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1. UVOD

Danas je, osim tradicionalnih kemijskih metoda koje se primjenjuju, sve ucestalija
primjena bioloskih sustava u industrijskim procesima. Bioloski reagensi, u koje pripadaju i
enzimi, koriste se za uklanjanje specificnih toksicnih spojeva transformacijom istih u
neskodljive, tj. za biorazgradnju te u biokatalizi za proizvodnju definiranih proizvoda, nerijetko
finih kemikalija i onih koje se godiSnje proizvode u multitonskim koli¢inama (eng. bulk
chemicals), iz definiranih supstrata. Za aktivnost mnogih enzima optimalni su blagi reakcijski
uvjeti kao Sto su relativno niske temperature, cesto 10 — 50 °C i umjereni raspon pH, 4 — 9.
Osim toga, enzimske se reakcije mogu provoditi bez uporabe ekstremnih tlakova i bez dodatka
metala u reakcijsku smjesu. Navedeni uvjeti doprinose ekoloski prihvatljivijem nacinu
provodenja brojnih reakcija u usporedbi s neenzimskim reakcijama koje Cesto zahtijevaju
izrazito kiselo ili luznato okruzenje, velika ulaganja u energiju potrebnu za zagrijavanje sustava
ili toksicne metalne katalizatore (Holland, 2002). Osim u preparativnoj organskoj kemiji, sve je
vedi interes za uporabu enzima na industrijskoj razini. Veliki industrijski potencijal pokazuje
enzim alkohol dehidrogenaza iz skupine oksidoreduktaza koji se istiCe u enantioselektivnoj
sintezi kiralnih alkohola, vaznih meduprodukata u proizvodnji mnogih lijekova i kemikalija,
redukcijom karbonilnih grupa u prokiralnim spojevima (Goldberg i sur. 2007; Kataoka i sur.,
2003). Proizvodnja mnogih kemikalija, lijekova, kozmetike, goriva, ambalaza i dr. izrazito je
poboljsala kvalitetu Zivota ljudi u 20. stoljecu, no proizvodni procesi su, izmedu ostalog, doveli
do znacajnog onecis¢enja okoliSa (Lancaster, 2002). U novije vrijeme promice se ekoloski
benigna proizvodnja koja implicira pokretanje proizvodnih sustava koji su ekoloski i ekonomski
prihvatljiviji. Pored toga, odrzivi razvoj, svijetski pokret kemijske industrije, pruza smjernice za
upravljanje resursima s krajnjim ciljiem minimiziranja koriStenja neobnovljivih izvora. U
ekoloskom kontekstu bitan je i pojam zelene kemije koji se odnosi na dizajn novih kemijskih
tehnologija sa svrhom smanjivanja ili eliminiranja uporabe opasnih tvari (Bommarius i Riebel,
2004.) S ciljem smanjenja uporabe Stetnih organskih otapala, poseban se naglasak stavlja na
razvoj ekoloski prihvatljivih zelenih otapala medu kojima se istiCu eutekticka otapala koje
karakteriziraju niska hlapljivost, biorazgradivost, jednostavna sinteza, niska cijena, velika

sposobnost otapanja te izvedivost strukturnog dizajna (Hou i sur., 2018).

Prema navedenom, svrha ovog rada bila je ispitati mogucénost implementacije razlicitih
eutektickin otapala u reakcijama redukcije kataliziranim dehidrogenazama. Ispitana je
aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze u pripravljenim eutektickim otapalima te su promjene



u konformaciji ovog enzima pracene spektrofluorometrijski. S obzirom na ovisnost koriStenog
enzima o nikotinamidnim koenzimima, ispitana je i stabilnost koenzima NAD* i NADH u

eutektickim otapalima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Biotransformacije

2.1.1. Opcenito o biotransformacijama i biokatalizatorima

Pojam biotransformacije odnosi se na biokatalizatorima, enzimima ili stanicama,
katalizirane reakcije pretvorbe definiranih prekursora u definirane ciljne produkte (Bommarius
i Riebel, 2004). U usporedbi s drugim biokatalitickim procesima, karakterizira ih slicnost
kemijske strukture supstrata i produkta. Prije razvoja biotransformacija, mikroorganizmi su se
kao biokatalizatori koristili samo u fermentacijskim bioprocesima od kojih se razlikuju po tome
Sto se pretvorba izmedu supstrata i produkta odvija ¢esto u jednom ili dva koraka, dok su

fermentacijski procesi Cesto slozeniji i odvijaju se u viSe koraka (Vasi¢-Racki, 2006).

Uporaba biokatalizatora u usporedbi s uobicajenim katalizatorima u organskoj sintezi
ima brojne prednosti. Biokatalizatori pokazuju visoku kemo-, stereo- i regioselektivnost. Na
slici 1 prikazana je regio- i stereoselektivnost biotransformacijskog postupka na primjeru
hidroksilacije progesterona isklju¢ivo na polozaju 11 steroidne jezgre i to samo u a-
konfiguraciji (Grogan, 2009). Nadalje, biokatalizatori su uglavnom stabilni i aktivni u blagim
reakcijskim uvjetima te u vodenom mediju ¢ime je lakSe postici proces uskladen sa zelenim
tehnologijama (detaljnije objasnjeno u poglavlju 2.2.1.). Primjena biokatalizatora je odrZziva jer
su isti netoksicni, biorazgradivi, a ponekad ih je moguce i reciklirati. Ipak, biokatalizatori esto
pokazuju slabiju specificnu aktivnost od kemijskih katalizatora, nestabilni su pri ekstremnoj
temperaturi i pH vrijednosti, razvoj biokatalizatora i biokatalitiziranih procesa je dugotrajan te
je ogranicena dostupnost enzima za odredene reakcije. Takoder, neki biokatalizatori za svoju
aktivnost trebaju kosupstrate i/ili kofaktore Sto poskupljuje proces sinteze proizvoda
(Bommarius i Riebel, 2004; Milner i Maguire, 2012).

Rhizopus arrhizus

Slika 1. Regio- i stereoselektivna hidroksilacija progesterona katalizirana s plijesni

Rhizopus arrhizus (Grogan, 2009)

Kao biokatalizatori u biotransformacijama najcesce se koriste mikrobne stanice i enzimi
izolirani iz istih. Osim navedenog, kao biokatalizatori se mogu koristiti i kulture biljnih i
Zivotinjskih stanica te kataliticka tijela i molekule ribonukleinske kiseline, ali njihova uporaba u
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istrazivanjima te naposljetku u industrijskim transformacijama nije toliko ucestala.
Mikroorganizmi su dobri biokatalizatori jer su sveprisutni, lako dostupni i lako se prilagodavaju
na razli¢ite uvjete pa mogu iskoristavati veliki raspon tvari za rast i prezivljavanje. 1z skupine
prokariota, u biotransformacijama se koriste iskljuCivo eubakterije, npr. Escherichia coli,
Pseudomonas sp., bakterije mlijeCne kiseline, bakterije octene kiseline. Medu mikrobnim
eukariotima, u biotransformacijama se isticu viSestanicni filamentozni fungi rodova Penicillium,
Mucor, Aspergillus, Rhizopusi dr. i jednostanicni kvasci. Povoljne karakteristike kvasaca su brzi
rast i dostupnost, a primjer dobrog biokatalizatora je Candida koja sadrzi enzim formijat
dehidrogenazu pa je njezina primjena Cesta u reakcijama regeneracije kofaktora. Filamentozne
funge karakterizira sposobnost biorazgradnje pa mogu razgradivati ksenobioticke supstrate,
npr. drvo. Biljne kulture imaju veliki biosintetski potencijal, no njihov je uzgoj sloZeniji i
dugotrajniji od uzgoja mikrobnih kultura stoga njihova primjena nije velika. Osim Sto same
biljne stanice mogu imati ulogu biokatalizatora, one su i izvor korisnih enzima koji se izoliraju
iz njih, npr. enzima glikoziltransferaze. Enzimi iz Zivotinjskih izvora danas se rijetko koriste jer
analogni enzimi mikrobnog podrijetla pokazuju jednaku ili vecu aktivnost zahvaljujuci primjeni

geneti¢kog inZenjerstva u biotehnologiji (Grogan, 2009).

