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1. UVOD

Biokataliza, odnosno primjena enzima kao katalizatora u kemijskim reakcijama, zauzima
sve znacajniju ulogu u razvoju odrzivih i ekoloski prihvatljivih kemijskih procesa. Jedna od
kljuénih komponenti uspjeSne biokatalize je izbor odgovaraju¢eg medija za odvijanje reakcije.
Tradicionalno, biokataliticke reakcije provode se u vodenim sustavima, no sve Ce$cée se
istrazuju alternativna otapala, poput ionskih tekuc¢ina (engl. /lonic Liquid, ILs) i
niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES), radi pobolj$anja
stabilnosti enzima i ukupne ucinkovitosti reakcije. DES-ovi se isti€u kao "zelena" otapala zbog
jednostavne pripreme, biokompatibilnosti, niske toksic¢nosti i mogucnosti prilagodbe njihovih
svojstava. Pokazali su i zna¢ajan potencijal u poboljSanju biokatalize kroz razli€ite mehanizme,
poput poboljanja topljivost supstrata, djelovanja kao pametnih ko-supstrata, stabilizacije
enzima i koenzima te i utjecaja na stereokemiju enzima (Zhang i sur., 2024). TeSko je pronaci
pravi DES medu toliko kandidata jer svaki sastav ima jedinstvene karakteristike koje razli€ito
utjeCu na stabilnost biomolekula. COSMO-RS model (engl.Conductor-like Screening Model for
Real Solvents) nudi raCunalni pristup za generiranje o-profila (molekularnih deskriptora) DES-
ova, koji pruzaju kljuéne informacije o vodikovim vezama, elektrostatskim i disperzijskim
interakcijama u otopinama (Klamt, 2005). Ovi deskriptori olakS§avaju screening DES kandidata
za topljivost i fizikalno-kemijska svojstva, €ineci ratunalne alate vaznima za odabir optimalnih

DES-ova za biokatalitiCke reakcije.

Dehidrogenaze, klju¢ni enzimi u oksidacijskim i redukcijskim reakcijama, pokazuju
povecanu stabilnost i aktivhost u DES-ovima u usporedbi s klasiénim medijima (Bittner i
sur.,2022). Formijat dehidrogenaza (FDH) koristi se za redukciju CO, u formijat uz prisutnost
koenzima NADH, vazne reakcije u nastojanjima za smanjenjem Stetnog CO, nastalog u
razli¢itim industrijskim procesima. Medutim, ovaj enzim te pripadajuci koenzim (NADH) izrazito
su nestabilani u vodenim medijima. Novija istraZivanja su pokazala da DES-ovi stabiliziraju ove
biomolekule kroz interakcije poput vodikovih veza, smanjujuci rizik od denaturacije enzima i
degradacije NADH (Radovi¢ i sur.,2024).

Obzirom na navedeno, cilj ovog diplomskog rada bio je analizirati stabilizacijski ucinak
betainijevih i kolinijevih DES-ova u kombinaciji s glicerolom na formijat dehidrogenazu i koenzim
NADH te detaljnom statistickom analizom ustanoviti koje znaCajke ovih otapala utjeCu na
stabilizacijski ucinak. Osim toga, u sklopu rada razvijena su dva matematiCka modela,
temeljena na linearnoj regresiji, kako bi se opisala veza izmedu fizikalnih svojstava DES-ova,

njihovih o-profila te stabilnosti enzima FDH i stabilnosti koenzima NADH.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

2.1.1. Niskotemperaturna eutektiCka otapala: definicija i klasifikacija

Pojam "niskotemperaturno eutekticko otapalo” (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) prvi
se put pojavio u literaturi 2004. godine, kada su Abbott i suradnici izvijestili 0 smjesama
kvaternih amonijevih soli (poput kolin-klorida) i uree sa znac€ajno nizim toCkama taljenja u
usporedbi od ocekivanih za eutekticke smjese. Od tada je prijavlieno na stotine strukturno
razliCitih DES-ova, a s vremenom se prvotna definicija tih otapala proSirila. Coutinhova
istrazivaCka skupina istaknula je kako se pojam "niskotemperaturno eutekticko otapalo" Cesto
pogresno koristi zbog nedostatka jasne i stroge definicije. Zbog toga su nedavno predlozili novu
definiciju: "Eutekticko otapalo je sustav koji tvori eutekticku smijesu te je teku¢ na Zzeljenoj
temperaturi, gdje bi barem jedna od njegovih komponenti inace bila &vrsta i neprikladna za
upotrebu kao otapalo®. Tocnije, DES je eutekti¢ko otapalo Cije komponente pokazuju entalpijski
vodena negativna odstupanja od termodinamicke idealnosti, a 3to bi u praksi znacilo da se bilo
koja smjesa s odredenim sastavom koja je u tekuéem stanju na odgovarajuéoj temperaturi
moze definirati i koristiti kao DES (Martins i sur.,2019). Znacajno sniZzenje tocke taljenja u DES-
ovima pripisuje se delokalizaciji naboja zbog stvaranja jakih medumolekularnih interakcija,
poput vodikovih, ionskih i van der Waalsovih veza, unutar odredenog omjera komponenti.

DES-ovi se tradicionalno klasificiraju u Cetiri velike kategorije (slika 2) : tip | (kvaterne
soli Cat*™X™ u kombinaciji s metalnim halidima poput Zn, Sn, Fe), tip 1l (kvaterne soli Cat*™X™ s
metalnim halidima kao §to su Cr, Co, Fe), tip Il (kvaterne soli Cat*™X~ u kombinaciji s donorima
vodikovih veza kao $to su amidi, kiseline i alkoholi) i tip IV (metalni halidi zajedno s donorima
vodikovih veza poput amida i alkohola). Nedavno je uveden i peti tip DES-ova, koji uklju€uje
smjese sa samo neionskim, molekularnim akceptorima vodikovih veza (engl. Hydrogen Bond
Acceptor, HBA) i donorima vodikovih veza (engl. Hydrogen Bond Donor, HBD), kao $to su
tercijarni amini i alkoholi (Abranches i sur.,2019). Vecina poznatih DES-ova pripada tipu Il i V,
pri ¢emu se najcescée koriste kvaterne amonijeve soli poput kolin-klorida ili metilamina betaina
kao jeftini i netoksi¢ni akceptori vodikovih veza, dok su Seceri, polioli, amidi i organske kiseline
Cesti donori vodikovih veza. Uz navedene donore i akceptore vodikovih veza (slika 1), voda se
Cesto upotrebljava kao sastavni dio DES-a, jer svojim prisustvom zna€ajno doprinosi njegovom
formiranju, mijenjajuci fizikalno-kemijska svojstva supramolekularne strukture. Osim toga, neka
istraZivanja sugeriraju da voda moze djelovati kao dodatni mali donor vodikovih veza u vodenim

smjesama DES-ova temeljenih na kolin-kloridu (ChCI) (Hammond i sur.,2017). Kolin-klorid je



jedan od najCeS¢e koristenih sastojaka u DES formulacijama zbog svoje niske cijene i
biorazgradivosti. Kombiniranjem s razli¢itim donorima vodikove veze kao $to su glicerol, $eceri
i organske kiseline, kolin-klorid omogucava stvaranje DES-ova s prilagodenim fiziCkim i

kemijskim svojstvima, poput toCke smrzavanja, viskoznosti, elektricne provodnosti i pH (Svigelj
i sur., 2021).

Akceptori vodikove veze
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Slika 1. Primjeri akceptora i donora vodikove veze koridtenih za pripremu
niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (prema Lozano,2017)

U prvom desetlie¢u DES-ovi tipova |-V koriSteni su u organskoj sintezi, katalizi i
elektrokemiji. Zbog ograni€enih primjena u vodenim ili lipofilnim uzorcima, 2015. godine Van
Osch i suradnici predstavili su novu vrstu DES-ova s hidrofobnim karakteristikama, nazvanu
hidrofobni DES-ovi (engl. Hydrophobic Deep Eutectic Solvent, HDES). Prvi HDES nastao je
mijeSanjem dugolan€anih kvaternih amonijevih soli s dekanskom kiselinom. Ova hidrofobna

otapala pokazala su se korisnima u ekstrakcijama tekuce-tekuée, formiranju hidrogelova i
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analitickoj kemiji. Osim tradicionalne klasifikacije DES-ova, otapala se kategoriziraju i prema
podrijetlu njihovih sastojaka ili namjeni. Prirodni DES-ovi (engl. Natural Deep Eutectic Solvents,
NADES) sastoje se od spojeva prisutnih u prirodi, kao Sto su polioli, Seceri, organske kiseline i
aminokiseline. Ove sirovine postoje prirodno i imaju relativno niske troSkove proizvodnje
Pretpostavlja se da su NADES-ovi niske toksi¢nosti, $to potvrduju dosadasnja istrazivanja
(Martinez i sur., 2022). To je u suprotnosti s ILs-ovima koji zahtijevaju viSestupanjske sinteze i
skuplje procese, poput alkilacije i izmjene aniona, ¢ime je sinteza ILs-ova kompleksnija i
financijski zahtjevnija (Hallett i Welton, 2011). Terapijski niskotemperaturni eutekti¢ki sustavi
(engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents, THEDES) su jo$ jedna podskupina DES-ova koja
ukljuCuje farmaceutske aktivne sastojke (engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API). Ovi
sustavi mogu poboljsati topljivost, bioraspolozivost i kontrolirano oslobadanje API-ja. Od tada
su DES-ovi intenzivno istrazuju kao otapala za topljenje farmaceutskih spojeva u razli€itim
formulacijama, posebno za lokalnu primjenu (Morrison i sur., 2009).

NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA
( engl. deep eutectic solvents, DES)

Tip Il

Cat* X~ zRZ
Z= CONH_,
COOH, OH

Tip |
Cat* X zMClx .
M =2Zn ,Sn, Fe

AT

Tipll Tip IV
Cat* X MCIx + RZ
ZMCly.yH,0 M =Al, Zn
M= Cr, Co, Ni, Z = CONH,, OH

Slika 2. Klasifikacija DES-ova u Cetiri tipa na temelju njihove strukture (prema Mubashir,
2021)

Niska temperatura smrzavanja (Tr) omogucava DES-ovima da ostanu u teku¢em stanju
tijekom biokatalitickih procesa, buduci da se vecina biokatalitickih reakcija odvija u tekucem
okruzenju, bilo u monofaznom ili dvofaznom sustavu. Povecanje hidroksilne grupe HBD
povecava vrijednost Tr. Na primjer, u otapalu s kolin-kloridom i glicerolom( ChCI:Gly),glicerol
ima tri hidroksilne grupe i topi se na -40 °C, dok se u otapalu s kolin-kloridom i etilen-glikolom
(ChCI:EG), etilen-glikol topi na —66 °C i ima dvije hidroksilne grupe (Zhang i sur. 2012). DES-
ovi s razliCitim molarnim omjerima HBA i HBD takoder pokazuju razliCite Ty, ali nije zabiljezena

ocita tendencija. Glicerol-bazirani DES-ovi s metil trifeniil fosfonijevim bromidom kao HBA (1:2—
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1:4, molarni omjer) imaju raspon T;od —5,5 do 15,8 °C (Shahbaz i sur. 2011). Tipi¢na priprema
DES-ova uklju€uje mijeSanje komponenti u odredenom molarnom omjeru (npr. 1:2=HBA:HBD)
uz stalno mijeSanje na umjerenoj temperaturi. Ova jednostavna sinteza je 100 % atom-

ekonomicna i ne zahtijeva daljnje prociS¢avanje.
2.1.2. Karakteristike i primjena niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

DES-ovi su inovativna otapala s niskom hlapljivod¢éu, nezapaljivod¢u i niskom
toksi€no&c¢u, a jednostavno se pripremaju bez potrebe za otapalima, koristeci prirodne izvore.
Nude prednosti u usporedbi s konvencionalnim otapalima jer se njihova struktura, a time i
svojstva, mogu prilagoditi odabirom komponenti te njihovim molarnim omjerima. Pona3anje
ovih otapala takoder ovisi o temperaturi, pH i sadrzaju vode, $to omogucuje pripremu DES-ova
s precizno odredenim karakteristikama poput viskoznosti, provodnosti i pH (Francisco i sur.,
2013), nudedéi fleksibilnost u oblikovanju svojstava prema zahtjevima odredene primjene.
Njihova visoka viskoznost na sobnoj temperaturi doprinosi niskoj elektricnoj vodljivosti, a
viskoznost se moze dodatno regulirati dodatkom vode ili pove¢anjem temperature, sto smanjuje
medumolekulske interakcije i samu viskoznost (Aroso i sur., 2017). Medutim, viskoznost je u
DES-ovima Cesto visoka zbog prisutnosti mreze vodikovih veza medu komponentama, kao i
drugih interakcija poput van der Waalsovih i elektrostatskih sila. Ta struktura mreze Cini ih
stabilnima i smanjuje hlapljivost, no moze ograniciti mobilnost molekula unutar otapala, sto je
vazno razmotriti pri primjeni u odredenim procesima (van Osch i sur., 2017). S obzirom na
toksicnost i biorazgradivost, DES-ovi su opcenito prepoznati kao ekoloski prihvatljiva otapala,
no njihova toksi¢nost ovisi o sastavu. Na primjer, DES-ovi na bazi kolin-klorida pokazuju nizu
toksi¢nost u usporedbi s fosfonijevim DES-ovima, dok DES-ovi na bazi metalnih soli, poput
klasa |'i Il, mogu sadrzavati metalne ione koji se mogu nakupiti u okolidu, sto zahtijeva dodatne
mjere recikliranja. S druge strane, mnogi DES-ovi na bazi prirodnih komponenti, kao $to su
glicerol, Seceri i organske kiseline, pokazuju visoku biorazgradivost. DES-ovi s kolin-kloridom i
glicerolom postizu razgradnju veéu od 60 % unutar 14 dana, dok neki, poput ChCl, dosezu ¢ak
96% (RadoS$evic¢ i sur., 2015).

