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1. UvVOD

Ekstrakcija je temeljni separacijski proces koji se koristi u prehrambenoj, kemijskoj,
farmaceutskoj, kozmetickoj i drugim industrijama. Konvencionalna ekstrakcija koja se danas
koristi ima cijeli niz nedostataka, medu kojima se isti¢u primjena toksi¢nih i éesto nerazgradivih
otapala, gomilanje otpada i potreba za njihovim zbrinjavanjem, negativan utjecaj na okolis,
visoka potrosnja energije, zdravstveni i sigurnosni rizici itd. Osim negativnog utjecaja na okoli$
i zdravlje ljudi, konvencionalna ekstrakcija Cesto ima i nisku selektivnosti Sto rezultira
smanjenom kvalitetom ekstrakta te smanjenoj odrzivosti cjelokupnog procesa. Sve to
predstavlja veliki izazov u povec¢anju ekonomi¢nosti ekstrakcije i smanjenju negativnog utjecaja
na okoli§. Zbog svega navedenog istraZivanja se sve viSe okreCu prema alternativnim
metodama koje se temelje na principima zelene kemije. Jedna od takvih metoda je i
kapljevinska ekstrakcija uz koristenje vodenih dvofaznih sustava (engl. Aqueous two-phase
systems, ATPS). Glavna odlika te metode je fleksibilnost, niska cijena i jednostavno uvecéanje
procesa. Kao jedna od komponenti APTS-a, sve se viSe koriste i eutektiCka otapala (engl. Deep
eutectic solvents, DES), nova generacija otapala koja predstavljaju jedinstvenu skupinu zelenih,
biorazgradivih i netoksi¢nih otapala s velikim potencijalom u ekstrakciji (Jeong i sur., 2015).

Osim primjene novih otapala i metoda, ekstrakcija se moze dodatno poboljSati upotrebom
opreme koja omogucava kontinuirani rad i intenzifikaciju procesa medu kojima su posebno
istiCu mikroproto&ni sustavi. Mikroproto¢ni sustavi, kao $to su mikroekstraktori, sastoje od
mreze kanala mikrometarskih dimenzija, a prednosti koristenja takvih sustava ukljucuje
povecanu kontrolu procesa, smanjenu potrosSnju otapala, te brZzu i ucinkovitiju ekstrakciju
(Sackmann i sur., 2014).

S obzirom na to da kombinacija ATPS na bazi DES-eva i mikroproto¢nih sustava nudi veliki
potencijal u razvoju odrzive i uCinkovite ekstrakcije, u ovom radu iskoriStene su sve njihove
prednosti u svrhu ekstrakcije enzima lipaza porijeklom iz Aspergillus oryzae iz vodenih medija.
Nakon priprave i karakterizacije (pH, gustoc¢a, polarnost i viskoznost) 37 razli¢itih DES-eva, za
svaki DES, koridtenjem COSMOtherm programa, odredit ¢e se pripadajuci o-profil. U seriji
Sarznih ekstrakcija ispitat ¢e se utjecaj sastava APTS na bazi spomenutih DES-eva, na
ucinkovitost ekstrakcije i aktivnost enzima lipaza. Na temelju o-profila, bit ¢e razvijeni modeli
umjetnih neuronskih mreza s ciliem predvidanja ucinkovitosti ekstrakcije i aktivnosti enzima
lipaza u DES-evima. Na temelju razvijenih modela, predlozit ce se optimalni DES-evi, a rezultati
¢e biti validirani u nizu neovisnih eksperimenata u Sarznim ekstraktorima. Kako bi se proces

dodatno intenzificirao, ekstrakcija ¢e biti provedena u mikroekstraktoru.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija predstavlja jednu od klju¢nih separacijskih metoda u razli¢itim industrijama,
stoga je danas gotovo nemoguce zamisliti proizvodni pogon u farmaceutskoj, prehrambenoj,
kemijskoj, kozmeti¢koj i drugim industriama koji ne koristi ekstrakciju. Ekstrakcija
podrazumijeva djelomicno ili potpuno razdvajanje komponenti smjese tvari razliite topivosti,
tijekom kojeg je Zeljena komponenta ekstrahirana otapalom selektivnim za specificnu tvar
(Poole, 2023). Odabir metode ovisi o strukturi sirovine, svojstvima ciljane komponente, ali i
tehnoloskim moguénostima. Konvencionalna ekstrakcija, iako Siroko zastupljena, ima cijeli niz
nedostataka medu kojima su istiCu smanjena ucinkovitost, visoka potroSnja energenata,
dugotrajnost postupaka, uporaba toksi¢nih otapala, toplinska razgradnja ekstrahiranih spojeva,
negativni ucinci na okoli§, dobivanje ekstrakata nize kvalitete itd. (Ince i sur., 2013; Alonso-
Salces i sur., 2001). U danasnje vrijeme, sa sve vec¢im rastom potraznje za visokovrijednim
proizvodima dobivenim odrzivim procesima, metode sve se viSe okrecu zelenoj kemiji s ciljem
poboljSanja ucinkovitost, selektivnosti te ekoloske prihvatljivosti.

Kako bi ekstrakcija bila $to ucinkovitija, metodu je cCesto potrebno optimirati. Na
ucinkovitost ekstrakcije utjeCu odabir otapala i njegova fizikalno-kemijska svojstva medu kojima
su vreliSte, pH, polarnost, reaktivnost, zapaljivost i stabilnost. Osim toga u obzir treba uzeti i
dostupnost otapala te njegovu cijenu kao i moguénost regeneracije kako bi proces ucinili i
ekonomski prihvatljivim (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Selektivnost otapala izravno je povezana
s Cisto¢om i kvalitetom konacnog proizvoda (Cussler, 2009). Procesni uvjeti kao Sto su
temperatura, tlak i vrijeme provedbe procesa isto su izrazito vazni za postizanje maksimalne
ucinkovitosti kao i fizikalno-kemijska svojstva molekule koja se ekstrahira.

Ekstrakcije se s obzirom na agregatna stanja faza dijele na:

* ekstrakcija ¢vrsto-kapljevina,
* ekstrakcija plinovito-kapljevina i

* ekstrakcija kapljevina-kapljevina.

Ekstrakcija kapljevina-kapljevina, odnosno ekstrakcija otapalima, je separacijski proces
koji ukljuCuje dvije nemjesljive kapljevite faze, a ekstrakcija Zeljene tvari se provodi iz jedne faze
u drugu. Na ucinkovitost ekstrakcije tada utje€u omjer koridtenih tekucina, temperatura i odabir
prikladnog otapala (Paiva i sur., 2014). Nedostaci ekstrakcije otapalima su duljina trajanja, nisko
iskoristenje te relativno velika potroSnja otapala (Dawidowicz i sur., 2008). Jedan od primjera
ekstrakcija kapljevina-kapljevina su i vodenih dvofazni sustavi.

Konvencionalna &vrsto-kapljevina ekstrakcija se ¢&esto naziva i maceracija, a

podrazumijeva difuzijski postupak tijekom kojeg jedna ili viSe komponenata, na osnovu razlike



u topljivosti i raspodjeli, prelazi iz Evrste sirovine u tekuce otapalo, dok se ekstrakcija plinovito-

kapljevina zasniva na prolasku mobilne plinovite fazi kroz sloj tekucine (Rodinkov i sur., 2003).

2.2. VODENI DVOFAZNI SUSTAVI

MijeSanjem dviju kapljevina sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstava nece uvijek do¢i do
formiranja jedne homogene faze tj. ne dolazi do njihovog potpunog mijeSanja. Posljedica toga
je formiranje dviju kapljevitih faza, sto ¢ini ATPS. Ako su faze u termodinamickoj ravnotezi,
prisutan fenomen predstavlja ravnotezu kapljevina-kapljevina (engl. Liquid-liquid equilibrium,
LLE), koja je vazna za veliki broj industrijskih procesa. Formiranje dviju faza je zapravo funkcija
entalpije hidratacije i entropije sustava. U tom slucaju, iako obje kapljevine imaju afinitet prema
vodi, njihove entalpije hidratacije mogu se medusobno razlikovati, $to rezultira s dvije razlicite
termodinamicke mogucénosti. Prva moguénost je, ako je energija sustava veca od razlike
izmedu entalpije hidratacije i entropije komponenata sustava, dolazi do formiranja jednofaznih
sustava. Druga mogucnost je, ako je energija sustava niza, separacija komponenti postaje
energetski povoljna, §to rezultira formiranjem dviju faza u ravnotezi (Benavides i sur., 2011).

Raspodjela i formiranje dvije kapljevite faze naj¢eSée se opisuje koeficijentom
raspodjele K, koji je jedan od najvaznijih veliina za dizajn ekstrakcije. Koeficijent raspodijele
predstavlja odnos koncentracije otopljene komponente a u obje faze nakon uspostavljanja
ravnoteze, $to je vidljivo u jednadzbi 1:
wé [1]

Xq

K, =

u kojoj xa® predstavlja maseni udio otopljene tvari a u ekstraktnoj fazi (e), a xa' predstavlja
maseni udio otopljene tvari u rafinatnoj fazi (r). Ipak, kako bi se moglo predvidjeti ponasanje
APTS-a moraju se predvidjeti kompleksniji empirijski modeli. Jedan od naj¢es¢ih modela je
Albertssonov model koji u obzir uzima Sest Cimbenika koji utje€u na raspodjelu, a dat je

sljedeéim izrazom (jednadzba 2):

lTle = anO + anel + lTLthob + lTLthi] + ankonf + anlig [2]

gdje su Kei, Kniob, Kni, Konf | Kiig redom koeficijenti raspodjele koji oznacavaju elektrokemijski,
hidrofobni, hidrofilni, konformacijski i ligandni u¢inaka izmedu sustava i tvari. K° predstavlja sve
ostale ulinke kao 3to su okolinski koji ovise o koncentraciji i vrsti soli, pH, temperaturi,
koncentraciji, vrsti i molarnoj masi polimera i soli itd (Tubio i sur., 2009).

Formiranje ATPS-a odnosno njihov sastav se prikazuje faznim odnosno ravnoteznim
dijagramima koji su jedinstveni za svaki sustav pri odredenoj temperaturi i pH. Na apscisi

dijagrama se prikazuje koncentracija polimera ili soli (udio jedne faze), a na ordinati
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koncentracija drugog polimera ili otapala (udio druge faze). Podru€je mijesljivosti odnosno
homogeno i heterogeno podrucje su medusobno odijeljeni binodalnom krivuljom (slika 1,
krivulja GCD). Duljina GD u dijagramu koja povezuje to¢ke G i D naziva se spojna linija. Svi
potencijalni sustavi (S1, S2, S3) imaju jednaki sastav u faznoj ravnotezi jer leZe na istoj spojnoj
liniji. Spojna linija se mozZe opisati jednadZbom pravca koji prolazi kroz dvije toCke (G i D), a

odredena je nagibom pravca (k) i duljinom (Igbal i sur., 2016).

>
~<

Dvofazno S3

podrucje
; c R

éJednofazno
: podrucje

% udio gornje faze (w/w)

..................................................................

AX

A
\

% udio donje faze (w/w)

Slika 1. Grafi¢ki prikaz faznog dijagrama vodenih dvofaznih sustava (prema Igbal i sur., 2016)

Primjena ATPS-a u separacijskim procesima ima cijeli niz prednosti u odnosu na
konvencionalne metode separacije, uklju€ujuéi prijenos u vece mjerilo (,scale up®), jednostavno
rukovanje, brzu separaciju, nisku potroSnju energije, niske troSkove, veéu selektivnosti i
biorazgradivosti (Lemes i sur., 2014). Osim toga, blagi separacijski uvjeti pogodni su i za
separaciju osjetljivih biomolekula kao §to su proteini (Dinis i sur., 2015, Yau i sur., 2015), fenolni
spojevi (Xie i sur., 2022), alkaloidi (Jamehbozorg i Sadeghi, 2019) i prirodni pigmenti (Buarque
I sur., 2022). Osnovni nedostaci ekstrakcije u ATPS-u su prije svega sloZzenost mehanizama
raspodjele bioloSkog materijala, nedovoljan broj adekvatnih matemati¢kih modela za definiranje
koeficijenta raspodjele te niska produktivnost procesa.

ATPS-i se naj¢eSc¢e pripravljaju iz dva razli¢ita polimera ili polimera i soli ali se za

formiranje ATPS koriste se i druge tvari kao $to su ionske kapljevine i eutektickih otapala, nova
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ekoloski prihvatljiva otapala (McQueen i Lai, 2019). Smatra se da bi istraZivanja u ovom

podrucju trebala dovesti do znacajnog poboljSanja ekstrakcije (Ma i sur., 2022).

2.3. EUTEKTICKA OTAPALA

Eutekti¢ka otapala (engl. Deep eutectic solvents, DES) smatraju se zelenim otapalima nove
generacije. Niske su toksi¢nost i hlapljivosti te su ekonomski isplativa, biorazgradiva i mogu se
dobiti iz obnovljivih prirodnih izvora. DES-evi se dobivaju mijeSanjem dvije ili viSe komponenti
koje zasebno imaju viSu tocku taliSta nego Sto to ima njihova smjesa (Smith i sur., 2014). Do
snizavanja toCke talista smjese dolazi uslijed formiranja vodikove veze izmedu komponenti
(Bernasconi i sur., 2017).

Naziv eutektik u nazivu DES-a se odnosi ha smjesu spojeva koja u definiranom sastavu,

ima jedinstveno i minimalno taliste u faznom dijagramu (slika 2).

__taliste A talina
taliste B
linija taline
© talina talina
=5 F + +
-t = w
E cvrsto A évrsto B
8 | eutekticka linija ¢vrste faze . eutekticka
e temperatura « I tocka
Q eutektik = I eutektik
= + X +
cvrsto A S | cvrsto B
“
. I | I 1 ! | ! | !
100 % A 80 % A 60 % A 40 % A 209% A 0% A
0%B 20%B 40% B 60 % B 80%B 100 % B
Sastav

Slika 2. Fazni dijagram binarne eutekticke smjese (prema Bernasconi i sur., 2017)

Za pripravu DES-eva mogu se Koristiti jeftine sirovine koje se dobivaju iz prirodnih izvora, a
sama Cisto¢a DES-a ovisi o Cisto¢i pojedinacnih komponenti s obzirom na to da je ucinkovitost
sinteze 100 %. Tako visoka ucinkovitost znacCi da u procesu nema generiranja otpada te ne
postoji potreba za naknadnim prociS¢avanjem pripravljenog otapala (Smith i sur., 2014, Abbott
i sur., 2004, Abbotti sur., 2003). Osnovno nacelo priprave DES-eva je mijeSanje najmanje dvije
komponente u odredenom omjeru, gdje ¢e jedna djelovati kao akceptor protona (engl.
Hydrogen bond acceptor, HBA), a druga kao donor protona (engl. Hydrogen bond donor, HBD)

(Harris, 2008). Priprava se odvija 1 - 2 sata uz mijeSanje i kontinuirano zagrijavanje smjese do



temperature ne viSe od 50 °C sve do formiranja homogene, stabilne kapljevine (Abbott i sur.,
2004).

U dobivanju DES-eva kao HBA se uglavnom koriste aminokiselina betain (B) i kolin-klorid
(ChCl). ChCl je dostupan jer se moZe dobiti jednostavnom ekstrakcijom iz biomase ili sintezom
(Francisco i Kroon, 2012), dok se betain koristi kao jeftinija verzija dobivena najcesce
ekstrakcijom iz Secerne repe. Kada se ChCl kombinira s nekim od HBD, fizikalna svojstva
otapala su povoljnija nego onih otapala koja sadrze neku drugu kvaternu amonijevu sol,
odnosno stvara se niza toCka taliSta, viskoznost takvih otapala je manja, a elektricna
provodljivost vec¢a (Kareem i sur., 2010). Kao i HBA, i za HBD se mogu koristiti jeftine molekule
prirodnog porijekla kao karboksilne kiseline (Abbott i sur., 2004), alkoholi (Gorke i sur., 2008),
urea, Seceri (Imperato i sur., 2005) i/ili organske kiseline (Savi i sur., 2018).

Osim toga, razli€itim kombinacijama HBD i HBA, kao i promjenama omjera njihovih koli€ina,
moze se utjecati na svojstva eutektiCkih otapala i tako ih prilagoditi primjeni u raznim
podrucjima. Zbog toga se u DES-evi koriste u razli¢ite svrhe kao $to su u organska sinteza
(Handy i Lavander, 2013), ekstrakcija bioaktivnih spojeva (Wei i sur., 2015), priprema
nanomaterijala (Anicai i sur., 2015), separacijski procesi (Owhe i sur., 2021), elektrokemija
(Jhong i sur., 2009) te enzimski kataliziranim reakcijama (Huang i sur., 2014).