Uzgoj cijelih stanica kao biokatalizatora ima nizZu cijenu u odnosu na nabavu procis¢enih
izoliranih enzima, a uporaba stanica osigurava i regeneraciju kofaktora unutar stanice,
jednostavno uklanjanje biokatalizatora iz reakcijske smjese filtracijom ili centrifugiranjem, a
pogodna je i za biotransformacije u vise koraka za koje je potrebno viSe enzima ili za koje je
izolacija enzima slozena. S druge strane, ovakav sustav zahtjeva sloZeniju i, posljedi¢no,
skuplju opremu potrebnu za uzgoj stanica. Zbog postojanja stanicne membrane moze biti
oteZan prijenos supstrata u stanicu i proizvoda iz iste. Nadalje, buduci da se u zivoj stanici ne
dogada samo jedna zZeljena, ve¢ i konkurentne reakcije, nekontrolirani metabolicki procesi
mogu dovesti do nezeljenih sporednih reakcija, a nusprodukti mogu biti toksi¢ni za stanicu ili
tesko izdvoijivi iz biokatalizatora. Ukoliko se stanice ne recikliraju, prije zbrinjavanja potrebno
ih je inaktivirati sterilizacijom u autoklavu ili tretiranjem kemijskim dezinfekcijskim sredstvom
(Grogan, 2009; Johannes i sur., 2006). Kataliziranje biotransformacija izoliranim enzimima
zahtjeva jednostavnu aparaturu i omogucuje vecu produktivnost u usporedbi s koriStenjem
cijelih stanica zbog moguceg dodatka vece koncentracije katalizatora u odnosu na postupke u
kojima se kao biokatalizator koriste cijele stanice (Faber, 2004). Osim toga, ovakav sustav
omogucava odvijanje Ciste reakcije bez nezeljenih sporednih reakcija metabolizma. Za ovako
katalizirane reakcije potreban je prociSceni enzim do odgovarajuceg stupnja Cistoce, koji se
Cesto dobavlja u praskastom obliku. To osigurava jednostavnost rada buduci da se enzim u



praskastom obliku upotrebljava kao uobicajeni kemijski reagens, ali poskupljuje proces.
Nedostatak reakcije s izoliranim enzima je potrebno dodavanje skupih kofaktora u reakcijsku

smjesu, ukoliko su potrebni za rad enzima, jer se ne regeneriraju izvan stanice (Grogan, 2009).

2.1.2, Enzimi u biotransformacijama

Prema tipu kemijske reakcije koju kataliziraju, enzimi se mogu podijeliti u 7 osnovnih
skupina: oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze, ligaze i translokaze
(Anonymous 1; Grogan, 2009). U tablici 1 naveden su tipovi reakcija koje kataliziraju osnovne

skupine enzima te primjeri enzima znacajnih u biotransformacijama.

Tablica 1. 7 osnovnih skupina enzima, tipovi reakcija koje kataliziraju i primjeri enzima koji

se koriste u biotransformacijama (Anonymous 1; Grogan, 2009)

SKUPINA ENZIMA TIP REAKCIJE KOJ1I PRIMJERI ENZIMA KOJI
KATALIZITAJU SE KORISTE U
BIOTRANSFORMACIJAMA
Oksidoreduktaze Reakcije oksidacije i redukcije Laktat dehidrogenaza
Transferaze Reakcije prijenosa grupa Flavonol-3- O
glukanotransferaza
Hidrolaze Reakcije cijepanja veze pomocu Kimotripsin izomeraza
vode
Liaze Reakcije adicije vode/amonijaka na Fumaraza
dvostruku vezu Fenilalanin-amonij liaza
Izomeraze Reakcije izomerizacije Glukoza-6-fosfat izomeraza
Ligaze Sintezu kovalentnih veza uz Aspartat-amonij ligaza
istodobnu hidrolizu koenzima ATP-
a na ADP i Pi
Translokaze Prijenos iona ili molekula kroz

membranu ili njihovo razdvajanje
unutar membrane

Znacajnije biotransformacije koje kataliziraju enzimi iz skupine oksidoreduktaza su
hidroksilacije, keto-aldehidne medupretvorbe, redukcije dvostrukih veza ugljik-ugljik i
oksidacije amina. Nadalje, reakcije oksidacije imaju ulogu u funkcionalizaciji neaktivnih
molekula, npr. ugljikovodika te su predmet brojnih istrazivanja u podrucju biotransformacija
(Grogan, 2009). Zahvaljujuéi visokoj stereoselektivnosti reakcija koje osiguravaju enzimi,
danas su biotransformacije hidroksilacije steroida u prednosti u odnosu na kemijski
katalizirane reakcije na industrijskoj razini (Gréger i Asano, 2012). Dehidrogenaze iz skupine
oksidoreduktaza mogu se koristiti u asimetri¢noj sintezi kiralnih spojeva. Naime, Temifo i sur.
(2005) navode kako se stereoselektivna sinteza kiralnih alkohola najbolje moze postici
asimetricnom redukcijom prokiralnih ketona posredstvom alkohol dehidrogenaza. Odvijanje
brojnih oksidoredukcijskih reakcija ovisi o neproteinskom kofaktoru. U oko 80 % reakcija ovog



tipa kofaktor je nikotinamid adenin dinukleotid (NAD*/NADH), a kao alternativa potrebi
dodavanja skupog kofaktora u smjesu, razvijaju se sustavi za regeneraciju medu kojima je
najpoznatiji sustav formijat/formijat dehidrogenaza koji se temelji na regeneraciji NAD* uz
pomoc¢ enzima formijat dehidrogenaze (Johannes i sur., 2006).

U enzimskoj skupini transferaza znacajne su kinaze, koje se u biotransformacijama
mogu iskoristiti za sintezu fosfoestera i glukoziltransferaze, koje sudjeluju u reakcijama
nastajanja glikozida. Problematika reakcija kataliziranih glukoziltransferazama je ovisnost o

aktiviranim donorima Secernih jedinicama — nukleotidima, koji su skupi (Grogan, 2009).

Treca skupina enzima su hidrolaze koje se najéesée primjenjuju u industriji. Hidrolaze
se mogu primjenjivati npr. u proizvodnji meduprodukata za farmaceutske proizvode ili
pesticide. U biotransformacijama se najcesSée koriste lipaze i proteaze. Proteaza kimotripsin
primjenjuje se u mnoge svrhe u podrucju organske sinteze te je vrlo vazna njena primjena u
cijepanju esterskih veza u reakcijama enantioselektivne analize s ciljem dobivanja opticki Cistih

produkata — alkohola i karboksilnih kiselina (Grogan, 2009; Johannes i sur., 2006).