DES-ovi i NADES-ovi stvaraju mrezu vodikovih veza koja omogucuje otapanje Sirokog
spektra molekula, €ine¢i ih univerzalnim otapalima za ekstrakciju i separaciju polarnih i
nepolarnih spojeva (Svigelj i sur., 2021). Zbog jednostavnog recikliranja , ekonomski su isplativi
i odrzivi, $to ih Cini atraktivnom alternativom toksi¢nim organskim otapalima tradicionalno
koristenim u kemijskim procesima. Njihova primjena obuhvaca kemijsku, farmaceutsku i
prehrambenu industriju, s naglaskom na sintezu i prociS¢avanje biodizela, apsorpciju CO,,
elektrodepoziciju metala, sintezu nanomaterijala te se koriste kao otapala i sredstva za

ekstrakciju enzima u biokatalitickim procesima (Unlii i sur., 2019). DES-ovi takoder djeluju kao
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ekoloski prihvatljivi surfaktanti, omogucujuéi bolju disperzibilnost &vrstih Cestica i kontrolu
viskoznosti, Sto povecava njihovu praktiCnost u raznim industrijskim procesima (Liu i sur.,
2022).

2.2. ZELENA KEMIJA | BIOKATALIZA

2.2.1. Uloga biokatalize u organskoj kemiji

Priroda je oduvijek bila izvor inspiracije za kemiCare, a kompleksni biokemijski procesi
unutar zivih organizama predstavljaju vrhunski primjer ucinkovitog koristenja energije i tvari, pri
¢emu se gotovo potpuno izbjegavaju nezeljene transformacije. Klju¢ te ucinkovitosti lezi u
enzimima, prirodnim katalizatorima, koji omogudéuju selektivhe kemijske reakcije u uvjetima
blagim za okoli$. Njihova vaznost postaje jo$ ocitija kada uzmemo u obzir da jedina informacija
koja se prenosi izmedu generacija u bilo kojem Zivom sustavu, zahvaljujuci replikaciji genetskog
materijala, kodira samo sintezu proteina (i odredenih RNK s katalitickim aktivhostima). Enzimi
su proteini s katalitiCkom aktivhoScu koji omogucuju prezivljavanje i razvoj zZivih organizama
kroz niz slozenih reakcija u razli€itim bioloSkim okruzenjima. Njihova posebna trodimenzionalna
struktura omogucuje visokoselektivne interakcije s molekulama supstrata, koje usmjeravaju
prema prijelaznom stanju i smanjuju energiju aktivacije potrebnu za reakciju, €¢ime se
poboljSava brzina i selektivhost transformacije. SpecifiCan raspored aminokiselina u
katalititkom centru enzima osigurava visoku selektivnhost, omoguéujuéi razlikovanje izmedu
razli€itih molekula, pa €ak i izmedu opti¢kih izomera. Nesumnjivo, ove znalajke (visoka
ucinkovitost i selektivnost te niske energetske potrebe) su ciljevi svakog industrijskog procesa
radi povecanja prinosa. Osim toga, enzimi zahtijevaju blage reakcijske uvjete, poput neutralnog
pH i temperature od oko 37 °C, &ime dodatno smanjuju operativne troSkove i omogucuju
ekoloski prihvatljivije procese.

S obzirom na specifi€na kataliticka svojstva enzima, ulozena su znacajna sredstva u
njihovo istrazivanje i razvoj, $to je dovelo do niza inovacija u industriji. No upotreba enzima u
kemijskim procesima nije nova. Od davnina su ljudi koristili enzime prisutne u Zivim
organizmima, primjerice za fermentaciju u proizvodnji kruha i alkoholnih pi¢a. Klju€ni pomaci u
razumijevanju enzima dogodili su se poCetkom 19. stoljeca kada su znanstvenici poput
Anselmea Payena, Jeana Francoisa Persoza i Edwarda Buchnera prvi put izolirali enzime i
dokazali njihovu kataliticku aktivnost izvan zivog organizma. To je otvorilo put za njihovu
primjenu kao slobodnih katalizatora, neovisnih o stanici. Sredinom 20. stolje¢a, postignuta je
sve veca primjena enzima u kemijskoj industriji, donoseci prvi val biokatalize s naglaskom na
katalitiCku izvrsnost, jednostavnije metode i smanjenu potrebu za otapalima. U ovom kontekstu,
jedan od prvih primjera biokataliticke sinteze bila je proizvodnja kortizona, gdje je koristenje

gljive Rhizopus nigricans za selektivnu hidroksilaciju progesterona drasti¢no skratilo proces s
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31 na 11 koraka, znacajno povecavajuci ucinkovitost (Peterson i Murray, 1952). Ubrzo su
fermentacijski procesi cijelih organizama postali usmjereni prema sintezi drugih vrijednih
spojeva, poput mlije€ne kiseline, aminokiselina i vitamina (Sheldon i Brady, 2018).

Jos jedan klju¢an razlog koji je potaknuo korisStenje biokatalize je prijelaz na biolosku
industriju, potaknut iscrpljivanjem fosilnih sirovina i zabrinutod¢u zbog utjecaja na okolis. S
aspekta odrzivosti i ekoloSke prihvatljivosti, obnovljive sirovine predstavljaju visoko dostupne,
procesa. Buducéi da su organske molekule i polimeri posrednici u kruzenju ugljika kroz biosferu,
njihove emisije CO, vec¢ su ukljuéene u ciklus ugljika, ¢ime se smanjuje industrijski ekoloski
otisak i emisija stakleniCkih plinova. U tom kontekstu, enzimi su najbolji katalizatori za
transformaciju biomase jer su specifi€no prilagodeni za sintezu i razgradnju biomolekula (Dale,
2003).

2.2.2.Biokatalizatori

Biokatalizatori, najéeS¢e enzimi, cijele stanice ili mikroorganizmi, ubrzavaju kemijske
konverzije te se obi¢no dobivaju iz mikroorganizama poput kvasaca, bakterija i gljiva, te
bakterija i Zivotinja. Oni djeluju u blagim uvjetima reakcije, kao $to su temperature izmedu 20-
40 °C i pH 5-8, i potpuno su biorazgradivi. Zahvaljuju¢i visokoj specifi€nosti i selektivnosti,
enzimi omogucuju precizne kemijske transformacije u sintezi organskih spojeva, ukljuCujuci
kemoselektivne, regioselektivne i kiralnoselektivne reakcije. Enzimi su dizajnirani za specificne
reakcije i koriste se za dobivanje opti¢ki Cistih proizvoda u asimetricnim procesima, uz
mogucnost prilagodbe svojstava poput selektivnosti i stabilnosti. Dodatno, enzimi mogu
funkcionirati i u ekstremnim uvjetima, zamjenjuju¢i konvencionalne kemikalije te Stedeci
energiju i vodu u proizvodnim procesima. Biokataliza tako smanjuje pojavu neZeljenih
nuspojava, poput izomerizacije i racemizacije, ¢ime nadmasuje tradicionalne metode sinteze.
Prema Medunarodnoj uniji za biokemiju i molekularnu biologiju (engl. International Union of
Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB), enzimi su klasificirani u Sest glavnih klasa koje
¢ine: okisdoreduktaze , transferaze, liaze, ligaze, izomeraze te hidrolaze (Webb E. C., 1992), a

njihova uCestalost koriStenja prikazana je na slici 3.
2.2.2.1. Hidrolaze

Hidrolaze su enzimi koji kataliziraju cijepanje kemijskih veza odredenih supstrata s
pomoc¢u molekule vode. Jednostavnost koriStenja hidrolaza i nepostojanje potrebe za
kofaktorima potaknuli su veliki interes za razvoj reakcija kataliziranih hidrolazama u organskoj
sintezi. To ukljuCuje Sirok spektar enzima kao $to su lipaze, esteraze, amidaze, nitrilaze,

proteaze i epoksidne hidrolaze. Medu njima, lipaze se posebno istiCu svojom sposobnoscu
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reagiranja s razliitim nukleofilima, Sto omogucuje Siroku primjenu u sintetskim reakcijama

umjesto hidrolitiCkih procesa (Kaushik, 2014).
2.2.2.2.0ksidoreduktaze

Oksidoreduktaze kataliziraju prijenos elektrona izmedu molekula donora i akceptora
kroz reakcije poput prijenosa elektrona, ekstrakcije protona, prijenosa hidrida i ugradnje kisika.
Prisutne su u prirodi i kataliziraju razne kemijske reakcije s visokom specificnoS¢u i
ucinkovitod¢u, a dijele se na oksidaze, dehidrogenaze, hidroksilaze, oksigenaze, peroksidaze i
reduktaze. Zbog biorazgradivosti i selektivnosti, oksidoreduktaze se S&iroko primjenjuju u
industriji, uklju€ujuéi tekstilnu, medicinsku, prehrambenu i kemijsku sintezu, s ciljem poboljSanja
kvalitete proizvoda i smanjenja ekoloskih utjecaja (Younus, 2019).

Medutim, izazov u primjeni oksidoreduktaza je oslanjanje na skupe kofaktore poput
NADH i NADPH, potrebne za mnoge reakcije. Recikliranje ovih kofaktora mozZe se provesti
enzimskim, kemijskim i elektrokemijskim metodama, pri E¢emu su enzimske metode ekoloski
prihvatljivije. Naj¢esce koristeni enzimi za regeneraciju uklju€uju formijat-dehidrogenazu (FDH),
glukoza-dehidrogenazu (GDH), alkohol dehidrogenazu (ADH) i fosfit-dehidrogenazu (PDH),
svaki sa specificnim ograni¢enjima. Zbog osjetljivosti ADH na temperaturu i pH, FDH se smatra
obecavajuéim kandidatom za regeneraciju (Maier i sur., 2024).

NAD-ovisna formijat-dehidrogenaza, pronadena u mnogim bakterijama i kvascima,
katalizira oksidaciju formijata u ugljikov dioksid uz istodobnu redukciju NAD* u NADH. Zbog
termodinamicke stabilnosti reakcije, FDH se koristi za regeneraciju NADH u asimetri¢noj sintezi
kiralnih spojeva, pri ¢emu se moze proizvoditi u velikim koli¢inama pomoc¢u kvasca Candida
boidinii. Ipak, zbog ograni€ene stabilnosti na oksidativni stres, FDH iz C. boidinii kloniran je i
izrazen u E. coli, ¢ime su smanjeni troSkovi za sintetske reakcije (Slusarcyk i sur., 2000).
Znacajne industrijske primjene FDH ukljucuju fiksaciju CO, i recikliranje nikotinamida, no
njegova ucinkovitost i stabilnost jo$ uvijek predstavljaju izazov. Stoga su primijenjene strategije
proteinskog inZenjerstva kako bi se poboljSala stabilnost i enzimska ucinkovitost FDH-a za

komercijalne potrebe (Gajardo-Parra i sur., 2023).
2.2.2.3. Liaze i transferaze

Transferaze i liaze predstavljaju odrziva rjeSenja za kemijske transformacije.
Transferaze kataliziraju prijenos funkcionalnih skupina, (npr. amino, metil, hidroksimetil, glikozil,
acil, alkil, fosfat i sulfat skupine) putem nukleofilne supstitucijske reakcije. Industrijske primjene
transferaza ukljuCuju koriStenje razli€itih glikoziltransferaza za sintezu oligosaharida. Primjeri
ove klase enzima ukljuCuju metiltransferaze, aminotransferaze, kinaze i fosforilaze. Liaze, s

druge strane, kataliziraju reakcije adicije i eliminacije te su prisutne u mnogim stanicnim
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procesima,organskoj sintezi, ciklusu limunske kiseline i u proizvodnji cijanohidrina. Primjeri ove

klase enzima ukljuCuju dekarboksilaze, aldolaze i sintaze (Kaushik i sur.,2014).
2.2.2.4.Ligaze i izomeraze

Ligaze su enzimi koji kataliziraju stvaranje kemijskih veza izmedu dviju molekula, cesto
koristeéi nukleotidne trifosfate kao izvor energije. Ovi enzimi igraju kljuénu ulogu u stani¢nim
procesima, poput povezivanja nukleotida tijekom replikacije DNK, a primjeri enzima iz ove klase
uklju€uju sintetaze i karboksilaze. lzomeraze, s druge strane, kataliziraju preuredivanje atoma
unutar molekula, ukljuCuju¢i procese racemizacije i epimerizacije. Glukoza izomeraza je
znacajan primjer u industrijskoj primjeni jer se koristi u proizvodniji kukuruznog sirupa s visokim
udjelom fruktoze, popularne zamjene za saharozu u prehrambenoj industriji. Primjeri enzima iz

ove klase su racemaze i mutaze (Kaushik i sur., 2014).