Ako se eutektiCko otapalo sastoji od primarnih metabolita (ugljikohidrati, aminokiseline,
nukleinske kiseline, organske kiseline) onda se koristi naziv prirodna eutekti¢ka otapala (engl.
Natural deep eutectic solvents, NADES). Uoceno je da prirodni metaboliti koji su krutine na
fizioloSkoj razini, mogu prijeCi u teku¢u fazu ako se pomijeSaju s odredenim komponentama u
specificnom omjeru (Dai i sur, 2013). S time dolazi i hipoteza da takvi spojevi mogu djelovati
kao otapalo za vodu i lipide u stanicama, ¢ime bi se mogli objasniti brojni bioloSki procesi, poput
biosinteze ili skladistenja razli€itih metabolita netopivih u vodi i makromolekulama. Jedan
primjer takvog specificnog ponaSanja jest otkrice koje ukazuje na to da urea pokazuje
denaturacijska svojstva za proteine u obliku vodene otopine, dok je denaturacija znaéajno
smanjena prilikom formiranja eutekti¢kog otapala s ChCI. Ova otapala mogu stvoriti veze s
povrsinskim ostacima enzima, ¢ime eliminiraju moguénost denaturacije i Cine ih izuzetno
stabilnim (Durand i sur., 2016).



2.4. LIPAZE

Lipaze (E.C. 3.1.1.3.) su skupina enzima koji kataliziraju hidrolizu triglicerida (TAG) do
slobodnih masnih kiselina, diglicerida i monoglicerida, te glicerola (Brockman, 2013). S obzirom
na to da je hidroliza povratna reakcija, moguce je mijenjati smjer reakcije u smjeru sinteze
estera promjenom reakcijskih uvjeta. Naime, lipaze kataliziraju i reakcije u kojima se acilna
skupina modificira, $to znacajno povecava njihovu primjenu u industriji i €ini ih jednim od
najéesSce koristenih enzima. Transesterifikacija podrazumijeva prijenos acilne skupine, pa
ovisno o akceptoru razlikuju se Cetiri tipa enzimske transesterifikacije: alkoholiza, acidoliza,
interesterifikacija i aminoliza (Reis i sur., 2009).

KatalitiCka aktivnost lipaze ne zahtijeva prisustvo kofaktora, $to olakSava njihovu uporabu
u industriji, a procesi u kojima sudjeluje lipaza se odvijaju u blagim reakcijskim uvjetima, uz
smanjene energetske troskove, nastanak proizvoda bolje kvalitete i u ve¢em prinosu, a sve
skupa s manjim utjecajem na okoli§ u odnosu na kemijski katalizirane reakcije (Kumar i sur.,
2016).

Svojstva lipaza (supstratna specifi€nost, optimalne vrijednosti pH i temperature) ovise o
njihovom podrijetlu, a u biotehnoloskoj, kemijskoj i prehrambenoj industriji najznacajnije su one
mikrobnog podrijetla koje potje€u iz kvasaca rodova Candida, bakterija rodova Staphylococcus
i Pseudomonas, te plijesni Penicillium, Aspergillus i Mucor. Lipaze mikrobnog podrijetla imaju
optimalan pH pri neutralnom ili blago luZznatom okruzZenju.

Enzim lipaza porijeklom iz plijesni Aspergillus oryzae (slika 3) pokazala je potencijal u sintezi
biotina (Zheng i sur., 2009), o-lipoi¢ne kiseline (Yan i sur., 2009), stereoselektivne katalize
hidrolize etil 2-(4-hidroksifenoiksi)-propanoata i analoga (Zheng i sur., 2013).

Slika 3. Kristalografska struktura enzima lipaza porijeklom iz Aspergillus oryzae (RCSB,
2022)

2.4.1. KoriStenje lipaza u proizvodniji biodizela

Alternativna goriva za sagorijevanje u motorima postaju uvelike zanimljiva posljednjih

godina zbog smanjenja rezervi fosilnih goriva u svijetu, ali i sa stajaliste zastite okolisa jer je



povecana potrosnja fosilnih goriva vodeci razlog zagadenja zraka i globalnog zagrijavanja. Kao
moguca alternativa namecu se biogoriva, medu kojima se posebno isti¢e biodizel. Biodizel je
smjesa metilnih estera masnih kiselina (engl. Fatty Acid Methyl Ester, FAME) koji se proizvodi
od biljnog i Zivotinjskog ulja. Biodizel je biorazgradiv i netoksiCan jer ne sadrzi sumporne
spojeve, pa pri sagorijevanju biodizela ne dolazi do stvaranja sumporovog(lV) oksida, a
sagorijevanje je potpunije u odnosu na dizel iz nafte zbog prisutnosti kisika u strukturi FAME
(Srivastava i Prasad, 2000).

Biodizel se naj¢eS¢e proizvodi transesterifikacijom, gdje trigliceridi, uz prisutnost
katalizatora, reagiraju s metanolom dajuéi FAME (biodizel) i glicerol kao nusprodukt (slika 4).
Uz metanol, kao supstrat mogu se Koristiti i drugi alkoholi kao etanol, propanol, butanol i amil-
alkoholi, ali oni nisu naisli na S&iroku promjenu zbog visoke cijene i sloZzenih uvjeta
transesterifikacije. Kemijska sinteza podrazumijeva katalizu kiselinama ili bazama.

Koristenjem enzima kao Kkatalizatora, dobiva se biodizel s manje necisto¢a i
nusprodukata u odnosu na kemijsku sintezu (Knothe i Razon, 2017).

(0]
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Slika 4. Reakcija sinteze alkil estera (biodizela) reakcijom triglicerida (TAG) i alkohola

katalizirana enzimom lipaza (prema Gumba i sur., 2016)

Jedna od glavnih prepreka u koriStenju enzimatske sinteze u industriji je visoka cijena
enzima. Takoder, ovisno o izvoru, enzim lipaza ima razli€itu aktivnost, pa je ponekad potrebna
visoka koncentracija enzima, vrijeme reakcije je dugo u odnosu na kemijsku sintezu biodizela,
a prisutnost metanola inhibira enzim (Demirbas, 2008).

Osim u prisutnosti katalizatora, reakcija transesterifikacije moze se provesti pri visokoj
temperaturi ili tlaku (Gabremariam i Marchetti, 2017; Qiu i sur., 2010).

2.5. MIKROPROTOCNI SUSTAVI

Mikroproto&ni sustavi su uredaji koji se sastoje od mreze mikrometarskih kanala unutar

kojih se kontinuirano odvijaju fizikalno-kemijski procesi. Smanjenjem dimenzija osnovnih



strukturnih jedinica - mikrokanala na mikrometarske vrijednosti (10 do 1000 ym) i integriranjem
razlicitih komponenti poput mikromjeSala i grijaca, ostvaruje se niz prednosti u usporedbi s
konvencionalnim reaktorima kao $to su visoka ucinkovitost procesa, energetska ucinkovitost,
bolji prijenos tvari i veci prinos proizvoda, kao i jednostavno upravljanje. Mikroproto¢ni sustavi
se mogu koristiti za izvodenje sloZenih reakcija poput esterifikacije, kemijske hidrogenacije i
sinteze sa slobodnim radikalima.

Osim toga, mikroproto¢ni sustavi predstavljaju optimalnu platformu za rad s reagensima
koji su eksplozivni, toksi¢ni ili visoko cijenjeni, zahvaljuju¢i malim koli¢inama potrebnim za
provodenje procesa, Cime se osigurava smanjenje rizika u slu€aju nezeljenih dogadanja, poput
eksplozija. Uz to, mikroproto€ni sustavi mogu se integrirati s razliCitim mikrokomponentama
poput pumpi, ventila, grijaca, senzora i detektora. Ovi visoko integrirani sustavi, poznati kao
Lab-on-Chip uredaji, omoguc¢uju ne samo provedbu kemijskih reakcija vec i karakterizaciju
proizvoda unutar jedne kompaktne jedinice.

Kemijski i biokemijski procesi koji se provode u mikroprotoénim sustavima cesto su
znacajno razli¢it od onih u makroreaktorima, pruzajuéi poboljSanu ucinkovitost, produktivnost i
sigurnost. Faktori poput preciznije kontrole procesnih uvjeta, reducirane potroSnje reaktanata i
katalizatora, i optimalnih omjera medufazne povrSine prema volumenu, dovode do ucinkovitijeg
prijenosa tvari i energije, kao i smanjenje koli¢ine otpadnih tokova (Hessel i sur., 2004).

Za industrijsku primjenu, mikroproto¢ni sustavi imaju cijeli niz prednosti u vidu
fleksibilnosti i pove¢anja zapremnine u odnosu na konvencionalne makrosustave. U svrhu
uvecéanja volumena i kapaciteta, mikroproto¢ni sustavi se mogu spajati u paralelnim ili serijskim
spojevima, poznatim kao numbering-up ili scaling-out. Ova metoda je manje sloZena i troskovno
ucinkovitija u usporedbi s tradicionalnim pristupima povecanja proizvodnje (scaling-up), koji su
Cesto dugotrajni, skupi i izvedbeno zahtjevni (Ehrfeld i sur., 2000). Strategija paralelnog
povezivanja vise mikroproto¢nih sustava poznata je kao external numbering-up. Ovaj pristup
povecava kapacitet procesa i koli¢inu proizvedenog materijala kroz povecanje broja operativnih
jedinica. S druge strane, serijsko povezivanje elemenata unutar pojedinacnog mikroreaktora
naziva se internal numbering-up. Ovo omogucava jedinstveni ulazni i izlazni tok, a broj jedinica
koje se mogu povezati ogranicen je padom tlaka u sustavu (Hessel i sur., 2005).

Dodatna prednost mikroproto¢nih sustava je jednostavnost. Naime, u sluc¢aju kvara ili
prestanka rada jedne jedinice, proces se moze nastaviti s minimalnim prekidima. Napredni
mikroproto¢ni sustavi takoder omogucuju provedbu usporednih reakcija, uz paralelnu
separaciju i analizu spojeva unutar jednog mikrokanala. Medutim, postoje i ograni¢enja u
koridtenju ovih sustava. Mikroprotocni sustavi jo$ uvijek ne mogu zamijeniti sve konvencionalne

procesne sustave posebno one u kojima je jedna od faza krutina. Takoder, mali promijeri



mikrokanala mogu biti osjetljivi na zalepljenje, posebno pri radu s viskoznim ili ¢vrstim

medijima.

2.6. UMJETNE NEURONSKE MREZE

Umijetne neuronske mreze (engl. Artificial neural networks, ANNSs) su racunalni modeli
Ciji je osnovni cilj simulacija mehanizama ucenja i obrade podataka koji su inspirirani ljudskim
mozgom, visoko kompleksnim i nelinearnim sustavom, sastavljenim od priblizno 100 milijardi
neurona koji su medusobno povezani. Svaki pojedini neuron se sastoji od stani¢nog tijela, ili
somata, koji agregira i analizira signale primljene putem dendritske mreZe. Generirane
informacije se nakon toga prenose do drugih neurona putem aksona preko specijaliziranih
kontaktnih to¢aka poznatih kao sinapse (Rumelhart i McClelland, 1986).

Arhitektura umjetne neuronske mreze se obi¢no sastoji od triju slojeva: ulaznog sloja,
jednog ili viSe skrivenih slojeva i izlaznog sloja. Skriveni slojevi mogu imati razli¢ite topologije,
ukljuCujuci potpuno povezane slojeve, konvolucijske slojeve, ponavljaju¢e slojeve i druge.
Proces modeliranja Cesto se provodi kroz fazu obu€avanja, gdje se koristi algoritam povratne
propagacije (engl. backpropagation) za azuriranje tezinskih koeficijenata na temelju razlike
izmedu stvarnih i predvidenih izlaza (lbrahim i sur., 2022).

U umjetnim neuronskim mrezama, osnovni element za obradu informacija je sumator
koji funkcionira kao ekvivalent some u bioloSkom neuronu. Sumator prikuplja i zbraja ulazne
signale, sli€éno kao Sto dendriti prenose signale prema somi u bioloSkom neuronu. Izlazna
vrijednost sumatora analogna je aksonu bioloSkog neurona, koji sluzi kao komunikacijski kanal
za prijenos informacija. Tezinski koeficijenti u umjetnim neuronskim mrezama paralelni su
sinaptickim vezama u bioloskim neuronima i odreduju jacinu i tip interakcije izmedu razliCitih
neurona u mrezi.

Strukturalno, neuronsku mrezu mozemo prikazati kao usmjereni graf (slika 5) u kojem
su c¢vorovi neuroni, a usmjerene strelice oznaCavaju putanju protoka signala. TeZinski
koeficijenti mogu imati razliCite vrijednosti: nula ozna¢ava odsutnost veze izmedu neurona,
pozitivna vrijednost implicira da jedan neuron pobuduje drugi, dok negativna vrijednost ukazuje
na inhibiciju. Veli€ina tezinskog koeficijenta je izravno proporcionalna utjecaju koji jedan neuron
ima na drugi. Drugim rijeCima, veci tezinski koeficijent ¢e rezultirati veéim utjecajem jednog
neurona na rad drugog $to odgovara nacinu na koji prave neuronske stanice pobuduju jedne
druge kroz sinapse. Aktivacijske funkcije preuzimaju ulogu praga osjetljivosti neurona, odnosno
nacin reakcije na signal, izvrSenje izmjene ulaznog signala i predaje drugim neuronima (Kusi i
Kowalski, 2018).
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Slika 5. Struktura umjetnog neurona (prema Okpo i sur, 2016)

Matematicki, neuron prikazan na slici 5 moze se opisati sljede¢im jednadzbama:

- [3]
Zj = Z Wtj "Xt
i=1

y; = f(z + b)) [4]
u kojima su x; ulazni signali neurona, wy tezinski koeficijenti koji modificiraju ulazni signal, z;
linearni kombinator izlaza koji je funkcija ulaznog signala, f(z;) aktivacijska funkcija, bi pomak
(bias) i yj izlazni signal neurona.

Umijetne neuronske mreze se sve viSe primjenjuju u modeliranju procesa zbog svoje
sposobnosti aproksimacije slozenih, nelinearnih odnosa koji se Cesto javljaju u stvarnim
sustavima. Tako npr. u procesima proizvodnje i kontrole kvalitete, ANN se mogu Kkoristiti za
modeliranje sloZzenih odnose izmedu parametara procesa i krajnjeg proizvoda, &ime se

omogucava bolja kontrola i optimiranje proizvodnje (Cybenko, 1989; Hornik et al., 1989).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Ovo poglavlje prikazuje materijale potrebne za pripravu i karakterizaciju eutektickih

otapala koriStenih u radu, kao i opremu koriStenu u seriji Sarznih ekstrakcija i mikroekstrakcija

te racunalne programe koriStene za konstrukciju matematickihn modela umjetnih neuronskih

mreza.

3.1.1. Kemikalije

Kemikalije koristeni u ovom radu nabavljeni su od sljedecih proizvodaca:

2-propanol, HPLC ¢isto¢e (VWR Chemicals, Leuven, Belgija)

Acetonitril >=99,9 % HPLC d&istoc¢e (Fisher Chemical, Geel, Belgija)
Citratna kiselina, bezvodna, G.R. (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ce$ka)
Commassie Brillilant Blue G-250 (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svicarska)
D(+)-glukoza bezvodna p.a. (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
D-fruktoza (Gram-mol d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)

Dikalijev hidrogen fosfat (VWR Chemicals, Leuven, Belgija)

Etanol (Gram-mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

Etilen glikol G.R. (Lach-Ner s.r.o0., Neratovice, Ceska)

Glicerol, redestiliran p.a. (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Govedi serumski albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Be¢&, Austrija)

Kalijev dihidrogen fosfat (VWR Chemicals, Leuven, Belgija)

Kolin klorid, 99 % (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgija)
L(-)-Sorboza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Malonska kiselina (Fisher Chemical, Geel, Belgija)

Maltoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Metanol (VWR Chemicals, BDH Prolabo, Leicestershire, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Nile red (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Ortofosforna kiselina (VWR Chemicals, Randor, SAD)

p-NPP (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Saharoza (Merck Milipore, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
Saharoza G.R. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

Suncokretovo ulje (Zvijezda, Zagreb, Hrvatska)

Tiourea p.a. (VWR Chemicals, Leuven, Belgija)

Triton X-100 (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svicarska)
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e Ultracista voda (FKIT, Zagreb, Hrvatska)

e Urea p.a. (Gram-mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Enzim lipaza

Koristena je komercijalno dostupna liofilizirana lipaza porijeklom iz Aspergillus oryzae
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) u prahu, specifiCne aktivnosti 50 U/mg. Enzim je Cuvan u

hladnjaku na 4 °C do koristenja.