Izomeraze se Cesto koriste za heksoza-pentoza izomerizacije, medu kojima je vazna
glukoza-6-fosfat izomeraza, koja katalizira ekonomski znacajnu biotransformaciju glukoza-6-
fosfata u fruktoza-6-fosfat. Vazne su i racemaze kojima se postizu inverzije apsolutnih

konformacija molekula (Grogan, 2009).

Sljede¢e dvije skupine, liaze i ligaze, najmanje se primjenjuju u industriji. Izvrsna
sreteoselektivnost, kao i kod hidrolaza, iskoriStena je u skupini liaza koje se primjenjuju za
dobivanje opticki Cistih alkohola i amina u preparativnoj organskoj kemiji (Grogan, 2009;
Johannes i sur., 2006). Grogan (2009) za ligaze navodi kako, iako su potencijalno korisne, za

njih postoje ogranicenja u literaturi o biotransformacijama.

Translokaze su posljednje klasificirana skupina enzima, vezana uz procese koji
ukljucuju stanice kao katalizatore, zbog uloge ovih enzima u odrzavanju bioloSke aktivnosti
stanica. Primjerice, ADP/ATP translokaze nuzne su za izmjenu citosolnog adenozin difosfata
(ADP) i mitohondrijskog adenozin trifosfata (ATP) kroz unutarnju mitohondrijsku membranu
te su tako posrednici u opskrbi stanice energijom, a karnitin-acilkarnitin translokaze zaduzene
su za transport kompleksa karnitin-masna kiselina i karnitina kroz unutarnju mitohondrijsku

membranu, Sto je vazno za metabolizam masnih kiselina (Anonymous 1).



2.1.3. Industrijske biotransformacije

U posljednjem desetljecu 20. stolje¢a zapoceo je brzi porast broja biotransformacijskih
procesa primijenjenih na industrijskoj razini. Biotransformacijski procesi primjenjuju se u
proizvodniji Sirokog spektra proizvoda: od finih kemikalija i farmaceutika, do agrokemikalija i
proizvoda prehrambene i kozmeticke industrije. U industrijskom mijerilu, kao i u
laboratorijskom, kao biokatalizatori koriste se i enzimi i stanice koji mogu biti slobodni ili
imobilizirani. Dok se u kemijskoj industriji biotransformacije primjenjuju u malim i velikim
industrijskim, u farmaceutskoj se industriji ¢esto primjenjuju u vrlo malim mjerilima u kojima
se proizvodi izmedu 1 i 100 kg proizvoda godiSnje, kao dio programa razvoja lijekova za koje
je potrebno osigurati dovoljno farmaceutskog materijala za klinicka ispitivanja u kratkom

vremenu (Straathof i sur., 2002).

Straathof i sur. (2002), usporedujuéi 134 industrijski primijenjena biotransformacijska
procesa, izvijeS¢uju da su najzastupljeniji biokatalizatori hidrolaze (44 %) te redoks
biokatalizatori (30 %), koji ukljucuju i oksidoreduktaze i stanice koje kataliziraju redukcije ili
oksidacije, dok su ostali enzimi puno manje zastupljeni. Biokatalizatori redoks reakcija, kao i
liaze, veliku ulogu imaju u asimetricnoj sintezi kiralnih spojeva, dok su hidrolaze viSe vezane
uz kineticke rezolucije enantiomera. Razvoju biotransformacijskih procesa znacajno doprinosi
visoka selektivnost (narocito enantioselektivnost) enzima koja omogucuje proizvodnju kiralnih
prekursora (za proizvodnju npr. opticki Cistih lijekova ili aditiva za hranu) i bioloski aktivnih
spojeva, a o kiralnosti ovise svojstva i aktivhosti mnogih spojeva (Mufioz Solano i sur., 2012;
Straathof i sur., 2002).

Medu industrijski najzastupljenijim enzimskim biokatalizatorima — hidrolazama, bitne
uloge u industrijskim biotrasnformacijama, osim serinskih peptidaza, koje koriste u sintezi
peptida i katalizitaju (trans)esterifikacije u reakcijama kineticke rezolucije, imaju lipaze. Lipaze
za svoju aktivnost ne trebaju kofaktore te su izrazito dobri katalizatori u reakcijama dobivanja
alkohola, Alaktama, kiselina i amina. Primjer industrijski vrlo vazne lipaze je CalB - lipaza
izolirana iz kvasca Candida antarctica. Zbog svoje niske supstratne specifi¢nosti primjenjuje se
u raznovrsnim biotransformacijama, poput desimetrizacije prokiralnog spoja u kiralni ili

transacilacije supstrata (Mufioz Solano i sur., 2012; Nestl i sur,. 2011).

Primjeri proizvoda nekih biotransformacijskih procesa u industrijskom mijerilu te koli¢ina

njihove godiSnje proizvodnje prikazani su u tablici 2.



Tablica 2. Proizvodi industrijskih biotransformacija u razli¢itim mjerilima godisnje proizvodnje
(Ghisalba i sur., 2010)

PROIZVOD GODISNJA PROIZVODNJA U TONAMA
Glukozno-fruktozni sirup 12000000
Limunska kiselina 1000000
Akrilamid 250000
Vitamin C >100000
Nikotinamid 15000
6-aminopenicilinska kiselina 10000
Aspartam 10000
7-aminocefalosporanska kiselina 4000
(S)-Naproxen >1000
L-karnitin Nekoliko stotina
L-DOPA >150
Medu navedenim primjerima 6-aminopenicilinska kiselina  (6-APA) i 7-

aminocefalosporanska kiselina (7-ACA) vazni su u farmaceutskoj industriji jer se koriste kao
prekursori u sintezi novih S-laktamskih antibiotika. Od 1973. godine, u industriji se primjenjuje
dobivanje 6-APA biotransformacijom s imobiliziranim enzimom penicilin amidazom koji
katalizira deacilaciju penicilina G ili V. Ova biotransformacija zamjenjuje nekoliko kemijskih
reakcija u kemijskoj sintezi 6-APA. Spoj 7-ACA proizvodi se iz cefalosporina C visoke Cistoce
kemijsko-enzimskim postupkom u dva koraka, pri ¢emu je prvi kemijski, a drugi kataliziran
imobiliziranim enzimom glutaril amidazom. Ovom enzimskom biotransformacijom smanjen je
broj slozenih koraka kemijske sinteze vodenih na -40 °C do -60 °C te je skraceno vrijeme
sinteze 7-ACA (Vasi¢-Racki, 2006). Kemijska sinteza nikotinamida, esencijalne supstancije za
funkcioniranje metabolizma, takoder se moze zamijeniti biokatalizom u industrijskim mjerilima.
Biotransformacijski proces provodi se u tri kontinuirane visokoselektivhe reakcije iz
nikotinonitrila s izoliranim stanicama bakterije Rhodococcus rhodochrous J1 koja sadrzi

potreban enzim nitril hidratazu (Ghisalba i sur., 2010).