Liaze
Transferaze
Izomeraze

Peroksidaze i
oksigenaze

Izolirani enzimi
Oksidoreduktaze
Cijele stanice

Ostale hidrolaze
Esteraze

Nitrilaze

Proteaze

Slika 3. UCestalost koriStenja odredenih biokatalizatora u biostransformacijama (prema
Faber, 2011)



2.2.2.5. 1zolacija novih biokatalizatora

U ekstremnim stanistima, mikroorganizmi su razvili raznolikost molekularnih strategija
za prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima. Istrazivanje bioraznolikosti takvih mikroorganizama
u ekstremnim uvjetima pH, temperature, visoke slanosti ili Cak organskih medija omogucilo je
identifikaciju robusnijin enzima ili enzima s drugim vrijednim svojstvima za industrijsku
primjenu (Stepankova i sur., 2013). Biokatalizatori izolirani iz tih organizama, poznati kao
ekstremozimi, posjeduju izvanredna svojstva otpornosti na sol, termostabilnost i prilagodljivost
hladno¢i, €ineci ih vrlo otpornima na ekstremne uvjete zbog njihove Cvrste strukture. Njihova
primjena nudi nove moguénosti za biokatalizu i biotransformacije, kao i za razvoj gospodarstva
i novih istrazivackih pravaca. Enzimi iz termofilnih mikroorganizama sposobni su podnijeti
proteolizu i ekstremne situacije poput prisutnosti denaturirajuéih agenasa, organskih otapala i
visoke slanosti. KoriStenje tih enzima smanjuje rizik od kontaminacije te povecava topljivost
supstrata. Bakterije tolerantne na organska otapala, kao i halofilni i alkalofilni organizmi, izvor
su velikog broj enzima pogodnih za primjenu u organskim otapalima ili pri visokim
koncentracijama soli. Na primjer, Pseudomonas aeruginosa bila je izvor mnogih enzima
otpornih na otapala, poput proteaza i lipaza (Ogino i sur.,2000; Ogino i sur.,1999) . IstraZivanja
provedena s tim enzimima takoder su korisna za identificiranje strukturnih osnova njihove
povecane stabilnosti i u€inkovitosti u takvim nepovoljnim uvjetima. Ovo znanje omogucuje
dublje razumijevanje odnosa izmedu strukture i funkcije enzima te je snazan alat za svjesnu
modifikaciju drugih biokatalizatora. U prehrambenoj industriji, enzimi prilagodeni hladnodi vrlo
su vazni zbog svoje visoke aktivnosti i niske strukturne stabilnosti. Ovi enzimi imaju veliki
potencijal za primjenu u biotransformacijama, ukljuCujuéi hlapljive supstrate, kao i u
kozmetiCkoj i farmaceutskoj industriji, primjerice za proizvodnju enantiomernih peptida, lipida i

Secéera (Dumorne i sur., 2017).

2.2.3. Inovativni pristupi odrzivim otapalima

U biokatalitickim procesima, enzimi najbolje funkcioniraju u vodenim medijima jer voda
omogucava stabilnost njihove strukture i aktivnosti. Medutim, organski procesi Cesto
zahtijevaju otapanje slozenih reakcijskih komponenti, $to u vodenom mediju nije moguce, a to
posliedi€no povecava troSkove proizvodnje i otezava prociS¢avanje proizvoda. Klju¢no je da
organski mediji zadrze minimalnu koli€inu vode na povrSini enzima, kako bi oni zadrzali
kataliticku aktivnost. S druge strane, potpuno uklanjanje vode moze uzrokovati denaturaciju

enzima i gubitak funkcije (slika 4).
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(B) HIDROFOBNO (C) HIDROFILNO

(A VORENI MEDL) ORGANSKO OTAPALO  ORGANSKO OTAPALO

A
—_— ey
X

A+B

ESENCIJALNI VODENI MOLEKULE INAKTIVNI
OMOTAC VODE ENZIM

Slika 4. Uloga vode u enzimskim transformacijama i strukturi proteina u razlicitim
reakcijskim medijima (prema Lozano,2017)

(A) U vodenim medijima enzimi su potpuno aktivni, ali su njihove reakcije ograni¢ene na
sudjelovanje vode; (B) U hidrofobnim organskim otapalima enzimi zadrzavaju esencijalni vodeni
omotac kako bi ostali aktivni, a niska razina vode nije dovoljna da promijeni ravnotezu reakcije; (C)
Hidrofilna organska otapala obi¢no uklanjaju vodeni omotag¢, $to dovodi do denaturacije enzima

Organska otapala imaju znafajan utjecaj na enzime, jer mogu stabilizirati ili
destabilizirati njihove strukture. Niska koncentracija organskih otapala obi¢no stabilizira
enzime, dok ih visoke koncentracije destabiliziraju. Osim toga, organska otapala mogu
prodrijeti u aktivno mjesto enzima i utjecati na njegovu selektivnost. Pravilnim uvjetima moguce
je optimizirati reakcije enzima u organskim medijima i poboljSati njihovu ucinkovitost. Unato¢
korisnosti, organska otapala &esto su povezana s problemima poput visoke hlapljivosti i
zapaljivosti, Sto predstavlja ozbiljan rizik za primjenu u biokatalitickim procesima. Fizikalno-
kemijska svojstva DES-ova, poput viskoznosti, aktivnosti vode i pH, izravno utjeCu na
stabilnost i u€inkovitost enzima. Dok je voda je kljuéna za stabilnost enzima i odrzavanje
ravnoteze reakcije, pojedine komponente DES-ova, poput uree, mogu izazvati denaturaciju
enzima i smanjiti njihovu aktivnost (Attri i sur., 2011). Enzimi poput lipaza i proetaza najcesce
se koriste kao katalizatori u DES-ovima. U DES-ovima, lipaze su pokazale visoke stope
konverzije, kao Sto je Pseudomonas cepacia lipaza ,koja je postigla 22 % konverzije u DES-u
ChCI:Gly u usporedbi s 5% u toluenu (Gorke i sur., 2008). Zhao i suradnici, 2011.godine,
istraZili su aktivnosti transesterifikacije katalizirane proteazama u glicerin-baziranim DES-
ovima s kolinovim solima (klorid ili acetat). Rezultati su pokazali klju¢nu ulogu vode;
povecanjem sadrzaja vode s 2 % na 4 %, Ova otapala takoder su u€inkovita za sintezu peptida,
kao sto je slucaj s a-himotripsinom u DES sustavu, koji je postigao produktivnost od 20 g L™
h™" uz dodatak 10 — 30 % vode (Maugeri i sur., 2013).

Imobilizirani papain u DES-u ChCl:urea omogucio je sintezu N-(benziloksikarbonil)-
alanilgutamina s prinosom od 71,5 %, pri €emu je veéa koncentracija glutamina poboljSala

prinos, dok je visoki omjer glutamina prema benziloksikarbonil-alanin-metil esteru (GIn:Z-Ala-
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Ome) od 3:1 do 4:1 udinkovito inhibirao sporednu reakciju (Cao i sur., 2015). Nadalje, DES-
ovi predstavljaju posebnu kategoriju otapala koja imaju sposobnost koriStenja ko-supstrata za
regeneraciju kofaktora, $to ih €ini izuzetno korisnim u raznim biokatalitiCckim procesima.
Koncept povezanih enzimskih reakcija razvijen je kao ucinkovit pristup za regeneraciju
kofaktora, posebno u sustavima gdje DES-ovi dodatno poboljSavaju redoks reakcije. Na
primjer, Baeyer-Villiger monooksigenaze (BVMO), u kombinaciji s fosfit dehidrogenazom
(PTDH) koja regenerira NADPH, koriStene su za odrZivu redukcijsku reakciju (Torres Pazmifio
i sur.,2008). Ovaj pristup proSiren je povezivanjem BVMO i ADH s razliCitim enzimima za
regeneraciju, poput PTDH, GDH i FDH. Najbolji rezultati postignuti su kada je PTDH koristen
u paru s enzimom, jer je oksidacija fosfita ireverzibilna (Woodyer i sur.,2003). Takve reakcije
najesce se provode u vodenoj puferiranoj otopini (Tris-HCI, pH 7,5), gdje je potrebno vanjsko
dodavanje ko-supstrata (poput glukoze, formata ili fosfita). No, kada se DES Kkoristi kao
.,pametno ” otapalo, ova potreba za vanjskim dodavanjem ko-supstrata moze se izbjeéi. U
takvom sustavu DES moze djelovati ne samo kao otapalo, ve¢ i kao izvor kosupstrata, gdje
komponenta HBD iz DES-a sluzi kao ko-supstrat, ¢ime se eliminira potreba za dodatnim
dodavanjem. Primjerice, kada je ChCI koristen za redukciju acetofenona s ADH-om iz
Lactobacillus brevis (LbADH), nije bilo potrebe za dodavanjem glukoze kao ko-supstrata za
regeneraciju kofaktora (Mourelle-Insua i sur., 2019). Umjesto toga, glukoza prisutna kao HBD
u DES-u oksidirana je u D-glukono-1,5-lakton pomocéu GDH, dok je istovremeno NADP*
konvertiraou NADPH, &ime je postignuta regeneracija kofaktora. Ova dvostruka namjena
otapala i njegovih komponenti predstavlja zna¢ajan napredak u tehnikama regeneracije
kofaktora. Takva inovativna primjena DES-a, koja uklanja potrebu za vanjskim dodavanjem
ko-supstrata za regeneraciju kofaktora, naglasava ucinkovitost i fleksibilnost DES-ova kao
otapala koje unapreduje redoks reakcije. Mozda iznenadujuce, neki tipovi stanica (npr.
kultivirane biljne stanice, mikrobne stanice) pokazali su poboljSanu propusnost, stabilnost i
smanjenu citotoksi¢nost u prisutnosti DES-ova (Panié¢ i sur.,2018) . Na primjer, cijele stanice
Cyberlindnera saturnus koridtene su za sintezu (S)-1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil etanola] iz 3,5-
bis(trifluorometil)acetofenona (BTAP) u DES-u -karnitin : lizin .Uvodenje DES-a -karnitin :
lizin povecalo je propusnost stanica za supstrat i smanijilo toksi¢nost supstrata (BTAP) (Bi i
sur.,2021). Dakle, redukcija karbonilnih spojeva pomocu cijelih stanica u prisutnosti DES-a
pokazala je znacCajne prednosti u odnosu na vodene medije. S obzirom na navedene znacajke,
DES-ovi se namecu kao odrziva zamjena tradicionalnim otapalima i ILs-ovima te sve CeSce
nalaze primjenu u zelenoj kemiji i biokatalizi. Njihova niza cijena, jednostavnija sinteza i visoka

sigurnost Cine ih kljuénim komponentama u razvoju ekoloski prihvatljivih industrijskih procesa
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI
3.1.1.Enzim

¢ NADH-ovisna formijat dehidrogenaza (FDH)
Za enzimske reakcije provedene u ovoj studiji koristena je NADH-ovisha formijat
dehidrogenaza (FDH) iz Pseudomonas sp. 101 (Tishkov i sur., 1993)

3.1.2.Kemikalije

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

¢ Dikalijev hidrogenfosfat , Kemika, Zagreb, RH

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

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

o Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika ,Zagreb, RH

o Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

o Natrijev formijat, Kemika ,Zagreb ,RH

¢ Natrijev hidroksid , Kemika, Zagreb , RH

¢ Nikotinamid adenin dinukleotid (oksidirani), p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
¢ Nikotinamid adenin dinukleotid (reducirani), p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Sve kemikalije upotrjebljene u ovom radu bile su analiticke CistoCe. Za pripravu eutektickih

otapala i otopina koristila se destilirana voda PBF-a.