3.1.3. Otopine i puferi
3.1.3.1. Kalij-kalij fosfatni pufer (pH = 7)

Za pripremu 0,1 mol/L kalij-kalij fosfatnog pufera pH 7 potrebno je u 800 mL destilirane
vode otopiti 6,31 g KH2PO. i 9,343 g K2HPO,4. Nakon otapanja, pufer je potrebno homogenizirati
i volumen nadopunitido 1 L.

3.1.3.2. Bradford reagens

Za pripravu Bradford reagensa u boci od 1 L otapa se 100 mg boje Coomassie Brilliant
Blue G-250 i mijeSa s 50 mL 85 % ortofosforne kiseline, 50 mL 95 % etanola, te se dopuni do
oznake ultraCistom vodom. Dobiveni reagens potrebno je odmah filtrirati kroz 0,45 um filter
(PTFE Syringe filter promjera 25 mm) te Cuvati na 4 °C u boci koja sprje€ava prodiranje svjetla.

Prije upotrebe reagens je potrebno zagrijati na 25 °C.

3.1.3.3. Kalij-kalij fosfatni pufer (pH = 7,4)

Za pripremu 0,01 mol/L kalij-kalij fosfatnog pufera pH 7,4 potrebno je najprije pripremiti
0,01 mol/L otopine KH»PO,4 otapanjem 0,135 g soli KH.PO4 u 100 mL destilirane vode, te je
potrebno pripremiti 0,01 mol/L otopine K;HPO4 otapanjem 0,174 g soli K;HPO4. Otopine soli se
mijeSaju do postizanja pH = 7,4 dodavanje 0,01 mol/L otopine KH2PO4u 0,01 mol/L otopinu
KoHPO..

3.1.4. Uredaiji

e AnalitiCka vaga AUW120 (Shimadzu, Nagakyo-ku, Japan)

e Centrifuga Universal 320 R (Hettich, Beverly, SAD)

o Digitalna vaga EW1500-2M (Kern, Stuttgart, Njemacka)

e Plinski kromatograf s FID detektorom GC-2014 (Shimadzu, Nagakyo-ku, Japan)

e Klipne pumpe PHD 4400 Syringe Pump Series (Harvard Apparatus, Holliston, SAD)
e Magnetska mijeSalica s grijanjem MS-3000 (Biosan, Riga, Latvija)

e pH-elektroda Metrohm 914 (Metrohm, Herisau, Svicarska)

e UV-Vis spektrofotometar UV-1601 (Shimadzu, Nagakyo-ku, Japan)
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e UV-Vis spektrofotometar UV-1800 (Shimadzu, Nagakyo-ku, Japan)
¢ Homogenizator Vibromix 10 (Tehtnica, Podplat, Slovenija)

e Rotacijski viskozimetar ViscoqC 300-L (Anton Paar, Graz, Austrija)

3.1.5. Racunalni programi

e BIOVIA TmoleX19 2021 (Dassault Systems, Pariz, Francuska)

e BIOVITA COSMOtherm 2020 (Dassault Systems, Pariz, Francuska)
e MATLab R2022b akademska licenca (MathWorks, Natick, SAD)

e Statistica 14.0. (Tibco Software Inc, Santa Clara, SAD)

3.2. METODE

U ovom poglavlju opisani su postupci koristeni za pripravu i karakterizaciju eutektickih
otapala, pripremu i provedbu Sarzne i kontinuirane ekstrakcije enzima lipaza podrijetiom iz
Aspergillus oryzae te metoda za odredivanje aktivnosti enzima lipaza u pripravijenim DES-

evima.

3.2.1. Priprava eutektiCkih otapala

Eutekti¢na otapala pripravljena su iz odabranih komponenti u potrebnom molarnom
omjeru prikazanom tablici 1. U bocu je odvagana prethodno izraCunata masa svake
komponente eutektiCkog otapala, a nakon dodatka vode u masenom omjeru od 5 do 40%,
sadrzaj je mijeSan na magnetskoj mije3alici uz zagrijavanje do 50 °C kroz 2 sata tj. sve do
potpunog otapanja i nastanka homogene prozirne kapljevine koja je ta svojstva zadrzala i nakon
hladenja na 25 °C.

Tablica 1. Popis pripravljenih eutektickih otapala te njihov sastav i udio vode

Oznaka DES Molarni udjeli  w (H20) (%)
1 ChCl:Fru 2,5:1 15
2 ChClI:Fru 2,5:1 30
3 ChClI:Fru 2,5:1 40
4 ChCl:MK 11 10
5 ChCl:Glc 2,5:1 10
6 ChCl:Sah 4:1 15
7 ChCl:Mal 4:1 20
8 ChCl:Pro:JK 1:1:1 25
9 ChCl:Sor 11 20
10 ChCl:Xyl 51 25
11 ChCI:LK 2:1 20
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Tablica 1. Popis pripravljenih eutekti¢kih otapala te njihov sastav i udio vode - nastavak

Oznaka DES Molarni udjeli  w (H20) (%)
12 ChClI:Sor 2:3 20
13 ChCl:Xyl 2:1 20
14 ChCI:JK 1:1 20
15 ChCI:.OK 1.1 0
16 ChCI:PG 1:4 0
17 ChCIl:U:TU 1:1:1 10
18 ChCl:Glc 1:1 10
19 ChCl:Sah 2:1 10
20 ChCLEG:TU 1:1:1 0
21 ChCl:U 1:2 5
22 ChCIEG 1:2 0
23 ChCLU:EG 1:2:2 0
24 ChCI: GIEG 1:1:1 0
25 ChCI:G 1:2 10
26 ChCI:U:EG 1:1:1 0
27 ChCI:PG:ZnCl, 1:4:0,02 0
28 ChCl:U 1:2 5
29 ChClI: EG 1:4 0
30 ChCl:U:Gly 1:2:2 0
31 ChCIEG 1:3 0
32 ChCI:G 1:4 0
33 ChCI:G 1:3 0
34 ChCI:G 1:2 0
35 ChCl:Glc 2:1 10
36 ChCI:LK 1:1 20
37 ChCI.G:TU 1:1:1 10

*ChClI — kolin klorid, Fru — fruktoza, MK — malonska kiselina, Glc — glukoza, Mal — maltoza, Pro — prolin,
JK — jabuéna kiselina, Sor — sorbitol, Xyl — ksiloza, LK — limunska kiselina, OK — oksalna kiselina, PG —
poliglikol, U — urea, TU — tiourea, Sah — saharoza, EG — etilen glikol, G — glicerol

3.2.2. Analiza fizikalnih svojstva pripremljenih eutekti¢kih otapala
3.2.2.1.  Mjerenje gustoce eutektiCkih otapala
Gustoca eutekti¢kih otapala odredena je primjenom piknometra volumena 2 mL pri 25
°C. Na analitiCkoj vagi odredena je masa praznog, suhog i €istog piknometra, nakon ¢ega se
piknometar napuni eutektiCkim otapalom i ponovno vaze. Gustoca je izraCunata na temelju
razlike u masu izmedu praznog i punog piknometra prema jednadzbi 5:

Mpy — Mpr _ MpESs [5]
%4 %4

p:
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u kojoj mpes oznaCava masu eutekti¢kog otapala dobivenu oduzimanjem mase punog (mpy) i
praznog (mp) piknometra, V je volumen piknometra (2 mL). Sva mjerenja su izvrSena u tri

paralele i izrazena su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom.

3.2.2.2. Mjerenje dinamicke viskoznosti eutektickih otapala

Dinamicka viskoznost eutekti¢kin otapala izmjerena je na rotacijskom viskozimetru
ViscogqC 300-L pri 25 °C. Sva mjerenja su izvrSena u tri paralele i izrazena su kao srednja

vrijednost sa standardnom devijacijom.

3.2.2.3. Mjerenje pH eutektickih otapala

pH vrijednost eutektiCkih otapala odredena je s pomoéu pH-metra Metrohm 914
uranjanjem sonde u otapalo. Sva mjerenja su izvrSena u tri paralele i izrazena su kao srednja

vrijednost sa standardnom devijacijom.

3.2.2.4. Odredivanje polarnosti eutekti¢kih otapala

Polarnost svakog pripremljenog eutektickog otapala odredena je s pomocu Nile red
solvatokromne probe prema modificiranoj metodi opisanoj po Jeong i sur. (2017) te Ogihara i
sur. (2004). Molekula boje Nile red (9-(dietilamino)-5H-benzo[alfenoksazin-5-on) mijenja svoj
maksimum apsorpcije ovisno o polarnosti okolnog otpala, stoga se Cesto koristi u kvantitativnoj
procjeni polarnosti uzoraka.

Pocetna (stock) otopina Nile red boje koncentracije 1 mg/mL etanola je 100 puta
razrijedena u etanolu i zatim dodana u eutekti¢ko otapalo u omjeru 3:1. Apsorpcijski spektri u
rasponu od 380 do 800 nm snimljeni su s pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra u kvarcnim
kivetama. Prethodno je bitno napraviti kontrolu s polarnim (voda) i nepolarnim otapalom
(heksan), te snimiti spektar slijepe probe u kojoj se koristi destilirana voda. Iz dobivenih spektara
o€ita se maksimum apsorpcije (Amax) za svaki uzorak koji se onda koristi za izraGun molarne
prijelazne energije (engl. Molar transition energy) (Exg) prema jednadzbi 6:

gy, = N4 [6]
NR Amax

u kojoj je h Planckova konstanta (6,62607004 - 103 J/s), ¢ brzina svjetlosti (299 792 458 m/s)
i Na Avogadrov broj (6,022 140 76 - 10 1/mol).

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina lineariziranom metodom po Bradfordu

Za potrebe odredivanja koncentracije proteina koriStena je linearizirana metoda po
Bradfordu koja se zasniva na vezivanju kiseloplavog kopolimera Coomassie Brilliant Blue G-
250 (CBB G-250), u kiseloj sredini u kojoj je ona u anionskom obliku, s amino skupinama

proteina koje se nalaze u otopini koja se ispituje (Kielkopf i sur., 2020). Tijekom ove reakcije,
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apsorpcijski maksimum za boju se pomjera od 465 nm na 595 nm, pri ¢emu se javlja vidljiva
promjena boje otopine od smede do plave. Boja reagira s aminokiselinskim ostacima,
prvenstveno arginina, ali i tirozina, histidina, lizina, triptofana i fenilalanina.

Kako bi se odredila koncentracija proteina u uzorcima, u plastiénu kivetu je dodana
otopina proteina i Bradfordovog reagensa u omjeru 1:1, te je tako dobivena smjesa kratko
homogenizirana. Nakon to¢no 5 min spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija pri A = 595
nm i A = 450 nm. Svi uzorci su analizirani u tri paralele. Koncentracija proteina u uzorcima
dobivena je iz bazdarnog dijagrama pri ¢emu je koriSten omjer apsorbancija izmjerenih pri A =
595 nmi A =450 nm (slika 6).

y =0,0790x + 1,0433
R?=0,9828

0 10 20 30 40
y(mg/L)

Slika 6. BaZzdarni pravac za odredivanje koncentracija proteina lineariziranom metodom po
Bradfordu

Koncentracija proteina u nepoznatim uzorcima odreduje se prema jednadzbi 7:

Asos _ [7]
_ Aaso
k

gdje je ¢ koncentracija proteina u uzorku, A apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini, 595 i 450

c

nm, k nagib i | odsje€ak bazdarnog pravca.

3.2.4. Odredivanje aktivnosti lipaze iz Aspergillus oryzae u eutektickim otapalima

Aktivnost komercijalnog enzima lipaza u ispitivanim eutektiCkim otapalima odredena je
metodom pocetnih brzina na temelju provedbe reakcije hidrolize p-nitrofenilpalmitata (p-NPP)

u Sarznom reaktoru (slika 7) (Sung i sur., 2016).
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Slika 7. Reakcija hidrolize p-nitrofenilpalmitata (p-NPP) na p-nitrofenil (p-NP) i palmitinsku
kiselinu katalizirana lipazom

U Sarzni reaktor volumena 50 mL dodano je 9,4 mL 0,1 mol/L kalij-kalij fosfatnog pufera
pH koji sadrzi 10 % odabranog DES i 0,5 % Triton X-100 te 0,1 mL otopine enzima koncentracije
10 pg/mL. Reakcija je zapoCeta dodatkom 0,5 mL 10 mmol/L otopine p-NPP otoplienog u
izopropanolu. Test je proveden pri brzini mijeSanja od 120 rpm na magnetnoj mijesalici pri
temperaturi od 25 °C. Periodic¢ki (5, 10, 15, 25 i 30 min) je iz reaktora izuzeto 300 L alikvota i
razrijedeno s 300 uL acetonitrila kako bi se zaustavila reakcija. Uzorak je centrifugiran (5 min,
14000 rpm, 25 °C) te mu je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini 405 nm u kvarcnoj kiveti
promjera 1 cm. Na temelju dobivenih apsorbancija dobivena je ovisnost koncentracije nastalog
p-NP-a o vremenu provedbe reakcije. 1z dobivenog nagiba pravca izraCunata je rezidualna
aktivnost enzima lipaza (R.A.) prema jednadzbi 8:

:dyFAME my 1 [8]

R.A.
dt mg Ve

YFAME

. . o d Y L .. .
gdje nagib pravca predstavlja ¢lan i ¢lanovi m, i me redom su masa reakcijske smjese

i masa enzima u istoj. Isti postupak primijenjen je za ispitivanje aktivnosti lipaze u fosfathom
puferu koji je upotrijebljen umjesto eutektickog otapala u istoj koli¢ini (10 %) za slijepu probu.

Sva mjerenja su provedena u tri paralele.

3.2.5. Analiza stabilnosti enzima lipaze

Stabilnost enzima lipaza ispitana je kroz 64 dana mjerenjem hidroliticke aktivnosti
enzima €uvanog u 0,1 mol/L kalij-kalij fosfathom puferu pH 7 pri 4 °C i 25 °C. U vremenskim
intervalima, izmjerena je aktivnhost enzima prema postupku opisanom u 3.2.4.

Gubitak aktivnost enzima lipaza je opisan kinetikom prvog reda prema jednadzbi 9:

dRA] [9]
= —ka"R.A.

gdje kg, predstavlja konstantu deaktivacije, a R.A. je rezidualna aktivnost lipaze (%) koja
se racuna se kao postotak aktivnosti enzima u odnosu na inicijalnu aktivnost enzima (nulti dan
pri 25 °C). Vrijednost konstante deaktivacije enzima prilikom Cuvanja na 4 °C i na 25 °C

procijenjena je primjenom programskog paketa Statistica 14.0.
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3.2.6. Sarzna ekstrakcija lipaza eutekti¢kim otapalima

Kako bi se formirao ATPS na bazi DES-a potrebna je sol topljiva u vodi u visokoj
koncentraciji, a u tu svrhu je koriSten kalijev dihidrogenfosfat. Za provedbu Sarzne ekstrakcije
enzima lipaze porijeklom iz plijesni Aspergillus oryzae potrebno je pripremiti po€etnu otopinu
enzima koncentracije 0,1 mg/mL otapanjem enzima u otopini K;HPOa4, u kojoj je koncentracija
soli mijenjana u rasponu od 0,6 do 0,8 g/mL. U epruvetama volumena 15 mL pomijeSano je 1,3
g analiziranog eutektiCkog otapala s 2 mL pocetne otopine enzima u soli. Pripremljene smjese
homogenizirane su u inkubacijskoj tresilici kroz 30 min pri brzini mijeSanja od 400 rpm i
temperaturi 25 °C. Nakon homogenizacije, smjesa je centrifugirana 5 minuta pri 4000 rpm i
temperaturi 25 °C nakon ¢ega je, u sluaju nastanka dvije faze, izmjeren volumen rafinatne i
ekstraktne faze. Faze su medusobno odvojene pomocéu Sprice i igle kako bi se izbjeglo
mijeSanje te je u svakoj od faza izmjerena koncentracija proteina metodom po Bradfordu. U
nastalom dvofaznom sustavu je gornji sloj (ekstraktna faza) eutekti¢ko otapalo s ekstrahiranim
enzimom lipaza, a donji (rafinatna faza) otopina K:HPO4 sa zaostalim enzimom. Uc&inkovitost
ekstrakcije enzima E (jednadzZba 10) i koeficijent raspodjele K, (jednadzba 11) raCunaju se na

temelju volumena faza i koncentracije enzima u svakoj od faza izracunate:

%
E= YPE " VE 100 % [10]
Ype ' VE+Vpr' VR
K, = LBE [11]
YPR

u kojima su yee masena koncentracija proteina u ekstraktnoj fazi (mg/mL), yrr masena
koncentracija proteina u rafinatnoj fazi (mg/mL), Ve volumen ekstrakine faze (mL) i Vr volumen
rafinatne faze (mL).