2.2. Zelena otapala za zelene tehnologije

U industrijskim procesima uporaba otapala gotovo je neizbjezna radi otapanja ¢vrstih
supstrata, prijenosa topline i mase. Izbor prikladnog otapala, koje mora biti pogodno za



uporabu u reakcijskim sustavima, vazan je i zbog utjecaja prvenstveno viskoznosti istog na
procese separacije i prociS¢avanja proizvoda. Voda ima veliku primjenu u industrijskim
procesima i Cini se kao prvi izbor za otapalo jer je nezapaljiva, netoksi¢na, lako dostupna i
jeftina, ali nije pogodna za otapanje mnogih organskih i organometalnih spojeva. Takoder,
nakon zavrSetka procesa, kada treba ukloniti otapalo, za uklanjanje vode potrebno je uloziti
puno energije Sto poskupljuje proces. Uobicajena ucinkovita otapala za mnoge procese su
organska otapala koja su toksi¢na, lako hlapljiva, zapaljiva te im je potrebno pronaci zeleniju
alternativu (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

2.2.1. Sto su zelena otapala?

Anastas i Warner predstavili su 1998. godine 12 nacela zelene kemije koja promicu
smanjenje uporabe i proizvodnje Stetnih spojeva te primjenu obnovljivih sirovina u razlicitim
procesima. Iako svih 12 nacela nije moguce istovremeno ispostovati, cilj je osmisliti proces u
kojem se primjenjuje Sto vedi broj istih (Jukic i sur., 2004). U skladu s nacelima zelene kemije,
javila se potreba za zamjenom otapala dobivenih preradom nafte, otapalima iz obnovljivih
izvora, odnosno, zamjenom opashih organskih otapala onima koja su sigurnija za zdravlje i
okoliS. Kao nova, zelena, ekoloski prihvatljivija otapala isticu se ionske kapljevine, superkriticni
i subkritcini fluidi te otapala dobivena iz obnovljivih, odnosno prirodnih izvora, medu kojima su

najznacajnija eutekticka otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Ionske kapljevine (eng. Ionic Liguids, ILs) su organske soli sa taliStem nizim od 100 °C.
Sastavljene su iskljucivo od iona, i to najéeS¢e od organskog kationskog dijela koji ukljucuje
supstituiranu molekulu koja sadrzi pozitivno nabijeni atom dusika, fosfora ili sumpora te
organskog ili anorganskog anionskog dijela (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Ionske kapljevine
svrstavaju se u zelena otapala zbog pozeljnih svojstava nehlapljivosti, nezapaljivosti te
toplinske, kemijske i elektrokemijske stabilnosti (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Osim navedene
niske tocke taliSta, karakterizira ih nizak tlak para, velika viskoznost, gustoéa veca od gustoce
vode i povrSinska napetost manja od povrsinske napetosti vode, a veca od n-alkana. Bududi
da pripadaju skupini polarnih otapala, pogodna su za otapanje mnogih anorganskih, organskih
spojeva te polimera. U usporedbi sa uobicajenim otapalima u kojima mogu biti prisutne Van
der Waalsove interakcije, dipol-dipol interakcije te vodikove veze, u ionskim kapljevinama, radi
njihove specificne ionske prirode, javljaju se i ionske interakcije koje, takoder, omogucuju
dobru topljivost polarnih tvari. S obzirom na brojnost kationa i aniona koji se mogu kombinirati
u pripravi ionskih kapljevina kako bi se dobila otapala razlicitih svojstava, iste se mogu nazvati
dizajnerskim otapalima. Primjena ovih otapala istrazivana je u mnogim podrucjima kao Sto su

procesna tehnologija, biotehnologija, kemijska tehnologija, farmaceutika, elektrokemija i dr.,



no uporaba istih, iako je otvorila put prema Zzelenijim procesima, ima svoje nedostatke.
Problem predstavlja visoka cijena, koristenje organskih otapala ili neobnovljivih sirovina (npr.
naftne sirovine) u uobicajenim procesima priprave ionskih kapljevina kao i potencijalna
opasnost za okolis (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Paiva i sur. (2014) isto tako kao nedostatke

ovih otapala navode loSu biorazgradivost, biokompatibilnost te odrzivost.

Druga vrsta zelenih otapala su superkriticni fluidi (eng. Supercritical Fluids, SCFs). Oni
imaju svojstva izmedu tekucina i plinova, a pripremaju se zagrijavanjem tekucine do
temperature koja je viSa od kriti¢ne temperature te komprimiranjem pri tlaku viSem od kriti¢ne
vrijednosti tlaka za odredeni fluid. Prikladno otapalo za pripremu SCF-a bira se uzimajuci u
obzir ekoloske i ekonomske Cimbenike, superkriticna svojstva te sposobnost otapanja razliitih
tvari, a medu razlicitim ispitivanim fluidima isticu se ugljikov dioksid (CO) i voda koji se
najcesce koriste kao ekstrakcijska sredstva. Ugljikov dioksid pogodan je za pripremu SCF-a
zbog netoksi¢nosti, dostupnosti, povoljnih kriticnih svojstava (kriticha temperatura
7c = 31,1 °C; kriticni tlak p. = 7,38 MPa) i jednostavnog uklanjanja s proizvoda. U usporedbi s
ionskim kapljevinama, superkriti¢ni CO; nije Stetan za okolis niti ljudsko zdravlje buduéi da CO,
ima status komponente sigurne za uporabu (eng. Generally recognized as safe, GRAS status)
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Superkriticni CO, dobro otapa nepolarne, ali i slabo polarne
spojeve, male ili srednje molekulske mase, medutim, s povecanjem tlaka u fluidu, moguce je
izdvajanje i vecih, polarnijih i manje hlapljivih spojeva (Brunner, 2005). Za razliku od ugljikovog
dioksida, voda je izrazito polarna molekula, te se u uobic¢ajenim uvjetima ne moze koristiti kao
otapalo za ekstrakciju slabo polarnih ili nepolarnih spojeva, ali dovodenjem vode iz sobnih
uvjeta u superkriticno (7c = 374 °C; p. = 22,1 MPa) ili subkriti¢no stanje (temperatura vode je
viSa od temperature vrenja, ali niza od kritine temperature, a visoki tlak odrzava vodu u
tekucem stanju), svojstva vode se znacajno mijenjaju pa dobiveni fluid postaje povoljan medij
za brojne organske spojeve. Dok je primjena superkriticne vode, zbog izrazito reaktivnog
okruzenja, ograni¢ena na ekstrakciju vrlo stabilnih spojeva, broj primjena subkriticne vode sve
se vise povecava ¢emu dodatno pogoduju niska cijena, netoksicnost, efikasnost i visoka

ekstrakcijska selektivnost (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Glicerol i derivati dobiveni iz glicerola istiCu se medu otapalima koja su dobivena iz
obnovljivih izvora, npr. iz otpadnih materijala i biomase, koji se, osim uloge otapala u katalizi,
organskim reakcijama i separacijama, mogu iskoristiti kao preteCe za sintezu drugih zelenih
otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Vazno svojstvo glicerola kao otapala je dobro otapanje
anorganskih soli, kiselina, baza, enzima i mnogih kompleksa prijelaznih metala koje dobro

