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1. Uvod

Posljednjih nekoliko godina dolazi do porasta svijesti o globalnom zatopljenju, utjecaju
staklenickih plinova i oneciS¢enju okoliSa zbog ¢ega koncept odrzivog razvoja i principi zelene
kemije postaju srediste politickih, gospodarskih i znastvenih rasprava. Glavni ciljevi zelene
kemije su smanjenje koliine nastalog otpada uz maksimalno iskoristenje sirovine, poveéanje
sigurnosti radnika i okoliSa, koristenje neopasnih i obnovljivih sirovina te proizvodnja

netoksicnih produkta uz Sto manju koli¢inu nusproizvoda (Anastas i Eghbali, 2009).

Gotovo svaki industrijski proces proizvodnje ukljucuje primjenu organskih otapala u nekom
koraku. Medutim njihova uporaba je odgovorna za oneciSéenje okoliSa i nepovoljna je za
zdravlje radnika i sigurnost procesa zbog svojstva toksic¢nosti, lake hlapljivosti, zapaljivosti i
eksplozivnosti. Niz nedostataka konvencionalnih otapala potaknula su znanstvenu potragu za
alternativnim otapalima koja bi ispunila principe zelene kemije uz istodobno zadovoljenje
ekonomske dobiti. Najveli potencijal medu zelenim otapalima pokazala su prirodna
eutekticka otapala zahvaljujuci niskoj cijeni, lakoj dostupnosti, jednostavnoj sintezi, niskoj
toksicnosti i hlapljivosti, stabilnosti i biorazgradivosti (Paiva i sur., 2014). Struktura ovih
otapala omogucuje dizajniranje otapala to¢no odredenih fizikalno-kemijskih svojstava i
bioloSke aktivnosti zbog Cega predstavljaju velik potencijal za primjenu u elektrokemiji,
biomedicini, proizvodnji polimera, raznim analizama, postupcima separacije i ekstrakcije
bioloski aktivnih spojeva te kao kataliticki i reakcijski medij u organskoj sintezi i biokatalizi za

dobivanje visokovrijednih i opticki Cistih proizvoda (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Pored koriStenja ekoloski prihvatljivih zelenih otapala, jedno od vodedih polja zelene kemije
je i provodenje pretvorbe organskih spojeva primjenom biokatalizatora, odnosno enzima ili
cijelih stanica. Zbog prednosti poput visoke enantioselektivhost biokatalizatora,
biorazgradivosti, mogucnosti izolacije biokatalizatora iz prirodnih izvora i njegove reciklacije,
sintetski putevi temeljeni na enzimskoj katalizi ¢esto su superiorni u usporedbi s s klasi¢nim
kemijskim sintetskim postupcima, Sto se posebno odnosi na proizvodnju kiralnih spojeva koji

se koriste kao meduprodukti u proizvodnji lijekova (Grogan, 2009; Drauz i sur., 2012).

Cilj ovog rada bio je istraziti mogucnost primjene prirodnih eutektickih otapala na bazi kolin-
klorida u oksidoredukcijskim reakcijama ispitivanjem aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze
i pradenjem promjena u njegovoj konformaciji te istraZiti stabilnost ovom enzimu

pripadajucih koenzima NADH i NAD* u istim prirodnim eutektickim otapalima.



2. Teorijski dio
2.1. Zelena kemija

U danasnje vrijeme svjedoci smo sve vecem ekonomskom rastu koji predstavlja prijetnju
okoliSu, ljudskom zdravlju i kvaliteti Zivota, zbog Cega se sve viSe znanstvenika okrece
istrazivanjima iz polja zelene kemije i kemijskim inovacijama koja istodobno nude
ispunjavanje okolisnih, socijalnih i ekonomskih ciljeva. Pojam zelena kemija prvi se puta
pojavio unatrag 30 godina, a definiran je kao skup nacela koji smanjuju ili eliminiraju
upotrebu ili proizvodnju tvari opasnih po ljudsko zdravlje i okolis prilikom osmisljavania,
proizvodnje i primjene kemijskih proizvoda (Anastas i Eghbali, 2009). Uzimajuci u obzir da
samo farmaceutska industrija proizvodi otprilike 25-100 kg otpada na svaki kilogram
proizvoda nastalog organskom sintezom (Gupta i Mahajan, 2015), vazno je okrenuti se
»Zelenijim” nacinima proizvodnje, koriStenja i zbrinjavanja kemikalija. Pristup zelene kemije
temelji se na razvoju kemijskih proizvoda i procesa koji su ucinkovitiji sa ekoloskog stajalista
u odnosu na postojece tradicionalne procese proizvodnje, izbjegavanju koriStenja opasnih
tvari kao sirovina, reagensa, otapala, produkta i nusprodukta te smanjenju otpada nastalog
prilikom proizvodnje kemikalija (Hjersen i sur., 2000). Sustina zelene kemije obuhvacdena je u
12 nacela koja predstavljaju vodedi okvir za dizajn novih kemijskih proizvoda i procesa te se
doticu svih aspekata Zzivotnog ciklusa procesa od koriStenja sirovina i reagensa do
ucinkovitosti i sigurnosti transformacija, toksic¢nosti i biorazgradivosti proizvoda (Anastas i
Eghbali, 2009), a to su:

1.) Prevencija — bolje je sprijeCiti nastanak otpada nego ga sanirati nakon Sto je nastao,

2.) Ekonomija atoma (eng. Atom economy) — proces sinteze treba osmisliti tako da je u

konacni proizvod uklju¢ena maksimalna koli¢ina ulazne sirovine,

3.) Sigurniji proces sinteze - postupak sinteze treba dizajnirati s ciljem smanjene

upotrebe spojeva Stetnih za ljudsko zdravlje i okolis,

4.) Sigurniji kemijski proizvodi — kemijske proizvode treba osmisliti da budu manje

toksicni, ali jednako ucinkoviti,

5.) Sigurnija pomoc¢na sredstva — upotrebu pomocnih sredstva treba svesti na minimum i

kad god je moguce koristiti ona neskodljiva,

6.) Energetska ucinkovitost — energetske zahtjeve treba svesti na minimum te ako je

moguce sintetske procese voditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku,



7.) Obnovljive sirovine — obnovljive sirovine treba upotrebljavati gdje god je to s tehnicke

i ekonomske strane prihvatljivo,

8.) Minimizacija prosirenja procesa — nepotrebna proSirenja procesa treba izbjegavati

kako bi se smanjila dodatna upotreba reagensa i stvaranje otpada,

9.) Kataliza - kataliticki reagensi, selektivni koliko je to moguce, prihvatljiviji su od

reagenasa u stehiometrijskim koli¢inama,

10.) Biorazgradivost proizvoda — kemijski proizvodi moraju imati moguénost pretvorbe u

spojeve neskodljive za okoliS nakon prestanka njihovog djelovanja,

11.) Analiticke metode — potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje

kemijskog proizvodnog procesa s ciljem sprecavanja nastanka opasnih tvari,

12.) Sigurniji uvjeti rada — potrebno je smanijiti upotrebu tvari koje mogu uzrokovati

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

Iako je prilikom osmisljavanja ,zelenog” procesa nemoguce ispuniti svih 12 nacela, njihovom
primjenom moguce je postic¢i znacajne rezultate u smanjenju otpada i ocuvanju energije.
Tvrtka Pfizer tako je za proizvodnju pregamalina, lijeka koji se koristi u lijecenju poremecaja
Zivéanog sustava, zamjenom kemijskog procesa biokatalitickim procesom uspjela smanjiti E-
faktor s pocetnih 86 na 17, uveliko umanijiti energetsku potrosnju te eliminirati uporabu vise
od 37 milijuna litara Stetnih organskih otapala i priblizno 2000 tona sirovina na razini
godisnje proizvodnje (Gupta i Mahajan, 2015). Istrazivanja iz polja zelene kemije stoga

svakako zavreduju pozornost znanstvenog svijeta.
2.2, Zelena otapala

Jedno od vodecih polja razvoja zelene kemije odnosi se na osmiSljavanje i sintezu otapala
koja zadovoljavaju kriterije ekoloske prihvatljivosti, ekonomske ucinkovitosti te sigurnosti za
ljude i okolis. Mnoga tradicionalna otapala su hlapljiva, lako zapaljiva, korozivna, eksplozivna
i toksi¢na te imaju citotoksican i inhibicijski ucinak na biokatalizator (Ghanem, 2007). Otapala
imaju veliki utjecaj na ljude i okolis jer se u velikim koli¢inama upotrebljavaju u brojnim
industrijskim procesima te cine 60 % svih industrijskih emisija i 30 % emisija hlapljivih
organskih otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Organska otapala koriste se u raznim
reakcijama, sintezama te procesima izdvajanja proizvoda te doprinose zagadenju vode, zraka
i zemlje. UnatoC€ svojoj Stetnosti i opasnosti koju predstavljaju za okoli$ i ljudsko zdravlje
nemoguce je u potpunosti eliminirati njihovo koristenje zbog presudne uloge koju imaju pri



otapanju krutih tvari, prijenosu tvari i topline, utjecaju na viskoznost te u fazama izdvajanja i
prociS¢avanja (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Namjera da se smaniji njihova upotreba i
pronadu alternativna rjeSenja vidljiva je i u odredbama EU koje se tiCu zastite okoliSa za
period 2010. — 2050. godine u kojima se redukcija Stetnih otapala navodi kao jedan od
prioriteta borbe za oCuvanjem okoliSa, a strategije za provedbu toga cilja su zamjena opasnih
otapala i otapala dobivenih iz nafte s otapalima zadovoljavajuéih ekoloskih, zdravstvenih i
sigurnosnih karakteristika i otapalima dobivenih iz obnovljivih sirovina (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015). Idealno otapalo trebalo bi biti jednostavno za upotrebu, kemijski i fizicki stabilno,
slabo hlapljivo, netoksi¢no, nezapaljivo, biorazgradivo, lako za skladistiti, te imati mogucnost
ponovne upotrebe (Gu and Jérome, 2013). S obzirom na navedene kriterije voda je prvi izbor
jer osim Sto je jeftina i lako dostupna u njoj enzimi imaju najvecu kataliticku aktivnost te nije
zapaljiva niti toksi¢na, no nije prikladna za reakcije koje ukljuCuju nepolarne organske
spojeve koji su u vodi vec¢inom slabo topljivi. Nedostatak je i slozeno i skupo uklanjanje vode
nakon provedbe reakcije, a u sporednim reakcijama koje se odvijaju u vodi nastaju i
nezeljeni produkti Sto dodatno otezava izolaciju i prociSéavanje zeljenog produkta (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015). S obzirom na nedostatke koje pokazuju voda i organska otapala razvila
se potreba za pronalaskom novih alternativnih otapala koja se u skladu s principima zelene
kemije temelje na sigurnosti radnika, oCuvanju okoliSa i odrzivosti procesa. Tako su
posljednjih godina kao zamjena za konvencionalna otapala sve popularnija tzv. zelena
otapala pod koja ubrajamo superkritiCne i subkriticne fluide, ionske tekucine i eutekticka

otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
2.2.1. Superkriticni fluidi