3.1.3. Puferi
o Kalij-fosfatni pufer, (50mM, pH=7,5)
4,3522 g KzHPO4 i 3,4005¢g KH2P04 otopi se u 500ml destilirane vode te se pH otopine

podesi na 7,5 dodatkom 4M NaOH

3.1.4.0prema i uredaji

¢ Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

o Eppendorf epruvete

e Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka

¢ Hladnjak, Gorenje, Slovenija

e Homogenizator IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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¢ Homogenizator/inkubator ES-20/60, Biosan, Latvija

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

o Laboratorijsko posude (Eppendorf kivete,Falcon tube, odmjerne tikvice, menzure, kivete,
laboratorijske ¢ase)

o Mikropipete (10 pL, 100 pL, 1000 pL)

e pH staklena elektroda (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

o Ploce s 96 jazica ,Corning, SAD

¢ Racunalni program BOVIA COSMOtherm 2020, Verzija 20.0.0 (Revision 5273M),
Dassault Systems

e Rotacioni viskozimetar (Anton Paar ViscoQC 300, Ashland, Virginia, SAD)

e UV-Vis spektrofotometar, SpectraMax® ABS Plus, Molecular Devices, San Jose, CA,
SAD

3.1.5. Racunalni programi

o BIOVIA TmoleX19 2021 (Dassault Systems, Pariz, Francuska)
o BIOVITA COSMOtherm 2020 (Dassault Systems, Pariz, Francuska)
e Statistica 14.0. (Tibco Software Inc, Santa Clara, SAD)

3.2.METODE

3.2.1. Priprema niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala

Za pripremu DES-ova, akceptor vodikovih veza (HBA) i donor vodikovih veza (HBD)
mijeSani su u to¢no definiranom molarnom omjeru od 1:2 s dodatkom deionizirane vode ili 50
mM fosfatnog pufera kalijevog fosfata (pH 7,5), prema specificiranim udjelima prikazanim u
tablici 1. Detaljnije, izraCunate mase pojedinih komponenti precizno su izmjerene analitiCkom
vagom i prenesene u Falcon epruvete. Pipetiranjem je u svaku smjesu dodana odgovarajuc¢a
koli€ina vode ili pufera kako bi koncentracija vode ili pufera u otapalu iznosila 10 %, 30 %, 50
%, 80 % ili 90 % (w/w). Prije uporabe, kolin-klorid je suSen u vakuumskom koncentratoru na
60 °C tijekom 24 sata. Smjese su se mijeSale i zagrijavale na 60 °C dok se nije formirala
bezbojna i homogena tekuéina. Svi pripremljeni DES-ovi ¢uvani su u zatvorenim bocama do

daljnje upotrebe.
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Tablica 1. Pripremljena niskotemperaturna eutekticka otapala

DES Voda/ | Akceptor | Donor | Molarni omjer Udio Kratica
pufer vodika vodika (akceptor vode/pufer
vodika: donor a u DES-
vodika) u(%)
Kolin-klorid: voda kolin- glicerol 10 ChCI:Gly1o %v
glicerol(ChCI:Gly) klorid
30 ChClI:Glyso %v
50 ChCI:Glyso %v
80 ChClI:Glyso %v
90 ChClI:Glygo %v
Kolin-klorid: pufer kolin- glicerol 10 ChCl:Gly1o %P
glicerol(ChCI:Gly) klorid
30 ChCI:Glyso %p
50 ChClI:Glyso %p
80 ChClI:Glyso %p
90 ChClI:Glyso %p
1:2
Betain: voda betain glicerol 10 B:Gly10 %v
licerol(B:Gl
. ( ) 30 B:Glys0 %v
50 B:Glyso %v
80 B:Glyso %v
90 B:Glyao %v
Betain: pufer betain glicerol 10 B:Gly1o %p
licerol(B:Gl
g ( ) 30 B:Glyso %p
50 B:Glyso %p
80 B:Glyso %p
90 B:Glygo %p

3.2.2 . Karakterizacija niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

Pripremljenim DES-ovima odredene su pH vrijednost, gusto¢a i viskoznost pri sobnoj
temperaturi od 25 °C. Sve mjere su izvrSene u tri ponavljanja, a dobiveni rezultati prikazani su

kao srednja vrijednost.
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3.2.2.1.0dredivanje pH-vrijednosti

pH vrijednosti pripremljenih DES-ova odredene su koriStenjem univerzalnog uredaja za
mjerenje pH, koji je bio prethodno kalibriran. Elektroda je bila uronjena u otapalo, a nakon

stabilizacije, na uredaju su o€itane vrijednosti pH.

3.2.2.2.0dredivanje gustoce

Gustoca DES-ova izmjerena je pomocéu piknometra, instrumenta koji se koristi za
precizno odredivanje gustoce tekucina. U piknometar je dodano otprilike 2 mL svakog otapala.
Kada se piknometar zatvori, visak tekucine izlazi van, omogucujuci to¢no odredeni volumen
otapala. Na tehnikoj vagi najprije je izvagan potpuno ¢ist, suh i prazan piknometar, zajedno
sa staklenim ¢epom. Zatim je piknometar napunjen uzorkom te ponovo izvagan. Masa DES-a
izraCunata je prema jednadzbi 1, a iz dobivene mase izraCunata je gusto¢a DES-a prema
jednadzbi 2:

m= mpuni piknometar ~— mpraznipiknometar [g] [1]
p — MpES—a k_g] [2]
DES-a Vpikonemtar m3

3.2.2.3.0dredivanje viskoznosti

Viskoznost prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala izmjerena je pomocu
rotacijskog viskozimetra. Nastavak uredaja za mjerenje napuni se otapalom, a mjerenje se
pokre¢e odabirom Zeljenih radnih postavki prema uputama prikazanim na ekranu uredaja,

nakon ¢ega se dobiva vrijednost viskoznosti.

3.3.3. Priprema mati¢nih otopina enzima, koenzima i supsrata
3.3.3.1. Priprema mati¢ne otopine enzima (12,8 mg mL™)

6,4 mg enzima formijat dehidrogenaze (FDH) je izvagano i otopljeno u 500 pL testiranih
DES-a i u referentnom puferu. KoriSteni DES-ovi su bili betain-glicerol i kolin klorid-glicerol s
razlicitim udjelima vode ili pufera (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %). Pripremljena otopina enzima

je izmjeSana na vortexu uz zagrijavanje do potpunog otapanja.

3.3.3.2.Priprema mati¢ne otopine koenzima (25 mg mL™)

6,25 mg NAD™ je izvagano i otopljeno u 250 pL DES-a (ChCl:U= 1:2, 80 % dH,0).
Pripremljena otopina koenzima je izmijeSana na vortexu te Cuvana na +4 °C do koristenja.

Prije koriStenja ishodna otopina enzima je inkubirana na sobnu temperaturu.
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3.3.3.3.Priprema maticne otopine supstrata (0,5 g mL™)

125 mg natrijeva formijata je izvagano i otopljeno u 250 pL deionizirane vode.
Pripremljena otopina supstrata je izmijeSana na vortexu. Mati¢na otopina supstrata svjeze je

pripremljena svakog dana.

3.3.4. Pracenije stabilnosti FDH u pripremljenim otapalima

Kako bi se procijenila stabilnost FDH-a, pripremljene su mati¢ne otopine enzima (12,8
mg mL?) u ispitivanim DES otopinama i referentnom puferu. Ove otopine su pohranjene u
zatvorenim bocicama na 30 °C u tami. Uzorci su uzimani u redovitim intervalima tijekom
razdoblja od 14 dana te je u tom periodu pracena aktivnost FDH-a. Za odredivanje aktivnosti
FDH-a, uzastopno su dodani FDH enzim, koenzim NAD* i supstrat Na formijat u razliCite
sustave otapala, ¢ime su postignute kona¢ne koncentracije od 1,5 mg mL*za FDH, 0,1 mg
mL*za NAD* i 10 mg mL*za Na formijat. Ukupan volumen reakcijske smjese iznosio je 251
pL (tablica 2).

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za odredivanje stabilnosti enzima FDH

Komponenta Volumen Koncentracija matiéne
otopine

Enzim (FDH) 30 L 12,8 mg mL""

Koenzim (NAD*) 1L 25 mg mL"

Supstrat (Na formijat) 5uL 0,5g mL"’

Pufer (KH2PO4) 215 uL

Brzina degradacije NADH-a mjerena je odmah u mikrotitarskoj plo€i s 96-jazica tijekom
5 minuta na 340 nm koriste¢i UV-Vis spektrofotometar. Konstanta brzine deaktivacije prvog
reda (keon, dan™) procijenjena je iz kinetickog modela prvog reda za smanjenje preostale

enzimske aktivnosti tijekom vremena. (Ares (t)) (jednadzba 3):

1 ARes
koon = 1 1n (5222 g

gdje je Ares preostala aktivhost enzima (bilo u trenutku nula, Ageso, ili U vremenu t, Ares).
KinetiCki parametri procijenjeni su prilagodbom eksperimentalnih podataka nelinearnoj
jednadzbi koristenjem Levenberg—Marquardtovog algoritma implementiranog u WR
Mathematica 10.0.
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Poluzivot enzima (ti2, ron, dan) izracunat je pomocu prethodno odredene vrijednosti

kron (jednadzba 3), prema jednadzbi 4:

In2
t1/2,,DH = [4]
krpu

3.3.5. Pracenije stabilnosti koenzima NADH

Mijerenja stabilnosti koenzima NADH u raznim sustavima otapala (0,03 mg mL ™) pratila
su se do 14 dana. Uzorci su pohranjeni na tamnom mjestu na 25 °C, a apsorpcijski spektri u
rasponu od 230 do 400 nm redovito su snimani pomo¢u UV-Vis spektrofotometra . Svako
mjerenje provedeno je u tri ponavljanja. Apsorpcijsko spektralno podru¢je NADH pokazuje
karakteristiCan vrh s maksimalnom apsorpcijom na 260 nm, $to je uzorkovano prisutno$¢u
adenozin monofosfatnog dijela te drugi vrh na 340 nm, koji proizlazi iz neutralnog
nikotinamidnog dijela. Smanjenje apsorbancije na 340 nm slijedilo je kinetiku prvog reda.
(jednadzba 5):

knapn = % In (—) (5]

gdje je knapn konstanta brzine degradacije prvog reda (dan), A je apsorbancija na 340 nm,
bilo u trenutku nula, Ao, ili u trenutku t, A: (Wu i sur., 1986). Vrijeme poluzivota NADH ((tiz,
napH, dan) izraCunato je koristec¢i prethodno odredenu knaon (Jednandzba 5), prema jednadzbi
6:

In2
t1/2,NaADH = KnADH [6]

3.3.6.Statisticka analiza i matematicki modeli enzima FDH i koenzima NADH

3.3.6.1.0snovna statisticka analiza, raspodjela podataka i korelacijska matrica

Sva mjerenja fizikalno-kemijskih svojstava DES-eva, rezidualne aktivnosti formijat
dehidrogenaze i NADH 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 Statistica 14.0. Spearmanov koeficijent korelacije
(p) je neparametarske prirode, a raCuna se prema jednadzbi 7:

_6xxl,df 7]

pP= 1 N3-N
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u kojoj N oznacava broj podataka, di kvadrat razlike rangova prve (nezavisne) i druge (zavisne)
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 znacajan.

3.3.6.2 Racunanje molekulskih deskriptora DES-ova primjenom COSMO-RS
programskog paketa

U svrhu karakterizacije DES-a kao otapala koriSten je termodinami¢ki model COSMO-
RS. Prema teoriji COSMO-RS, tekucina se opisuje kao skup gusto zbijenih molekula koje
imaju idealno definirane povrSinske naboje, oznaCene grékim slovom sigma (o). Ovaj
programski paket generira krivulju vjerojatnosti distribucije o, poznatu kao o profil. o profili za
pojedine komponente izraCunati su pomoéu programa COSMO-RS. Na temelju postojece
baze podataka geometrijski i energijski optimiziranih molekula, izraCunata je krivulja o profila,
koja predstavlja kvantitativni prikaz naboja na polarnoj povrsini molekule. Molekule koje djeluju
kao HBA imaju pikove u podrucju negativnih potencijala, dok molekuli koji su HBD pokazuju
pikove u podrucju pozitivnih potencijala. Nepolarne molekule obi¢no imaju pikove u blizini nule.
Osim elektrostatickih interakcija i interakcija vodikovih veza, COSMO-RS takoder razmatra
van der Waalsove sile izmedu povrSinskin segmenata. Da bi se definirali molekularni
deskriptori za sve komponente DES-a, o krivulja za svaki HBA, HBD i vodu podijeljena je u 10
intervala, pri éemu $irina svakog intervala iznosi 0.005 e/A?, obuhvacajuéi raspon od -0.025 do
+0.025 e/A2. Povrsina ispod svake regije integrirana je zasebno kako bi se dobila numeri¢ka
vrijednost koja ¢e posluziti kao ulazni podaci za statisticku analizu. Numericke vrijednosti u
svakom od 10 podrucja zbrojene su, a vrijednosti na granicama svakog podrucja prepolovljene
su i pridruZene susjednim vrijednostima. Tako je dobiven o profil svake komponente koriStene
u izradi DES-ova (HBD, HBA, voda) podijeljen na 10 intervala.