otapa i voda, ali i organskih, ¢esto hidrofobnih spojeva kao Sto su ugljikovodici koji se slabo
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mijeSaju ili ne mijeSaju s vodom. Glicerol je pri normalnom tlaku nehlapljiv spoj i ima visoku
temperaturu vreliSta koja iznosi 290 °C Sto pogoduje ubrzavanju reakcija zbog moguénosti
vodenja pri viSim temperaturama. Visoko vreliSte takoder pogoduje mogucnosti provodenja
destilacije pri izdvajanju proizvoda procesa. Druga svojstva glicerola i derivata koja doprinose
zelenim tehnologijama su netoksi¢nost, biorazgradivost, lako izdvajanje iz reakcijskih smjesa i
mogucnost recikliranja, nezapaljivost te velika dostupnost glicerola zahvaljujuci proizvodniji
biljnog ulja i biodizela u kojima nastaje i glicerol. Uz sve navedeno, prednost uporabe glicerola
je njegova niska cijena, posebno glicerola tehnicke Cistoce. Usprkos brojnim prednostima
uporabe glicerola kao otapala, ovaj spoj ima veliku viskoznost Sto oteZava prijenos mase, nije
pogodan za kompleksne katalizatore prijelaznih metala, a visoka kemijska reaktivnost
hidrofilnih skupina ograniCavaju njegovu uporabu otapala u kemijski inertnoj okolini (Gu i
Jéréme, 2010).

2.2.2, Eutekticka otapala

Nova, naprednija generacija zelenih otapala su eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic
Solvents, DES). DES je smjesa dviju ili viSe Cvrstih, ili teku¢ih komponenti, koje u odredenom
omjeru snizavaju visoku temperaturu taliSta pa smjesa postaje tekuéina pri sobnoj temperaturi
i ima znatno niZe taliSte od taliSta pojedinih komponenata. Fazni dijagram opisane smijese
prikazan je na slici 2. Za snizavanje temperature taliSta smjese odgovorna je delokalizacija
naboja koja se dogada zbog stvaranja vodikovih veza uslijed priprave DES-a kompleksiranjem

izmedu molekule akceptora vodika i molekule donora vodikove veze (Paiva i sur., 2014).

' 4

| Taliste A

B -

.
\ ' Taliste B
g Tekucina =,
5 )
s
8 A + tekucina
£ B + tekudina
= '
Eutekticka tocka
Cvrste tvari A + B
A Molarni udio komponente B B

Slika 2. Fazni dijagram binarne smjese eutektickog otapala (Smith i sur., 2014)

Kod priprave DES-ova, akceptori vodikove veze, najcesée kvaterne amonijeve soli,

ulaze u interakcije s metalnim ionima ili donorima vodikove veze, medu kojima se isti¢e kolin-
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klorid, te oni formiraju kompleks. Kolin-klorid je pogodan spoj za pripravu eutektickih otapala

zbog biorazgradivosti, male cijene i niske toksi¢nosti (Zhang i sur., 2012). Na slici 3 dat je

prikaz spojeva koji se Cesto koriste u pripravi DES-ova.

Donori vodikove veze

Akceptori vodikove veze
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Slika 3. Strukture nekih donora i akceptora vodikove veze u pripravi eutektickih otapala
(Van Osch i sur., 2017)

Kada se kao komponente za pripravu eutektickih otapala koriste primarni metaboliti
organizama, kao Sto su aminokiseline, organske kiseline, derivati kolina ili Seceri, moze se
govoriti o prirodnim eutektickim otapalima (eng. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES), koji

u potpunosti predstavljaju principe zelene kemije (Paiva i sur., 2014).

Priprava eutektickog otapala ne odnosi se na kemijsku reakciju, ve¢ na formiranje
vodikove veze izmedu komponenti koje Cine otapalo, i smatra se ekoloski odrzivim procesom
jer prilikom iste ne nastaje otpad, tj. atomska ucinkovitost iznosi 100 % (Cvjetko Bubalo i sur.,
2016). Ova zelena otapala pripremaju se iz smjese koncentrirane otopine u kojoj je otopljena
svaka komponenta otapala. Takoder, mogu se pripraviti iz otopine jedne od komponenata
otapala u kojoj je druga u disociranom obliku, dok je treci nacin priprave iz ¢vrste smjese dviju
komponenti zagrijavanjem do definirane temperature (Paiva i sur., 2014). Osim najceSée
koriStenog blagog zagrijavanja komponenti uz moguéi prethodni dodatak vode, postupci
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priprave odredenih DES-ova mogu se poboljSati primjenom liofilizacije, vakuum uparavanja,
ultrazvuka i mikrovalova (Cvjetko Bubalo i sur., 2016). Cvjetko Bubalo i sur. (2016) su objavili
uspjesnu pripravu otapala kolin-klorid : glukoza, molarnog omjera 1:1, uz dodatak 10 % vode
istovremenom primjenom ultrazvuka i mikrovalova. U usporedbi s klasichom metodom priprave
ovog otapala, vrijeme priprave uz primjenu ultrazvuka i mikrovalova skraceno je s 3 h na

25 min, dakle viSe od 7 puta.

Eutekticka otapala razvijena su kao dio Cetvrte generacije ionskih kapljevina i
karakteriziraju ih neka zajednicka svojstva kao Sto su nehlapljivost, nezapaljivost i velika
viskoznost. Nadalje, eutekticka otapala se, kao i ionske kapljevine, ubrajaju u dizajnerska
otapala zbog velikog broja mogucih struktura koje rezultiraju velikim brojem otapala razli¢itih
fizikalno-kemijskih svojstava. Medutim, eutekticka otapala su sigurnija za zdravlje i okolis jer
se temelje na spojevima koji su sigurni za uporabu. Osim niske toksi¢nosti, prednosti uporabe
DES-ova su niska cijena sirovina i jednostavna priprava otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
Zbog pozitivnih sigurnosnih, ekoloskih i ekonomskih aspekta, DES-ovi su prikladni za primjenu
u ekstrakcijskim postupcima (narocito za izolaciju bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala),
biokatalizi, organskoj sintezi, elektrokemiji, kemiji materijala, biomedicini (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015; Zhang i sur., 2012).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Enzimski pripravak

Liofilizirana alkohol dehidrogenaza (ADH) izolirana iz kvasca Saccharomyces cerevisiae (Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD).

3.1.2. Kemikalije

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Etanol (96 %, v/v), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Etilen-glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Glicin, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Glicerol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Klorovodicna kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

NAD*, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

NADH, Alfa Aesar, Ward Hill, SAD

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev pirofosfat dekahidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Tris baza, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Urea, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala bili su analiticke Cistoce.

3.1.3. Puferi i maticne otopine

Glicin-pirofosfatni pufer (pH=9)
Piprema: Otopi se 8,34 g Na4sP,0O7 » 10 H,0i 0,42 g glicina u 250 mL redestilirane
vode te se podesi pH otopine 9 dodatkom 1 M otopine HCI.

Tris-HCI pufer (pH=7,5)
Priprema: Otopi se 60,57 g Tris baze u 350 mL deionizirane vode i pH vrijednost
se podesi dodatkom 12 M otopine HCI. Nakon podeSavanja pH odmjerna tikvica
se dopuni deioniziranom vodom do 500 mL.
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PBS pufer (pH=7,1)
Piprema: Otopi se 8,0 g natrijeva klorida, 0,2 g kalijeva klorida, 1,44 g
dinatrijeva hidrogenfostata te 0,24 g kalijeva dihidrogenfosfata i u odmjernoj
tikvici dopuni se destiliranom vodom do 1000 mL.