Superkritiéni fluidi definiraju se kao fluidi zagrijani iznad kriticne tocke temperature i
komprimirani iznad kriticne tocke tlaka Sto im daje svojstva na granici tekuéina i plinova.
Zbog posebnih karakteristika poput niske viskoznosti i povrSinske napetosti, te visoke
difuznosti koja pospjeSuje ekstrakciju prirodnih komponenti pokazuju se kao ekoloski
prihvatljiva i ekonomski ucinkovita alternativa konvencionalnim otapalima. Glavni nedostatak
pri uporabi supekriticnih fluida je potreba za skupom opremom specijaliziranom da podnosi
visoke tlakove, Sto podize troSkove proizvodnje. Najvazniji predstavnici ove skupine su

superkriticni ugljikov dioksid (CO,) te superkriti¢na i subkriti¢na voda.

Supekriticno stanje CO, moguce je posti¢i vrlo lako zahvaljujuéi niskim kriti¢nim
vrijednostima temperature i tlaka (7. = 31,1 °C, A. = 7,38 MPa) koje za to iziskuje zbog cega

se najceSce primjenjuje za ekstrakcije, a buduci je netoksican, nezapaljiv, jeftin, lako



dostupan te ga je jednostavno izdvojiti iz proizvoda, superkriti¢ni CO, Cesto se koristi i kao
zamjena za toksicne freone i organska otapala. Veli¢ina i oblik molekule CO, omogucuju mu
da brze difundira od konvencionalnih tekucéih otapala, a kada se koristi u postupcima
ekstrakcije ne dovodi do nastajanja sekundarnih produkata koji zagaduju okolis. Nedostatak
primjene superkriticnog CO, je Sto prilikom upotrebe dolazi do stvaranja ugljicne kiseline koja
uzrokuje promjenu pH vrijednosti Sto za posljedicu moze imati denaturaciju i inaktivaciju
enzima. Ucinkovitost kao otapalo pokazuje za nepolarne i blago polarne molekule no nije
pogodan za proteine, polisaharide, Secere i mineralne soli koji su u njemu netopljivi. Mo¢
otapanja opada povecanjem molekularne mase tvari Sto ga takoder Cini loSim otapalom za
molekule veée molekulske mase. Superkriticni CO, ima GRAS (eng. Generally recognized as
safe) status te ne predstavlja prijetnju ljudskom zdravlju, a izmedu ostalog nalazi primjenu u
prehrambenoj industriji, kozmetici, farmaceutskoj industriji i obradi materijala (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015).

Voda je najvaznije otapalo u prirodi te je zbog svojih karakteristika (netoksi¢na, nezapaljiva,
ekoloski prihvatljiva, lako dostupna, jeftina) favorizirana kao otapalo u brojnim kemijskim
postupcima i reakcijama. Kao izrazito polarna molekula voda predstavlja nepogodno otapalo
za ekstrakcije slabo polarnih i nepolarnih spojeva, no takav problem je moguce rijesSiti
povecanjem temperature i tlaka vode. Iznad 374,2 °C i 22,1 MPa voda postize superkriticno
stanje, dok se pri dovoljno visokom tlaku i vrijednosti temperature izmedu tocke vrelista (100
°C) i kriticne tocke voda nalazi u subkriticnom stanju. Za razliku od vode pri standardnim
uvjetima, super- i sub- kriticna stanja bitno mjenjaju elektrokemijska svojstva vode cineci ju
pogodnim otapalom za neionske spojeve. U superkriticnom i subkritichom stanju voda
pokazuje manju viskoznost, ve¢u difuznost i znacajno nizu dielektricnu konstantu zbog ¢ega
postaje vrlo uspjesno otapalo za slabije polarne i nepolarne spojeve odnosno ponasa se kao
nepolarno otapalo s visokom topljivoS¢u za organske spojeve, plinove i soli. Subkritina voda
ve¢ se pokazala ucinkovitom u ekstrakciji antioksidansa, antocijana, fenola, aromaticnih
spojeva, esencijalnih ulja i ostalih bioaktivnih sastojaka uz daleko krace vrijeme ekstrakcije.
Pri nizim temperaturama ostvaruje ekstrakciju polarnih komponenti, a pri viSim
temperaturama slabije polarnih i nepolarnih komponenti zbog ¢ega uspjeva zamijeniti veéi
broj toksi¢nih otapala koja se redovno koriste za selektivhu ekstrakciju. Glavni nedostatak
predstavlja Cinjenica da voda u superkriticnom stanju stvara izrazito reaktivne uvjete koji
pogoduju reakcijama oksidacije, hidrolize i raspadanja spojeva Sto limitira njenu upotrebu za

ekstrakciju samo vrlo stabilnih spojeva (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).



2.2.2. Ionske kapljevine

Ionske su kapljevine organske soli koje se sastoje iskljuCivo od iona, a nalaze se u teku¢em
stanju oko i ispod 100 °C, od kojih su od najveceg interesa upravo one tekuée pri sobnoj
temperaturi (Rogers i Seddon, 2003). Primjeri takvih ionskih kapljevina prikazani su na slici
1. Sastavljene od samo 2 komponente, aniona i kationa, ionske kapljevine predstavljaju novu
klasu prilagodljivih otapala koja pokazuju jedinstvenu kombinaciju svojstava. Kao jedna od
karakteristika koje ih ¢ine zanimljivima s ekoloskog ali i tehnoloskog aspekta izdvaja se vrlo
nizak i prakticki zanemariv tlak para zbog kojeg su ionske kapljevine nehalapljive i ne
pridonose zagadenju atmosfere niti predstavljaju opasnost pri njihovom izlaganju (Rauber i
sur., 2019). Osim toga ionske su kapljevine nezapaljive, bezbojne, pokazuju vrlo dobru
vodljivost, toplinski, kemijski i elektrokemijski su stabilne, tekuce su u Sirokom
temperaturnom rasponu (Cesto veéi od 300 — 400 °C) te daju moguénost ponovne upotrebe
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Iako im fizikalna svojstva ovise o velicini i simetriji iona,
prisutnosti dugih alkilnih supstituenata u ionima, nukleofilnosti aniona te sposobnosti iona za
stvaranje vodikovih veza, ionske tekuéine su u pravilu viskoznije od konvencionalnih
organskih otapala te imaju vecu gustocu i manju povrSinsku napetost od vode (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015). Zbog prilagodljivosti i dvostruke organske i ionske prirode, ionske
tekucine su istovremeno snazna otapala za Sirok raspon organskih, anorganskih i polimernih
spojeva, a zahvaljujuci ionskim interakcijama su ujedno i vrlo dobra otapala za polarne
spojeve koji su tesko topljivi u uobicajenim otapalima (Rauber i sur., 2019). Ono Sto ionske
kapljevine cCini posebno zanimljivima i Siroko primjenjivima jest njihova prilagodljivost
Zeljenim svojstvima ili funkcijama izborom kationa i aniona, vezanjem funkcijskih skupina itd.
Zbog velikog broja kombinacija kationa i aniona ionske se tekuéine ponekad nazivaju
~dizajnerskim otapalima”, a procjenjuje se da postoji gotovo 10*® dostupnih ionskih tekudina
dok je za usporedbu samo 600 molekularnih otapala u danasnjoj uporabi (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015).
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Slika 1. Primjeri jednostavnih ionskih kapljevina koje su tekuce na sobnoj temperaturi (Earle i
Seddon, 2002).