Jednom dobiveni sigma profil pojedinaénih komponenata dovedeni su u direktnu vezu
s koriStenim otapalima za stabilnost FDH | NADH. Za svaki DES izraCunato je 10 molekularnih

deskriptora prema jednadzbi 8. u kojoj X; predstavlja molarni udio svake pojedinacne
komponente j, oﬁ,_pmﬁlelj sigma profil pojedinatne komponente j, a BK broj komponenata u
smjesi. Ovime je dobiveno 10 ulaznih i nezavisnih varijabli, koje ujedno predstavljaju

termofizikalne karakteristike svakog DES-a, oznagenih s o}.s(i=1-10) kojima se ispituje
u€inak DES-a na stabilnost FDH i NADH

. BK .
i § i
OpEs — ] 1Xj " Og—profile,j [ 8 ]
J:
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3.3.6.3. Izrada korelacijskog modela izmedu stabilnosti FDH-a i NADH i molekularnih
deskriptora

Polazna pretpostavka statisticke obrade podataka bila je ta da se eksperimentalno
dobivene vrijednosti za stabilnost FDH te stabilnost NADH u DES-ovima mogu opisati kao
funkcije fizickih svojstava DES-a i o-profila smjese, koji su izraZzeni pomoc¢u skupa o 'mix

deskriptora prema jednadzbi 9:

— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
tl/Z,FDH /tl/Z,NADH - f(p: m, pH, Omix» Omix>» Omix> Omix» Omix> Omix» Omix> Omix» Omix» Omix [9]

3.3.6.4. Model djelomic¢ne linearne regresije(DLR)

Za opisivanje odnosa izmedu ulaznih (molekularnih deskriptora DES-a) i izlaznih
varijabli (stabilnosti FDH i stabilnosti NADH u DES-ovima) koriSteni su modeli djelomi¢ne
linearne regresije (engl. Piecewise Linear Regression, PRL). Ulazne varijable modela
odabrane su na temelju Spearmanove korelacijske matrice (jednadzba 10)

tl/Z,FDH/ tl/Z,NADH = (bo1 + by op+ b21 N+ bsy 'PH + by - O-r;ix + bsy - mlx + bey -
Oix T b71* Omix + b1 Oiix + boy * Oy + D101 * Opnix + bi11 " Ofpix + b1z1 * 6 1x + bi31 -

le) ( t1/2, FDH/tl/Z NADH <b,)+ (boz + by p+byyn+t b32 pH + b42 Omix + Dsz -
le + b62 le + b72 O-mlx + b82 O-mlx + b92 Umlx + b102 le + b112 le + b122

Omix + D132 * Umlx) ( t1/2,rpl / t1/2,NaDH > bn) [10]

Princip djelomi¢ne linearne regresije temelji se na podjeli izmjerenih podataka u
nekoliko regija koje slijede linearne trendove, ¢ime se postize bolje podudaranje modela s
podacima. U ovom radu, dobiveni podatci za stabilnost FDH i stabilnost NADH podijeljene su
u dvije regije s jednom to¢kom prijeloma. Parametri su procijenjeni putem dviju regresijskih
jednadzbi: jedna za sluCajeve kada su vrijednosti zavisne varijable (Y) manje ili jednake
vrijednosti toCke prijeloma by, i druga za vrijednosti kada su zavisne varijable (Y) vec¢e od tocke
prijeloma b, Parametri modela djelomicne linearne regresije procijenjeni su koristeci
Levenberg-Marquardtov algoritam implementiran u softveru Statistica 14.0. Skup podataka od
63 toCke za svaku izlaznu varijablu nasumicno je podijeljen u omjeru 70:30 na skup podataka
za kalibraciju i skup podataka za predvidanje. Primjenjivost razvijenih kalibracijskin modela
procijenjena je pomocu koeficijenta determinacije za kalibraciju (R«a?), prilagodenog
koeficijenta determinacije za kalibraciju (Rka’aq) i korijena srednje kvadratne pogreske za
kalibraciju (engl. Root Mean Square Error for Calibration, RMSEC). U€inkovitost predvidanja
modela procijenjena je pomocu koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpred?), prilagodenog
koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpredadi), korijena srednje kvadratne pogreske za

predvidanje (engl. Root Mean Square Error of Prediction, RMSEP), standardne pogreske
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predvidanja (engl. Standard Error of Prediction, SEP), omjera predvidanja i odstupanja (engl.
Ratio of Prediction to Deviation, RPD) i omjera raspona pogreske (engl. Ratio of the Error
Range, RER) (Fearn, 2002).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Niskotemperaturna eutektiCha otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) igraju
klju€nu ulogu u biokatalizi, posebno u primjeni enzima kao katalizatora u kemijskim reakcijama.
DES-ovi se sastoje od akceptora vodikovih veza (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA) poput
kolin-klorida, tetrabutilamonijeva klorida i betaina te donora vodikovih veza (engl. Hydrogen
Bond Donor, HBA) poput razli€itin poliola, organskih kiselina i jednostavnih Secera. IstiCu se
svojom biokompatibilno$¢u, niskom toksi¢noSéu i moguénoscu prilagodbe strukture, odnosno
svojstava, za specificnu namjenu. Zahvaljujuéi svojim jedinstvenim fizikalno-kemijskim
svojstvima, DES-ovi ne samo da poboljSavaju enzimsku aktivnost, ve¢ takoder mogu djelovati
kao ko-supstrati, poboljSati topljivost supsrata ,utjecati na stereokemiju enzima te stabilizirati
enzime i ostale sudionike reakcije (npr. supatrate, ko-supstrate i kofaktore) tijekom kemijskih
reakcija. Njihova upotreba omogucéuje smanjenje potreba za tradicionalnim organskim
otapalima, ¢ime se smanjuje utjecaj kemijskih procesa na okoli§ (Zhang i sur.,2024; Francisco
i sur., 2013).

Ovo istrazivanje se fokusira na analizu stabilnosti oksido-reduktivnog enzima formijat
dehidrogenaze (FDH) i koenzima NADH u kolinijevim i betainijevim DES-ovima s glicerolom
kao donorom vodika. Ovi DES-ovi su odabrani na temelju dosadas$njih istraZivanja koja
upucuju da su DES-ovi na bazi poliola, koji sadrze kolin klorid ili betain kao HBA, najucinkovitiji
mediji za stabilizaciju razli¢itih dehidrogenaza, uklju€uju¢i FDH (Gajardo-Parra i sur., 2023;
Bittner i sur., 2022). Navedene studije takoder naglasavaju da voda igra klju¢nu ulogu u
stabilizaciji dehidrogenaza te da je udio vode kljuéan u stabilizaciji odnosno destabilizaciji
enzima. Konaéno, DES-ovi na bazi poliola smatraju se netoksiénima i biorazgradivima
(Radosevi¢ i sur., 2015). Sukladno navedenom, u ovom je radu pripremljeno i fizikalno-
kemijski okarakterizirano 20 otapala na bazi kolinijevih odnosno betainijevih DES-ova sa
glicerolom s razli¢itim udjelima pufera odnosno vode (10 — 90 %, w/w). U tim DES-ovima
odvojeno su inkubirani enzim odnosno koenzim te je pracena njihova inaktivacija odnosno
degradacija tijekom vremena, a dobiveni rezultati statisticki su obradeni kako bi se utvrdilo koja
svojstva DES-ova doprinose stabilizaciji ovih biomolekula. Uz to, razvijeni su matematicki
modeli temeljeni na linearnoj regresiji kako bi se opisala povezanost izmedu fizikalnih
svojstava DES-ova, njihovih molekularnih deskriptora (o-profila) s njihovim stabilizacijskim

ucinkom na enzim FDH te koenzim NADH.
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4.1. PRIPREMA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA |
FIZIKALNO-KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA

Istrazivanje fizikalno-kemijskih svojstava DES-ova vazno je za njihovu primjenu u
industriji. Njihova molekularna struktura, kemijska svojstva te omjer sastojaka i vode mogu se
prilagoditi odabirom specificnih komponenti. Zbog velikog broja moguéih kombinacija, izbor
DES-ova treba suziti na temelju dostupnih podataka iz literature. Za potrebe ovog istrazivanja,
pripremljena su dva DES-a na bazi glicerola (Gly), s kolin kloridom (ChCl) ili betainom (B) kao
HBA u molarnom omjeru 1:2, te njihove odgovarajuée otopine u vodi odnosno 50 mM kalij-
fosfatnom puferu (pH 7,5) (10 - 90 % w/w). Otopine u puferu pripremljene su kako bi pH otapala
bio sli¢an optimalnoj pH vrijednosti enzima. DES-ovi razrijedeni s viSe od 50 % vode (w/w)
mogu se smatrati vodenim otopinama DES komponenti (Hammond i sur., 2017). Ipak, te su
smijese ukljuCene u istraZivanje buduéi da je visok sadrzaj vode unutar DES-a Cesto klju¢an
za odrzavanje katalitiCke aktivnosti enzima (Taklimi i sur., 2023).

Ukupno je pripremljeno i fizikalno-kemijski karakterizirano 20 otapala na bazi DES-a
(tablica 3). Sva mjerenja su izvrSena u tri ponavljanja, a dobiveni rezultati prikazani su kao
srednja vrijednost. Kao 8to se o¢ekivalo, gustoca i viskoznost vodenih otopina DES-a bile su
shazno pod utjecajem sadrzaja vode/puferskog otapala, dostiZzuéi vrhunac u smjesama s 10
% vode (do 1,21 g cm?i 353,70 mPa s za B:Glyiow%v, te 1,17 gcm3i 82,63 mPa s za ChCl:Glyio
% v). Opcenito, smjese na bazi betaina bile su gusc¢e i viskoznije od njihovih ekvivalenata na
bazi ChCl. Sve ispitivane smjese imale su pH vrijednosti u rasponu od 5,3 do 9,2, pri Eemu su
smjese na bazi betaina bile kiselije od onih na bazi ChCl-a. Otopina DES-a u puferu obi¢no je
odrzavala pH vrijednosti izmedu 7,5 i 8. Sve smjese DES-ova bile su stabilne tijekom tri
mjeseca skladiStenja na sobnoj temperaturi i nisu pokazivale znakove kontaminacije ili

talozenja.
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Tablica 3. Izmjerene fizikalno-kemijske karakteristike DES

Kratica pH n P
(mPas) (g cm™)

ChClI:Gly10 %v 7,51 77,88 1,17
ChClI:Glyso %v 6,60 18,98 1,14
ChCI:Glyso %v 7,12 4,16 1,09
ChClI:Glyso %v 6,48 2,27 1,03
ChClI:Glyso %v 6,25 1,48 1,02
ChCI:Gly1o %p 9,19 82,63 1,17
ChClI:Glyso %p 8,75 19,61 1,14
ChCl:Glysowp 8,33 5,74 1,11
ChClI:Glyso %p 7,75 2,50 1,06
ChClI:Glyso %p 7,67 1,31 1,04
B:Gly10 %v 6,48 353,70 1,21
B:Glyso %v 5,96 20,86 1,15
B:Glyso %v 5,33 8,84 1,13
B:Glyso %v 5,29 2,27 1,04
B:Glyso %v 5,47 1,31 1,03
B:Gly1o %p 7,85 219,05 1,21
B:Glyzo %r 7,46 32,87 1,17
B:Glyso %r 7,45 6,45 1,13
B:Glyso %r 7,49 2,27 1,06
B:Glyso % p 7,47 1,19 1,04
pufer 7,50 1,39 1,02

Za statisti¢ku analizu i matematicko modeliranje ovisnosti stabilizacijskog u¢inka DES-ova na
odabrane biomolekule (FDH i NADH) o strukturi DES-ova odnosno njihovih fizikalno-kemijskih
svojstava, Sto je jedan od ciljeva ovog rada, klju¢no je, pored izmjerenih fizikalno-kemijskih
svojstava, identificirati molekularne deskriptore DES-ova koji predstavljaju strukture
komponenata u obliku numeri¢ke vrijednosti (Venkatraman i sur., 2018). Napredni i precizni
molekularni deskriptor je sigma profil (o-profil), nenormalizirani histogram povrSinskog naboja
molekule (Klamt, 2005). o-profili se razlikuju od drugih prikaza jer mogu opisati nijansirane
efekte poput polarizacije i asimetrije u gustoci elektrona (Abranches i sur., 2022). o-profil moze
se podijeliti na tri klju€ne regije: (i) HBD regiju s negativnim gusto¢ama naboja, (ii) nepolarnu
regiju s gotovo neutralnim gusto¢ama naboja i (iii) HBA regiju s pozitivhim gustocama naboja
(slika 5A). Ova podijela temelji se na Cinjenici da se svaki atom u molekuli HBA ili HBD moze
prepoznati po specificnom vrhu s odredenom vrijedno$éu gustoce povrSinskog naboja (o)