Maticne otopine NAD* (snap+ = 15 mg mL?i yap+ = 0,5 g mL?)
Mati¢na otopine NADH (yaon = 15 mg mL?)
Maticne otopine ADH (o1 = 30 mg mL? i yapn = 0,4 mg mL?t)

3.1.4. Oprema i uredaji

3.2.

Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, Slovenija

Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Laboratorijska tresilica, KL2, Fisher Scientific GmbH,Schwerte, Njemacka
Laboratorijsko posude (laboratorijske CaSe, epruvete, odmjerne tikvice, menzure,
kivete, tikvice s okruglim dnom, stalak za epruvete)

Magnetska mijesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

Mikropipete (20 pL, 100 uL, 1 mL, 5mL)

Spektrofluorimetar, Cary Eclipse, Varian, USA

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

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

Metode

3.2.1. Priprava eutektickih otapala

Pripravljena su eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) s dva razliCita

molarna omjera vode, za pracenje promjena u konformaciji enzima alkohol dehidrogenaze i

stabilnosti nikotinamidnih koenzima, te eutekti¢ka otapala s dva razli¢ita masena udjela vode,

za odredivanje aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze. U tikvicu s okruglim dnom dodani su

kolin-klorid, etilen-glikol/glicerol/urea i voda u koli¢inama preracunatim iz molarnih omjera,

komponenata, odnosno masenih udjela vode koji su navedeni u tablicama 3 i 4. Smjesa

komponenata mijeSana je tijekom 2 sata na magnetnoj mijesalici pri temperaturi 50 °C, nakon

Cega je dobiveno homogeno, prozirno i bezbojno eutekticko otapalo. Pomocu multimetra

pH/ion metra izmjerene su pH vrijednost pri temperaturi od 25 °C.
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Tablica 3. DES-ovi pripravljeni za odredivanje aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze

DES Kratica
Kolin-klorid : etilen-glikol ChEg40%
ChEg80%
Kolin-klorid : glicerol ChGly40%
ChGly80%
Kolin-klorid : urea ChU40%
ChU80%

Molarni omjer Maseni udio
komponenata vode [%]
1:2 40

1:2 80

1:2 40

1:2 80

1:2 40

1:2 80

Tablica 4. DES-ovi pripravijeni za praenje promjena u konformaciji enzima alkohol

dehidrogenaze i stabilnosti nikotinamidnih koenzima
DES Kratica

Kolin-klorid : etilen-glikol : voda ChEg4

ChEgs
Kolin-klorid : glicerol : voda ChGly4

ChGlys
Kolin-klorid : urea : voda ChU4

ChUs

Molarni omjer komponenata
1:2:4
1:2:8
1:2:4
1:2:8
1:2:4

1:2:8

3.2.2. Odredivanje aktivnosti alkohol dehidrogenaze

Aktivnost enzima ADH odredivana je spektrofotometrijskim testom koji se temelji na

reakciji oksidacije etanola u acetaldehid uz istovremenu redukciju NAD* u NADH u glicin-

pirofosfatnom puferu pH vrijednosti 9 i u DES-ovima. Shematski prikaz reakcije dat je na slici 4.
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ETAMOL H ACETALDEHID H H

~CONH; CONH,
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Slika 4. Shema reakcije oksidacije etanola u acetaldehid katalizirane enzimom alkohol
dehidrogenazom (Anonymous 2, 2017)

Spektrofotometrijski je mjerena promjena apsorbancije nastalog NADH pri A = 338 nm jer
reducirani nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) apsorbira maksimalnu koli¢inu svjetlosti
upravo te valne duljine, dok njegov oksidirani oblik (NAD*) u valnom podrucju 300 — 400 nm

ne apsorbira svjetlost.

Iz promjene apsorbancije u vremenu A4ABS/At izraCuna se volumetrijska aktivnost

enzima ADH prema izrazu [1]:

AABS Vi
A‘U —_ —_— .
At Vr‘€340‘d

[1]

Gdje je: f - faktor razrjedenja; I, — volumen uzorka (cm?3); V,— ukupni volumen (cm3);
&40 — ekstincijski koeficijent (cm? pm) koji iznosi 6,22 cm? pm™ za A = 340 nm; d— promjer

kivete (cm).

Volumetrijska aktivnost je izrazena u medunarodnoj jedinici enzimske aktivnosti U po jedinici

volumena (U cm3) pri ¢emu je 1 U = 1 ymol min.

Za test je u kivetu od 1 mL odpipetirano 19,8 uL EtOH (96 %, v/v), 10 pL otopine NAD*
masene koncentracije 0,5 g mL*, 950,2 pL otapala, tj. 75 mM glicin-pirofosfatnog pufera
pH =9, ili DES-3, te 20 pL suspenzije enzima masene koncentracije 0,4 mg mL* da bi zapocela

reakcija Ciji se tijek prati na spektrofotometru.

3.2.3. Prac¢enje promjena u konformaciji alkohol dehidrogenaze primjenom
spektrofluorimetrije

Za pracenje promjena u konformaciji enzima alkohol dehidronaze (ADH), pripremljena
je maticna otopina ADH, masene koncentracije 30 mg mL™?, u glicin-pirofosfatnom puferu. U
3 mL otapala, tj. glicin-pirofosfatnog pufera i svakog pripravljenog DES-a, dodano je 10 pL
mati¢ne otopine ADH i uzorak je temperiran pri 25 °C, 5 minuta prije snimanja spektra.
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Mjerenje je provedeno spektrofluorimetrijski pri temperaturi od 25 °C uz valnu duljinu

pobudivanja (ekscitacije) Aes= 293 nm i valnu duljinu emisije Aexn= 300 — 400 nm.

3.2.4. Pracenje stabilnosti koenzima NADH i NAD* primjenom spektrofotometrije

Za pracenje stabilnosti koenzima NADH i NAD*, pripremljene su maticne otopine ovih
molekula masene koncentracije 15 mg mL*! u referentnim puferima: otopina NADH u glicin-
pirofosfatnom puferu, a otopina NAD* u PBS puferu. U 5 mL otapala, tj. PBS pufera za NAD*,
glicin-pirofosfatnog i Tris-HCl pufera za NADH te svakog pripravljenog DES-a (tablica 4) za oba
koenzima, dodano je 10 L mati¢ne otopine koenzima. Otopine su inkubirane tijekom 15 dana
pri 4 °C. Promjene u apsorpcijskom spektru praéene su u rasponu od 250 nm do 400 nm;
apsorpcijski maksimum za NADH ocitavan je na valnim duljinama 262 nm i 338 nm, a za NAD*
na 338 nm (slika 5).

12 -

0.8

0.6

Apsorbancija

02 -

Jap—

P—\"yvvvvftvvavvvv_vaYvrvv’vY‘

250 300 350 400 450 500

Valna duljina (nm)

Slika 5. Prikaz apsorpcijskih maksimuma koenzima NAD* i NADH (Anonymous 3, 2014)

S obzirom na to da su dobivene vrijednosti apsorbancije u korelaciji s topljivos¢u
koenzima u razli¢itim otapalima, radi lakSe interpretacije rezultata, za svaki uzorak racuna se

vrijednost relativne apsorbancije u odnosu na apsorbanciju uzorka prije inkubacije.