Za svaki ekstrakcijski sustav, jednadzbom 12 izraunat je i koeficijent R, koji predstavlja
omijer volumena ekstraktne (V) i rafinatne faze (Vr):

_ " [12]

R =
VR

3.2.7. Kontinuirana ekstrakcija enzima lipaze u mikroprotoénom sustava

Za provodenje kontinuirane ekstrakcije enzima u mikroprotoénom sustava koristen je
mikroekstraktor od teflonske cijevi duljine 30 cm i promjera 1000 um izveden s dva ulaza u
obliku slova ,T“. Za uvodenje dviju kapljevitih faza ((i) eutekticko otapalo, (ii) otopina soli
KoHPO; i lipaze) koriStene su klipne pumpe. Eksperimenti su provedeni pri ukupnim protocima
u rasponu od 200 pL/min do 4000 pL/min. Omijeri protjecanja kapljivih faza u mikroekstraktorima
bili su podeSeni na 1:1,5 kako bi se osiguralo da na izlazu omjer volumena faza bude kao u

Sarznom reaktoru. Nakon sakupljanja uzorka na izlazu, smjesa je centrifugirana 5 minuta pri
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4000 rpm i temperaturi 25 °C nakon ¢ega je, u slu€aju nastanka dvije faze, izmjeren volumen
rafinatne i ekstraktne faze. Faze su medusobno odvojene pomocu Sprice i igle kako bi se
izbjeglo mijeSanje te je u svakoj od faza izmjerena koncentracija proteina metodom po
Bradfordu. U nastalom dvofaznom sustavu je gornji sloj (ekstraktna faza) eutekticko otapalo s
ekstrahiranim enzimom lipaza, a donji (rafinatna faza) otopina K:HPO4 sa zaostalim enzimom.
Ucinkovitost ekstrakcije enzima i koeficijent raspodjele izraCunati su koridtenjem jednadzbi 10 i
11.

3.2.8. Sinteza biodizela
3.2.8.1. Kemijska sinteza biodizela

Kemijska sinteza biodizela provedena je u tikvici volumena 10 mL iz 60 mg jestivog
suncokretovog ulja, 4 mL izooktana i 200 uL otopine kalijevog hidroksida u metanolu
koncentracije 2 mol/L. Smjesa je dobro homogenizirana i ostavljena da reagira na 25 °C. Nakon
bistrenja smjese, odvojen je donji sloj koji sadrzi glicerol te je u gornji dodan 1 g natrijeva
hidrogenkarbonata monohidrata zbog neutralizacije. Nakon neutralizacije, 500 yL uzorka je
pomijeSano s 500 yL 0,5 mol/L HCI. Tako pripremljen uzorak centrifugiran je 5 min pri 14000
rpm te temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja uzorak je razrijeden 1000x i profiltriran kroz
42/25 filter (nesterilni PVDF Syringe filteri, pora: 0,45(um), promjer:4(mm)) u vijalu za analizu

na plinskom kromatografu. Ukupno su pripremljene 3 paralele.
3.2.8.2. Enzimska sinteza biodizela

Sinteza biodizela iz suncokretovog ulja s metanolom provedena je u $arznom reaktoru
uz enzim lipaza porijeklom iz Aspergillus oryzae kao biokatalizatorom. U tri SarZna reaktora

volumena 250 mL s dvostrukom stijenkom dodano je ulje i metanol u omjerima prema tablici 2.

Tablica 2. Sadrzaj reaktora za proizvodnju biodizela
Reaktor  Stehiometrijski omjer m (ulje) (g) m (metanol) (g)

1 1:3,2 45,83 5,72
2 1:90 45,83 157,19
3 1:3,2 45,83 5,72

Reakcijske smjese mijeSane su pomoc¢u magnetne mijesalice (600 rpm), pri konstantnoj
temperaturi od 40 °C primjenom vanjskog termostata. Nakon 20 minuta mijeSanja i
termostatiranja reakcijske smjese, reakcija je pokrenuta dodavanjem enzima lipaze u DES-u
koncentracije 0,01 mol/L (4,58 g) u reaktor 1 i 2, te dodavanjem enzima lipaza u 0,01 mol/L

otopini kalij-kalij-fosfatnog pufera pH 7,4 (4,58 g) u reaktoru 3.
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U definiranim vremenskim intervalima uzorci su izuzimani iz bioreaktora te su pripremani
za analizu na nacin da je 500 uL uzorka pomijeSano s 500 uL 0,5 mol/L HCI za deaktivaciju
enzima i zaustavljanje reakcije. Tako pripremljen uzorak centrifugiran je 5 min pri 14000 rpm te
temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja iz gornjeg sloja otpipetirano je 150 yL uzorka te
1000x razrijedeno u etanolu. Uzorak je ponovno homogeniziran te profiltriran kroz 42/25 filter
(nesterilni PVDF Syringe filteri, pore: 0.45 ym, promjer: 4 mm) u vijalu za analizu na plinskom

kromatografu. Za svaki uzorak pripremljene su tri paralele koje su dalje analizirane.

3.2.9. Odredivanje koncentracije metilnih estera masnih kiselina i glicerola plinskom
kromatografijom

Koncentracija metilnih estera masnih kiselina i glicerola odredeni su na plinskom
kromatografu s plameno-ioniziraju¢im detektorom (engl. Flame lonization Detector, FID) i
kapilarnom kolonom (duzina 30 m, unutarnji promjer 0,53 mm i debljina filma 1,00 ym) prema
metodi opisanoj u radu Budzaki i sur (2015). Kromatografski uvjeti koristeni u mjerenju prilozeni
su u tablici 3.

Tablica 3. Kromatografski uvjeti mjerenja koncentracije estera masnih kiselina i glicerola
plinskom kromatografijom

Kolona Zebron ZB-Wax GC
Plin nosaé Dusik
Protok plina nosaca 1,97 mL 1/min
Temperaturni program Pocetna temperatura 180 °C
Brzina zagrijavanja 5°C 1/min
Konacna temperatura 230 °C
Temperatura FID detektora 240 °C
Trajanje analize 15 min

Kako bi se provela identifikacija i kvantifikacija spojeva, nuzno je pratiti retencijsko
vrijeme, odnosno vrijeme potrebno odredenom spoju da prode kroz kromatografski sustav. U
tablici 4 prikazana su retencijska vremena razli€itih estera masnih kiselina karakteristi¢nih za

suncokretovo ulje:
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Tablica 4. Retencijska vremena estera masnih kiselina

Ester tr (Min)
Palmitinske
o 7,740
kiseline
Stearinske
o 10,590
kiseline
Oleinske
o 10,867
kiseline
Linolne
o 11,575
kiseline

IskoriStenje procesa enzimatske sinteze biodizela (n) racuna se prema jednadZzbi 13:

n= E 100 [13]
Ck

u kojoj ce predstavlja izmjerenu koncentraciju FAME dobivenu enzimskom, a cx kemijskom

sintezom.

3.2.10. StatistiCka analiza i matemati¢ko modeliranje ekstrakcije enzima lipaze
3.2.10.1. Osnovna statisti¢ka analiza, raspodjela podataka i korelacijska matrica

Sva mjerenja fizikalno-kemijskih svojstava DES-eva, rezidualne aktivnosti lipaze,
ucinkovitosti ekstrakcije i koeficijenta raspodjele provedena su u tri paralele i osnovna
statisticka analiza (srednja vrijednost i standardna devijacija) provedena je u programskom
paketu Statistica 14.0.

Korelacije izmedu eksperimentalnih podataka analizirane su primjenom Spearmanove
korelacijske matrice u programskom paketu MATLAB R2022b. Spearmanov koeficijent
korelacije (p) je neparametarske prirode, a racuna se prema jednadzbi 14:
6x YU, d? [14]

N3 —N
U kojoj N oznacava broj podataka, d; kvadrat razlike rangova prve (nezavisne) i druge (zavisne)

p=1-

varijable. Kada je odredivana znacajnost koeficijenta korelacije, kao grani¢na vrijednost
znacajnih i neznacajnih koeficijenata uzeta je 0,05, odnosno ako je p < 0,05 korelacija je
znacajna, a ako je p > 0,05 koeficijent korelacije nije znacCajan.

Cjelokupni koristeni kod za uvoz podataka, distribuciju podataka i izradu Spearman

korelacijske matrice u programu MATLab su u prilogu 1.

22



3.2.10.2. Izradun o-profila i deskriptora eutektickih otapala

Svi spojevi koriSteni za pripravu DES-eva prethodno su optimirani geometrijski i
energetski u programu BIOVIA TmoleX19 2021 (Dassault Systems, Pariz, Francuska).
Kvantno-kemijski proracuni izvedeni su koristeéi teoriju funkcionalne gustoce (engl. Density
functional theory, DFT). Kako bi se stvorila pojednostavljena baza podataka, za svaku molekulu
odabran je i kori§ten za daljnje proucavanje najzastupljeniji neionizirani konformer s najmanjom
energijom. U slu¢aju da molekula ima dva ili viSe iona (npr. ChClI), postupa se kao i s ionskim
parovima. Njihove strukture optimirane su prema Abranches i sur. (2019). Softverom
generirana COSMO datoteka za svaku optimiziranu molekulu sadrzi krivulju o-profila koja pruza
kvantitativnhu reprezentaciju povrSinskog naboja polarne molekule na skali polariteta. HBA su
karakterizirani pikovima u regiji negativhog potencijala, HBD u regiji pozitivhog potencijala, a
nepolarne molekule pikovima u regiji potencijala oko nule.

Za izraCun o-profila smjese, koristi se izraCun prema jednadzbi 15:
Op = Ops1 " K1 + Opsy " Ky + 053 " K3 + 0pp,0 " Ka [15]

u kojoj je on profil smjese, a onsp redom profili samostalnih komponenti pomnozeni s
njihovim molarnim udjelom K, (mol/mol) unutar smjese.

Kako bi se definirali molekulski deskriptori za sve sastojke DES-a, krivulje o-profila za
svaki HBA, HBD i vodu podijeljene su u 10 regija. Sirina svake regije je 0,005 e/A?, pokrivajudi
raspon od -0,025 do +0,025 e/A?. Podrugja ispod krivulje integrirana su zasebno za svaki
definirani raspon, §to je postignuto zbrajanjem ordinatnih vrijednosti toaka o-profila kako je
predstavljeno u softveru BIOVIA COSMOtherm. Ordinatne vrijednosti koje leze na granicama
podijeljene su na pola, a svaka polovica pripisana je jednoj od susjednih regija. Tako su

izraunati S'mix deskriptori o-profila kao numericke vrijednosti podijeljenih 10 podrudja.

3.2.10.3. Modeliranje veze izmedu ucinkovitosti ekstrakcije te rezidualne aktivnosti i DES
deskriptora

Modeliranje veze izmedu ucinkovitosti ekstrakcije te rezidualne aktivhosti i DES
deskriptora provedeno je na temelju pretpostavke da navedene izlazne varijable mogu opisati
kao funkcije S'mix deskriptora o-profila i njihovih fizikalno-kemijskih svojstava prema jednadzbi
16:

E (R- A. ) = f(pH: b1, ENR, Srlnix' Srznix' Sr?;LixJ S;;lix' Srs‘;lix' Sr6nix' Sr7nixJ Sr?lix' Sv?nix' Srlnoix) [16]
Na osnhovu korelacijske matrice, odabrane su €etiri ulazne varijable koje imaju znacajnu

korelaciju i s u€inkovito$¢u ekstrakcije i s rezidualnom aktivno$cu, a to su redom pH, Smix, S’mix,
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i S8mix. Veza izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli opisana je primjenom linearnih (jednadzba

17) regresijskih modela te primjenom modela umjetnih neuronskih mreza.
Y =Bo+B1PH + By Spix + B3 * Sz + Ba* Smuix [17]

gdje je Y izabrana izlazna varijabla, odnosno ucdinkovitost ekstrakcije ili rezidualna aktivnost, Bo
odsjeCak na ordinati, odnosno parametar slobodnog &lana, a Bi1, B2,... Bk parcijalni koeficijenti
nagiba pravca, a nalaze uz odabrane ulazne varijable Xi, Xa,...,Xk. Za procjenu parametara
linearnog regresijskog modela (jednadzba 17) koriStena je metoda najmanijih kvadrata koja
minimizira sumu kvadratnih razlika izmedu izmjerenih i predvidenih vrijednosti u programu

Veza izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli opisana je takoder primjenom modela
umjetnih neuronskih mreza. U programskom paketu Statistica 14.0 razvijene su videslojne
perceptronske neuronske mreze (eng. Multiple Layer Perceptron, MLP) umjetne neuronske
mreze. ANN modeli sadrzavali su ulazni sloj, skriveni sloj i izlazni sloj. Ulazni sloj je imao Cetiri
neurona (pH, Stmix, S'mix, | S8mix), izlazni sloj je imao dva neurona (ucinkovitost ekstrakcije i
rezidualna aktivnost), a broj neurona u skrivenom sloju algoritma je varirao izmedu 4 i 13. Za
aktivacijske funkcije skrivenog sloja i izlaznog sloja nasumi¢no su odabrane funkcija identiteta,
logisticka funkcija, tangens hiperbolna i eksponencijalna aktivacijska funkcija. Za razvoj ANN
model skup podataka podijeljen je u omjeru 70:30 na skup podataka za kalibraciju i skup
podataka za predvidanje. Osim toga, skup podataka kalibracije podijeljen je na 70 % za
treniranje mreza, 15 % za testiranje mreza i 15 % za provjeru valjanosti modela (validacija
modela). Za treniranje modela koriSten je algoritam povratne propagacije. Primjenjivost
razvijenih kalibracijskih modela procijenjena je s pomocu koeficilenta determinacije za
kalibraciju (R«a?), prilagodenog koeficijenta determinacije za kalibraciju (Rkaaq) i korijena
srednje kvadratne pogreske za kalibraciju (engl. Root Mean Square Error, RMSE). U&inkovitost
predvidanja modela procijenjena je na temelju koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpred?),
prilagodenog koeficijenta determinacije za kalibraciju (Rpred®ad), korijena srednje kvadratne
pogreSke za predvidanje (RMSEP), standardne pogresSke predvidanja (engl. Standard Error of
Prediction, SEP), omjer predvidanja i odstupanja (engl. Ratio of Prediction to Deviation, RPD)
i omjera raspona pogreske (engl. Ratio of the Error Range, RER) (Fearn, 2002).

3.2.10.4. Procjena optimalnih vrijednosti DES deskriptora eutektickih otapala za ekstrakciju

lipaze vodenim dvofaznim sustavima

Utjecaj S'mix deskriptora o-profila na udinkovitost ekstrakcije i rezidualnu aktivnost
enzima lipaze podrijetlom iz Aspergillus oryzae opisan je modelom odzivnih povrdina prema
jednadzbi 18:
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10 10 9 10 [18]
Y =5+ Z.Bi (Smix), + Zﬁii : +(Srinix)i2 + Z Z Bij (Shix), (Srinix)j
i=1 i=1 i=1 j=i+1
gdje je Y izabrana izlazna varijabla, odnosno ucinkovitost ekstrakcije ili rezidualna aktivnost, a
Do, G, fBi and S regresijski koeficijenti odsjeCka na y-osi, linearnog, kvadratnog i interakcijskih
¢lanova. Optimalne vrijednosti S'mix deskriptora o-profila procijenjene su u programu Statistica
14.0 primjenom funkcije pozeljnosti.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Enzim lipaza jedan je od najkoriStenijih enzima u industriji. Stoga ne ¢udi Cinjenica da
se i dalje istrazuju metode ekstrakcije koje bi povecale ucinkovitost ekstrakcije kao i
nekonvencionalna otapala koja ¢e povecati stabilnost enzima.

U ovom istrazivanju provedena je ekstrakcija enzima lipaza porijeklom iz Aspergillus
oryzae koriStenjem ATPS na bazi DES-eva. U prvom dijelu istraZivanja pripravljeno je 37 DES-
eva. Svi DES-evi su karakterizirani (pH, gustoéa, polarnost i viskoznost) te je za svaki DES,
koriStenjem COSMOtherm programa, odreden pripadajuci a-profil. U seriji Sarznih ekstrakcija
ispitan je utjecaj sastava APTS na bazi DES-eva na ucinkovitost ekstrakcije i aktivhost enzima
lipaza. Na temelju o-profila, razvijen su modeli umjetnih neuronskih mreza s ciljem predvidanja
ucinkovitosti ekstrakcije i aktivnosti enzima lipaza u razli€itim DES-evima. Na temelju rezultata
modela, predlozeni su optimalni DES-evi, a rezultati su potvrdeni u nizu neovisnih
eksperimenata u Sarznim ekstraktorima. Kako bi se proces dodatno intenzificirao, ekstrakcija
je provedena u mikroekstraktoru. Na samom kraju, enzim lipaza ekstrahiran u DES-u koristen

je u proizvodniji biodizela.