Tvore ih kationi koji mogu biti razli¢ito supstituirane organske molekule koje sadrze pozitivho
nabijen dusikov, fosforov ili sumporov atom u kombinaciji s organskim ili anorganskim
anionima. Do sada su najistraZzeniji kationi imidazolni, pridinijevi, amonijevi, fosforni i
pirolidinijevi derivati, koji se naj¢esée koriste u kombinaciji s anorganskim anionima kao Sto
su halogenidi, tetrafluoroborat [BF4],, heksafluorofosfat [PF¢]™ ili organskim anionima poput
alkilsulfata i alkilsulfonata (Kérkkainen, 2007). Struktura ionskih kapljevina takoder moze biti
kiralna ili sadrzavati funkcijsku skupinu koja im daje dodatna posebna svojstva kao sto je
primjerice indukcija veée kataliticke aktivnosti i termostabilnosti enzima (Jia i sur., 2014). S
razvojem Sirokog spektra strukturno razlicitih ionskih tekucina proSirio se i interes za
istrazivanja s ciljem primjene u podrucjima kemijske tehnologije, biotehnologije, procesne
tehnologije, analitike i farmaceutike (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Jednu od najuspjesnijih
primjena u industriji pokazala je tvrtka BASF koja je inkorporirala uporabu ionskih tekucina u
tzv. BASIL procesu koriste¢i M-alkilimidazol za /n situ uklanjanje kiseline iz smjese Cime je
prinos procesa poveéan s 50 % na 98 %, a produktivnost s 8 na 690 000 kg m~ h™!, Ovim
unaprijedenim nacinom separacije zadovoljeno je nekoliko kriterija zelene kemije kao Sto je
eliminacija upotrebe otapala, smanjenje utroska energije i kemikalija, smanjenje kolicine
nastalog otpada, primjena katalizatora i povecana sigurnost cjelokupnog procesa (Rauber i
sur., 2019). No iako posjeduju zavidna svojstva te su se pokazale uspjeSne u mnogim
primjerima, ionske kapljevine jo$ uvijek nisu nasle Siru komercijalnu primjenu. Razlog tomu
je niz parametara koji ne ispunjavaju nacela zelene kemije kao Sto su slaba
biokompatibilnost, toksi¢nost, visoka cijena sirovina i velika potroSnja energije potrebne za
pripravu (ovisno o kompleksnosti strukture 5 — 20 puta skuplje od tradicionalnih organskih
otapala), koristenje neobnovljivih sirovina i hlapljivih organskih otapala prilikom sinteze te
problem razgradnje i odlaganja ionskih tekucina nakon provodenja procesa (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015). Zbog navedenih nedostataka razvoj alternativnih otapala posljednjih se godina
usmjerio na prirodne ionske kapljevine i eutekticka otapala koja su pokazala najveci

potencijal u aspektu zelene kemije (Paiva i sur., 2014).
2.2.3. Eutekticka otapala

Eutekticna otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) smatraju se novom generacijom
zelenih otapala. Ve¢ 2003. godine Abbott i sur. isticu brojne prednosti priprave eutektickih
otopina uree i raznih kvarternih amonijevih soli, kao Sto su stabilnost otopine,
biorazgradivost te mogucnost prilagodbe otapala razlicitim primjenama (Abbott i sur., 2003),
a od tada nadalje broj radova vezanih uz njihovu fizikalno-kemijsku karakterizaciju



eksponencijalno se povecava, a mogucnost njihove primjene neprestano se Siri (Paiva i sur.,
2014).

Eutekticka otapala opcenito se temelje na mjeSavinama dobivenim kompleksiranjem izmedu
akceptora vodika, poput netoksi¢ne kvarterne amonijeve soli (npr. kolin-klorid) i donora
vodikove veze (npr. amini, Seceri, alkoholi i karboksilne kiseline) koji u odredenom molarnom
omjeru imaju nize taliSte nego pojedinacne komponente smjese (Cvjetko Bubalo i sur., 2015)
(slika 2). Razlog tome je mijestimicna delokalizacija naboja koju uzrokuju novonastale

vodikove veze.

Taliste (A + B)

Talidte + A e B

Temperatura

Eutekticka tocka

Kristaliod AiB

A Sastav smjese % B

Slika 2. Fazni dijagram binarne smjese (Zhang i sur., 2012).

Iako se zbog slicnih fizikalno-kemijskih svojstava (nehalapljivost, nezapaljivost, visoka
viskoznost, slicni polazni materijali) Cesto nazivaju 4-tom generacijom ionskih kapljevina i
veéina spojeva koji ih tvore su ionske prirode, eutekticka se otapala ipak ne mogu u
potpunosti smatrati ionskim spojevima buduci se mogu pripremiti i iz neionskih spojeva
(Zhang i sur., 2012). Primjer jednostavne eutekticke smjese je kombinacija dvije Ciste
krutine kao Sto su urea (temperatura taljenja = 133 °C) i kolin-klorid (temperatura taljenja =
302 °C) koji u molarnom omijeru 2:1 kao rezultat daju tekucu smjesu Cija je temperatura
taljenja 15 °C (Kudlak i sur., 2015) (slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz reakcije nastajanja eutektickog otapala ChCl:urea (molarni omjer

komponenata 1:2) (Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

U pripravi eutektickih otapala esto se koristi kolin-klorid, organska sol, koja se kombinira s
jeftinim i lako dostupnim donorima vodika poput uree, glicerola, poliola iz ugljikohidrata ili
karboksilnih kiselina dobivenih iz razlicitih izvora. Kolin-klorid je vrlo lako dostupna kvarterna
amonijeva sol koja se moze ekstrahirati iz biomase ili sintetizirati iz fosilnih goriva, a zbog
slabe toksicnosti i niske cijene zadovoljava karakteristike ekonomicnosti i biorazgradivosti
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016; Kudlak i sur., 2015). Kada su komponente koje izgraduju
eutekticko otapalo prirodni spojevi, narocito primarni metaboliti poput organskih kiselina,
aminokiselina i SeCera takva se otapala nazivaju prirodnim eutektickim otapalima (eng.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) (Cvjetko Bubalo i sur., 2016). Zahtjevi koje ve¢inom
ispunjavaju sastojci tih smjesa su laka dostupnost, niska cijena, niska toksi¢nost te sigurnost
pri rukovanju. Glavna prednost eutektickih otapala u usporedbi s ionskim kapljevinama je
jednostavnija i ekonomicnija priprava koja se moze izvesti na viSe nacina: iz koncentrirane
vodene otopine koja sadrzi svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je
druga disocirana ili iz krute mjeSavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed
odredene vrijednosti temperature (Paiva i sur., 2014). Bitno je spomenuti da na formiranje i
stabilnost eutektickog otapala znatno utjeCe kemijska struktura donora i akceptora vodika,
prostorni raspored skupina unutar molekule te razli¢iti omjeri komponenata (Dai i sur.,
2013). Pritom se pojam stabilnosti odnosi na moguénost pripravljenih otapala da ostanu u
tekucoj fazi dulje vrileme bez nastanka kristalnog taloga. NajeS¢a metoda priprave je
mijeSanje tocno odredene mase komponenata sa ili bez dodatka vode koja se zatim zagrijava
uz mijeSanje na temperaturi do 100 °C tijekom 30 do 240 minuta do formiranja bistre

tekucine. Neki od novijih nacina priprave temelje se na primjeni vakuum uparivanja,



liofilizacije te ultrazvuka i/ili mikrovalnog zracenja. Jedan takav primjer je priprava
eutektickog otapala kolin-klorid:glukoza, u molarnom omjeru 1:1 s 10 % vode (w/w) u
ultrazvucno — mikrovalnom reaktoru kojim je sintezu otapala dokazano moguce ubrzati i do 7

puta u odnosu na klasi¢nu metodu priprave (Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

U usporedbi s ionskim kapljevinama eutekticna su otapala biorazgradiva, stabilnija, nisu
hlapljiva, manje su toksicna prema okoliSu i ljudima te je njihova upotreba u proizvodniji
mogucéa bez dodatnog prociS¢avanja. Pored toga cijena ovih otapala ne razlikuje se mnogo
od cijene organskih otapala Sto ih Cini zanimljivima i sa ekonomske tocke gledista (Cvjetko
Bubalo i sur., 2016). S obzirom da su eutekticka otapala smjese dviju komponenti te prilikom
priprave ne dolazi do kemijske reakcije, prinos i ucinkovitost na razini atoma su 100 % Sto
znadi da tijekom proizvodnje ne dolazi do stvaranja otpada niti nezeljenih nusprodukata
(Paiva i sur., 2014). JoS jedna prednost eutektickih otapala je Sto velik broj razliCitih
kemijskih struktura i mogucih kombinacija donora i akceptora vodika omogucuje dizajniranje
otapala toCno odredenih fizikalno-kemijskih svojstava i bioloSke aktivnosti za zeljenu
primjenu zbog Cega se i ona, kao i ionske kapljevine, ponekad nazivaju ,dizajnerskim
otapalima” (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Obzirom na sve ranije navedene pozitivhe
karakteristike, a osobito zbog moguénosti dizajniranja otapala za odredenu svrhu, eutekticka
otapala nasla su Siroku primjenu u razli¢itim industrijskim procesima. Znanstvena istraZivanja
eutektickih otapala najvise se provode u podrucjima kemije, fizike, elektrokemije i znanosti o
materijalima, a poznata je njihova uporaba u obradi metala, elektrokemiji, ekstrakciji
glicerola iz biodizela te kao kataliticki i reakcijski medij (Kudlak i sur., 2015). Nadalje
eutekticka pokazuju potencijal kao otapala u organskoj sintezi i (bio)katalizi, proizvodnii
polimera, postupcima odvajanja, analizama, ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva te

biomedicinskim primjenama (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
2.3. Biokataliza u organskoj sintezi