Relativha apsorbancija uzorka na valnoj duljini od 262 nm (Azszze), 0dnosno 338 nm (Azssre)

racuna se prema izrazima [2] i [3]:

Aze2n 2]

Aze2rel = 1
262p
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Gdje je: Az — izmjerena apsorbancija uzorka na 262 nm nakon inkubacije koenzima u
razliCitim otapalima pri 4 °C; Az — izmjerena apsorbancija uzorka na 262 prije inkubacije

koenzima u razli¢itim otapalima pri 4 °C.

_ Aszssn
A3zzgrel = 1 3]
338p

Gdje je: Aszssn — izmjerena apsorbancija uzorka na 338 nm nakon inkubacije koenzima u
razli¢itim otapalima pri 4 °C; Aszs — izmjerena apsorbancija uzorka na 262 prije inkubacije

koenzima u razli¢itim otapalima pri 4 °C.

Odstupanja vrijednosti apsorbancije na 262 nm () i 338 nm (4s3g) nakon 15 dana inkubacije

u odnosu na pocetnu apsorbanciju izrazena u postocima (%) racunaju se prema izrazima [4]

i [5]:
Aygp = (1 - A262;15) - (—=100) [4]

Gdje je: Azz15 — apsorbancija izmjerena na 262 nm nakon 15 dana inkubacije koenzima u

razlic¢itim otapalima pri 4 °C.
Agzg = (1 — Aszgas) - (=100) [5]

Gdje je: Aszszs:15 — apsorbancija izmjerena na 338 nm nakon 15 dana inkubacije koenzima u

razlicitim otapalima pri 4 °C.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Jedno od 12 nacela koja su osnova procesima zelene kemije odnosi se na uporabu
sigurnijih otapala i pomocnih tvari te se istim naglasava da uporabu pomocnih kemijskih tvari
(npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje i sl.) treba izbjeci ili zamijeniti neskodljivim, gdje god
je to moguce (Jukic i sur., 2004). Anastas i Eghbali (2010) primjecuju da su otapala jedno od
najistrazivanijih podrucja vezanih uz koncept zelene kemije buduéi da masa otapala Cesto Cini
vedinu mase koja se troSi u sintezama i procesima te, posljedicno, otapala Cine vecinu
industrijskog otpada. Otapala u skladu s nacelima kemije trebala bi biti sigurna za ljudsko
zdravlje i prihvatljiva za okoliS. Utjecajem na razvoj novih otapala, zelena kemija utjeCe i na

biokatalizirane procese koji se odvijaju u istima (Xu i sur., 2017).

Aktivnost, stabilnost i selektivnost tri su osnovna svojstva kojima se karakterizira svaki
katalizator, odnosno biokatalizator. Ukupna enzimska aktivhost uobitajeno se izrazava
jedinicama aktivnosti, U, za koje vrijedi: 1 U = 1 pmol mint. Osim ukupne aktivnosti vazne su
specificna aktivnost koja daje informacije o aktivhosti s obzirom na masu enzima te
volumetrijska aktivnost koja opisuje enzimsku aktivnost po jedinici volumena. Stabilnost
(bio)katalizatora opisana je kao aktivnost integrirana tijekom vremena i, uz selektivhost,
iznimno je vazna karakteristika za primjenu u procesima. Selektivnost enzima, narocito regio-
i enantioselektivnost, nerijetko je veca u odnosu na selektivnost ostalih katalizatora, stoga su
enzimi prikladni katalizatori za selektivne sinteze kemijskih vrsta koje sadrze kiralne centre ili
razli¢ite funkcijske skupine (Bommarius i Riebel, 2004). De Carvalho (2011) isti¢e vaznost
proizvodnje enantiomerno Cistih spojeva jer su isti bitni za proizvodnju kiralnih gradevnih
blokova, lijekova, agrokemikalija, prehrambenih aditiva i dr. Naime, postoje slucajevi u kojima
je jedan enantiomer neaktivan te blokira bioloski receptor na koji bi se trebao vezati aktivan
izomer. Nadalje, nezeljeni enantiomer neke molekule moze biti toksican, a postoje i primjeri
enantiomera koji pokazuju razli¢ita farmakoloska svojstva, tj. djeluju kao dva razlicita lijeka.
Vaznu ulogu u sintezi kiralnih spojeva imaju enzimi iz skupine dehidrogenaza s obzirom na to
da imaju sposobnost kataliziranja redukcija prokiralnih molekula kao Sto su aldehidi i ketoni do
odgovarajudih kiralnih alkohola (Groger i sur., 2012; éinko, 2005). Da bi dehidrogenaze mogle
katalizirati reakcije, potrebni su im kofaktori, tj. koenzimi NAD(P)H, odnosno NAD(P)* (Grogan,
2012).

U ovom su radu, kao zelenija alternativa organskim otapalima i ionskim kapljevinama,
pripravijena razliCita eutekticka otapala koja sadrze kolin-klorid. U pripravljenim otapalima

ispitana je aktivnost te su primjenom spektroofluorimetrije pracene promjene u konformaciji
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enzima alkohol dehidrogenaze. S obzirom na to da su dehidrogenaze ovisne o koenzimima,

ispitana je stabilnost koenzima NADH i NAD™ u istim eutektickim otapalima.

4.1. Priprava eutektickih otapala

Jednostavnim mijeSanjem dviju komponenata uz dodatak vode u razli¢itim molarnim

omjerima, te masenim udjelima vode, pripravljena su razliCita eutekticka otapala (eng. Deep

Eutectic Solvents, DES). Komponente, odnosno molarni omjeri komponenata, maseni udjeli

vode te izmjerene pH vrijednosti pripravljenih DES-ova prikazane u tablicama 5 i 6. Akceptor

vodikove veze u pripravljenim otapalima je kolin-klorid, dok su kao donori vodikove veze

koristeni etilen-glikol, glicerol i urea. Tijekom priprave DES-ova nije nastao otpad.

Tablica 5. DES-ovi pripravljeni za odredivanje aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze s

pripadaju¢im pH vrijednostima

DES Kratica Molarni omjer
komponenata

Kolin-klorid : etilen- ChEg40% 1:2
glikol
ChEg80% 1:2
Kolin-klorid : glicerol = ChGly40% 1:2
ChGly80%  1:2
Kolin-klorid : urea ChU40% 1:2

ChU80% 1:2

Maseni udio pH

vode [%]
40

80
40
80
40

80

vrijednost
8,5

7,8
6,3
6,6
8,5

7,9

Tablica 6. DES-ovi pripravljeni za pracenje promjena u konformaciji enzima alkohol

dehidrogenaze i stabilnosti nikotinamidnih koenzima s pripadajué¢im pH vrijednostima

DES Kratica

Kolin-klorid : etilen-glikol : voda ChEgs

ChEgs
Kolin-klorid : glicerol : voda ChGly4

ChGlys
Kolin-klorid : urea : voda ChU4

ChUs
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rni omjer

komponenata

1:2:4

1:2:8

1:2:4

1:2:8

1:2:4

1:2:8

pH
vrijednost
8,8

8,2
6,6
6,5
8,4

8,1



4.2. Aktivnost alkohol dehidrogenaze u eutektickim otapalima

Alkohol dehidrogenaze su podskupina enzima iz skupine dehidrogenaza koje kataliziraju
reverzibilne redukcije aldehida, ketona, @, A ili w-ketoestera do odgovarajucih hidroksi
spojeva, a tijekom navedenih redukcija oksidira se koenzim NAD(P)H koji je potrebno
istovremeno regenerirati (Groger i sur., 2012).