4.1. PRIPRAVA | KARAKTERIZACIJA EUTEKTICKIH OTAPALA

Kao $to je navedeno u uvodu, s obzirom na veliki broj potencijalnin HBD i HPA, kao i
njihovih omjera u smjesi, moguce je pripremiti jako veliki broj razli¢itih DES-eva. Sastav DES-a
znacajno utjeCe na svojstva smjese pa je stoga nuzno suziti izbor potencijalnih DES-eva s
obzirom na dostupnu literaturu. Kriteriji koji su uzeti u obzir prilikom odabira bili su u€inkovitosti
ekstrakcije drugih proteina, sigurnost pri rukovanju, biorazgradivost te odrzivost i pristupa¢nost
cijena. Kao HBA za sva pripremu svih DES-eva koristen je bezvodni ChCl zbog dostupnosti. A
osim toga ChCl se smatra lako biorazgradivom soli jer se razgradi do 93 % u periodu od 14
dana. Naime, prema smjernicama Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (OECD) spojevi
koji postignu stupanj razgradnje od 60 % kroz 10 dana tijekom 28-dnevnog testa treba smatrati
,,]Jako biorazgradivim” (OECD, 1994). Kao HBD u ovom istrazivanju su koridteni fruktoza
(Hayyanisur., 2012), malonska kiselina (Al-Wahaibi i sur., 2019), glukoza (Hayyan i sur., 2013),
citratna kiselina (Yusuf i sur., 2021), saharoza (Miranda-Molina 2019), prolin, jabu¢na kiselina
(Dai i sur., 2015), sorbitol (Salido-Fortuna i sur., 2021), ksiloza (Biernacki i sur, 2020), oksalna
kiselina (de Sousa i sur., 2022), urea, tiourea (Li i sur., 2023), etilen glikol, poliglikol (Zhu i sur.,
2019), cinkov klorid (Tamaddon i sur., 2023) i glicerol (Almar i sur., 2016).

Na temelju odabranih HBA i HBD pripravljeno je ukupno 37 DES-eva, te je svakom
odredena pH vrijednost, gustoca, viskoznost i polarnost. Izmjerena fizikalno-kemijska svojstva

prikazani su u tablici 5.
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Oznaka
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pH

3,79 +0,01
4,11 +0,01
4,68 £ 0,01
0,00 + 0,00
3,05 +0,00
5,07 +£0,04
3,81 +0,01
3,34+0,01
2,12 +0,04
3,16 £ 0,04
1,13+0,01
3,51+0,01
2,85+0,01
0,73+0,01
-0,40 £ 0,01
4,02+£0,01
7,51 +0,04
3,42 + 0,00
1,59 +£0,01

p(g/mL)

1,214 + 0,029
1,173 + 0,013
1,141 £ 0,024
1,217 £ 0,019
1,197 + 0,045
1,203 + 0,046
1,165 + 0,044
1,217 £ 0,046
1,221 + 0,042
1,150 + 0,045
1,205 £ 0,042
1,337 £ 0,007
1,218 + 0,020
1,209 + 0,049
1,187 £ 0,002
1,049 + 0,042
1,184 + 0,035
1,191 £ 0,020
1,213 + 0,065

Tablica 5. Fizikalno-kemijska svojstva pripravljenih DES-eva

n (mPas)

614,70 = 4,24
51,75+1,61
24,17 + 4,96
110,40 £ 4,86
849,53 + 16,97
605,70 + 8,49
77,53 + 4,56
333,60 + 13,86
539,70 + 21,21
3791+1,61
371,07 + 34,09
391,70 + 18,53
65,68 + 1,75
69,88 + 1,26
358,40 + 21,21
60,78 + 4,95
44,64 + 0,13
51,27 +2,81
439,80 + 39,60

Enr
(kcal/mol)

49,98
49,90
49,64
48,17
50,43
50,38
50,29
50,83
50,43
49,81
48,17
49,94
50,25
47,97
47,85
51,06
49,59
50,07
51,42

Oznaka
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

pH

3,24 +0,01
4,74 £ 0,01
4,51 +0,01
6,73 £0,01
4,86 £ 0,01
3,85+0,01
6,62 £ 0,09
7,59 £0,01
10,49 £ 0,01
3,72+0,01
4,18 + 0,01
3,69 +0,01
4,95 +0,01
5,76 +0,01
3,54+0,01
541+0,01
0,36 £ 0,01
7,06 + 0,02

p(g/mL)

1,125 £ 0,042
1,179 £ 0,041
1,106 + 0,039
1,155 + 0,033
1,148 +£ 0,041
1,184 + 0,050
1,150 + 0,051
1,057 £ 0,027
1,172 +£ 0,049
1,176 + 0,005
1,186 + 0,033
1,098 + 0,053
1,202 +£ 0,044
1,179 + 0,066
1,186 + 0,028
1,153 £ 0,061
1,218 £ 0,018
1,168 + 0,053

n (mPas)

409,80 + 8,49
657,65 + 64,98
40,09 + 2,81
700,65 + 42,78
619,05 + 34,72
401,80 + 2,83
506,90 + 27,58
60,15 * 3,16
512,20 + 3,54
35,57 + 2,66
689,60 = 0,00
30,46 + 0,15
583,03 + 15,28
509,70 + 7,07
538,03 + 15,27
45,49 + 4,82
122,07 + 3,93
252,10 + 3,39

Enr
(kcal/mol)

50,16
50,34
50,87
50,47
50,83
50,12
50,74
51,10
50,29
50,56
50,29
50,74
50,34
50,43
50,52
49,85
48,01
49,64



4.1.1. pH vrijednost

pH DES-eva ima znacajan utjecaj na aktivnost i stabilnost enzima. Enzimi obi¢no
pokazuju optimalnu aktivnost pri odredenoj pH-vrijednosti, a promjene u pH DES-eva mogu
izazvati promjene u konformaciji enzima, Sto rezultira smanjenjem ili povecanjem enzimske
aktivnosti. Takoder, pH otapala mozZe utjecati na stabilnost enzima jer visi ili niZzi pH od
optimalnog mozZe dovesti do denaturacije enzima i gubitka njegove funkcije. Osim toga, pH
otapala moze utjecati i na interakciju enzima s njegovim supstratom, jer enzimi Cesto zahtijevaju
specificnu kiselinsko-baznu okolinu za optimalnu aktivnost. Stoga, odabir DES-a s odredenom
pH vrijednosti mozZe biti kljuéna za poboljSanje udinkovitosti enzimatskih reakcija (Nielsen,
2009).

U tablici 5 prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti svih pripravljenih DES-eva. Kao
Sto je vidljivo sastav otapala, uklju€ujuéi prisutnost kiselina ili baza, igra kljuénu ulogu u pH
vrijednost DES-eva. Primjerice, DES-evi kod kojih je HBD organska kiselina zabiljezene su nize
vrijednosti pH, najées¢e manje od 3. DES s tako niskim pH vrijednostima nije pogodan medij
za mnoge enzimatske reakcije jer najéeS¢e dovodi do denaturacije enzima odnosno smanjenja
kataliticke aktivnosti. Medutim, zbog svoje kiselosti Cesto su pozeljni u provedbi ekstrakcije
drugih bioloskih komponenti poput kurkuminoida (Rachmaniach i sur., 2018), fenola (Santos-
Martin i sur., 2023) i antocijanina (Grillo i sur., 2020). DES-evi koji su pripremljeni od ChCl i
Secernih alkohola kao donora vodikove veze su naj¢esc¢e blago kiseli. Povecanjem udjela vode
povecava se pH vrijednost kiselih otapala, dok s druge strane kod bazi¢nih otapala povecanje
udjela vode rezultira snizenjem pH vrijednost.

Najniza vrijednost pH od -0,4 £ 0,01 izmjerena je u otapalu ChCI:OK 1:1, §to se slaze s
literaturnim izvorima koji se bave prou¢avanjem kiselih eutekti¢kih otapala (Qin i sur., 2020). S
obzirom na to da se pH izrazava kao -log[H"], u slu¢aju kada je koncentracija vodikovih iona
veca od 1 mol/L, moguca je negativna pH vrijednost. Ovakve pH vrijednosti su visoko korozivne,
denaturiraju enzime i nisu primjenjive u industriji (Masson i Lushchekina, 2022).

Eutekti¢ko otapalo ChCI:U 1:2 imalo je najveéu izmjerenu pH vrijednost 10,49 + 0,01.
lako je urea slaba kiselina, visoka pH vrijednost u DES-u s ureom mozZe se objasniti
razgradnjom uree i otpustanjem amonijaka prilikom priprave eutektickih otapala, odnosno
povecanjem temperature smjese, $to ju Cini luZznatom zbog bazi¢nih svojstava amonijaka
(Simeonov i Carlos, 2016).

Svaki enzim ima razli€itu optimalnu pH vrijednosti pri kojoj je najaktivniji. Optimalni pH
za aktivnost enzima lipaze je pri 6,5, stoga ¢e velike varijacije od optimalne vrijednosti rezultirati

denaturacijom enzima uslijed promjena u konformacijskoj strukturi uzrokovanih formiranjem ili
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prekidom ionskih interakcija, posebice u regijama koji sadrze amino i karboksilne skupine zbog

utjecaja okoline, kiselina ili baza (Maharani i sur., 2020).

4.1.2. Gustoca eutektickih otapala

Gustoc¢a eutekti¢kih otapala igra kljuénu ulogu u ekstrakciji. Poznavanje gustoée
eutektiCkih otapala neophodno je za ucinkovitu separaciju faza u ATPS, odnosno ako su dvije
faze koje formiraju ATPS jednake ili slicne gustoée neée doci do njihovog razdvajanja. Osim
toga, Sto je gustoca otapala veca, jaCe su veze izmedu molekula otapala kao i van der
Waalsove i elektrostatske interakcije, koje utjeCu na prijenos tvari i u€inkovitost ekstrakcije.

U tablici 5. prikazane su izmjerene vrijednosti gustole za sve pripravljene DES-eve. Kao
8to je vidljivo, sva pripravljena eutekticka otapala imaju vrijednost gustoée vecéu od vode pri 25
°C. Otapalo ChCI:PG 1:4 ima najnizu vrijednost gustoc¢e 1,049 + 0,042 g/mL, $to odgovara s
literaturnim navodima u kojima se navodi da DES-evi na bazi polietilen glikola pri 25 °C imaju
gustoéu 1,0673 g/mL (ljadar, 2020). Najveéa gustoca izmjerena je za eutektiCko otapalo
ChClI:Sor 2:3 s 20 % vode (w/w) ito 1,337 + 0,007 g/mL. Usporedbom ostalih vrijednosti vidljivo
je da razli¢iti HBD stvaraju DES-eve razliCitih gustoéa, a te razlike se mogu objasniti razli¢itim
slaganjem molekula unutar strukture otapala. Pretpostavka je da uslijed HBA i HBD interakcija
u DES-evima nastaju vece ili manje Supljine Cija veli€ina utjeCe na gusto¢u DES-a (Cotroneo-
Figueroa i sur., 2022). Osim toga, prisutnost vode znacajno utje¢e na smanjenje gustoée DES-

eva.

4.1.3. Viskoznost eutektiCkih otapala

Uobi€ajeno je da su DES-evi i druge ionske kapljevine viskozniji od organskih otapala i
vode. Mreza vodikovih veza u DES-evima, ali i spomenutih van der Waalsovih interakcija
rezultiraju visokom viskoznos¢éu DES-eva, odnosno smanjenom pokretljivoséu slobodnih
Cestica u takvim sustavima (Alcalde i sur., 2015). U praksi, viskoznost ima utjecaj na transport,
mijeSanje, ekstrakciju, uklanjanje i ponovnu uporabu DES-eva. Iz tablice 5 vidljivo je da je
vecCina pripravljenih eutektiCkih otapala vrlo viskozna pri 25 °C u odnosu na vodu, C€ija
viskoznost pri 20 °C i atmosferskom tlaku iznosi 1,0016 mPas (Berstad i sur., 1988).

Od pripraviljenih eutekti¢kih otapala najmanju viskoznost ima ChCl:Fru 2,5:1 s 40 %
vode (w/w) s vrijednoSc¢u 24,17 + 4,96 mPas, dok je najvec¢a izmjerena bila 849,53 + 16,97 %
u otapalu ChCI:Glc 5:2 s 10 % vode (w/w). Uz ChCIl:Fru 2,5:1 s 40 % vode (w/w) niska
viskoznost zabiljezena je i u DES-evima ChCI:EG 1:2 i ChCl:Glc 2:1 s 10 % vode (w/w). Naime
za tehnoloSke procese pozeljna su otpala sa $to manjom viskoznosti pri 25 °C jer se na taj
nacin postize znac€ajna usteda energije, a i ekstrakcija je povoljna za stabilnost temperaturno
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osjetljivih molekula. Ipak, za uspjesnu primjenu u tehnoloSkim procesima, moguce je smanijiti
viskoznost DES-eva dodatkom vode, $to je vidljivo u primjeru DES-a ChCl:Fru 2,5:1 gdje se
viskoznost smanjuje povecanjem udjela vode s 15 % na 30 % (w/w). S obzirom na to da
dodavanje vode u eutektiCka otpala ne izaziva kemijsku reakciju (Abbott i sur. 2004),
razriedivanje eutektickih otapala vodom omogucuje kvantitativno prilagodavanje viskoznosti i
drugih fizikalno-kemijskih svojstava, kao Sto su vodljivost, polarnost i gusto¢a ¢ime se olakSava

njihova primjena u ulozi otapala (Khandelwal i sur. 2016).

4.1.4. Polarnost eutektickih otapala

Polarnost je kljuéno svojstvo koje odreduje hoce li otapalo otopiti odredenu tvar, a za
ucinkovito koriStenje DES-eva u industriji, kao zamjene tradicionalnim organskim otapalima,
nuzno je poznavati njihovu polarnost (Tang i sur., 2020). Za odredivanje polarnosti DES-ova
liestvicu polarnosti Nile crvene boje. U ovom radu polarnost je odredena s pomocu Nile crvene
boje, lipofilnog bojila koja pokazuje velike pomake valne duljine maksimalne apsorbancije
uslijed polarnosti otapala, stoga se kod ove metode, mjeri apsorpcijski maksimum UV/Vis
spektrofotometrom i se iz nje raduna Eyy vrijednost (jednadzba 6). Sto je vrijednost Exg manja,
otapalo je polarnije. U ovom istraZivanju najveca polarnost zabiljeZena je za DES ChCI.OK 1:1,
Cija se polarnost pripisuje funkcionalnim skupinama oksalne kiseline, odnosno prisutnosti dviju
visokopolarnih karboksilnih skupina. Najmanje polaran DES jest ChCIl:Sah (2:1, 10 %), Sto se
slaZe s prethodnim istraZivanjima gdje je utvrdeno da su otapala na bazi Se¢era manje polarna
(Dai i sur., 2013).

S obzirom na to da se radi o solvatokromnoj metodi, razlika u polarnosti vidljiva je ve¢
golim okom i promatranjem nastalog obojenja, gdje su polarni (hidrofilni) uzorci obojeni

ljubiCasto-plavo, a nepolarni (hidrofobni) uzorci obojeni ruzi¢astim nijansama (slika 8).

Slika 8. Usporedba obojenosti metodom Nile red nepolarnog (lijevo) i polarnog (desno)
uzorka (vlastita fotografija)
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Kao i druga svojstva, polarnost DES-ova ovisi 0 donoru i akceptoru vodikove veze te o
njihovu omjeru. Najpolarniji DES-ovi su oni na bazi organskih kiselina, dok su hajmanje polarni
oni na bazi Seéera i polialkohola. U posljednje vrijeme sve se viSe razvijaju hidrofobna nisko
temperaturna eutekti¢ka otapala, $to omogucava dizajniranje DES-eva Sirokog raspona
polarnosti (Mako$ i sur., 2020). Polarnost DES-ova se moZe mijenjati razriedivanjem s vodom,

vrlo polarnim otapalom, $to rezultira povecanjem polarnosti.