Vec u ranim vremenima industrijske biotehnologije razvila se ideja upotrebe bioloskih sustava
za stvaranje ucinkovitijih, selektivnijih i ekoloski prihvatljivijih procesa pretvaranja sirovina u
industrijske proizvode, zamjenjujuci tako problemati¢ne kemijske transformacije (Ghisalba i
sur., 2010). U novije vrijeme, brojni kemijski procesi za dobivanje odredenih proizvoda bilo u
farmaceutskoj, prehrambenoj industriji ili za dobivanje tzv. “bulk® kemikalija, zamijenjeni su
biotransformacijskim procesima, koji imaju odredene prednosti u odnosu na kemijsku sintezu
(Grogan, 2009). Biotransformacije su postupci pretvorbe definiranih Cistih spojeva (prirodnih

ili dobivenih kemijskom sintezom) u definirane konacne proizvode u jednom ili nizu koraka,
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upotrebom cijelih stanica ili izoliranih enzima kao biokatalizatora (Bommarius i Riebel, 2004).
Za sintezu kemikalija, lijekova ili razli¢itih materijala u velikom mijerilu mogu se, osim
biotransformacija, koristiti i isklju¢ivo kemijski procesi ili kombinacija kemijskih i
biokatalitickih procesa, pri ¢emu se biokataliticki procesi koriste za kljucne reakcije koje
zahtijevaju visoku selektivnost, specificnost ili kao zamjena ekoloski nepovoljnih reakcijskih
koraka (Ghisalba i sur., 2010). Implementacijom biokatalitickih metoda u proizvodniji
organskih spojeva moguce je u velikoj mjeri zadovoljiti principe zelene kemije buduéi se
primjenom biokatalize skracuje vrijeme trajanja procesa, povecava se selektivnost i prinos,
smanjuje se potroSnja metala i organskih otapala, nastaje manje otpada te se smanjuje
potroSnja energije zahvaljujuéi blagim rekcijskim uvjetima (Bommarius i Riebel, 2004).
Primjena biotransformacija u industriji je u zadnjih dvadeset godina znacajno porasla, a neki
od proizvoda koji se proizvode u velikom mijerilu su akrilamid, aspartam, nikotinamid, vitamin
C, lizin, citratna kiselina i L-karnitin (Ghisalba, 2010). Glavne prednosti primjene
biokatalizatora nad klasithom kemijskom sintezom su visoka enantioselektivnost
biokatalizatora, biorazgradivost, mogucnost izolacije biokatalizatora iz prirodnih izvora i
njegove reciklacije te mogucnost modifikacije enzima za zeljenu primjenu. Kako bi se
omogudila visoka produktivnost te zadovoljili ekonomski i ekoloski zahtjevi nekog postupka,
kljutno je odabrati prikladno otapalo i biokatalizator koji moze biti Cista kultura
mikroorganizama (bakterije, kvasci, plijesni, alge), kulture biljnih i Zivotinjskih stanica ili

izolirani i umjetni enzimi (Grogan, 2009).
2.3.1. Prednosti primjene enzima u organskoj sintezi

Biokataliza je klju¢na disciplina u kemiji koja omogucuje Ciste i ekonomski efikasne procese
te predstavlja veliki potencijal temeljen na jedinstvenim svojstvima enzima, no do posljednjih
nekoliko desetljeca nije dobivala znacajniju paznju u podrucju organske sinteze zbog uocenih
nedostataka enzima kao Sto je uzak raspon supstrata, ograniCena stabilnost enzima u
organskim reakcijskim uvjetima, niska ucinkovitost kod sojeva mikroorganizama divljeg tipa,
nezadovoljavaju¢a volumetrijska produktivnost te visoki troSkovi proizvodnje (Strohmeier i
sur., 2011; Drauz i sur., 2012). Uvodenje tehnologije rekombinantne DNA krajem 1980-tih te
razvoj enzimskog inzenjerstva olakSalo je pristup enzimima i njihovo prepoznavanje te
omogudilo premoséivanje ograni¢enja za sintetsku primjenu enzima (Strohmeier i sur.,

2011). Glavne prednosti, ali i nedostaci primjene enzima prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Prednosti i nedostaci enzima kao katalizatora (Bommarius i Riebel, 2004).

Visoka enantioselektivnost Niska specifi¢na aktivnost
Visoka regioselektivnost Nestabilni pri eksptremnim T i pH
Blagi reakcijski uvjeti Dostupni samo za odredene reakcije
Voda kao cesto otapalo Dugo vrijeme razvoja novih enzima

Uporaba enzima kao katalizatora u reakcijama organske sinteze tehnologija je koja je danas
u velikoj mjeri prepoznata u pripremi Sirokog spektra kemijskih spojeva, ne samo za
akademske svrhe vec i za primjenu u industrijskim razmjerima. Za brojne molekule pokazalo
se da su sintetski putevi temeljeni na enzimskoj katalizi konkurentni i ¢esto superiorni u
usporedbi s klasi¢nim kemijskim i kemokatalitickim sintetskim pristupima, Sto se posebno
odnosi na proizvodnju kiralnih spojeva koji se koriste kao meduprodukti u proizvodniji
lijekova. Uz pomo¢ enzima moguce je katalizirati Sirok raspon transformacija vaznih u
organskoj kemiji, ukljucujuéi redoks reakcije, reakcije stvaranja veze ugljik-ugljik i hidroliticke
reakcije. Stoga, nije neobicno da je enzimska kataliza postala sve atraktivnije sinteticko
sredstvo pored tradicionalnih organskih disciplina kao Sto su klasi¢na sinteza, metalna

kataliza i organokataliza (Drauz i sur., 2012).
2.3.2. Biokatalizatori u organskoj sintezi

Enzimi su vrlo djelotvorni katalizatori, a za procese biokatalize mogu se koristiti u obliku
cijelih stanica ili u izoliranom obliku. Najveée prednosti upotrebe izoliranih enzima su vecéa
produktivnost i provodenje reakcije u blagim uvjetima Sto omogucuje izbjegavanje nezeljenih
nusreakcija i dobivanje Cistog proizvoda (Grogan, 2009). Medutim, izolacija i prociS¢avanije
unutarstani¢nih enzima moze biti zahtjevno i skupo zbog Cega su cijene enzima visoke, a
broj komercijalno dostupnih enzima je mali. Enzimi imaju najvecu kataliticku aktivnost u vodi
koja je najmanje pogodno otapalo za veéinu organskih reakcija, podlozni su inhibiciji
supstratom ili produktom te im je potrebno prilagoditi procesne parametre poput
temperature i pH vrijednosti (Bommarius i Riebel, 2004). Izolacijom enzima iz stanice koja je
njihovo prirodno okruzenje, riskira se gubitak stabilnosti enzima te njegova denaturacija.
Osim toga, veliki broj izoliranih enzima za kataliticku aktivnost zahtjeva dodatak kofaktora
koji se nakon reakcije moraju regenerirati Sto nije uvijek lako izvedivo (Grogan, 2009).
Prednosti upotrebe cijelih stanica kao biokatalizatora su jeftina i jednostavna upotreba,

olaksano izdvajanje biokatalizatora i produkta iz reakcijske smjese te vodenje procesa u
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vodenom mediju. Bududi su stanice slozeni sustavi nema potrebe za koristenjem enzimskih
kofaktora (skupi i krhki) jer se isti veéinom proizvode i recikliraju u samoj stanici (Grogan,
2009). Imobilizirane kulture se primjenjuju kod potrebe aktivnosti biokatalizatora kroz dulji
vremenski period, te njihove ponovne upotrebe. Medutim, nedostaci upotrebe cijelih stanica
kao biokatalizatora su difuzija supstrata i produkta kroz staniénu membranu, niza
produktivnost zbog neotpornosti na vece koncentracije supstrata, teza kontrola procesa i
odvijanje nezeljenih sporednih reakcija zbog prisutnosti drugih enzima. Takoder,procesi s
cijelim stanicama cesto su kompleksni i zahtjevaju pravilno rukovanje sa stanicama u smislu
pripreme odgovarajucih hranjivih podloga, optimiranja uvjeta rasta i sl. (Faber, 2011).

Biokatalizatori u obliku cijelih stanica mogu biti mikrobnog, biljnog ili zivotinjskog podrijetla.

Mikrobne stanice se CeSce koriste kao biokatalizatori u odnosu na biljne i Zivotinjske stanice
jer se brze i jednostavnije uzgajaju u laboratorijskim uvjetima, brze provode
biotransformacije zbog velike brzine stanichog metabolizma te mogu tranformirati Sirok
spektar proizvoda. Koriste se iskljuivo kao Ciste kulture radi smanjene mogucnosti odvijanja
nezeljenih reakcija i nepovoljnih ucinaka jedne kulture na drugu (Bommarius i Riebel, 2004).
Biljne i Zivotinjske stanice se u biotransformacijskim procesima upotrebljavaju u manjoj mjeri
od mikroorganizama prvenstveno jer rastu sporije. Ono Sto biljne stanice Cini zanimljivima je
Sto mogu katalizirati velik broj supstrata, a same su izvori velikog broja vrijednih spojeva
poput antibiotika, antitumorskih spojeva, flavonoida i sl., koji su od izuzetne vaZnosti u
farmaceutskoj industriji. Jedna od mogucnosti nadilazenja problema sporog rasta koja
obecaje jest eksploatacija biljnih ili zivotinjskih enzima tehnikom rekombinantne DNA u
bakterije ili kvasce (Grogan, 2009).

Enzimi se obi¢no klasificiraju prema vrstama reakcija koje kataliziraju te su podijeljeni i
razvrstani u sedam glavnih enzimskih kategorija. Pregled ove klasifikacije, posebno glavnih

enzimskih grupa daje tablica 2.
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Tablica 2. Kategorizacija enzima prema tipu reakcija koje kataliziraju (BRENDA, 2020).

Klasa enzima EC broj Odabrane reakcije
Redukcija C=0 i C=C; redukcijska aminacija C=0;
Oksidoreduktaze 1 oksidacija C-H, C=C, C-N i C-O,
redukcija/oksidacija uz kofaktor
Transfer funkcijskih skupina kao Sto su amino, acil,
Transferaze 2
fosforil, metil, glikozil, nitro i sulfatne grupe
Hidroliza estera, amida, laktona, laktama,
Hidrolaze 3 epoksida, nitrila, itd. kao i reverzne reakcije
formiranja takvih spojeva
] ) Adicija malih molekula na dvostruku vezu kao Sto
Liaze (sintaze) 4 )
su C=C, C=0iC=N
Transformacija izomera (izomerizacije) poput
Izomeraze 5 racemizacija, epimerizacija i intramolekulska
preuredivanja
) Stvaranje kompleksnih spojeva (analogno liazama)
Ligaze (sintetaze) 6 o . _
ali enzimski aktivne samo uz cijepanje ATP-a
Translokacija iona ili molekula preko membrane ili
Translokaze 7

njihovo odvajanje unutar membrane

Kao ucinkoviti katalizatori za Sirok raspon organskih sintetskih transformacija pokazali su se
enzimi iz gotovo svih klasa s iznimkom translokaza (E.C. 7.X.X.X.) te ligaza (E.C. 6.X.X.X.)
Cija je in vitro primjena ograniCena bududi je /n situ regeneracija kofaktora ATP joS uvijek
izazov (Drauz i sur., 2012). Pregled objavljenih znanstvenih radova do 2020. Godine
pokazuje da su od svih sedam klasa enzima hidrolaze (E.C. 3.X.X.X) pronasle najvecu
primjenu u organskoj sintezi, a razlog tome je Sto su jednostavne za uporabu, Cesto stabilne,

jeftine, lako dostupne iz razlicitih komercijalnih izvora te njihova aktivnost ovisi iskljucivo o

vodi (Grogan, 2009) (slika 4.).
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Slika 4. Graficki prikaz udjela upotrebe razlicitih klasa enzima u organskoj sintezi prema
publikacijama u znanstvenim radovima do 2020. godine (izradeno prema Web of Science

bazi podataka, ukupan broj referenci = 853).

