min) racuna se prema jednadzbi 3:

Vp= % [3]

pri ¢emu je:

ca- molarna koncentracija estera (mol/L)

Cs - pocetna molarna koncentracija estera (mol/L)
t - vrijeme trajanja procesa (min)
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Specifi¢na produktivnost enzima Ve (umol/mg min) racuna se prema jednadzbi 4:

Vg = 2p2 et [4]

megx*t
pri Cemu je:
Np1 - po€etna mnozina estera (umol)
Np2 - kona¢na mnoZina estera (umol)
Me - masa pripravka enzima (mg)
t - vrijeme trajanja procesa (min)

3.2.4. Utjecaj niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala na stabilnost lipaza

Eksperimentalna reakcija opisana u poglavlju 3.2.3. koriStena je za mjerenje reakcije
esterifikacije u ukupno 6 tocaka tijekom 30 dana s ciljem ispitivanja stabilnosti lipaza u
hidrofobnim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima Ty:Cg i C12:Cs. Kao referentno otapalo
kori$ten je heptan. Lipaze su U ispitivanim otapalima inkubirane 0, 1, 6, 9, 15 i 30 dana pri
sobnoj temperaturi. Reakcija esterifikacije je u navedenim toCkama zapoceta dodatkom dvaju
supstrata, vinil acetata i (R,S)-1-feniletanola te vode, a prac¢ena je 30 minuta. Produkt reakcije,
(R)-1-feniletil-acetat kvalitativno je i kvantitativno odreden pomocu tekuéinske kromatografije

visoke djelotvornosti s UV-Diode Array detektorom.

SkladiSna stabilnost lipaza u ispitivanim otapalima izraZena je kao rezidualna aktivnost enzima
nakon inkubacije na 25 °C u odredenom vremenskom intervalu te se ra¢una u svrhu usporedbe

medusobne aktivnosti lipaza.

Rezidualna aktivnost lipaza (%) racuna se kao postotak aktivnosti enzima nakon inkubacije u
odnosu na inicijalnu aktivnost enzima bez inkubacije (nulti dan pri 25 °C), odnosno prema
jednadzbi 5.

Rezidualna aktivnost = Ai x 100 [5]

0
A - povrSina ispod pika nakon inkubacije

Ao - povrsina ispod pika bez inkubacije
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Pravilan odabir reakcijskog i1 skladiSnog medija predstavlja jedan od najvaznijih koraka u
reakcijama biokatalize, oCuvanju aktivnosti i stabilnosti biokatalizatora te uspostavi uc¢inkovitog,
odrzivog i sigurnog industrijskog procesa (Radovi¢, 2020). Razvojem programa zelene kemije,
pojavljuju se razna nekonvencionalna, zelena otapala kao potencijalna zamjena za Stetna
organska otapala. Medu njima se isticu prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala upravo
zbog svoje jednostavne, jeftine i sigurne pripreme te moguénosti specifi¢nog dizajniranja kako bi

zadovoljila potrebe pojedinog procesa.

U ovom radu ispitivan je utjecaj hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala na aktivnost
i skladi$nu stabilnost razli¢itih lipaza (CALB, AH, AS, AYS, G). U tu svrhu izabrana su dva
hidrofobna eutekticka otapala Ty:Cg i C12:Cs, dok je kao referentno otapalo koriSten heptan.
Obzirom da je stabilnost enzima u otapalu vazan parametar prilikom odredivanja prihvatljivosti
nekog otapala za primjenu u industrijskom mjerilu, stabilnost svih enzima pracena je pri sobnoj
temperaturi tijekom 30 dana. Kao dodatni parametri usporedbe medusobne aktivnosti lipaza,
izracunata je konverzija procesa, volumetrijska produktivnost reakcije, rezidualna aktivnost te

specificna produktivnost enzima.

4.1. Sinteza prirodnih eutektic¢kih otapala

Priprema prirodnih eutektickih otapala provodila se jednostavnim postupkom kemijske sinteze,
pri ¢emu se odgovarajuc¢e ishodne komponente pomijeSaju u odredenim molarnim omjerima
(tablica 1) te se kontinuirano zagrijavaju uz mijeSanje do pojave homogene viskozne tekucine.
IskorisStenje reakcije je 100%, Sto je znacajna prednost prilikom sinteze prirodnih eutektickih

otapala.