4.1.5. o-profili eutektiCkih otapala

o-profili mogu se koristiti za predvidanje i analizu mnogih svojstava smjesa, ukljuCujuci
termodinamicke parametre poput entalpije, entropije i Gibbsove energije, stabilnost kemijskih
veza, reaktivnost i kataliticka svojstva ali i za procjenu termodinamickih svojstava poput
topljivosti, koeficijenata razdvajanja i koeficijenata raspodjele, analizu i optimiranje kemijskih
procesa koji ukljuuju otapala (Ferrarrini i sur., 2018). Takoder, mogu biti korisni u analizi
kemijskih reakcija, identificiranju potencijalnih katalizatora i dizajniranju novih materijala s
odredenim svojstvima. Osim toga, o-profili pruzaju informacije o elektrostatickom potencijalu
otopine, polarizabilnosti i drugim elektronickim svojstvima koja su klju¢na za razumijevanje
ucinkovitosti otapanja i predvidanje ponasanja spoja u otopini. Velika prednost metode je to $to
je metoda neovisna o eksperimentalnim podacima (Eckert i Klamt, 2002). o-profili izvode se iz
kvantno-kemijskih proracuna provedenih na otopini koriste¢éi COSMO metodu koja aproksimira
otapalo s promjenjivom dielektricnom konstantom i raCuna svojstva otopine uzimajuéi u obzir
elektrostati¢ke interakcije izmedu otopine i otapala. Profili dobiveni iz programa COSMOtherm
opisuju zapravo raspodjelu gustoce elektrona u molekuli otopine. o-profili za svaki DES u ovom

istrazivanju su izraCunati prema jednadzbi 15, te su prikazani u tablici 6.
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Oznaka

© 0O N O O A WD

NN P R R R R R R R R R
R O O 0o N OO o1 A W N L O

o1
0,0055
0,0023
0,0016
0,8268
0,0245
0,0154
0,0225
0,4131
0,0267
0,0085
0,5156
0,0315
0,0121
0,7024
3,2992
0,0040
0,0023
0,0417
0,0312
0,0037

o2
4,4308
5,5434
5,7878
5,4848
4,8179
5,7233
5,5828
6,0616
6,8470
5,4861
5,9436
7,3197
5,4754
6,1016
45761
2,9508
7,0421
6,1351
6,9365
6,2004
5,2833

Tablica 6. IzraCunati o-profili za koriStena eutektiCka otapala

o3
13,1683
11,3473
10,9471
12,1125
13,3233
13,1349
12,3521
10,2219
12,6572
11,5890
11,6783
12,7536
11,9055
10,9255
10,9240

8,8910
14,8727
13,3236
14,5184
13,3335
17,2255

o4
32,5156
15,7063
12,0131
25,6896
31,5018
25,8168
21,8234
13,2532
19,0855
18,3160
19,2801
18,0600
21,0606
18,9016
39,5723
26,8902
18,8739
27,5138
30,2958
31,3184
23,0796

o5
19,1068
9,2846
7,1266
16,4751
19,6016
15,3039
12,5946
13,1962
11,5491
10,5742
11,7695
11,2617
12,3180
11,7233
23,1882
40,0905
10,9471
19,6523
19,2897
22,6317
13,8118
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o6
6,2985
4,3124
3,8761
6,3767
6,3684
5,5788
5,0220
6,5727
5,7619
4,3753
5,6332
6,1080
4,8540
6,3201
9,7325

16,5040
8,9061
7,7753
7,5339

11,3015
9,0312

o7
7,5033
5,5043
5,0651
9,5543
7,2955
6,4409
6,6703
7,1386
7,1702
5,8549
8,1826
7,5669
6,4682
8,7234

14,9857
8,0162
8,5027
8,5887
8,1195

11,1474
6,6363

o8
13,5744
8,7362
7,6732
16,1101
13,8644
12,0608
10,6772
10,2527
10,8169
9,6680
11,5220
11,0195
10,8104
12,3822
20,7904
11,7376
12,9238
14,9952
15,2234
16,9118
12,1342

o9
16,7129
11,8222
10,7477
12,2607
16,8507
15,8560
13,9656

9,4013
13,5684
12,5578
12,0339
13,1918
13,1499
10,7709
15,0798
13,3252
13,0265
14,6628
17,2430
14,3085
17,0107

o10
0,2981
0,4601
0,4957
0,2627
0,2981
0,4623
0,4246
0,5480
0,4303
0,4291
0,4071
0,4359
0,3959
0,3768
0,0262
0,0325
0,2567
0,3000
0,4980
0,0186
0,2221



Tablica 6. IzraCunati o-profili za koriStena eutektiCka otapala - nastavak

Oznaka o1 o2 o3 o4 o5 o6 o7 o8 o9 o10
22 0 2,5396 @ 10,4734 @ 35,5459 30,1835 | 8,5328 7,5334 13,1351 16,4120 @ 0,0198
23 0 45281 14,4786 24,9347 21,2790 10,3401  7,5623 12,5532 15,3794 0,0807
24 0,0043 | 3,8809 @ 11,7298 | 35,3254 @ 32,3869 | 10,2332 @ 8,2438 | 15,3468 @ 16,8021 @ 0,0225
25 0,0052 5,6740 11,8048 22,4826 21,6330 @ 8,3137 6,9968 12,6329 13,6298 0,2459
26 0 3,7754 14,7611 @ 31,7979 23,4728 | 9,5593 7,4109 13,5096 17,8206 @ 0,0760
27 0,0913 2,5575 9,7793 31,7401 39,1212 15,1488 8,1493 12,5211 15,3599 0,0348
28 0 52833 17,2255 | 23,0796 13,8118 | 9,0312 6,6363 12,1342 17,0107 0,2221
29 0 2,5370 10,4792 35,5773 30,1879 @ 8,5298 7,5325 13,1404 16,4260 0,0198
30 0,0052 | 6,1379 @ 15,9876 | 24,6717 @ 23,9225 | 12,3808 @ 8,4148 | 15,2080 @ 15,8487 @ 0,0839
31 0,0000 2,8525 9,7725 31,7692 29,6531  8,8888 7,6419 12,4987 14,7320 0,0158
32 0,0104 # 6,2600 12,3589 | 28,9401 @ 34,6147 | 13,1839 @ 9,4119 | 17,4155 14,6443 @ 0,0197
33 0,0093 55935 12,7638 32,9070 34,6011 12,3810 9,1180 17,5097 16,2843 0,0232
34 0,0087 | 5,2240 12,9883 | 35,1061 @ 34,5936 | 11,9359 @ 8,9552 | 17,5619 @ 17,1934 @ 0,0251
35 0,0284 5,1162 13,3238 30,6021 19,6156 6,6878 7,5890 14,1219 16,3561 0,2985
36 0,9997 | 5,8143 10,2971 | 14,4260 @ 8,5250 4,9504 7,3664 9,9402 @ 10,3317 @ 0,4106
37 0,0049 7,0705 12,8233 20,4509 16,0613 @ 9,0663 8,8259 13,7364 12,2290 0,2370
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4.2. SARZNA EKSTRAKCIJA ENZIMA LIPAZE EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Konvencionalni separacijski procesi kao kromatografija, elektroforeza, precipitacija
Cesto su su komplicirani i dugi, a na kraju rezultiraju niskim prinosima (Pina i sur., 2014). Glavna
prednost ekstrakcije u odnosu na druge separacijske procese je $to omogucéava selektivnhu
separaciju komponenata iz kompleksnih smjesa. Ekstrakcija takoder omoguc¢ava izdvajanje
ciljanih komponenti ¢ak i u kompleksnim smjesama. Ekstrakcija kapljevina — kapljevina jedan
je od naj¢esce koristenih ekstrakcija. Ipak, kada govorimo o ekstrakciji proteina bitno je paziti u
izboru ekstrakcijskog sredstva jer odabir krivog otapala moze dovesti do gubitka enzimske
aktivnosti (Walter i Johansson, 2000). Vodeni dvofazni sustavi na bazi DES-eva smatraju se
pogodnim za ekstrakciju odnosno prociScavanje proteina. U ovom istrazivanju ekstrakcijski
sustav Cinilo je jedno of pripremljenih DES-eva i otopina enzima lipaza u soli K;HPO..
Provedeno je ukupno 111 eksperimenta s 37 eutektiCkih otapala i tri koncentracije soli u
rasponu koncentracija 0,6 - 0,8 g/L. U sustavima u kojima su se formirale dvije faze,
koncentracije proteina u obje faze odredene su Bradford testom te su izraCunate ucinkovitosti
ekstrakcije enzima lipaza, omjer volumena ekstraktne i rafinatne faze kao i koeficijenti

raspodjele. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 7.

34



Oznaka

Tablica 7. Rezultati SarZne ekstrakcije enzima lipaze iz Aspergillus oryzae eutektickim otapalima

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8

Ke (-) E (%)
12,87 +3,52 86,09 £ 2,93
13,16 + 0,02 86,81 £ 0,02
9,88+562 77,88+1,01

Nema formiranja faza
13,25+4,13 76,14+5,71
3,01+£0,90 59,47 +7,23

Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
0,51+0,22 48,45+1,88

TaloZenje proteina

0,89+0,34 30,06+ 7,86
0,96 £ 0,22 32,28 +4,92
0,71+0,05 26,14 +0,50

Nema formiranja faza
1,25+6,75 89,54+351
0,25+0,03 24,51+243

R()
0,5
0,5
0,5

0,3

0,5

0,5

0,5
0,5
0,5

0,5
0,4

Oznaka

35

7

10

11

12

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8

Kpe (-) E (%)
Nema formiranja faza
2,84 +0,34 58,54 + 2,82
11,66 +0,99 90,21 +£8,51

TaloZenje proteina

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza
275,95+ 28,41 95,15+0,48
Nema formiranja faza

2,94 +0,31 59,43 £ 2,55
4,02+1,05 61,87 £9,23

TaloZenje proteina

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

R ()

0,6

0,1

0,5
0,5



Oznaka

13

14

15

16

17

18

Tablica 7. Rezultati SarZne ekstrakcije enzima lipaze iz Aspergillus oryzae eutektickim otapalima — nastavak

R ()

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8

Ke (-) E (%)
Nema formiranja faza
2,04 £ 0,05 50,40 £ 0,50
10,82 +1,95 75,39 +11,05

TaloZenje proteina

Talozenje proteina

2,83 +0,67 73,50 £ 5,39
1542 +7,88 85,03+6,31
0,36 +0,13 47,65 + 8,16
7,38 +2,15 87,56 + 3,00
7,26 +1,06 87,80 = 1,57
7,11 £4,21 81,26 + 9,27

Nema formiranja faza
Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

0,5
0,5

36

Oznaka

20

21

22

23

24

25

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8

Kpe (-) E (%)
0,74+0,27 41,42 +8,77
7,27+239 84,56 + 3,46
0,38+0,07 48,58 + 4,69
1,38+0,31 65,30+10,92
389+1,39 80,83+5,59
524+0,09 81,82+0,25

Nema formiranja faza
4,00£0,25 80,00 0,98
9,01+390 89,76 +7,24

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza
260+0,79 65,41+6,92

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza
Talozenje proteina

Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

R ()
1
1

0,6
1

1,2

0,8

1,3

0,75



Oznaka

19

27

28

29

30

31

Tablica 7. Rezultati SarZne ekstrakcije enzima lipaze iz Aspergillus oryzae eutektickim otapalima — nastavak

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6

0,7
0,8

Ke (-)

1,37 +0,31
2,93+047

E (%)
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza

Nema formiranja faza

TaloZenje proteina

Nema formiranja faza
57,33 +5,23
63,53 + 3,46
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza

Nema formiranja faza
Nema formiranja faza

R ()

0,75

37

Oznaka

26

32

33

34

35

36

37

Ykznpos (Mg/mL)
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6
0,7
0,8
0,6

0,7

0,8
0,6

0,7
0,8

Ke (-)
1,23+0,23
1,72+0,48
5,39+3,71

0,10 £ 0,01

3,19+1,98
3,99+141

E (%)
70,83 + 3,87
73,65+ 0,43

77,70 £12,44
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
Nema formiranja faza
5,77 + 0,66

TaloZenje proteina

Nema formiranja faza
66,27 £ 14,61

63,66 + 14,67

R ()
2
1,4
0,8

0,2

0,71
0,5



Kao $to je vidljivo iz dobivenih rezultata, u€inkovitost ekstrakcije enzima lipaza krece se
od 5,77 £ 0,66 % do 95,15 + 0,48 %. Najniza uCinkovitost ekstrakcije zabiljezena je u sustavu
ChCI:Glc 2:1 s 10 % vode (w/w) pri koncentraciji KzHPO4 od 0,8 g/L, dok je najviSa zabiljezena
koriStenjem otapala ChCl:Sor 1:1 s 20 % vode (w/w). Prema Dias i sur. (2022), DES na bazi
ChCl i sorbitolom ima najkompaktniju strukturu medu svim DES-evima ispitanim u ovom
istrazivanju Sto je vjerojatno i razlog dobre ucinkovitosti. Medutim, iako je ucinkovitost
ekstrakcije u ovom sustavu bila najve¢a, omjer volumena ekstraktne i rafinatne faze je najnizi i

iznosi tek 0,1 $to zna&ajno otezava separaciju ekstrakine faze od rafinatne.

Iz dobivenih rezultata takoder je vidljivo kako u mnogim sustavima nije doSlo do
razdvajanja faza tj. nije doslo do formiranja APTS. Na razdvajanje faza u ATPS-u utjecu razliciti
faktori kao §to su sastav i polarnost DES-eva, te koncentracija i sastav soli (Zafarani-Moattar i
sur., 2012). Mehanizam putem kojeg sol utje€e na formiranje ATPS nije dobro prouc¢en (Grilo i
sur., 2016). Medutim, opcenito se zna da tri sile djeluju na kapljevinu tijekom razdvajanja faza:
gravitacijska, sila uzgona i trenje, a ravnoteza izmedu ovih sila odreduje kretanje kapljevina.
Gravitacijska sila ovisi 0 gustoci kapljevine, dok sile uzgona i trenja ovise o svojstvima protoka
faza (Asenjo i Andrews, 2012). Prema literaturi, najvazniji Cimbenik koji utje€e na formiranje
faza u ATPS na bazi DES-eva je hidrofilnost eutekti¢kog otapala (Li i sur., 2016). Sto je DES
hidrofilniji, to je potrebna veca koli¢ina soli kako bit doslo do razdvajanja faza. Spomenuto je
vidljivo npr. kod DES-eva na bazi glicerola. Naime, glicerol je jako polaran i hidrofilan spoj koji
moze stvarati jake vodikove veze s vodom 3&to posljedi€no onemogucava stvaranje ATPS
(Dumas i sur., 2020). Isto je uo¢eno i u DES-evima koji sadrZe glukozu. Kako bi se stvorio DES

na bazi Secera Cesto je potrebno dodavati veée koli€ine vode, Sto ih opet Cini polarnima.

Osim sustava u kojima nije dos$lo do formiranja faza, primije¢eno je da u nekima doslo
do talozenja proteina. Radi se 0 DES-evima koji se sastoje od kiselina kao $to su jabuéna,
oksalna i citratna. Pojava se moze objasniti fizikalno-kemijskim promjenama okoline proteina s
obzirom na to da su aminokiselinski nastavci osjetljivi na promjene u pH (Kishore i sur., 2012).
Kiseli uvjeti pojatavaju hidrofobne interakcije izmedu proteina, ¢ime dolazi do naruSavanja
nativne strukture proteina, odnosno denaturiranja i medusobnog reagiranja hidrofobnih
nastavaka razli€itih molekula proteina, Sto dovodi do stvaranja agregata i talozenja (Alberts i
sur., 2002).
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4.3. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI LIPAZE U EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Kako bi se odabrao §to prikladniji ATPS na bazi DES-eva, osim ucinkovitosti ekstrakcije
bitno je oCuvati aktivhost enzima u DES-u. Vrijednosti R.A. za lipazu u pripravljenim eutekti¢kim

otapalima i fosfathom puferu prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Rezidualna aktivnost enzima lipaza (R.A.) u eutektickim otapalima

Oznaka R.A. (%) Oznaka R.A. (%)

pufer 100,00 + 1,46 20 45,14 +£1,12
1 57,34 £ 0,99 21 49,57 £ 0,15
2 85,75 £ 0,44 22 102,22 + 0,85
3 84,04 £ 0,78 23 50,51 + 1,67
4 5,46 +£1,34 24 82,68 + 1,01
5 82,59 £ 0,72 25 99,14 + 1,75
6 87,54 £ 0,98 26 80,89 + 1,93
7 99,15+ 1,94 27 0,00 £ 0,00
8 0,00 + 0,00 28 37,11 £ 0,92
9 99,20 + 0,64 29 63,59 + 0,26
10 87,12 + 0,37 30 100,68 + 1,51
11 0,00 + 0,00 31 87,03 £ 0,48
12 86,77 £1,19 32 89,33+1,61
13 88,82 £ 0,98 33 104,10 + 1,89
14 16,08 + 0,34 34 77,90 £ 0,61
15 0,00 + 0,00 35 82,94 + 2,78
16 61,60 + 0,96 36 56,52 + 1,37
17 51,62 £ 0,50 37 32,45+ 1,09
18 72,44 £ 0,92
19 62,73 £1,80

Analizom rezultata, iz Tablice 8 vidljivo da u vedéini eutektiCkih otapala enzim lipaza
porijeklom iz Aspergillus oryzae pokazuje hidroliticku aktivnost. Rezidualna aktivnost lipaze u
DES-evima u odnosu na pufer kre¢e se u rasponu od 0 % do 104,10 %. U vecini DES-eva
zabiljezen je pad aktivnost enzima lipaza u odnosu na njegovu aktivnost u puferu, odnosno
vodenom mediju. U vecini sluCajeva radi se o DES-evima na bazi organskih kiselina i uree, Sto
upucuje najvjerojatnije na denaturaciju enzima (Fang, 2015).