Reprezentativni primjeri hidrolaza koje se Cesto koriste u organskoj sintezi su proteaze,
lipaze i esteraze, a tipicne transformacije ukljucuju hidrolizu estera i amida te njihove
reverzne reakcije, narocito esterifikaciju i amidiranje. Hidrolaze se cCesto koriste u
stereoselektivnim  procesima razdvajanja i desimetrizacije, a zabiljezene su i
nestereoselektivne primjene primjerice u ekstrakciji lako dostupnih prirodnih spojeva kao Sto
je 6-aminopenicilanska kiselina koja se koristi u sintezi antibiotika. Znacajno je da su
predstavnici ove skupine, lipaze, takoder prikladni za reakcije u organskim medijima i koriste
se za proizvodnju estera masnih kiselina polaze¢i od masne kiseline i alkoholnog dijela
(Drauz i sur., 2012).

Oksidoreduktaze su, pored hidrolaza, druga najceSce koristena klasa enzima u podrucju
organske sinteze. Enzimi iz ove klase kataliziraju reakcije hidroksilacije, medusobne
konverzije ketona i alkohola, redukcije dvostruke ugljik-ugljik veze te oksidacije amina
(Grogan, 2009). Kljucne prednosti upotrebe enzima kao katalizatora u redoks procesima su
(i) izvrsna selektivnost ¢ak i kada se kao supstrati koriste nefunkcionalizirani spojevi, kao Sto
su alkani i cikloalkani te (ii) uporaba molekularnog kisika kao jeftinog i odrzivog oksidirajuceg

sredstva. Medutim nerazrijeSen izazov za enzimatske reakcije predstavlja ograniena
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aktivnost nekih enzima, poput monooksigenaza, koja je &esto ispod 1 U mg™ (Drauz i sur.,
2012). Nadalje, veliki problem u primjeni oksidoreduktaza u organskoj sintezi predstavlja i
zahtjev za regeneracijom kofaktora, poput nikotinamidnih kofaktora, flavina ili hema, o
kojima su ti enzimi ovisni za ispoljavanje kataliticke aktivnosti i kao takvi, iz perspektive
biokatalize, joS uvijek se smatraju izazovima (Grogan, 2009). Od ostalih enzimskih skupina
bitno je spomenuti transaminaze (podskupina transferaza) koje su pronasle industrijsku
primjenu u sintezi aminokiselina i amina, zatim fumarazu (podskupina liaza) koja se u
industriji koristi za proizvodnju jabucne kiseline te glukoza-6-fosfat izomerazu koja se
primjenjuje u proizvodnji visoko fruktoznog kukuruznog sirupa cija proizvodnja prelazi 1
milijun tona (Drauz i sur., 2012; Grogan, 2009). Uz iznimku hidrolaza, pripadnici svih ostalih
enzimskih klasa (ili barem njihov dio) pokazuju ovisnost o kofaktorima ili pomoénim
proteinima za prijenos elektrona, neproteinskim molekulama poput malih organskih molekula
ili metalnih iona koji su u vedini slucajeva klju¢ni za katalizu (Grogan, 2009). Bududi tijekom
katalitickog procesa dolazi do modifikacije kofaktora, njihova je regeneracija u kasnijoj
reakciji kljucno pitanje kako bi se mogli koristiti u katalitickim koli¢inama. U reakcijama
biotransformacija gdje su ukljucene cijele stanice ti se kofaktori najéesée proizvode i
recikliraju u organizmu, medutim u biotransformacijama s izoliranim enzimima dostupnost
mogucnosti da se takvi kofaktori ucinkovito regeneriraju namece razmatranja o dodatnim
troSkovima i slozenosti procesa te Cesto odlucuje moze li se odredena metoda razviti kao

uspjesan sintetski proces (Drauz i sur., 2012; Grogan, 2009).

16



3.Eksperimentalni dio
3.1.Materijali
3.1.1. Enzimski pripravak

Liofilizirana alkohol dehidrogenaza (ADH) izolirana iz kvasca Saccharomyces

cerevisiae
3.1.2. Kemikalije

e Etanol (96 % v/v), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Etilen glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Glicerol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Glicin pirofosfatni pufer, PBF, Zagreb, Hrvatska
e Klorovodicna kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e NAD", Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e NADH, Alfa Aesar, Ward Hill, SAD

e PBS pufer, PBF, Zagreb, Hrvatska

e Tris-HCI pufer, PBF, Zagreb, Hrvatska

e Urea, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve kemikalije upotrebljene u ovom radu bile su analiticke Cisto¢e, a voda koriStena za

pripravu eutektickih otapala i otopina bila je destilirana voda PBF-a.
3.1.3. Priprema maticnih otopina i pufera

e Mati¢ne otopine NAD" (ynaps = 15 mg mL? i ynaps = 0,5 g mL™Y)
e Mati¢ne otopine NADH (ynaon = 15 mg mL™)
e Mati¢ne otopine ADH (yaon = 30 mg mL i yapn = 0,4 mg mL?)

e Glicin pirofosfatni pufer (pH = 9)

Na4P,0; x 10 H,0 8,344
Glicin 0,42 g
Destilirana voda 250 mL
1 M otopina HCI dopH9
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e Tris-HCI pufer (pH = 7,4)

Tris baza 60,57 g
Destilirana voda do 500 mL
12 M otopina HCI 32,5mL

e PBS pufer (pH = 7,4)

Natrijev klorid 8,0g
Kalijev klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 1449
Kalijev dihidrogenfosfat 0,24 ¢
Destilirana voda do 1000 mL

3.1.4. Oprema i uredaji

e Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

e Hladnjak, Gorenje, Slovenija

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

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

e Laboratorijsko posude (laboratorijske ¢ase, epruvete, eppendorf epruvete, odmijerne
tikvice, menzure, kivete, Spatule, stalak za epruvete)

e Magnetska mjesalica s grijanjem, Technica, Zeleznik, Slovenija

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

e Multimetar pH/ion metar, S220, Mettler Toledo, Columbus, SAD

e Spektrofluorimetar, Cary Eclipse, Varian, SAD

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

3.2. Metode
3.2.1. Priprava prirodnih eutektickih otapala

Sinteza prirodnih eutekti¢nih otapala (eng. Natural deep eutectic solvent, NADES) za
pracenje stabilnosti koenzima NADH i NAD" odradena je dodatkom prethodno izracunatih
koli¢éina komponenata u plasti¢ne epruvete prema zadanim molarnim omjerima (tablica 3). U
epruvete su prvo dodani kolin-klorid i glicerol/etilen-glikol/urea, a potom je dodavana voda u
dva omijera. Na taj nacin pripremljeno je 3 NADES-a s po dva molarna udjela vode. Za
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pracenje aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) i promjena u njegovoj konformaciii,
eutekticka otapala pripremljena su na nacin da je ishodno bezvodno eutekticko otapalo
razrijedeno vodom do odredenog masenog omjera od 20 i 60 % (w/v) (tablica 4). Zatim su
epruvete s reakcijskom smjesom stavljene na laboratorijsku tresilicu i mjeSane dok se ne
dobije homogeno, prozirno i bezbojno tekuce otapalo. Tako pripremljeni NADES-ovi su
omotani parafilmom kako nebi doslo do gubitka volumena i skladisteni na sobnoj temperaturi
do koristenja kao otapala za biokatalizu. Uz pomo¢ multimetra pH/ion metra S220, Mettler

Toledo svakome od dobivenih NADES-ova izmjerena je pH vrijednost pri 25 °C.

Tablica 3. Pripravljena eutekticka otapala za ispitivanje stabilnosti koenzima

1:2:4 ChEG4
Kolin-klorid:etilen-glikol:voda
1:2:8 ChEG8
1:2:4 ChGly4
Kolin-klorid:glicerol:voda
1:2:8 ChGly8
1:2:4 Chu4
Kolin-klorid:urea:voda
1:2:8 Chus

Tablica 4. Pripremljena eutekticka otapala za pracenje aktivnosti alkohol dehidrogenaze

1:2 ChEG20% 20
Kolin-klorid:etilen-glikol
1:2 ChEG60% 60
1:2 ChGly20% 20
Kolin-klorid:glicerol
1:2 ChGly60% 60
1:2 ChU20% 20
Kolin-klorid:urea
1:2 ChU60% 60

3.2.2. Odredivanje aktivnosti alkohol dehidrogenaze

Za odredivanje aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) koristen je
spektrofotometrijski test temeljen na reakciji oksidacije etanola u acetaldehid u glicin-

pirofosfatnom puferu pH vrijednosti 9 i NADES-ovima. Reakciju katalizira ADH uz
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istovremenu redukciju NAD* u NADH (slika 5).