4.2. Aktivnost lipaza

Lipaze pripadaju hidrolazama, skupini enzima koji stimuliraju hidrolizu lipidnih supstrata (masti
i ulja) u njihove monomere (glicerol i masne kiseline). lako mogu biti izolirane iz razli¢itih
izvora, mikrobne lipaze su najcesce koristene zbog svoje raznolike primjene u industriji, buduci
da se relativno lako uzgajaju na razli¢itim hranjivim podlogama pri blagim uvjetima temperature
I pH. Karakterizira ih $irok spektar aktivnosti, visoka selektivnost, stabilnost, niska cijena, a

budu¢i da za njihovu aktivnost nisu potrebni koenzimi predstavljaju idealne biokatalizatore
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(Faber, 2011). U sklopu ovog rada ispitana je aktivnost lipaza iz razli¢itih mikroorganizama

(CALB, AH, AS, AYS, G) u reakciji hidrolize p-nitrofenilpalmitata u kalij-fosfatnom puferu.

Prethodno je izraden bazdarni dijagram p-nitrofenola (slika 6) prema kojem je provedena
kvantitativna analiza produkta hidrolize p-nitrofenilpalmitata u p-nitrofeniletanol. Sve ispitivane
lipaze aktivne su u kalij-fosfatnom puferu, a kako bi se medusobno usporedila njihova aktivnost

izraCunata je inicijalna brzina reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata (slika 7).
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Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije p-nitrofeniletanola
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Slika 7. Inicijalna brzina reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata katalizirane razli¢itim lipazama
u kalij-fosfathom puferu. Reakcijski uvjeti: 10 mg/mL p-nitrofenilpalmitata; 1 mg lipaze; 30 °C;
30 min; 1000 rpm. CALB - lipaza B izolirana iz Candida antarctica, AH - lipaza AH "Amano"
izolirana iz Pseudomonas cepacia, AS - lipaza AS "Amano" izolirana iz Aspergillus niger, AYS -
lipaza AYS "Amano" izolirana iz Candida cylindracea, G - lipaza G "Amano" izolirana iz

Penicillium camembertii.

Vrijednosti inicijalnih brzina (A) reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata kre¢u se u rasponu od
0,0495 mmol/L min do 0,0582 mmol/L min. NajviSu inicijalnu brzinu imaju lipaze AS (A =
0,0582 mmol/L min) i CALB (A = 0,0562 mmol/L min), dok nesto manju vrijednost inicijalne
brzine ima lipaza G (A = 0,0545 mmol/L min).

Prema dobivenim vrijednostima inicijalne brzine, sve lipaze (CALB, AH, AS, AYS, G) aktivne
su u kalij-fosfatnom puferu te su koriStene dalje u radu za provodenje enantioselektivne
esterifikacije (R,S)-1-feniletanola opisane u poglavlju 3.2.3. s ciljem ispitivanja aktivnosti,

odnosno stabilnosti lipaza u hidrofobnim eutektickim otapalima.

4.3. Utjecaj niskotemperaturnih eutektickih otapala na aktivnost lipaza

Niskotemperaturna eutekticka otapala su se pokazala kao obecavajuca alternativa za organska
otapala 1 ionske kapljevine u mnogim biokatalitickim procesima, pri cemu se mogu koristiti kao
Cista otapala, kootapala u vodenom mediju i kao dio dvofaznog sustava (Pei Xu i sur., 2017).
Pogodna su za primjenu u biotransformacijama zbog zahtjeva za visokim stupnjem enantiomerne
Cistoce bioloski aktivnih kiralnih spojeva (Ai Nguyen i sur.,, 2006). Karakterizira ih
nezapaljivost, nehlapljivost, niska toksi¢nost te jednostavnost pripreme i niska cijena
zahvaljuju¢i dostupnim 1 obnovljivim sirovinama. Stoga, posljednjih godina sve je ve¢a paznja
usmjerena istrazivanju prirodnih eutektiC¢kih otapala te njihove potencijalne primjene u
biokatalizi. U sklopu ovog rada, ispitana je mogucnost primjene hidrofobnih prirodnih
eutektickih otapala u lipazom kataliziranoj enantioselektivnoj esterifikaciji kiralnog alkohola
(R,S)-1-fenil-etanola s vinil acetatom. U tu svrhu koriStene su lipaze izolirane iz razli¢itih
mikroorganizama (CALB, AH, AS, AYS, G), dok su eutekticka otapala selektirana u
Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije (Galovi¢). Kao referentno

otapalo kori$ten je heptan. Rezultati su prikazani na slici 8.
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Slika 8. Volumetrijska produktivnost (a), konverzija enantioselektivne esterifikacije (b) i
specifi¢na produktivnost enzima (c) enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-fenil-etanola
katalizirane razli¢itim lipazama u razli¢itim otapalima. Reakcijski uvjeti: 0,05 mol/L (R,S)-1-
fenil-etanola; 1 mg lipaze; 25 °C; 30 min; 1000 rpm. Ty:Cs - timol:oktanska kiselina, C12:Csg -

laurinska kiselina:oktanska kiselina.