Medutim, u nekoliko DES-eva, ChCl:Mal 4:1 s 20 % vode (w/w), ChCl:Sor 1:1 s 20 %
vode (w/w) , ChCLLEG 1:2, ChCI:U:G 1:2:2 i ChCI:G 1:3 aktivhost enzima lipaza ostala je
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ocCuvana. Posljedica visoke aktivnosti jest stvaranje stabilnih vodikovih veza eutekti¢kog otapala
s povrSinskim aminokiselinskim ostacima enzima, Sto dovodi do stabilizacije enzima i

povecanja aktivnosti (Monhemi i sur., 2014).

4.3.1. Pracenje skladisne stabilnosti enzima lipaza u fosfathom puferu

Osim aktivnosti enzima, za uporabu posebice u industriji, neophodno je poznavati i
stabilnost tijekom vremena u konstantnim uvjetima temperature (Holm i sur., 2018). Kako bi se
ustanovila termicka stabilnost lipaze, enzim je inkubiran u fosfathom puferu na 25 °C (sobna
temperatura) i 4 °C (hladnjak) kroz 64 dana. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 9A i 9B. Kao
Sto je vidljivo enzim lipaza pri 25 °C brze gubi aktivhost u mjerenom vremenu u odnosu na onaj
Cuvan pri 4 °C. Nakon 64 dana, gubitak aktivhosti na sobnoj temperaturi iznosi 44,9 %, dok u
hladnjaku je enzim izgubio tek 18,0 %, Sto potvrduje da je deaktivacija enzima kroz vrijeme
sporija pri nizim temperaturama.

U programu Statistica 14.0 procijenjene su brzine deaktivacije enzima prema modelu
kinetike prvog reda kako bi se kvantitativno usporedila brzina deaktivacije enzima. Brzina
deaktivacije enzima za 4 °C procijenjen je na 0,0036 + 0,0007 1/d, dok je za 25 °C procijenjena
na vrijednost 0,0138 + 0,00201/d. T-vrijednost 5,2285, odnosno 6,9063 s p-vrijednostima nizim
od 0,001 ukazuju na visoku statisticku znacajnost. Dobiveni rezultati usporedbe matematickog

modela i eksperimentalnih podataka nalazi se na slici 9.

Tablica 9. Brzine deaktivacije enzima prema modelu kinetike prvog reda za opis
deaktivacije enzima lipaze skladistenog u puferu
brzina deaktivacije

Temperatura * standarda
pogreska (1/d)

t- p-
vrijednost vrijednost

4 °C 0,0036 *= 0,0007 5,2285 <0,0001

25°C 0,0138+0,0020 6,9063 <0,0001
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Slika 9 Usporedba modelom previdenih i eksperimentalno odredenih vrijednosti promjenu
rezidualne aktivnosti enzima skladiStenog pri 25 °C (A) i 4 °C (B)

Dobiveni rezultati slazu se s literaturnim navodima u kojoj je navedeno kako enzim
lipaza periodu od 90 dana gubi gotovo 30 % aktivnosti kada je otopljen u puferu. Dulje oCuvanje
aktivnost moguce je provodenjem imobilizacije enzima na nosacima (Maghraby i sur., 2023) ili

koriStenjem DES-eva, gdje se aktivnost oCuva pri temperaturama do 37 °C tijekom 3 mjeseca

(Sang Lee i sur., 2018).

41



4.4. MATEMATICKO MODELIRANJE EKSTRAKCIJE ENZIMA LIPAZA EUTEKTICKIM
OTAPALIMA

4.4.1. Analiza korelacija izmedu varijabli

S obzirom na to da ucinkovitost ekstrakcija enzima ovisi od velikog broja procesnih
varijabli (pH, gustoca, viskoznost, koncentracija soli, o-profili...) u razvoja prediktivhinh modela
analizirane su korelacije izmedu nezavisnih i zavisnih varijabli. U prvom koraku povedena je

analiza raspodiele distribucije podataka. Rezultati su prikazani na slici 10.
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Slika 10. Distribucija u¢estalosti izmjerenih eksperimentalnih podataka: pH vrijednost (A),
gustoca (B), viskoznost (C), koncentracija soli (D), polarnost (E), koeficijent razdiobe (F), 01-
010 (G-P), rezidualna aktivnost (Q) i u€inkovitost ekstrakcije (R)

Kako bi se razvio pouzdan prediktivhi model, potrebno je analizirati korelaciju izmedu
varijabli koje ¢e se koristiti u istome. Ponekad je u istrazivanju bitno prepoznati nacin na koiji
viSe varijabli medusobno utjece jedna na drugu. Za to se u statistici koriste korelacijske matrice,
tablice koje prikazuju korelacijske koeficijente izmedu varijabli. Kako bi se odabrao pravi tip
korelacijske matrice, potrebno je odrediti distribuciju podataka, koja je provedena u
programskom paketu MATLAB R2022b.

Ovisno o distribuciji podataka, moze se koristiti jedan od dva tipa korelacijskih matrica:

Pearsonova ili Spearmanova matrica. Pearsonova korelacijska matrica koristi se ako podaci
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imaju normalnu distribuciju, dok se Spearmanova koristi ako odnos medu varijablama nije
linearan, odnosno distribucija nije normalna. Oba tipa koriste se za razumijevanje veza izmedu
varijabli i identifikaciju uzoraka u podacima. Na slici 10 vidljivo je da raspodijela podataka nije
normalna za sve varijable, stoga se koristi Spearmanova korelacijska matrica (slika 11).
Spearmanov korelacijski koeficijent temelji se na rangu varijabli umjesto na samim
vrijednostima, $to ga Cini boljim odabirom kod pojave ekstremnih vrijednosti. Redovi i stupci
matrice predstavljaju promatrane varijable, a broj¢ana vrijednost na presjeku odredenog reda i
stupca predstavlja koeficijent korelacije izmedu varijabli. Matrica na dijagonali ima vrijednost 1
jer je svaka varijabla sama sa sobom u potpunoj korelaciji, a s obje strane dijagonale je matrica
simetriCna, odnosno podaci iznad i ispod nje su za isti par varijabli jednaki. Zna&ajne korelacije
pored brojéane vrijednosti imaju oznaku ,*“, 8to znaéi da je p < 0,05. Na osnhovu toga, s
ucinkovito$¢u ekstrakcije bitno su korelirani pH (0,24), ¢ (0,19), K, (0,92), 01 (-0,27), 03(0,17),
os (-0,27), 05 (-0,25) i R.A. (-0,19), dok su s rezidualnom aktivnosti korelirani pH (-0,24), n (-
0,17), Enr (0,17), 01 (0,40), 03 (-0,54), 06 (-0,40), 07 (-0,31), 05 (-0,29), 09 (-0,21), 010 (0,30) i E (-
0,19).
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Slika 11. Spearman korelacijska matrica za eksperimentalne podatke

Vidljivo je da odredeni o-profili znacajno utjeCu i na ucinkovitost ekstrakcije lipaze i na
aktivnosti enzima u DES-u. Stoga, kao signifikantne varijable za opisivanje modela u kojem su
zavisne varijable ucinkovitost ekstrakcije i aktivnost odabrani su pH, S} .(01), S/, (07) i S8,
(0g) s obzirom na to da pokazuju zna€ajnu korelaciju i s rezidualnom aktivnoS¢u i s

ucinkovitos¢u ekstrakcije enzima.

4.4.2. Razvoj i validacija linearnih regresijskih modela

Linearni regresijski model je jednostavan za razumijevanje i implementaciju, a
pretpostavlja linearni odnos koji se ne javlja uvijek u sustavima, posebice u viSevarijabilnim
sustavima (Rodrigues del Agulia i Benitez-Parejo, 2011).

S obzirom na to da konstrukcija linearnog modela omogucava analizu samo jedne
zavisne varijable, za ucCinkovitost ekstrakcije i rezidualne aktivnost su razvijena po dva modela:
jedan koji za nezavisne varijable ima one koje su zna¢ajne samo za tu nezavisnu varijablu, te
drugi koji uzima u obzir varijable koje su zna€ajne za obje varijable. Vrijednosti regresijskih
koeficijenata razvijenih linearnih modela te vrijednosti koeficijenata za procjenu ucinkovitost

predvidanja modela prikazni su u tablici 10.
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Prikladnost razvijenih linearnih regresijskih modela za predvidanje ucinkovitosti
ekstrakcije i rezidualne aktivnosti lipaze primjenom vodenih dvofaznih sustava temeljenim na
DES-evima je procijenjena koristenjem koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpred?),
koristenjem omjera predvidanja i odstupanja (RPD) i omjera raspona pogreSke (RER). Prema
Henseleru i sur. (2009), Hair i sur. (2013) i Hussain et al. (2018) model s Rpreqd? vrijednost od
0,75 smatra se znacajnim, model s Rpreq® Vrijednost od 0,50 smatra se umjerenim, dok se model
S Rpred® Vvrijednost od 0,26 smatra se slabim. Nadalje, modeli s RPD < 1,4 smatraju se
nepouzdanima, oni s RPD u rasponu od 1,4 do 2 smatraju se pouzdanim, dok se modeli s RPD
> 2 opisuju kao izvrsni modeli (Chang i sur., 2001). Modeli s RER > 4 prihvatljivi su za analizu
podataka, modeli s RER > 10 mogu se koristiti za kontrolu kvalitete, a modeli s RER > 15 mogu
se koristiti za kvantifikaciju (Sim i sur., 2023). Rezultati pokazuju da je najbolje slaganje izmedu
modela i eksperimenta dobiveno za predvidanje rezidualne aktivnosti na temelju zasebnih
znadajnih varijabli (Rprea®> = 0,684, Rpred?ag = 0,594, RMSEP = 11,803 %, SEP = 1,074, RPD =
1,775 i RER = 5,709), nakon ¢ega slijedi model za predvidanje rezidualne aktivnost na temelju
zajednickih znacajnih varijabli (Rpred® = 0,318, Rpred®aq = 0,278, RMSEP = 14,322 %, SEP =
4,076, RPD = 1,612 i RER = 3,977) dok je najloije slaganje izmedu modela i eksperimenta
dobiveno za predvidanje ucinkovitost ekstrakcije na temelju zajedniCkih znacajnih varijabli
(Rpred® = 0,094, Rpred?aqi= 0,034, RMSEP = 28,494 %, SEP = 8,067, RPD = 0,559 i RER = 1,581).

Stoga se na temelju Rpeq®> samo viSestruki linearni model razvijen za predvidanje
rezidualne aktivnosti na temelju zasebnih znacajnih varijabli se moze smatrati umjereno
prikladnim. Na temelju RPD vrijednosti samo se model razvijen za predvidanje rezidualne
aktivnosti na temelju zasebnih znacajnih varijabli te model za predvidanje rezidualne aktivnosti
na temelju zajedni¢kih znacajnih varijabli mogu smatrati pouzdanima. S druge strane, na
temelju vrijednosti RER, samo viSestruki linearni model razvijen za predvidanje rezidualne
aktivnosti na temelju zasebnih znacajnih varijabli se moze biti korisSten za probir. Sve ostale

modele potrebno je unaprijediti.
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Tablica 10. Koeficijenti i statisticka analiza linearnog regresijskog modela za predvidanje rezidualne aktivnosti i u€inkovitosti ekstrakcije lipaze

Kalibracija Predvidanje

F= p_ R, 2 R 2
vrijednost  vrijednost pred pred adj

Koeficijent + standardna

Izlazna varijabla Oznaka = 2 2
pogreska Rial“adj

Uginkovitost bo 92,438 + 19,056
ekstrakcije b: (pH) 3,783 +1,752
(zajednicke by (S1) -514,649 + 290,678 0316 | 02091 | 26441 | 12,602 p<0,001 | 0094 | 0034 | 28494 | 2067 | 0559 | 1,581
znacajne bs (S7) 11,613 + 4,163
varbijable) ba (Sg) 11,057 £ 2,254
. bo 121,852 + 11,244
Reziduaina by (PH) 3,133 + 171,522
aktivnost by (S1) 339,998 + 2,456 0323 | 0208 | 16,656 | 12,993 p<0001 | 0318 | 0278 | 14322 | 8076 | 1612 | 3977
(zajednicke
znadajne varijable) bs (S7) -10,803 + 1,033
ba (Sq) 3,531 £ 1,330
bo 54,549 + 37,006
o by (pH) 1,998 + 1,829
Ucinkovitost b (c) 47,434 % 41,524
ekstrakeije bs (Sy) -872,741 + 312,256 0361 | 0325 | 28162 | 10,08 p<0,001 | 0,127 | 0003 | 32,1636 | 4552 | 1,064 | 3,002
(zasebne znacajne b, (S -
varijable) 4 (Ss) 0,956 + 0,386
bs (Sy) 11,002 + 4,064
bs (Ss) -8,546 £ 2,385
bo ~671,852 + 276,949
b; (pH) -0,568 + 0,991
b, () 0,001 0,007
) b3 (Enr) 19,983 + 5,971
Rezidualna ba (S1) 1039,734 + 201,785
aktivnost bs (S) 0,379 + 1,209 0634 | 0599 | 12874 | 17,879 p<0,001 | 0684 | 0594 | 11,803 | 1,704 | 1,775 | 57090
(zasebne znadajne
varijable) Ds (Se) -4,969 + 0,979
bs (S) -22,675 + 3,246
bs (Se) 9,675 +1,919
b (Sq) -10,005 + 2,047
b1 (S10) -138,109 + 24,797
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Na slikama 12 i 13 prikazane su usporedbe eksperimentalnih vrijednosti i linearnim
regresijskim modelima predvidenih vrijednosti u€inkovitosti ekstrakcije (12A, 13A) i rezidualne
aktivnosti (12B, 13B) koji su konstruirani s nezavisnim varijablama izabranim za taj model.
Vidljivo je jasno odstupanje eksperimentalnih podataka od razvijenih linearnih. Najbolje
slaganje izmedu eksperimenta i modela vidljiv je kod opisa rezidualne aktivnosti u kojem su

nezavisne varijable odabrane specificno samo za odredivanje aktivnosti (slika 13B).
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz ovisnosti eksperimentnih vrijednosti i linearnim modelom
predvidenih vrijednosti za ucinkovitost ekstrakcije (A) i rezidualnu aktivnost (B) u kojima su
nezavisne varijable jednake za obje zavisne varijable (pH, Sk, Shiy i S8:.)
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Slika 13. Graficki prikaz ovisnosti eksperimentnih vrijednosti i linearnim modelom predvidenih

vrijednosti za u€inkovitost ekstrakcije (A) i rezidualnu aktivnost (B) u kojima su nezavisne

varijable znac¢ajne isklju¢ivo za rezidualnu aktivnost (pH, N, Enr, Skixvs S3iixs SSixs Simixs Seiins

S v S0 ), odnosno uginkovitost ekstrakcije (pH, ¢, Kp, S, S3ixs Seyixs SSix)
4.4.3. Razvoji validacija modela umjetnih neuronskih mreza

lako su osnovni principi ekstrakcije dobro poznati, teSko je razviti prediktivni model koji
bi se uspjeSno koristio za simulaciju rada u industrijskim uvjetima. Primjena umijetnih
neuronskih mreza u odredenoj situaciji znacajno ovisi od sposobnosti generalizacije, kao i od

kvalitete ulaznih podataka i parametara procesa treniranja modela. Sposobnost generalizacije
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predstavlja moguénost neuronskih mreza da daju to¢an odaziv i za vrijednosti ulaznih varijabli
koje nisu bili predstavljeni mrezi tijekom procesa ucenja (Markovic i sur., 2018). U sustini, ANN
su simulacije sposobne modelirati kompleksne i nelinearne sustave s velikim brojem
medusobno povezanih parametara. Ne zahtijevaju detaljne informacije nego koriste
raspoloZive podatke i predvidaju odnose izmedu ulaznih i izlaznih varijabli. U ovom radu
razvijeni su modeli umjetnih neuronskih mreza simultani opis i predvidanje ucinkovitosti
ekstrakcije i rezidualne aktivnosti enzima na temelju sljedecih ulaznih varijabli: pH, Smix, Smix,
i S®nix. Svojstva triju najboljih mreza izabranih na temelju njihovih karakteristika za opis
odabranih izlaznih varijabli prikazani su u tablici 11.