(Lemaouii sur., 2020). Ovdje je o-profil svake smjese na bazi DES-a izracunat pomo¢u BOVIA
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COSMOtherm softvera: krivulje o-profila za svaki HBA i HBD podijeljene su u 10 regija, a
povrdina ispod svake regije izraCunata je uzimajuéi u obzir molarne omjere komponenti i
sadrZzaj vode (tablica 4). Za glicerol, o-profil otkriva vrhove na negativnim polarnim
koordinatama (lijeva strana) koji odgovaraju pozitivno polarnim H atomima u -OH skupini, dok
vrhovi na pozitivnim polarnim koordinatama (desna strana) odgovaraju O atomima u -OH
skupini (slika 5A) (Cheng i sur., 2018). Ove polarne regije stupaju u interakciju s nasuprotnim
polarnim segmentima u otopini. Prosirenje o-profila u jako polarne regije (0,022 e/A? < o < -
0,01 e/A? na lijevoj strani i 0,01 e/A? < o < 0,013 e/A? na desnoj strani) je asimetri¢no, &to
ukazuje na to da glicerol ima vecu povrsinu pozitivhog polariteta. Ovaj elektrostaticki nesklad
sugerira da glicerol teZi djelovati kao HBD te stoga pokazuje veéu afinitet prema HBA u otopini
(Cui i sur., 2021). Nasuprot tome, o-profil vode se proteze simetrinije u jako polarne regije,
ukazujuci na uravnotezenu sposobnost djelovanja i kao HBD i kao HBA. Konaéno, za kolin-
klorid, kao i za betain (Radovi¢ i sur, 2024), najjac¢i vrh pojavljuje se u nepolarnoj regiji,
odgovarajuéi kolinijevom kationu, prac¢en vrhom u HBA regiji, povezanim s CI~ anionom. Slika
5A prikazuje o povrSine komponenti DES-a (kolin klorid, glicerol i voda) generirane pomocu
softvera TmoleX19. Boje predstavljaju izraCunati gradijent naboja, u rasponu od podrudja
siromasnih nabojem do podrucja bogatih nabojem: HBD regije oznadene su tamnoplavom
bojom, a HBA regije tamnocrvenom na povrs$ini. Nepolarne regije ozna¢ene su zelenom bojom
(Quaid i Reza, 2023). Slika 5B pokazuje da €ak i male promjene u smjesi ChCl, poput
povecanja sadrzaja vode s 10 % na 90 %, rezultiraju otapalima s razli€itim raspodjelama
polariteta. Ovo pokazuje da koriSteni softver moze uhvatiti nijansirane fenomene, sto je klju¢no
za istrazivanje kemijskog spektra ovih otapala i razumijevanje njihovog potencijalnog utjecaja

na ponaSanje enzima i koenzima.
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Slika 5. o-povrsina (A) i o-profili (B) pojedinacnih sastojaka DES-a (kolin klorid, glicerol i
voda), te o-profil odgovarajuéih DES otopina u puferu (10 - 90%, w/w)
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Tablica 4. Popis DES-ova i pripadajucih o-profila (molekularnih deskriptora)

Sigma profil

0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6 0-7 0-8 0-9 0-10
Oznaka

voda 0,000 | 6,350 | 10,027 | 3520 | 2,164 | 2,873 | 4055 | 5229 | 8277 | 0578
B:Glywowv | 0,005 | 5652 | 10,974 | 21,584 | 22,626 | 8,235 | 6:377 | 10,666 | 12,207 | 1,914
B:Glysowv | 0,003 | 6,016 | 10,479 | 12,150 | 11,940 | 5434 | 9164 | 7,826 | 10,154 | 1,216
B:Glysowv | 0,001 | 6,178 | 10,260 | 7,968 | 7,203 | 4,193 | 4627 | 6,568 | 9,244 | 0,907
B:Glyso%v | 0,000 | 6,301 | 10,093 | 4,775 | 3,585 | 3,245 | 4216 | 5606 | 8550 | 0,670
B:Glysowv | 0,000 | 6,328 | 10,057 | 4,091 | 2,811 | 3,042 | 4128 | 5401 | 8401 | 0,620
B:Glywo%s | 0,005 | 5652 | 10,974 | 21,584 | 22,626 | 8,235 | 6,377 | 10,666 | 12,207 | 1,914
B:Glysous | 0,003 | 6,016 | 10,479 | 12,150 | 11,940 | 5434 | 5164 | 7,826 | 10,154 | 1,216
B:Glyso%s | 0,001 | 6,178 | 10,260 | 7,968 | 7,203 | 4,193 | 4,627 | 6,568 | 9,244 | 0,907
B:Glyso%s | 0,000 | 6,301 | 10,093 | 4,775 | 3,585 | 3,245 | 4,216 | 5606 | 8,550 | 0,670
B:Glyso%s | 0,000 | 6,328 | 10,057 | 4,091 | 2,811 | 3,042 | 4,128 | 5401 | 8401 | 0,620
ChCl:Glyo%v | 0,005 | 5671 | 11,807 | 22,499 | 21,631 | 8,309 | 6,995 | 12,632 | 13,637 | 0,246
ChCl:Glyso%v | 0,002 | 6,033 | 10,858 | 12,380 | 11,252 | 5411 | 5428 | 8,685 | 10,779 | 0,423
ChCl:Glyso%v | 0,001 | 6,188 | 10,451 | 8,041 | 6,801 | 4,168 | 4,755 | 6,992 | 9,553 | 0,499
ChCl:Glyso%v | 0,000 | 6,305 | 10,146 | 4,786 | 3462 | 3,235 | 4,251 | 5722 | 8634 | 0555
ChCl:Glyso%v | 0,000 | 6,329 | 10,081 | 4,095 | 2,754 | 3,037 | 4,144 | 5453 | 8439 | 0,567
ChCL:Glyto%s | 0,005 | 5671 | 11,807 | 22,499 | 21,631 | 8,309 | 6,995 | 12,632 | 13,637 | 0,246
ChCl:Glyso%s | 0,002 | 6,033 | 10,858 | 12,380 | 11,252 | 5411 | 5428 | 8,685 | 10,779 | 0,423
ChCl:Glyso%s | 0,001 | 6,188 | 10,451 | 8,041 | 6,801 | 4,168 | 4,755 | 6,992 | 9,553 | 0,499
ChCl:Glyso%s | 0,000 | 6,305 | 10,146 | 4,786 | 3462 | 3,235 | 4,251 | 5722 | 8634 | 0555
ChCl:Glyso%s | 0,000 | 6,329 | 10,081 | 4,095 | 2,754 | 3,037 | 4,144 | 5453 | 8439 | 0,567

4.2.STABILNOST ENZIMA FDH

Stabilnost enzima format dehidrogenaze (FDH) praéena je periodiCkim mjerenjem

aktivnosti FDH tijekom 14 dana inkubacije u pripremljenim otopinama DES-ova. Promjene u

aktivnosti enzima pracene su spektrofotometrijski prema protokolu opisanom u poglavlju

3.3.4., pri Cemu je rezidualna aktivnost (%) definirana kao omjer pocetne brzine reakcije nakon

inkubacije i brzine reakcije prije inkubacije enzima u otopinama DES-ova. Vrijednosti

rezidualne aktivnosti enzima FDH u razli¢itim DES-ovima su prikazane na slikama 6i 7.
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Slika 6. Rezidualna aktivnost enzima FDH u DES-u betain:glicerol (B:Gly)=1:2
tijekom inkubacije u B:Gly A) pri razli€itim udjelima vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te
B) pri razli¢itim udjelima pufera (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %)
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Slika 7. Rezidualna aktivnost enzima FDH u DES-u kolin-klorid:glicerol
(ChCI:Gly)=1:2 tilekom inkubacije u ChCI:Gly C) pri razli¢itim udjelima vode (10 %, 30 %, 50
%, 80 %, 90 %) te C) pri razli¢itim udjelima pufera (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %)

Kod referentnog pufera i u smjesama s DES-ovima, inaktivacija FDH slijedila je kinetiku prvog

reda, $to nam je omogucilo koristenje ovog kinetickog modela za izraunavanje konstante

inaktivacije te vrijeme poluzivota FDH (t,,, rpy). Nize konstante inaktivacije ukazuju na bolju

stabilnost enzima tijekom vremena, dok viSe vrijednosti sugeriraju brzu deaktivaciju enzima.

Rezultati konstanti inaktivacija i vremena poluZivota enzima FDH prikazani su na slikama 8 i

9. Rezidualna aktivnost enzima FDH u referentnom puferu smanijila se na manje od 20 % vec¢

nakon nekoliko dana inkubacije, a nakon 7. dana aktivhost enzima gotovo je potpuno
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izgubljena. Rezultati pokazuju da referentni pufer nije optimalan za o€uvanje stabilnosti FDH,
Sto je vidljivo iz kratkog vremena poluzivota (t, ,, rpy = 2,1 dan) i visoke konstante inaktivacije
(0,331 dan™). Otopine DES-ova B:Gly i ChClI:Gly s niskim udjelom vode (10 %) nisu omogucile
dugotrajnu stabilnost enzima FDH. Ovaj trend ukazuje na brzu destabilizaciju enzima FDH u
DES-ovima u kojima je sadrzaj vode < 30 %, Sto je takoder u skladu s visokim konstantama
inaktivacije i kratkim vremenima poluzivota u ovim DES-ovima. Medutim, DES na bazi kolin-
klorida s niskim udjelom vode (10%) pokazuje nes$to bolju stabilnost enzima FDH-a u
usporedbi s DES-om na bazi betaina, §to se moze vidjeti kroz dulje vrijeme poluzivota (B:Gly1o
wv, t1/2ppn = 6,5 dana, ChCl:Glyiowv, t1/2rpu = 9,0 dana). Otopine DES-ova s 30 % i 50 %
vode, omogudile su bolju stabilnost enzima. U ovim uvjetima, vrijeme poluzivota enzima za
DES B:Glysowv j€ t1/zrpy =21,4 dana, a za ChCl:Glyzowv j€ tq/,rpy = 14,7 dana, Sto upucuje
na to da umjerena razina vode moze pomoc¢i u oc€uvanju strukture enzima i njegove
funkcionalnosti. Vremena poluzivota za otopine DES-ova sa 50 % vode su nesto niZe, ali je i
dalje stabilnost enzima u njima dobro oCuvana. Otopina DES-a ChClI:Glysowyv, pokazuje bolju
stabilizaciju enzima FDH u odnosu na B:Glyso v, U DES-u ChCI:Glysowv €nzim je nakon 14.
dana inkubacije oCuvao €ak 90 % svoje rezidualne aktivnosti, dok je u DES-u B:Glyso %y
rezidualna aktivnost pala ve¢ nakon 3. dana inkubacije. To je potvrdeno duljim vremenom
poluzivota (18,22 dana naspram 7,05 dana) i nizom konstantom inaktivacije (0,043 dan™
naspram 0,103 dan™). Za razliku od toga, visok udio vode (90 %) smanijuje stabilizacijske
interakcije izmedu komponenata DES-a, ¢ime otopina gubi karakteristike DES-a i ponaSa se
viSe kao vodeni sustav, slican referentnom puferu. DES otopine s puferom takoder su
pokazale razli¢itu stabilnost enzima FDH ovisno o koncentraciji pufera. DES-ovi s udjelom
puferskog otapala od 80 % (w/w) omogudili su znacajno dulje oCuvanje aktivnosti enzima u
usporedbi s referentnim puferom. Primjerice, t;,, ppy za B:Glyso %e iznosio je 65,6 dana s
konstantom inaktivacije od 0,011 dan™, dok je ChCI:Glyso e t;/,rpy iznosio 29,9 dana s
konstantom inaktivacije od 0,023 dan™, §to predstavlja ¢ak 30 puta veci stabilizacijski efekt u
odnosu na referenti pufer. S druge strane, DES-ovi s niskim udjelom pufera od 10 %, nisu bili
u€inkoviti za odrzavanje stabilnosti enzima FDH, &to je sli¢no rezultatima za DES-ove s niskim
udjelima vode. Zanimljivo je da B:Glyio »p pokazuje vecéu stabilnost enzima FDH nego
ChClI:Glyio %p ,0bzirom da su rezultati s vodom pokazali suprotno. Rezidualna aktivnost za
DES ChCIl:Glyso %p gotovo je nepromijenjena tijekom cijelog perioda inkubacije, pri ¢emu je
vrijeme poluzivota iznosilo t,,, rpy = 17,8 dana ,a konstanta inaktivacije je 0,004 dan™. Kod
ChCl:Glyso e konstanta inaktivacije je nesto visa (0,005 dan™), dok je vrijeme poluzivota blago
povecano na ty,, rpy = 19,0 dana. S druge strane konstanta inaktivacije za B:Glyso«p iznosila
je 0,0018 dan™ a vrijeme poluzivota t;,, rpy = 40,1 dan, a za B:Glyso e konstanta inaktivacije

iznosila je 0,0015 dan™ a vrijeme poluzivota se povecalo na t;,,rpy = 55,2 dana. Iz toga
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slijedi da je stabilnost enzima bolja u DES-u na bazi kolin-klorida s 30 % pufera nego u DES-
u na bazi kolin-klorida s 50 % pufera. Nasuprot tome, stabilnost enzima pokazala se bolja u
DES-u na bazi betaina s 50 % pufera nego u DES-u na bazi betain s 30 % puferske otopine.
Razlike u stabilnosti enzima FDH izmedu DES-ova s dodatkom vode i onih s puferom upucuju
na to da stabilnost enzima uvelike ovisi o specificnim interakcijama koje proizlaze iz
kombinacije komponenti DES-a i vrste otapala. Visoki udio pufera (90 %) smanjuje
stabilizacijski u€inak enzima ,medutim DES na bazi kolin-klorida pokazao je bolju stabilizaciju
enzima FDH nego DES na bazi betaina.