Vrijednosti volumetrijskih produktivnosti (Vp) ispitivanih lipaza u heptanu kre¢u se u rasponu od
275,9 pmol/L min do 650,8 pmol/L min. U hidrofobnom cutektickom otapalu Ty:Cg najvecu
volumetrijsku produktivnost imaju lipaze CALB (Ve = 483,7 pumol/L min) i AYS (Ve = 402,4
pmol/L min), dok je volumetrijska produktivnost ostalih lipaza zanemariva. U drugom
eutektickom otapalu C12:Cg najvec¢u volumetrijsku produktivnost ima lipaza AH (Ve = 341,6

pmol/L min).

Iz slike b) vidljivo je da su sve lipaze aktivne u heptanu te da se vrijednosti njihove konverzije
(X) kre¢u u rasponu od 16,7 % do 39,3 %. U eutektickom otapalu Ty:Cg najaktivnije su lipaze
CALB (X =29,2 %) i AYS (X = 24,3 %), dok je u eutektiCkom otapalu C12:Cg najaktivnija lipaza

AH (X = 20,6 %). Aktivnosti ostalih lipaza su < 1 % u navedenim otapalima.

Vrijednosti specifi¢nih produktivnosti lipaza (Ve) u heptanu su u rasponu od 0,27 umol/mg min
do 0,65 pmol/mg min. Najvisu vrijednost specifiéne produktivnosti u eutektickom otapalu Ty:Cs
imaju lipaze CALB (Ve = 0,48 umol/mg min) i AYS (Ve = 0,4 umol/mg min), dok su vrijednosti
ostalih lipaza zanemarive. U eutektickom otapalu C12:Cg najvisSu vrijednost specificne

produktivnosti ima lipaza AH (Ve = 0,34 umol/mg min).

Prema dobivenim vrijednostima, najviSe vrijednosti pokazatelja uspjeSnosti enantioselektivne
esterifikacije (R,S)-1-fenil-etanola u hidrofobnom eutektickom otapalu Ty:Cg pokazuje lipaza
CALB, dok nesto manje vrijednosti pokazuje lipaza AYS. U hidrofobnom eutektickom otapalu
C12:Cg najvece vrijednosti pokazatelja uspjesnosti ima lipaza AH. Sve ispitivane lipaze koristene
su u daljnjem istrazivanju s ciljem ispitivanja njihove stabilnosti tijekom vremena u hidrofobnim

eutektickim otapalima.

4.4. Utjecaj niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala na stabilnost lipaza
Aktivnost enzima, zajedno sa stabilnos¢u, jedne su od najvaznijih karakteristika enzima prilikom

njihove primjene u razli¢itim industrijskim procesima. Pravilno skladistenje enzima klju¢ni je
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faktor za dugorocno oCuvanje njihove aktivnosti. Posljednjih nekoliko godina, sve je veci broj
istraZivanja usmjerenih na proucavanje eutekti¢kih otapala s ciljem zamjene | Smanjenja uporabe
Stetnih organskih otapala u industrijskim procesima. Skladi$na stabilnost lipaza ispitivana je
istom metodologijom kao i njihova aktivnost, tako da su enzimi inkubirani u referentnom otapalu
heptanu i eutektickim otapalima Ty:Cg i C12:Cs tijekom 30 dana. Skladi$na stabilnost pojedine

lipaze izrazena je kao rezidualna aktivnost (%) enzima, a rezultati su prikazani na slici 9.
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Slika 9. Rezidualna aktivnost razli¢itih lipaza u heptanu i eutektickim otapalima Ty:Cg i C12:Cg U
ovisnosti o vremenu inkubacije. a) lipaze CALB i G, b) lipaze AS i AYS, c) lipaza AH.
Reakcijski uvjeti: 0,05 mol/L (R,S)-1-fenil-etanola; 1 mg lipaze; 25 °C; 30 min; 1000 rpm; 30
dana. CALB - lipaza B izolirana iz Candida antarctica, AH - lipaza AH "Amano" izolirana iz
Pseudomonas cepacia, AS - lipaza AS "Amano" izolirana iz Aspergillus niger, AYS - lipaza
AYS "Amano" izolirana iz Candida cylindracea, G - lipaza G "Amano" izolirana iz Penicillium

camembertii, Ty:Csg - timol:oktanska kiselina, C12:Cs - laurinska kiselina:oktanska kiselina.

Iz slike 9 a) vidljiv je pad vrijednosti rezidualnih aktivnosti lipaza CALB i G tijekom vremena,
kako u heptanu, tako i u eutektickim otapalima. Medutim, lipaza CALB ima viSu rezidualnu
aktivnost u eutektickom otapalu Ty:Cg u odnosu na referentno otapalo tijekom prvih 13 dana, a
zatim trend krivulje prati rezidualnu aktivnost u heptanu te nakon 30 dana iznosi 60 %. Lipaza G
pokazuje znacajno vece vrijednosti rezidualne aktivnosti u eutektickim otapalima u odnosu na
heptan te na kraju vremena inkubacije u eutektickom otapalu Ty:Cs iznosi 92 %, dok u

eutektickom otapalu C12:Cg iznosi 70 %.