H H H
CONH, CONH,
CHyCH,OH + || <= CHCHO+ | | + H
/
N N
. .
(NAD+) (NADH)

Slika 5. Shema reakcije oksidacije etanola u acetaldehid koju katalizira alkohol dehidrogenaza

(Anonymous, 2017)

Spektrofotometrijsko mjerenje promjene apsorbancije NADH provodilo se pri A = 340 nm
buduci toliko iznosi valna duljina pri kojoj NADH apsorbira maksimalnu koli¢inu svijetlosti dok

njegova oksidirana forma (NAD*) u valnom podrucju 300 — 400 nm ne apsorbira svijetlost.
Za test je u kivetu od 1 mL potrebno otpipetirati:

e 19,8 pL EtOH (96 %, v/v),

e 10 pL otopine NAD* (ymap+ = 0,5 g mL™),

e 950,2 pL otapala (75 mmol dm™ glicin pirofosfatni pufer pH 9, odnosno NADES),
e 20 pL suspenzije enzima ADH (yap, = 0,4 mg mL™).

Volumetrijska aktivnost enzima ADH izraCuna se iz promjene apsorbancije u vremenu
AABS/At prema izrazu [1]:

MBSV, g

A="x V. £y -d

Gdje je: - faktor razrjedenja; V,— volumen uzorka (cm®); V,— ukupni volumen (cm?); &340 —
ekstincijski koeficijent (cm? um™), iznosi 6,22 cm? pmol™ za A = 340 nm; ¢— promjer kivete
(cm), d = 1cm; AABS/At — predstavlja promjenu apsorbancije u vremenu (min™).

Pritom je volumetrijska aktivnost izrazena u medunarodnim jedinicama enzimske aktivnosti U

po jedinici volumena, a uzima se da je 1 U ekvivalentna 1 pmol min™.
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3.2.3. Spektrofluorimetrijsko pracenje promjena u konformaciji alkohol
dehidrogenze

Promjene u konformaciji ADH pracene su mjerenjem intenziteta fluorescencije uz pomoc
spektrofluorimetra Cary Eclipse. Pripremljena je mati¢na otopina ADH masene koncentracije
30 mg mL™ te je otpipetirano po 10 pL otopine u 3 mL otapala, odnosno glicin pirofosfatnog
pufera i 6 NADES-ova. Uzorci su prije snimanja temperirani na 25 °C tijekom 5 minuta, a
mjerenja su provodena pri temperaturi od 25 °C uz valnu duljinu pobudivanja Aqs = 293 nmi
valnu duljinu emisije A., = 300 — 400 nm.

3.2.4. Spektrofotometrijsko pracenje stabilnosti koenzima NAD* i NADH

Pradenje stabilnosti koenzima NAD* i NADH temelji se na mjerenju apsorbancije (opticke
gustoée) uzoraka pripremljenih u 6 razliCitih NADES-ova te prikladnim puferima kroz
odredeno vrileme i na odredenoj temperaturi. Maticne otopine koenzima masene
koncentracije 15 mg mL™ pripravljene su u referentnim puferima, za NAD" to je PBS pufer, a
za NADH dlicin pirofosfatni pufer. Po 10 pL maticne otopine koenzima otpipetirano je u 5 mL
otapala, tj. u svih 6 NADES-ova te PBS, glicin pirofosfatni i Tris-HCl pufer. Svaki od
pripremljenih uzoraka Cuvan je kroz 15 dana na sobnoj temperaturi (22 °C) te su uz pomo¢
UV/Vis spektrofotometra pracene promjene u apsorpcijskom spektru u rasponu od 250 do
400 nm. Apsorpcijski maksimumi ocitavani su na 262 nm i 340 nm za NADH i na 262 nm za
NAD".

Kako bi se izracunala relativna stabilnost koenzima u razlicitim NADES-ovima i referentnim
otapalima, izraCunate su relativne vrijednosti apsorbancije pri 262 nm (Azxze) za NAD,
odnosno 262 nm (Azszer) | 340 nm (Asz4re) za NADH prema izrazima [2] i [3]:

A262n

Aggarel = —— [2]
A
262p

gdje je:

Aan - Vrijednost apsorbancije izmjerene na 262 nm nakon inkubacije koenzima u razlicitim
otapalima pri 25 °C,

Asap - Vrijednost apsorbancije izmjerene u otopini koenzima koja nije bila prethodno
inkubirana (svjeze pripravljena otopina).
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Az40n
A340Rel =T (3]
340p

gdje je:

Azaon - Vrijednost apsorbancije izmjerene na 340 nm nakon inkubacije koenzima u razlicitim
otapalima pri 25 °C,
Asa0p - Vrijednost apsorbancije izmjerene u otopini koenzima koja nije bila prethodno

inkubirana (svjeze pripravljena otopina).

Zatim su izraCunata odstupanja od pocetne relativne apsorbancije na 262 nm (4,s;) i 340 nm
(4349) nakon inkubacije NADH, odnosno NAD™ u razli¢itim NADES-ovima prema formulama
[4], odnosno [5]:

Drer= (1 - A262;15) - (—=100) [4]

gdje As21s predstavija vrijednost apsorbancije izmjerene na 262 nm nakon 15 dana

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

gdje Ass,15 predstavlja predstavlja vrijednost apsorbancije izmjerene na 340 nm nakon 15

dana inkubacije koenzima u razliCitim otapalima pri 25 °C.
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4. Rezultati i rasprava

U posljednjih nekoliko desetljeca doslo je do znacajnog porasta ekoloske svijesti, a koncept
odrzivog razvoja stavljen je u fokus suvremene kemijske industrije zbog ¢ega se sve veci broj
istrazivanja provodi s ciljem implementacije principa zelene kemije u kemijskim procesima
danasnijice. Zelena su otapala tako u posljednjih nekoliko godina privukla ogromnu pozornost
kao obecavajuca alternativa Stetnim organskim otapalima i reagensima. Medu njima novu
generaciju predstavljaju prirodna eutekticka otapala, koja su se zahvaljujuéi svojstvima poput
nehlapljivosti, nezapaljivosti, niske toksicnosti, biorazgradljivosti te moguénosti dizajniranja
fizikalno-kemijskih svojstava istaknula s ekoloskog ali i tehnoloskog aspekta. Osim toga,
primjenom biokatalizatora u organskoj sintezi moguce je zamijeniti ekoloSki nepovoljne
reakcijske korake te povecati produktivnost procesa zahvaljujuci blagim reakcijskim uvjetima,
visokoj selektivnosti i manjoj Stetnosti za okoliS. Implementacijom biokatalizatora (izoliranih
enzima ili cijelih stanica) u sintezi osjetljivih proizvoda moguce je dobiti opticki Ciste spojeve
visoke vrijednosti, kojima raste potraznja u farmaceutskoj industriji. Oksidoreducirajuci
enzimi poput dehidrogenaza i reduktaza pripadaju dominatnim biokatalizatorima u indrustriji
koji se najceSce koriste u reakcijama dobivanja kiralnih alkohola, a za kataliticku aktivnost

zahtjevaju prisutnost odgovarajucih koenzima.

Stoga je u ovom radu, u cilju pronalaska ekoloski prihvatljivog procesa redukcije ispitan
utjecaj prirodnih eutektickin otapala na enzim alkohol dehidrogenazu (ADH) i njemu
potrebne nikotinamidne koenzime NADH i NAD*. U prirodnim eutektickim otapalima,
pripremljenim prema tablicama 3 i 4, odredena je aktivnhost alkohol dehidrogenaze te je
potom uz pomo¢ spektrofluorimetra ispitana potencijalna promjena u konformaciji enzima.
Takoder je ispitana i stabilnost NADH i NAD* u navedenim otapalima spektrofotometrijskom

metodom pracenja promjena u apsorbanciji uzoraka.

4.1. Pripravljena prirodna eutekticka otapala

Prema principima zelene kemije, proces sinteze potrebno je osmisliti tako da je u konacni
proizvod uklju¢ena maksimalna koli¢ina ulazne sirovine te da pritom nastaje Sto manje
otpada. Priprava prirodnih eutektickih otapala provedena je jednostavnim postupkom
mjeSanja dviju komponenti prema zadanim molarnim omjerima uz iskoriStenje reakcije 100
%, Sto predstavlja veliku prednost kod sinteze zelenih otapala. Reakcijske smjese su zatim
kontinuirano zagrijavane uz mjeSanje na laboratorijskoj tresilici dok nije postignuta bezbojna,
bistra i homogena tekucina. Po zavrSetku sinteze izmjerene su pH vrijednosti pripravljenih

prirodnih eutektickih otapala pri sobnoj temperaturi, prikazane u tablicama 5 i 6.
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Tablica 5. Pripravljena prirodna eutekticka otapala s izmjerenim pH vrijednostima

Kolin-klorid:etilen- 1:2:4 ChEG4 8,8
glikol:voda 1:2:8 ChEGS8 8,2
Kolin- 1:2:4 ChGly4 6,6
klorid:glicerol:voda 1:2:8 ChGly8 6,5
1:2:4 Chu4 8,4

Kolin-klorid:urea:voda
1:2:8 Chus 8,1

Tablica 6. Pripravljena prirodna eutekticka otapala s izmjerenim pH vrijednostima

Kolin-klorid:etilen- 1:2 ChEG20% 20 8,7
glikol 1:2 ChEG60% 60 8,1
1:2 ChGly20% 20 6,0

Kolin-klorid:glicerol
1:2 ChGly60% 60 6,5
1:2 ChU20% 20 8,7

Kolin-klorid:urea

1:2 ChU60% 60 8,0

4.2, Aktivnhost alkohol dehidrogenaze

Aktivnost enzima ADH odredena je mjerenjem pocetne brzine reakcije oksidacije etanola u
acetaldehid. Otapala u kojima je reakcija provedena su prethodno pripremljena prirodna
eutekticka otapala i glicin-pirofosfatni pufer (pH = 9). Prirodna eutekticka otapala na bazi
kolin-klorida pripremljena su s udjelom vode od 20 % i 60 % (w/v) prema tablici 6. Buduci
ADH za katalizu reakcije zahtjeva koenzim NAD™ koji se reducira u NADH, aktivnost enzima
je izmjerena spektofotometrijskom metodom pracenja koncentracije nastalog NADH pri 340
nm. Volumetrijska aktivnost ADH u prirodnim eutektickim otapalima i glicin-pirofosfatnom

puferu prikazana je u obliku dijagrama na slici 6.
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Slika 6. Volumetrijska aktivnost enzima ADH u razli¢itim prirodnim eutektickim otapalima s 20

% i 60 % vode i puferu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (7=2).