Usporedbom razli¢itih otopina DES-ova, DES-ovi na bazi kolin-klorida opéenito su se
pokazali pogodnijima za oCuvanje stabilnosti FDH u usporedbi s DES-ovima na bazi betaina.
Kolin-klorid osigurava stabilnije ionsko okruzenje, §to omogucava vecéu stabilnost enzima
tijekom vremena. Dobiveni rezultati sugeriraju da su DES-ovi s udjelima vode ili pufera izmedu
30 % i 80 % (w/w) najpovoljniji za o€uvanje aktivnosti enzima FDH.

Pojedini rezultati pokazali su neoCekivane vrijednosti aktivnosti enzima nakon prvog
dana, pri ¢emu se rezidualna aktivnost enzima povecala od pocetne vrijednosti od 100 %,
nakon €ega je slijedilo postupno smanjenje. Prolazni porast aktivnosti enzima moze biti rezultat
adaptacije na DES i viskozni medij, pri €emu enzim prolazi kroz konformacijske promjene svoje
strukture (Guo i sur., 2023; Varriale i sur., 2022; Delorme i sur., 2020 ). Osim toga, ovaj porast
moze biti posljedica manjih pogreSaka u pripremi uzoraka ili uvjetima inkubacije koji utjeCu na
mjerenja.

ChCLGly oo %rF
ChCI:Gly a0 %r
ChCl:Gly s0%F
ChCIGlY a¢ %F
ChCIL:Gly 10%e
ChCLGly s¢ %y
ChCIGIlY a6 v
ChCI:Gly 5o %v
ChCIGIY ac v
ChCIGIY 16 %v
B:Gly ao%r
B:Gly ac %P
B:Gly soxr
B:Gly a0 %r
B:Gly 10%P
B:Gly g0 %
B:Gly so%v
B:Gly 50 %y
B:Gly ap sew

B:Gly 1o s
pufer

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
konstanta inaktivacije(dan-1)

Slika 8 . Konstante inaktivacije enzima FDH tijekom inkubacije u B:Gly i ChCIL:Gly pri
razli€itim udjelima vode (10 %,30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te pri razli¢itim udjelima pufera (10
%, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %)
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Slika 9. Vrijeme poluZivota enzima FDH tijekom inkubacije u B:Gly i ChCI:Gly pri razli¢itim
udjelima vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te pri razli€itim udjelima pufera (10 %, 30 %,
50 %, 80 %, 90 %)

4.3. STABILNOST NADH

Enzimi za svoju aktivnost zahtijevaju prisutnost kofaktora, stoga je ispitana i stabilnost
koenzima NADH tijekom inkubacije u eutektickim otapalima, koristec¢i spektrofotometrijsku
metodu. Stabilnost je pra¢ena analizom promjena u apsorpcijskom spektru u rasponu od 230
do 400 nm. Ova metoda se pokazala pogodnom za pracenje stabilnosti koenzima zbog
prisutnosti adenina i piridinskog prstena u strukturi NADH, koji apsorbiraju svjetlost na valnim
duljinama od 260 nm i 340 nm (Rover Jr. i sur., 1998). Stabilnost koenzima NADH prati se
mjerenjem preostale koncentracije tijekom vremena kako bi se odredila brzina njegove
degradacije i utvrdilo koliko dugo zadrzava svoju funkcionalnost u odredenim uvjetima (slike
10i11).
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Slika 10. Stabilnost koenzima NADH u DES-u betain:glicerol (B:Gly) = 1:2 tijekom inkubacije
u B:Gly A) pri razli¢itim udjelima vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te B) pri razli¢itim
udjelima pufera (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %)
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Slika 11. Stabilnost koenzima NADH u DES-u kolin-klorid:glicerol (ChCI:Gly)=1:2 tijekom
inkubacije u ChCl:Gly C) pri razli¢itim udjelima vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te D)
pri razlicitim udjelima pufera (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %)

Tijekom inkubacije, gubitak apsorbancije na 340 nm pratio je kinetiku prvog reda, koja
je koristena za izraCunavanje konstante degradacije i vremena poluzivota NADH. Niza
konstanta degradacije znaci da je degradacija koenzima sporija, $to rezultira duljim vremenom
poluzivota i ve¢om stabilno§¢éu NADH. Rezultati konstanti inaktivacije i vremena poluzivota

koenzima NADH prikazani su na slikama 12 i 13.
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Stabilnost NADH brzo opada u referentnom puferu, sto je potvrdeno kratkim vremenom
poluzivota koje iznosi t,/, napy = 4,6 dana i visokom konstantom degradacije koja je iznosila
knapy = 0,153 dan™. Ovi rezultati pokazuju da referentni pufer nije optimalan za oCuvanje
stabilnosti NADH, sli¢an efekt primijecen je i kod enzima FDH. U otopinama DES-ova s niskim

udjelom vode, poput B:Glyip wv i ChCIL:Glyio v stabilnost NADH ostaje visa kroz dulji
vremenski period, buduéi da se NADH u ovim otopinama sporije razgraduje. Te rezultate,
potvrdile su i niske konstante degradacije koje iznose 0,001 dan™ za oba DES-a i visoka
vremena poluzivota koja iznose t;/, yapu= 50,5 za B:Glyio wv | t1/,vapn = 66,0 dana za
ChCI:Glyi0 %v. U otopini DES-a na bazi kolin klorida s 10 % vode enzim NADH pokazuje
najbolju stabilnost, te pokazuje ¢ak 15 puta bolje rezultate nego referentni pufer. Otopine DES-
a s 30% vode takoder su pokazale vrlo dobre rezultate, obzirom da je vrijeme poluZivota

koenzima NADH u njima t;, yapy = 65,7 dana za B:Glyso wv i t1/, yapy = 58,8 dana za

ChClI:Glyso %v, Sto je u skladu i sa njihovim niskim konstantama degradacije ( 0,013 dan™ za
B:Glyso v i 0,015 dan™ za ChCl:Glyso %v). DES na bazi kolin-klorida sa 50 % vode pokazao je
bolju znatno bolju stabilnost koenzima NADH nego DES na bazi betaina sa 50 % vode, $to je
popraéeno nizom konstantom degradacije i duzim vremenom poluzivota. Udio vode od 80% i
90% znacajno smanijuje stabilnost NADH u oba DES-a , jer se otopine DES-ova pona$aju vise
kao vodene otopine i gube specificna ionska svojstva DES-a koja stabiliziraju NADH.
Stabilnost koenzima NADH pracena je i u otopinama DES-a s dodatkom pufera kako bi se
istraZio utjecaj razli¢itih omjera pufera na dugotrajnu stabilnost koenzima. Stabilnost koenzima
NADH pokazala se najboljom u otopinama DES-ova sa niskim raznima pufera (10 %
pufera),osobito u DES-u na bazi kolin-klorida kao &to je bilo i u otopinama DES-a razrijedenim
vodom. Vrijeme poluzivota za NADH u B:Glyio «e iznosilo je 17,5 dana, dok je u ChCl:Gly1o%p
iznosilo 44,2 dana. U skladu s tim su i njihove konstante degradacije, pri Cemu je konstanta
inaktivacije kypy= 0,04 dan™ u B:Glyio%p veca od konstante inaktivacije kypy = 0,015 dan™
u ChCl:Glyio e . U otopinama DES-ova sa 30 % i 50 % pufera koenzim NADH takoder je
pokazao dobru stabilnost, a stabilnijim se pokazao u otopinama na bazi kolin-klorida obzirom
da se u njima sporije degradira (kyapyB:Glyzo wr = 0,058 dan™, ky,pyChCI:Gly 30 %p = 0,014
dan™, kyapyB:Glysower =0,089 dan™, kypy ChCL:Glysowe -0,046 dan™). Vrijeme poluzivota
koenzima u B:Glys e iznosilo je 12,1 dana dok je u ChCI:Gly sowp iznosilo je 9,2 dana. lako
DES na bazi betaina ima duze vrijeme poluzivota ,u DES-u na bazi kolin-klorida koenzim
pokazuje bolju stabilnost zahvaljujuéi sporijoj degradaciji. U B:Glyso %p vrijeme poluZivota
iznosilo je 7,8 dana, a u ChCI:Gly so %p 30,6 dana, Sto ukazuje da je vrijeme poluZzivota 4 puta
dulje u DES-u na bazi kolin-klorida. Stabilnost NADH smanjena je u otopinama DES-a s viSim
udjelima pufera (80%,90% pufera, w/w) te su rezultati sli¢ni kao i u referentom puferu.

Opcenito, DES-ovi na bazi ChCl-a bili su pogodniji za stabilizaciju koenzima od DES-
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ova na bazi betaina. Veci udio DES-a pozitivno je utjecao na sposobnost otapalnih sustava da

stabiliziraju koenzim za sve testirane DES-ove.

ChCI:Gly so%r
ChCI:Gly sosr
ChCI:Gly sowp
ChCI:Gly a0 %r
GhCI:Gly 10
ChCI:Gly sosv
ChCI:Gly ao wv
ChCI:Gly so%v
ChCl:Gly s0sv
ChCI:Gly 1o wv
B:Gly oowr
B:Gly sowr
B:Gly sowp
B:Gly a3 %P
B:Gly 1%
B:Gly sosw
B:Gly sowv
B:Gly so v
BIGly 30 %v
B:Gly 10%v
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Slika 12. Konstante degradacije koenzima NADH tijekom inkubacije u B:Gly i ChCI:Gly pri
razliitim udjelima vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 90 %) te pri razli€itim udjelima pufera (10
%, 30 % ,50 %, 80 %, 90 %)
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Slika 13. Vrijeme poluzivota koenzima NADH tijekom inkubacije u B:Gly i ChCI:Gly pri
razli¢itim udjelima vode (10%, 30%, 50 %, 80%, 90 %) te pri razli€itim udjelima pufera (10 %,
30 %, 50 %, 80 %, 90%)
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4.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA | MATEMATICKO
MODELIRANJE

Korelacije izmedu fizikalno-kemijskih svojstava (pH, viskoznost i gustoc¢a) koristenih
DES-ova, DES deskriptora (o-profila), stabilnosti i FDH-a te stabilnosti NADH analizirane su
koristenjem Spearmanove korelacijske matrice, koja je odabrana zbog ne-normalne
distribucije podataka. Analiza je potvrdila nase gore navedene pretpostavke i nalaze iz
eksperimentalnog ispitivanja: ciljna svojstva reakcije pod utjecajem sastava DES-a dovela su
do proturje€nih rezultata. Odnosno, stabilnost FDH-a u testiranim sustavima otapala pokazala
je negativne korelacije sa stabilno§¢u NADH-a (tablica 5).