Tablica 11. Karakteristike odabranih neuronskih mreza za opis uginkovitosti
ekstrakcije i rezidualne aktivnosti na osnovu DES deskriptora

Preciznost Preciznost Preciznost

o T s Skrivena Izlazna
Oznaka treniranja testiranja validacije o T
N « « N aktivacijska aktivacijska
mreze Pogreska Pogreska Pogredka - -
o e o o funkcija funkcija
treniranja testiranja validacije
0,9209 0,9463 0,9475 - .
MLP 4-8-2 136.1016 93.3184 107.3400 Eksponencijalna | Eksponencijalna
MLP 4-9-2 0,9556 0,9567 0,9244 Logisticka Funkcija
72,5796 75,7015 147,3932 funkcija identiteta
MLP 4-10-2 0,9578 0,9636 0,9281 Tanges Funkcija
73,1201 75,0191 194,8172 hiperbolni identiteta

Kao $to je vidljivo iz tablice 11, sve tri izabrane neuronske mreze karakterizira visoka
vrijednost koeficijenta determinacije za treniranje, testiranje i validaciju. Optimalna arhitektura
mreze odabrana je uzimajuéi i obzir ne samo koeficijente determinacije i pogreske treniranja,
testiranje i validacije ve¢ i broj neurona u skrivenom sloju. Manji broj neurona u skrivenom sloju
znaci jednostavniju mreZu, a time i pouzdaniji model. Na temelju tih kriterija za daljnju analizu
podataka izabrana je mreza MLP 4-9-3, koja se smatra najpovoljnijom za opis ucinkovitosti
ekstrakcije i rezidualne aktivnosti na osnovu DES deskriptora (R?weniranje = 0,9556, RMSE reniranje
= 72,5796, R?estiranje = 0,9812, RMSEtestirane = 75,7015, R?uidacia = 0,9244, RMSEaidacia =
0,9244). |zabrana mreza imala je 4 neurona u ulaznom sloju, 9 neurona u skrivenom sloju i 2
neurona u izlaznom sloju (tablica 11). Cetiri ulazne varijable bile su prethodno spomenute; pH,
St (01), ST, (07) 158, (0s). Skrivena aktivacijska funkcija izabranog ANN modela bila je
logisticka funkcija, dok je izlazna aktivacijska funkcija bila funkcija identiteta. Izabrana ANN
mreZa opisala je opis u€inkovitosti ekstrakcije i rezidualne aktivnosti na osnovu DES deskriptora
s visokom precizno$céu (R%aidacia > 0,9100) (tablica 12 i slika 14). Prema Le Man i sur., model

se smatra pouzdanim ukoliko je koeficijent determinacije veci od 0,75 (Le Man i sur., 2010).
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Tablica 12. Koeficijenti determinacije ANN modela za opis ucinkovitosti ekstrakcije i
rezidualne aktivnosti na osnovu DES deskriptora

Ucinkovitost ekstrakcije Rezidualna aktivnost

Preciznost Preciznost Preciznost Preciznost Preciznost Preciznost
treniranja  testiranja validacije treniranja  testiranja validacije

MLP 4-9-2 0,9328 0,9247 0,9105 0,9495 0,9679 0,9307
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz ovisnosti eksperimentnih vrijednosti i ANN modelom predvidenih
vrijednosti za u€inkovitost ekstrakcije (A) i rezidualnu aktivnost (B) u kojima su nezavisne
varijable jednake za obje zavisne varijable (pH, S1;., S7.. i S8..)
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4.4.4. Optimiranje i odabir eutektickog otapala na osnovu funkcije pozeljnosti

Kako bi se ustanovile optimalne vrijednosti DES deskriptora za dobivanje najviSih
vrijednosti ucinkovitosti ekstrakcije i rezidualne aktivnosti simultano, definiranje optimalnih o-
profila za provodenje eksperimenata u mikroprotoéhom sustavu analizirano je funkcijom
pozeljnosti na temelju modela odzivnih povrsina. Utjecaj koeficijenata modela odzivnih povrSina
na ucinkovitosti ekstrakcije i rezidualnu aktivnost lipaze analiziran je primjenom Pareto
dijagrama (slika 15). P-vrijednost manja od 0,005 upucuje da je zanemariv ucinak deskriptora
na odgovor, ¢ime se ukazuje na razinu znacajnosti pojedinih deskriptora na ucinkovitost
ekstrakcije, odnosno rezidualnu aktivnosti. Vidljivo je da S1 ima najvisi linearni (L) efekt na

ucinkovitost ekstrakcije.
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s4(Q)
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(4

52(Q)
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13.351171
|3.271924

3.093506

|-3.06345
-2.69913

(8)s8(L)
(3)s3(L)
(5)s5(L)
s10(Q)
s8(Q)
s5(Q)
s9(Q)
s1(Q)
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(6)s6(L)
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)s
@)
)
(9)s
)
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12.659707

|2.483963

-1.485

11.295395
11.236536
|-1.11038
1024565
4753938
| 1439483

1382242

86241
66

|-2.282

|-5.13395

p=0,05

Slika 15. Pareto dijagram utjecaja izabranih nezavisnih varijabli na u€inkovitosti ekstrakcije.
(L) predstavlja linearnu, a (Q) kvadratnu interakciju varijabli

Iz Pareto dijagrama za ucinkovitost ekstrakcije (slika 16) vidljivo je da vecéi broj
deskriptora ima znacCajan doprinos modelu, $to je u skladu s korelacijskom matricom i
prethodno provedenim istrazivanjem. Najveci doprinos za odredivanje optimalnih vrijednosti
rezidualne aktivnosti imaju S6, i to kvadratni, dok priblizne vrijednosti imaju s linearnim efektom
S9i S8.
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Slika 16. Pareto dijagram utjecaja izabranih nezavisnih varijabli na rezidualnu aktivnosti. (L)
predstavlja linearnu, a (Q) kvadratnu interakciju varijabli

Optimiranje vrijednosti DES deskriptora za dobivanje najviSih vrijednosti ucinkovitosti
ekstrakcije i rezidualne aktivnosti simultano na temelju profila pozZeljnosti dobivenih iz modela
odzivnih povrsina provedeno je primjenom funkcije poZeljnosti. Koristena je skala poZeljnosti u
rasponu od 0 (nepozeljno) do 1 (vrlo pozeljno). Profili predvidenih vrijednosti i funkcija
pozeljnosti prikazani su na slici 17. Na temelju funkcije pozeljnosti odabrani su znacajni o-profili
te njihove optimalne vrijednosti za postizanje maksimalne rezidualne aktivnosti i uinkovitost
ekstrakcije, a redom su iznosili S},;,= 0,01239, S7 .. = 8,4746 i S8, = 14,323, te je pretrazena

interna baza podataka u kojoj je pronadeno eutekti¢ko otapalo s najsli¢nijim vrijednostima, a to

je ChCLEG 1:2.

9767218
5063096
-.105629

3.107542
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2.068866
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p=0,05
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Slika 17. Profili predvidenih vrijednosti i funkcije pozeljnosti za ucinkovitost ekstrakcije i rezidualnu aktivnost
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4.5. KONTINUIRANA EKSTRAKCIJA ENZIMA LIPAZA U MIKROPROTOCNOM
SUSTAVU

Nakon ekstrakcije u SarZnom ekstraktoru, provedena su ispitivanja u kontinuiranom
mikroproto€nom sustavu kako bi se ekstrakcija enzima lipaze u DES intenzificirao tj. skratilo
vrijeme postupka ekstrakcije. Na temelju predikcije razvijenih modela za formiranje vodenog
dvofaznog sustava koriSteno je eutekticko otpalo ChCILEG 1:2 i otopina soli K;HPO4 u
koncentraciji 0,8 g/L. Eksperiment je proveden u mikroekstraktoru izradenom od teflonske cijevi

s dva ulaza , T* oblika duljine 30 cm i promjera 1000 pum.

Utvrdeni optimalni omjer volumnih protoka enzima lipaze u otopini soli i DES-a je bio
1:1,5 kako bi na izlazu omjer razdvojenih faza odgovarao Sarznom sustavu. Ispitan je utjecaj
vremena zadrzavanja (t) na ucinkovitost ekstrakcije, a rezultati su vidljivi na slici 17. NajviSa
ucinkovitost ekstrakcije postignuta je pri vremenu zadrzavanja t = 0,59 min i iznosila je 96,47 +
0,87 %. Ucinkovitost ekstrakcije enzima lipaza ovim eutekti¢kim otapalom u kontinuiranom
sustavu povecéana je u odnosu na Sarzni u kojem je iznosila 89,76 + 7,24 %, $to znaci da je
proces uspjedno intenzificiran s obzirom na to da je za SarZni postupak ekstrakcije trajao 30

minuta, a imao je manju ucinkovitost.

100 - . 1
t ¢
80-}
60 1
40 -
20 1
0e . .
0 1 2 3

7(min)

Slika 17. Utjecaj vremena zadrzavanja na ucinkovitost ekstrakcije enzima lipaza u
mikroekstraktoru (L = 30 cm, d = 1000 um)
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4.6. PROIZVODNJA  BIODIZELA  KATALIZIRANA  ENZIMOM  LIPAZA
EKSTRAHIRANOM U EUTEKTICKOM OTAPALU

Na samom kraju istraZivanja provedena je sinteza biodizela iz suncokretovog ulja i
metanola uz enzim lipazu ekstrahiranu u DES kao katalizator. Na slici 18 prikazana je ovisnost
iskoristenja FAME o vremenu za reakciju kataliziranu enzimom lipaza otopljenim u fosfatnom
puferu i ekstrahiranom u DES. Kao $to je vidljivo, u reakciji transesterifikacije, koristenjem
enzima lipaza otopljenog u fosfathom puferu biodizel je proizveden nakon 46 h. S druge strane,

kada je reakciji sinteze biodizela koristen enzimom ekstrahiran u ChCI:EG 1:2 nije doslo do

sinteze biodizela.

100
o9
[ ] i °
80 H
9 60 - ®
t ®
L
s [ ]
<
L 40 -
[ ]
[ ]
20 @
o
OL‘“'_.I T T T ."_'_|_.I T T T .‘

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
t (h)
Slika 18. Usporedba enzimatske sinteze biodizela katalizirana enzimom lipaza u puferu u
stehiometrijskom omjeru ulja i metanola 1:3,2 (e), eutektiCkom otapalu ChCI:EG 1:2 u

stehiometrijskom omjeru 1:3,2 (e) i u suvisku metanola 1:90 (A)

Razlog niskom iskoristenju vjerojatno je metanol koji ima utjecaj na jakost interakcija
HBD s HBA s obzirom na to da uzrokuje promjene u vezama koje formira HBD djelujuéi kao
drugi donorski spoj u strukturi DES-a (Aravena i sur., 2023). NaruSavanjem strukture DES-a
dolazi do prisutnosti metanola u neposrednom kontaktu s lipazom, te se aktivhost enzima
smanjuje s dva mehanizma: prvi se odnosi na narusavanije tercijarne strukture enzima praéeno

ireverzibilnom denaturacijom enzima, dok drugi podrazumijeva djelovanje organskih otapala u
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ulozi kompetitivnih inhibitora lipaze (Graber i sur., 2007). Osim toga, jednom kada metanol

postane dio DES-a postaje nedostupan u reakciji kao drugi supstrat i reakcija staje.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti sljedece:

1.

UspjeSno je pripravljeno i karakterizirano (pH, gustoéa, viskoznost, polarnost, o-profili)
37 razli¢itih eutektiCkih otapala. Pomocu pripravljenih otapala provedena je Sarzna
ekstrakcija vodenim dvofaznim sustavima enzima lipaza porijeklom iz plijesni
Aspergillus oryzae. Najvec¢a postignuta ucinkovitost ekstrakcije (95,15 + 0,48 %)
postignuta je u eutektickom otapalu ChCl:Sor 1:1 s 20 % vode (w/w).

Aktivnost enzima lipaza u nekim eutektiCki otapalima ChCl:Mal 4:1 s 20 % vode (w/w),
ChClI:Sor 1:1 s 20 % vode (w/w), ChCI:EG 1:2, ChCI:U:G 1:2:2 i ChCI:G 1:3 ostala je
oc€uvana tj. zabiljezene su iste aktivnosti kao u fosfatnom puferu.

Skladi$na stabilnost enzima lipaza opisana je kinetikom prvog reda na temperaturama
od 4 °C i 25 °C, pri Eemu su odredene konstante deaktivacije k = 0,00359 1/d za 4 °C i k
=0,01383 1/d pri 25 °C.

Konstruirani su linearni i model umjetnih neuronskih mreza na osnovu eksperimentainih
podataka za procjenu ucinkovitosti ekstrakcije i aktivnosti enzima lipaza u eutekti¢kim
otapalima. Linearni modeli se nisu pokazali zadovoljavaju¢im u procjeni zavisnih
varijabli. Model umjetnih neuronskih mreza s preciznosti treniranje od 0,9556 se moze
smatrati pouzdanim.

Funkcijom poZzeljnosti utvrdeni su optimalni o-profili eutektickog otapala za provodenje
ekstrakcije i o€uvanije rezidualne aktivnosti enzima, te oni za signifikantne profile iznose
Sy ..=0,01239,S7. =8,4746iS8, =14,323.

Ekstrakcija je intenzificirana u mikroekstraktoru s eutekti¢kim otapalom ChCI:EG 1:2 i
otopinom soli K;HPO. u koncentraciji 0,8 g/L. U odnosu na Sarznu ekstrakciju,
ekstrakcija u mikroekstraktoru skra¢ena je s 30 min na 0,59 min, a ucinkovitost
ekstrakcije povecéana je s 89,76 % * 7,24 % na 96,47 % % 0,87 %.

Biodizel nije proizveden koriStenjem enzima lipaza ekstrahiranim u DES ChCI:EG 1:2.
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PRILOG 1 - MATLAB kod
1.1. UVOZ PODATAKA

opts = spreadsheetimportOptions("NumVariables", 18);

opts.Sheet = "Sheetl";

opts.DataRange = "A2:5164";

opts.VariableNames = ['pH", "VarName2", "VarName3", "c", "ENR", "Kp", "VarName7",
"VarName8", "VarName9", "VarNamelO", "VarNamell", "VarNamel2", "VarNamel3",
"VarNamel4", "VarNamel5", "VarNamel6", "SA", "E", "StdevViskoznost'];
opts.VariableTypes = ['double”, "double", "double"”, "double", "double", "double", "double",
"double”, "double", "double", "double", "double", "double", "double", "double", "double",
"double", "double", "string"];

opts = setvaropts(opts, "StdevViskoznost", "WhitespaceRule", "preserve");

opts = setvaropts(opts, "StdevViskoznost", "EmptyFieldRule", "auto");

podaci = readtable("podaci.xIsx", opts, "UseExcel", false);

clear opts

1.2. DISTRIBUCIJA PODATAKA

figure;

fori=1:18
subplot(6,3,i);
histogram(podaci{:,i});
title(['Column ', num2str(i)]);

end

1.3. SPEARMAN KORELACIJSKA MATRICA

podaci_array = table2array(podaci);
[Rho, Pval] = corr(podaci_array, 'Type', 'Spearman’, ‘Tail', 'both");
figure;
imagesc(Rho);
colormap(jet);
colorbar;
title('Spearman Correlation Matrix');
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ax = gca;
ax.XTick = 1:size(Rho, 2);
ax.YTick = 1:size(Rho, 1);
ax.XTickLabel = NB1.Properties.VariableNames;
ax.YTickLabel = NB1.Properties.VariableNames;
for i = 1:size(Rho, 1)
for j = 1:size(Rho, 2)
if Pval(i, j) < 0.05
text(j, i, sprintf('%.2f*', Rho(i, j)), 'HorizontalAlignment’, ‘center’, 'VerticalAlignment',
'middle’);
else
text(j, i, sprintf('%.2f', Rho(i, j)), 'HorizontalAlignment', 'center’, 'VerticalAlignment', ‘middle’);
end
end

end
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PRILOG 2 — Popis kratica i simbola

ANN — umjetna neuronska mreza

ATPS — vodeni dvofazni sustavi

DES - eutekti¢ko otapalo

EG - etilen glikol

FAME — metilni esteri masnih kiselina
FID — plameno-ionizirajuéi detektor

Fru — fruktoza

G — glicerol

GC - plinska kromatografija

Glc - glukoza

HBA — akceptor vodikove veze

HBD — donor vodikove veze

JK — jabuéna kiselina

LK — limunska kiselina

Mal — maltoza

MK — malonska kiselina

NADES - prirodno eutekti¢ko otapalo
OK — oksalna kiselina

PEG - polietilen glikol

PG — poliglikol

Pro — prolin

R.A. — rezidualna aktivnost enzima

RER — omjer raspona pogreske

RMSE - korijen srednje kvadratne pogreske
RMSEP - korijen srednje kvadratne pogreske za predvidanje
RPD - omjer predvidanja i odstupanja
Sah — saharoza

SEP — standardna pogreSka predvidanja
Sor — sorbitol
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TU — tiourea
U —urea

Xyl — ksiloza
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