Iz rezultata prikazanih na slici 6 vidljivo je da su se aktivnosti ADH u prirodnim eutekti¢kim
otapalima kretale od 0 do 2,89 U cm™. Najveca aktivnost zabiljeZzena je u puferu i iznosila je
22,30 U cm™ &to je daleko visa vrijednost u odnosu na sve ispitane uzorke prirodnih
eutektickin otapala. Nadalje, gledaju¢i samo uzorke sa prirodnim eutektickim otapalima
vidljivo je da se kao najpogodnije otapalo istaknuo ChGly8 s aktivnos¢u 2,89 U cm™. Izrazito
niske aktivnosti koje su pokazala prirodna eutekticka otapala mogle bi biti posljedica
promjene u konformaciji ADH. Zamje¢ujemo da je aktivnost ADH veca u prirodnim
eutektickim otapalima s ve¢im udjelom vode, Sto nalaze da povecanje udjela vode povoljno
djeluje na aktivnost ADH te da je udio vode bitan faktor u dizajniranju prikladnog eutektickog

otapala.

4.3. Promjene u konformaciji alkohol dehidrogenze

Promjene u konformaciji alkohol dehidrogenaze pracene su mijerenjem intenziteta
fluorescencije uz pomoc spektrofluorimetra. Pripremljena je matiCna otopina ADH te je
otpipetirano po 10 pL otopine u 3 mL otapala, odnosno glicin pirofosfatnog pufera i 6
uzoraka prirodnih eutektickih otapala. Svi uzorci su prije snimanja termostatirani na 25 °C
tijekom 5 minuta, a mjerenja su provodena pri vanim duljinama Ags = 293 nm i A, = 300 —
400 nm kako bi se pratila konformacija ADH. Nativna fluorecencija ovog enzima potjece od
aminokiselina tirozina i triptofana, a najveci doprinos ukupnoj fluorescenciji pridaje

aminokiselina triptofan Ciji je raspon valnih duljina emisijskog maksimuma od 308 nm do 355
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nm i ovisi o stupnju izlozenosti pobo¢nog ogranka. Promjene u konformaciji mogu se
pokazati kao promjene u intenzitetu maksimalne fluorescencije (Ina) ili promjene valne
duljine emisijskog maksimuma (Amax) prema nizim (eng. blue shif?) ili viSim vrijednostima
(eng. red shift), a oboje su posljedica promjene u polaritetu mikrookruzenja (Jia i sur.,
2014). U ovom radu ispitivan je utjecaj 3 prirodna eutekticka otapala na konformaciju ADH
Sto ujedno utjeCe i na samu aktivnost enzima. Na slici 7 prikazani su fluorescentni spektri
dobiveni spektrofluorimetrijskim pracenjem promjena u konformaciji ADH u razlicitim

puferima (a) i prirodnim eutektickim otapalima (b).
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Slika 7. Spektri dobiveni mjerenjem na spektrofluorimetru pri valnim duljinama Aws. = 293

nm i Am. = 300 — 400 kako bi se pratila konformacija ADH u puferima (a) i prirodnim

eutekti¢kim otapalima (b)
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Usporedbom fluorescentnih spektara za pracenje konformacije ADH u puferima (slika 7a) sa
spektrima za pracenje konformacije ADH u prirodnim eutektickim otapalima (slika 7b)
primje¢ujemo da nije doslo do znacajne promijene valne duljine emisijskog maksimuma Sto
ukazuje da nije dosSlo do promjena u sekundarnoj strukturi enzima (Nian i sur., 2019), no
vidljiva je pozitivna promjena u intenzitetu maksimalne fluorescencije. Veéi intenziteti
fluorescencije zabiljezeni u uzorcima koji su sadrzavali prirodna eutekticka otapala ukazuju
da su otapala izazvala promjene u konformaciji ADH, Sto se dalje moze povezati sa izrazito

niskim aktivnostima enzima izmjerenim u tim otapalima (slika 6).
4.4, Stabilnost koenzima NADH i NAD* u prirodnim eutektickim otapalima

Cinjenica je da odredeni enzimi za svoju aktivnost zahtijevaju prisutnost kofaktora. Kofaktori
su neproteinske molekule koje se na enzim mogu vezati kovalentno (prostetske skupine) ili
nekovalentno (koenzimi). To mogu biti male organske molekule, metalni ioni ili neka druga
jednostavna molekula. Koenzimi koji zahtijevaju najviSe razmatranja u pogledu preparativne
biokatalize su nikotinamidni koenzimi NAD*/NADH i NADP*/NADPH koji sudjeluju u
reakcijama oksidacije i redukcije katalizirane dehidrogenazama. Nikotinamidni koenzimi
djeluju kao donori ili akceptori kemijskih redukcijskih ekvivalenata, primjerice nikotinamidni
prsten koenzima NAD™ je redoks aktivan, prima vodikov ion pri ¢emu se sam reducira u
NADH. Ti koenzimi primjenjuju se u sintezi proizvoda visoke ekonomske vrijednosti kao Sto
su razli¢iti kiralni spojevi, prvenstveno hidroksi-kiseline, aminokiseline i alkoholi. U
sluajevima kada se kao biokatalizator koriste cijele stanice, koenzimi se proizvode i
regeneriraju u samom organizmu, no kod primjene izloiranih enzima kao biokatalizatora
potrebno je dodati koenzime izravno u reakcijsku smjesu. S obzirom na vrlo visoku cijenu
koenzima, posebice NAD(P)H, njihovo dodavanje u stehiometrijskim koli¢inama nije
ekonomski prihvatljivo. Stoga se u posljednje vrijeme razvijaju /n situ sustavi za njihovu
regeneraciju kako bi provodenje takvih biokatalitickih redoks procesa bilo uspjesno izvedivo s
ekonomskog kao i ekoloskog aspekta. Osim reciklacije, prilikom osmisljavanja
biotransformcijskog procesa bitno je osigurati otapalo u kojemu su koenzimi stabilni kako
nebi doslo do degradacije istih tijekom skladistenja. Istrazivanja su pokazala da stabilnost
NAD*/NADH ovisi o pH, temperaturi inkubacije i vrsti otapala u kojem se nalazi, a najvisu
stabilnost postize u neutralnim i bazi¢nim uvjetima, pri niskoj temperaturi i u zwitterionskom

puferu (Rover Jr. i sur., 1998; Zhang i sur., 2018).

U ovom radu pripremljene su mati¢ne otopine koenzima NAD* u PBS puferu pH 7,4 i NADH u

glicin pirofosfatnom puferu pH 9. Zatim je u 5 mL svakog od prethodno pripremljenih
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prirodnih eutektickih otapala prikazanih u tablici 4. i pufera dodano po 10 pL mati¢ne otopine
koenzima NAD* odnosno NADH. Dobivene otopine inkubirane su tijekom 15 dana na
temperaturi od 25 ©C. Stabilnost koenzima tijekom inkubacije praéena je biljezenjem
promjena apsorpcijskog spektra u rasponu od 250 do 400 nm uz pomo¢ UV/Vis
spektrofotometra. Ova metoda pogodna je za pracenje stabilnosti koenzima zahvaljujuéi
tome Sto oba koenzima NAD* i NADH posjeduju skupinu adenozin monofosfat koja ima
apsorpcijski maksimum na 262 nm, a NADH osim toga sadrzi i dihidropiridinski prsten koji
nastaje nakon redukcije zbog ¢ega se u apsorpcijskom spektru NADH pojavljuje joS jedan

apsorpcijski maksimum na 340 nm (Rover Jr. i sur., 1998).
4.4.1. Stabilnost NADH

Na slikama 8 i 9 prikazan je tijek praenja stabilnosti koenzima NADH pracenjem
apsorbancije pri 262 nm i 338 nm tijekom 15 dana inkubacije u prirodnim eutekti¢kim
otapalima s kolin-kloridom te referentnim otapalima, glicin-pirofosfathom puferu i Tris-HCI

puferu, na sobnoj temperaturi od 25 °C.
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Slika 8. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 262 nm tijekom
15 dana inkubacije u razliCitim prirodnim eutektickim otapalima i referentnim puferima na

sobnoj temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (17=2).
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Slika 9. Tijek pracenja relativne stabilnosti NADH mjerenjem apsorbancije pri 338 nm tijekom
15 dana inkubacije u razliCitim prirodnim eutektickim otapalima i referentnim puferima na

sobnoj temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (7=2).

Iz rezultata pracenja promijena relativne apsorbancije tijekom inkubacije, koji su prikazani na
slikama 8 i 9, moze se primjetiti znacajan pad apsorbancije na 338 nm kod uzoraka
otopljenih u Tris-HCI puferu te u otapalu ChGly4 sto ukazuje na degradaciju koenzima NADH.
Osim toga, vece promjene apsorbancije na 262 nm moguce je zamijetiti kod uzoraka
otopljenih u Tris-HCI puferu te u otapalima ChGly4 i ChGly8. Na ovaj su fenomen ranije u
svojem radu ukazali Fukazawa i Ishihara (2015) te opisali NADH kao spoj koji oksidira u
NAD* zbog Cega dolazi do smanjenja apsorbancije na 338 nm i povecanja apsorbancije na
262 nm. Promjene relativnih apsorbancija u ostalim uzorcima otapala te glicin pirofosfatnom
puferu vidno su manje i odvijaju se sporije Sto ukazuje na to da imaju povoljnije djelovanje
na stabilnost NADH.