Spearmanova korelacijska matrica prikazana u tablici 5 naglasava sloZzenu medusobnu
povezanost fizikalno-kemijskih svojstava DES-a (pH, gustoca, viskoznost) i DES deskriptora s
performansama FDH-a i stabilnodéu njegovog kofaktora NADH-a. Stabilnost NADH-a
pokazala je znacajnu pozitivhu korelaciju s gustoéom/viskozno$¢u otapalnih sustava s DES-
ovima, $to se moZe pripisati sporijoj ukupnoj dinamici otapala koja pruzaju manje Stetno
okruZenje za otopljeni NADH. Stabilnost NADH-a znacajno je pod utjecajem pH vrijednosti,
dok za stabilnost FDH-a nije pronadena korelacija s ovom kemijskom osobinom. Dobro je
poznato da je stabilnost NADH-a (Zachos i sur., 2019) ovisna o pH-u. Medutim, ucestala
izvieS¢a o sposobnosti DES-ova da stabiliziraju razliCite enzime neovisno o pH vrijednosti dalje
izazivaju nedoumice. Ova zanimljiva opazanja upucuju na druge mehanizme, poput izravnih
interakcija izmedu komponenti DES-a i proteina ili s obliznjim molekulama vode, koji
potencijalno mijenjaju aktivhost vode u mediju (Damjanovic i sur., 2024). Nadalje, analiza je
otkrila da su gotovo svi DES deskriptori znacajno utjecali na ciljana svojstva. Konkretno, o tmix
i 0%mix (HBD regija, srednja polariteta), o 3mwix - 0 °mix (nepolarna regija, pozitivni naboji), o 8mix
— 0 &nix (nepolarna regija, negativni naboji) i o °mix (HBA regija) (Lemaoui i sur., 2020), su
pokazali znaCajan utjecaj na prouCavana svojstva. Stabilnost FDH-a i stabilnost NADH-a
pokazale su pozitivne korelacije sa svim deskriptorima, osim za o 2mix, KoOji je pokazao
negativnu korelaciju. Nadalje je pokazano da: otapala bogata HBA i nepolarnim domenama

stabiliziraju enzim (i koenzim), dok otapala bogata HBD-om mogu dovesti destabilizacije.
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Tablica 5. Spearmanova korelacijska matrica. Korelacije znacajne pri p < 0,05 ozna¢ene su podebljano

ti2, FoH | tiz napH | P n pH Olmix | O%mix [O%mix [ O%mix | O%mix [ OC%mix | O'mix | O%mix | 0%mix | O "'mix
t1/2, FoH
T o
P 0,199 | 0,635
1 0,142 | 0,663
pH 0,063 | -0,104 | 0,461 0,301
O "mix 0,146 | 0,679 0,316
O Zmix -0,146 -0,316
O 3mix 0,101 0,727 0,170
O “mix 0,101 0,727 0,170
O Smix 0,146 | 0,679 0,316
O Smix 0,110 | 0,694 0,286
O "mix 0,101 0,727 0,170
O Emix 0,101 0,727 0,170
0 mix 0,101 0,727 0,170
o mix | 0,249 |-0,139 0,177 0,099 |0439 |0,144 |-0,144 |-0,144 | -0,144 | 0,144 | 0,044 |-0,144 | -0,144 | -0,144
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4.4.1. Matemati¢ki modeli za opisivanje stabilizacijskog u¢inka DES-ova

Polazna hipoteza ove statistiCke analize bila je da se stabilnost FDH i NADH u DES-
ovima mogu opisati kao funkcija fizikih svojstava DES-a (gustoée, viskoznosti, pH) i o-profila
smjese. Ovi o-profili predstavljaju raspodjelu razli€itih funkcionalnih skupina u smijesi, a
izraZeni su pomocu deset 0 'mix deskriptora, koji su navedeni u tablici (0d 0 mix do 0 ¥ni).
Djelomicna linearna regresija (DLR) koristi se kako bi se opisala povezanost ulaznih varijabli
(fizicka svojstva DES-a i 0'mix deskriptori) i izlaznih varijabli (stabilnost FDH i NADH). Ovdje se
koristi princip podjele podataka u dvije regije kako bi se bolje uhvatili nelinearni odnosi izmedu
varijabli. Oba grafa (za stabilnost FDH i NADH) pokazuju vecinu raspodjelu eksperimentalnih
toCaka oko regresijskog pravca, $to sugerira da modeli dobro opisuju stabilnost biomolekula

na temelju ulaznih varijabli (slika 14).
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Slika 14. Usporedba izmedu eksperimentalnih podataka i podataka predvidenih djelomiénim
linearnim modelom za A) poluzivot FDH (t, /; gpy) i B) poluzivot NADH (t1 /2 napw)- (©)
kalibracijski skup podataka, (A) predikcijski skup podataka.
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Tablica 6. Djelomiéni linearni regresijski modeli za predvidanje stabilnosti FDH i stabilnosti
NADH na temelju specifi€nih ulaznih varijabli

RkaI2 Rpred2
LZ;?Z:;a 3;?2;‘;3 Jednadzba modela RMSEC RMSEP | RPD | RER
I ) Rkalzadj Rpredzadj
Y, = (3,489-0,015 X1-7,078 Xo-
Viskoznost 1,359 X5+0,113 X4+7,413 Xs-
(X1) 6,365 X¢-6,827 X7+2,733
st 5 Xg+12,839 Xo+8,943 X10+2,277
Polusivot 2 X11-3,795 X12) (for Y2<14,041) + | 0.829 0,738
FDH oH (%) (4,429-0,229 X;-285,320 4,775 4,944 | 3,292 | 10,456
X2+11,223 X3+0,109 X,+19,063 | 0,827 0,731
Molekulami Xs+10,294 Xs-10,294 X;-
deskriptori 1- | 10,649 Xg+9,620 Xg+12,795
9 (X4_X12) X1g+8,317 X11+1 ,174 X12) (for
Y,>14,041)
Ys= (11,199+0,001 X;+4,581
, Xo+0,121 Xs+21,634 X4-26,329
Viskosnost (X1) | x. 10,074 Xs-0,219 X;+29,394
. Xg+25,508 Xo+11,581 Xio-
Poluzivot | GUStO6@ (X2 | 11 355 X..) (for Ya<23,872) + (- | %930 4789 e 6150 | 3505 | 14193
NADH | molekulami | 0:217-0,175 X1+691,395 0929 | 0853 | ’ ’
deskriptori 1- | Xe*0,157 X¢-30,392 X,-58,475
9 (Xs-Xr1) Xs5-3,406 Xs-7,604 X;+28,916
Xg+14,168 Xg+28,553 X1o-
24,523 Xq;) (for Y3 >22,872)

*(Koeficijent determinacije za kalibraciju (Rkaz), prilagodeni koeficijent determinacije za kalibraciju
(Rkaradj), korijen srednje kvadratne pogreSke za kalibraciju (RMSEC), koeficijent determinacije za
predvidanje (Rprez), prilagodeni koeficijent determinacije za predvidanje (Rpredsadj), Korijen srednje
kvadratne pogreSke predvidanja (RMSEP), omjer predvidanja i odstupanja (RPD), omjer raspona
pogredke (RER)).

Odnos izmedu opazenih podataka i predvidanja modela je procijenjen koriStenjem
koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpred®), prilagodenog koeficijenta determinacije za
kalibraciju (Rpred?aq), korijena srednje kvadratne pogreske predvidanje (RMSEP), omjera
predvidanja i odstupana (RPD) i omjera raspona pogreske (RER). Kao 5to je prikazano u tablici
6 i na slici 14, razvijeni modeli opisuju eksperimentalne podatke s visokom preciznoSc¢u.
Najveée odstupanje izmedu modela i eksperimentalnih podataka pronadeno je za poluZivot
FDH (slika 14A) (Rca: = 0,829, Rcaragj = 0,827, RMSEC = 4,775 dana, RP®* = 0,738, Rpregadj =
0,731, RMSEP = 4,944 %, RPD = 3,292, RER = 10,456). Prema Hussainu i suradnicima, R2
vrijednost od 0.75 smatra se zna€ajnom, R2 vrijednost od 0.50 smatra se umjerenom, a R2
vrijednost od 0.26 smatra se slabom (Hussain i sur., 2018). Nadalje, modeli s RPD<1.4
smatraju se nepouzdanim, oni s RPD u rasponu od 1,4 do 2 smatraju se pravednima, dok se
modeli s RPD>2 opisuju kao izvrsni modeli (Chang i sur., 2001). Modeli s RER>4 prihvatljivi
su za probir podataka, modeli s RER>10 mogu se koristiti za kontrolu kvalitete, dok se modeli

s RER>15 mogu Koristiti za kvantifikaciju (Sim i sur, 2023). Stoga se DLR model razvijen za
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predvidanje poluzivota NADH na temelju Rpres- m0oZe smatrati zna€ajnim, dok se model razvijen
za predvidanje poluzivota FDH moze smatrati umjerenim. Na temelju RPD vrijednosti, oba
modela mogu se smatrati pouzdanima, dok na temelju RER vrijednosti, oba modela mogu se
koristiti za kontrolu kvalitete. Stoga se moze zakljuCiti da bi izvedivost matematickin modela
za predvidanje cilinih svojstava ili primjena DES-ova koriStenjem lako mijerljivih fizikalno-
kemijskih svojstava i kemijskih deskriptora, kao $to je ovdje prikazano, mogla biti vrijedna i za
industrijske primjene i za istraZivacke napore usmjerene na ova otapala. Osim toga, koristenje
ovih QSPR modela ne samo da moze pomodi u predvidanju svojstava od interesa, ve¢ moze
pruziti i vrijedne uvide u odnos izmedu strukture DES-ova i njihovih mjerljivin svojstava.
Analizom kako razli¢ite strukturne znacajke utjeu na ciljana svojstva, ovi modeli mogu pomoci
u rasvjetliavanju temeljnih mehanizama koji pokre¢u ponaSanje biomolekula u DES-ovima.
Ovo razumijevanje moze informirati dizajn i optimizaciju DES-ova, $to dovodi do uginkovitijih i

prilagodenijih primjena u razli¢itim podrucjima.

U zaklju¢ku, ovaj znanstveni rad doprinosi razumijevanju uloge fizikalnih karakteristika,
kao Sto su pH, viskoznost i gusto¢a, na stabilnost enzima i koenzima u DES-ovima.
KoriStenjem molekularnih deskriptora i matematiCkih modela, omogucéeno je preciznije
predvidanje ponasanja DES-ova u specifiCnim biokatalitiCkim uvjetima. Rezultati pokazuju da
su odredene kombinacije DES-ova, uzimajuci u obzir njihove fizikalne osobine, izrazito
ucinkovite u o€uvanju stabilnosti enzima i koenzima, §to otvara put prema racionalnom dizajnu
otapala koja optimiziraju biokataliticke procese. Medutim, kako bi se u potpunosti iskoristile
prednosti DES-ova u biokatalizi, nuZna su daljnja istrazivanja i razvoj raCunalnih alata te
odrzivih metoda za dobivanje proizvoda. Nas kombinirani eksperimentalni i racunalni pristup
povecava pouzdanost, optimizira resurse i ubrzava razvoj DES otapala za stabilizaciju enzima

te drugih industrijskih primjena ovih zelenih otapala.
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5.ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Fizikalno-kemijske karakteristike DES-ova, poput viskoznosti, gustoce i pH, ovise o
udjelu vode, pri ¢emu su DES-ovi na bazi betaina gusci i viskozniji od DES-ova na bazi
kolin-klorida te DES otopine u puferu odrzavaju stabilan pH za optimalnu enzimsku

aktivnost.

2. Stabilnost enzima FDH i koenzima opcenito je bolja u DES-ovima na bazi kolin-klorida
nego betaina. Enzim FDH najstabiliniji je u DES-ovima na bazi kolin-klorida s 30 - 80
% vode ili pufera. Koenzim NADH najstabilniji je u DES-ovima na bazi kolin-klorida s
10 - 30% vode ili pufera.

3. o-profil pomaze u analizi stabilnosti DES-ova, gdje DES-ovi bogati HBA i nepolarnim
regijama stabiliziraju FDH i NADH, dok HBD-om bogata otapala mogu destabilizirati
FDH i NADH. Takoder, viskoznost i gusto¢a znacajno utjeCu na stabilnost, s visokom

viskozno$¢éu koja smanjuje stabilnost FDH-a, ali povecava stabilnost NADH.

4. Modeli za stabilnost FDH i NADH su pouzdani prema RPD vrijednostima i prikladni za
kontrolu kvalitete prema RER vrijednostima, $to naglaSava potencijal za primjenu u
industriji i istrazivanjima te pruza uvid u odnos izmedu strukture DES-ova i njihovih

fizikalno-kemijskih karakteristika.

5. Ovaj rad znagajno doprinosi razumijevanju i primjeni DES-ova u biokatalitiCkim
procesima, nudeci integrirani pristup koji kombinira laboratorijska istrazivanja s
raCunalnim modeliranjem za racionalni dizajn otapala, ¢ime se povecava stabilnost

enzima i koenzima te te optimizira primjena u proizvodnji i ekonomi¢nost procesa.
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