Lipaze AS i AYS takoder pokazuju znacajno vece vrijednosti rezidualnih aktivnosti tijekom
vremena u eutektiCkim otapalima u odnosu na heptan, $to je vidljivo iz slike 9 b). Rezidualna
aktivnost lipaze AS u eutektickom otapalu Ty:Cg tijekom prvih 9 dana inkubacije ostaje
nepromijenjena, a zatim iako smanjena, ostaje konstantna na 65 %. U eutektickom otapalu

C12:Cg njena rezidualna aktivnost opada nakon 6 dana te ostaje konstantna na 78 %. Lipaza AYS
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u eutektickom otapalu Ty:Cg zadrzava rezidualnu aktivnost tijekom cijelog vremena inkubacije

na 90 %, dok u eutektickom otapalu C12:Cg 0na iznosi 70 %.

Na slici 9 c) prikazana je rezidualna aktivnost lipaze AH tijekom vremena. Vidljiv je znacajan
pad aktivnosti u heptanu tijekom vremena, dok u eutektickim otapalima, iako smanjena,
rezidualna aktivnost ostaje konstantna te na kraju vremena inkubacije u otapalu Ty:Cg iznosi 85
%, a u otapalu C12:Cg 73 %.

UnatoC rezultatima aktivnosti pojedinih lipaza (Vp, X, VE), u kojima se referentno otapalo istice
kao najpogodnije, rezultati stabilnosti tijekom 30 dana pokazuju drugacije trendove.
Usporedbom koristenih otapala, eutekticko otapalo Ty:Cg namece se kao superiornije otapalo za
oCuvanje skladisne stabilnosti razli¢itih lipaza. Iznimka je eutekticko otapalo Ci12:Cg u kojem

lipaza AYS i nakon 30 dana inkubacije zadrzava rezidualnu aktivnost od 90 %.

Na ovaj nacin je ispitan utjecaj hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala na aktivnost i
skladi$nu stabilnost lipaza te moguénost njihove potencijalne primjene kao reakcijskih 1
skladisnih medija. Rezultati su pokazali da je hDES Ty:Cg pogodan reakcijski medij za modelnu
reakciju enentioselektivne esterifikacije (R,S)-1-fenil-etanola s lipazom CALB kao
biokatalizatorom, dok je za ostale vrste lipaza (AH, AS, AYS, G) ipak neSto pogodnije
referentno otapalo heptan. S druge strane, analizom rezultata rezidualne aktivnosti lipaza,
utvrdeno je da su hDES-ovi pogodniji za oCuvanje skladisne stabilnosti lipaza u odnosu na

heptan te obecavajuci skladiSni mediji 1 zamjena za organska otapala.
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5. ZAKLJUCCI
U sklopu ovog rada ispitan je utjecaj hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (hDES)
na aktivnost i skladi$nu stabilnost razli¢itih lipaza (CALB, AH, AS, AYS, G). Na temelju

provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1.

Sve ispitivane lipaze aktivne su u kalij-fosfatnom puferu. Analizom inicijalne brzine reakcije
hidrolize p-nitrofenilpalmitata u p-nitrofeniletanol, kao najaktivnije lipaze isticu se CALB i
AH.

Analizom konverzije reakcije, specifi¢ne aktivnosti enzima i volumetrijske produktivnosti
modelne reakcije enantioselektivne esterifikacije (R,S)-1-feniletanola u (R)-1-feniletil-acetat,
najuspjesnijim biokatalizatorom pokazala se lipaza CALB u hDES-u Ty:Cg. Ostvarena je
konverzija od 29,2 %, volumetrijska produktivnost od 483,7 pmol/L min te specifi¢cna

produktivnost enzima od 0,48 pmol/mg min.

Analizom vrijednosti rezidualnih aktivnosti enzima, kao najprikladnije otapalo za odrzavanje
skladiS$ne stabilnosti lipaza pokazao se hDES Ty:Cg. Rezidualna aktivnost lipaza (CALB,

AH, AS i G) na kraju vremena inkubacije kretala se u intervalu od 60 % do 92 %.

Najvisu skladi$nu stabilnost na kraju vremena inkubacije pokazale su lipaza G u hDES-u
Ty:Cg te lipaza AYS u hDES-u C12:Cs. Rezidualna aktivnost lipaze G u navedenom otapalu

iznosila je 92 %, dok je lipaza AYS pokazivala rezidualnu aktivnost od 90 %.

Hidrofobna niskotemperaturna eutekticka otapala pokazuju potencijal za primjenu u

industriji i zamjeni stetnih organskih otapala kao skladi$ni medij za lipaze.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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

Iva Mihaljevi¢
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