Zbog jednostavnije interpretacije rezultata prema jednadzbama [2] i [3] izraCunate su
relativne vrijednosti apsorbancija pri 262 nm i 340 nm (Azxe | Azwra) Nakon inkubacije
NADH tijekom 15 dana u razli¢itim prirodnim eutektickim otapalima i referentnim puferima te
odstupanja od pocetne vrijednosti pri 262 nm i 340 nm (A i As4), A rezultati prikazani na
slikama 10 11.

30



—
al
L

15
132 1.29
1.20
3 1.06 1,00
1.02 :
g . 1.00 Do
g1
:m
g
E 05
2
[=3

Chu4 Chg8  ChEG4 ChEGE ChGlyd ChGlyE Gly-PP  Tris-HCI

Otapalo

40
£ 3172
E 29,02
2 30
i
) 20,00
.E 20
by B.B1
§ 10 577
] 224 197
B
ai
=
-E -10 -6,12 :
o ChU4  ChUB ChEG4 ChEGE ChGlyd ChGly8 Gly-PP  Tris-HCl

Otapalo

Slika 10. a) Relativna apsorbancija na 262 nm nakon inkubacije NADH tijekom 15 dana u
razliCitim prirodnim eutektickim otapalima i puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C; b)
Odstupanje od pocetne apsorbancije na 262 nm nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost (7=2).
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Slika 11. a) Relativna apsorbancija na 338 nm nakon inkubacije NADH tijekom 15 dana u
razlicitim prirodnim eutektickim otapalima i puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C; b)
Odstupanje od pocetne apsorbancije na 338 nm nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost (7=2).

Rezultati na slikama 10 i 11 pokazuju da su najveca odstupanja od pocetne vrijednosti
apsorbancije na obje valne duljine (262 nm i 338 nm) zabiljezena kod uzoraka otopljenih u
Tris-HCI puferu i otapalu ChGly4, a iznosila su 29,02 % za Tris-HClI pufer i 31,72 % za
ChGly4. Veoma visoka odstupanja u apsorbanciji, takoder primjeéena i u uzorku ChGly8,
ukazuju da navedena otapala djeluju destabilizirajuce na koenzim. Bitno je primjetiti da su
odstupanja od pocetne vrijednosti apsorbancije na 262 nm uglavnom pozitivna (slika 10b),
dok su odstupanja na 338 nm negativha (slika 11b). Najmanja odstupanja apsorbancije pri

valnoj duljini 262 nm pokazala su otapala na bazi uree, Ciji su rezultati iznosili 2,24 % za

32



Chu4 i 1,9749 % za ChU8, te otapala na bazi etilen-glikola, -6,12 % za ChEG4 i 5,77 % za
ChEGS8. Pri 338 nm najmanje odstupanje apsorbancije zabiljeZzeno je u glicin pirofosfatnom
puferu, a iznosilo je -1,31 %, dok je medu prirodnim eutektickim otapalima najmanje
odstupanje imalo otapalo ChEG4 s -9,59 %. Nadalje, s obzirom na rezultate relativnih
apsorbancija i odstupanja od pocetne apsorbancije prikazanih na slikama 10 i 11 moze se
zakljuciti da od svih otapala najpovoljniji utjecaj na stabilnost koenzima pokazuju glicin
pirofosfatni pufer i ChEG4. Generalno veca stabilnost NADH u glicin pirofosfatnom puferu pH
9 i blago luznatim prirodnim eutektickim otapalima koja sadrze ureu i etilen-glikol u odnosu
na Tris-HCl pufer pH 7,4 i blago kisela prirodna eutekticka otapala koja sadrze glicerol u
skladu je s podacima iz literature koji navode da NADH preferira blago luznato okruzenje
(Rover Jr. I sur., 1998).

4.4.2. Stabilnost NAD"

Na slici 12 prikazan je tijek pracenja stabilnosti oksidiranog oblika koenzima, NAD?,
pracenjem apsorbancije pri 262 nm tijekom 15 dana inkubacije u prirodnim eutektickim
otapalima s kolin-kloridom te referentnom otapalu, PBS puferu pH 7,4 na sobnoj temperaturi
od 25 °C.
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Slika 12. Tijek pracenja relativne stabilnosti NAD™ mjerenjem apsorbancije pri 262 nm
tijekom 15 dana inkubacije u razli¢itim prirodnim eutektickim otapalima i referentnim
puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).
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Na grafickom prikazu pracenja relativne apsorbancije NAD* pri 262 nm vidljivo je da se
tijekom 15 dana inkubacije u vecini otapala vrijednosti relativnih apsorbancija uglavnom
postupno mjenjaju te su pretezno konstantne. Iznimku Cine uzorci koji sadrze ChGly8 i PBS
pufer, u kojima dolazi do drasticnog pada vrijednosti relativne apsorbancije nakon 8. dana

inkubacije.

Apsorbancije izmjerene pri 262 nm svedene su na relativhe apsorbancije prema izrazima [2] i
[3], te su izraCunata odstupanja od pocetne apsorbancije pri 262 nm u razli¢itim prirodnim

eutekti¢kim otapalima i referentnom puferu, a rezultati su prikazani na slici 13.
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Slika 13. a) Relativna apsorbancija na 262 nm nakon inkubacije NAD* tijekom 15 dana u
razliCitim prirodnim eutektickim otapalima i puferima na sobnoj temperaturi od 25 °C; b)
Odstupanje od pocetne apsorbancije na 262 nm nakon inkubacije. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost (7=2).

34



Na slici 13 vidljivo je da je najveca vrijednost relativne apsorbancije zabiljezena u uzorku
Chu8 (1,01) u kojemu je takoder zabiljeZeno i najmanje odstupanje od pocetne apsorbancije
(0,92 %), sto nam govori da navedeno otapalo najpovoljnije djeluje na stabilnost koenzima
NAD". Do najveceg pada vrijednosti relativne apsorbancije doslo je u uzorku ChGly8 i PBS
puferu u kojima je zabilieZzeno i najveée odstupanje od pocetne apsorbancije, tocnije doslo je
do degradacije ¢ak 45,08 % koenzima u uzorku ChGly8, odnosno 78,24 % u PBS puferu.
Odstupanja od pocetne vrijednosti apsorbancije u ostalim otapalima su takoder relativno
niska Sto ih Cini pogodnim za stabilizaciju koenzima NAD*. Buduéi proizvodac koenzima
(Sigma-Aldrich) u uputama za koristenje navodi da je NAD* stabilan najmanje 2 tjedna u
neutralnim do blago kiselim uvjetima, izmjereni rezultati, koji pokazuju najvecu stabilnost
koenzima u blago luznatim prirodnim eutektickim otapalima, nisu u skladu s ocekivanjima te

nalazu da pH nije primarni faktor koji utjece na stabilnost ovog koenzima.

Za uspjesno provodenje oksidoredukcijskin reakcija i regeneracije pripadajucih
nikotinamidnih koenzima bitna je stabilnost oba koenzima, NADH i NAD*, u primjenjenom
otapalu. Uzimajuéi u obzir da je NADH stabilan u neutralnim do blago luznatim uvjetima, a
NAD™ odgovaraju blago kiseli uvjeti, odabir prikladnog otapala koje bi zadovoljilo zahtjeve za
stabilnoS¢u oba koenzima predstavlja problem. Pronalazak otapala koje bi dobro stabiliziralo
oba koenzima bio bi stoga znacajan doprinos razvoju uspjesnih biokatalitickin procesa.
Ispitivanje stabilnosti navedenih koenzima u prirodnim eutektickim otapalima na bazi kolin-
klorida tijekom 15 dana inkubacije na sobnoj temperaturi od 25 °C pokazalo je da blago
luznata otapala koja sadrze ureu ili etilen-glikol u odredenim slucajevima pogoduju stabilnosti
NADH/NAD* koenzima u vecoj mjeri od referentnih pufera te pokazuju obecavajuce rezultate

koje je nuzno podrobnije ispitati daljnjim istrazivanjima.
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5. Zakljucci

U ovome radu ispitan je utjecaj ekoloski prihvatljivijih prirodnih eutektickih otapala na
aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) promjene u njegovoj konformaciji te
stabilnost koenzima NAD" i NADH potrebnih za odvijanje oksidoredukcijskih reakcija. Na

temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Tijekom priprave prirodnih eutektickih otapala na bazi kolin-klorida iskoriStenje atoma je

100% te ne dolazi do nastanka otpada.

2. Volumetrijska aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze viSa je u prirodnim eutektickim
otapalima sa 60 % udjela vode (w/v) u odnosu na ista sa 20 % udjela vode. U svim
prirodnim eutektickim otapalima volumetrijska aktivnost je bitno niza nego u referentnom
glicin pirofosfatnom puferu zbog ¢ega ispitana otapala nisu povoljan medij za provodenje

reakcije koju katalizira alkohol dehidrogenaza.

3. Ispitana prirodna eutekticka otapala izazivaju promjene u konformaciji alkohol
dehidrogenaze vidljive na fluorescentnim spektrima kao promjena u intenzitetu

maksimalne fluorescencije, Sto se ocituje u smanjenoj aktivnosti enzima.

4. Rezultati pradenja stabilnosti navedenih koenzima u prirodnim eutektickim otapalima na
bazi kolin-klorida tijekom 15 dana inkubacije na sobnoj temperaturi od 25 °C pokazali su
da blago luznata otapala koja sadrze ureu ili etilen-glikol imaju povoljniji utjecaj na

stabilnost NADH/NAD™ koenzima od blago kiselih otapala koja sadrze glicerol.
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