Radi odredivanja aktivhosti enzima alkohol dehidrogenaze (ADH), iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae, u razli¢itim otapalima, provedena je oksidacija etanola u
acetaldehid, koja se dogada uz istovremenu redukciju koenzima NAD* u NADH (slika 4), koja
je pratena spektrofotometrijski. Provodenjem iste reakcije, Dabirmanesh i sur. (2011),
proucavali su aktivnost ADH u razli¢itim imidazolijevim ionskim kapljevinama, kao ekoloski
prihvatljivijim otapalima, u odnosu na tradicionalna organska otapala. U ovom radu se
odreduje aktivnost ADH u eutektickim otapalima koje su, medu zelenim otapalima, alternativa
ionskim kapljevinama. Prednosti DES-ova kao otapala za biokatalizirane reakcije jesu niska
cijena, biorazgradivost te biokompatibilnost, a postoje i primjeri enzima koji pokazuju visoku
biokataliticku aktivnost u istima, primjerice lipaze, medu kojima se isti¢e industrijski vazna

lipaza iz kvasca Candida antartica, CalB (Paiva i sur., 2014).

Na slici 6 prikazane su izmjerene aktivnosti ADH u DES-ovima navedenima u tablici 5
te u glicin-pirofosfatnom puferu kao referentnom otapalu. Aktivhosti ADH u DES-ovim izrazito
su niske i kre¢u se u rasponu 0,3 — 2,9 U cm3, dok je aktivnost u puferu znacajno visa i iznosi
22,3 U cm?. Takoder je vidljivo da se povecanjem udjela vode u DES-ovima povecava i
aktivnost enzima u istima Sto se moze povezati sa smanjenjem viskoznosti otapala s
odgovarajuéim povecanjem udjela vode te povecavanim kontaktom izmedu supstrata i enzima
(Xu i sur., 2017).

(Ucm3)
= N N
(9] o (9]

=
o

w

Volumetrijska aktivhost ADH

ChEg40% ChEg80% ChGly40% ChGly80% ChU40% ChU80% Pufer
Otapalo

Slika 6. Volumetrijska aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze u razlicitim otapalima
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4.3. Konformacijske promjene alkohol dehidrogenaze u eutektickim

otapalima

Promjene u konformaciji enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) pracene su primjenom
spektrofluorimetrije. Ova se analiticka metoda Cesto koristi za prouCavanje ponasanja proteina
zbog visoke osjetljivosti. Unutarnji fluorofori u proteinima, tj. dijelovi molekule koji
fluoresciraju, te tako omogucuju provedbu spektrofluorimetrije, su aromatski aminokiselinski
ostaci: triptofan, tirozin i fenilalanin. NajCeS¢e se snima spektar fluorescentne emisije
triptofana zbog visoke osjetljivosti na promjene u lokalnom okruzenju ove aminokiseline.
Spektar fluorescentne emisije odnosi se na graficki prikaz intenziteta fluorescencije u ovisnosti
o valnoj duljini. Promjenama u emisijskom spektru triptofana mogu se pratiti konformacijske
promjene, povezivanje podjedinica, vezanje supstituenata ili denaturacija proteina. Opcenito,
emisijski spektri vrlo su varijabilni i ovise o kemijskoj strukturi fluorofora i otapala (Lakowicz,
2013). Aminokiselinski ostatak triptofana ima maksimum apsorpcije u podrucju valnih duljina
oko 280 nm, a maksimum emisije u podru¢ju oko 340 nm. Promjene konformacije proteina
mogu rezultirati pomacima emisijskih maksimuma triptofana prema manjoj (blue shift) ili vecoj
(red shift) valnoj duljini i promjenama u maksimalnom intenzitetu fluorescencije, pri ¢emu su
obje vrste promjena vidljivih na spektru posljedica promjene polarnosti mikrookoline
fluorofora. Pomak maksimuma emisije prema manjim valnim duljinama dogada se ukoliko se
triptofanski ostatak nalazi zakopan unutar proteina u nativnoj formi, dok do pomaka prema
veéim valnim duljinama dolazi pri odmatanju proteina, odnosno kada triptofanski ostaci postaju
izloZeniji otapalu te formiraju vodikove veze (Jia i sur., 2014; Lakowicz, 2013). Visoki kvantni
prinosi s obzirom na intenzitet fluorescencije opazaju se kada se protein nalazi u hidrofobnom
okruzenju, dok se niski intenzitet primjecuje u slu¢aju kada su triptofanski ostaci odmotanog
proteina izlozeni hidrofobnom okruzenju (Misra, 2019). Intenzitet fluorescencije proteina
takoder moze biti smanjen uslijed specificnog vezanja fluorofora s odredenim molekulama,
npr. koenzimima, supstratom ili analozima supstrata Sto dovodi do tzv. prigusivanja (eng.

guenching) fluorescencije (Luisi i Favilla, 1970).

Na slici 7 prikazani su spektri fluorescencije enzima ADH u razli¢itim puferima, dok su
na slici 8 prikazani spektri fluorescencije ADH u DES-ovima. Iz rezultata se moZze o itati da su
pomaci valnih duljina emisijskih maksimuma minimalni Sto ukazuje na to da se nisu dogodile
znacajne promjene u sekundarnoj strukturi proteina (Nian i sur., 2019), no vidljive su znacajne
razlike u intenzitetu fluorescencije u puferima i DES-ovima. Usporedbom ovih rezultata s

izmjerenom aktivnoscu enzima, koja je znacajno visa u puferu nego u DES-ovima, zakljucuje
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se da u ispitanim DES-ovima dolazi do znacajnijih konformacijskih promjena ADH koje se

oCituju u smanjenoj aktivnosti ovog enzima (slika 6).
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Slika 7. Spektar fluorescencije ADH u puferima
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Slika 8. Spektar fluorescencije ADH u DES-ovima
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4.4. Stabilnost koenzima NADH i NAD* u eutektickim otapalima

Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) vazna je molekula koja sudjeluje u razli¢itim
biokemijskim reakcijama. Ima ulogu kofaktora, tj. koenzima u mnogim redoks reakcijama, bez
kojeg se iste ne bi mogle odvijati, a sudjeluje i kao kosupstrat u brojnim vaznim neredoks
reakcijama, koje su dijelovi razlicitih signalnih i regulatornih putova u metabolizmu (Sorci i sur.,
2010).

U biotransformacijskim procesima koenzimi se ili proizvode i recikliraju u
mikroorganizmima, tj. stanicama koje su primijenjene kao biokatalizatori, ili dodaju izravno u
reakcijsku smjesu, ukoliko se kao biokatalizatori koriste izolirani enzimi (Grogan, 2009).
Stabilnost koenzima koji se dodaju u enzimske biotransformacijske procese u otapalima je
vazna radi priprave stabilnih mati¢nih otopina za skladiStenje koenzima, te za provodenje
samih reakcija, kako ne bi doslo do degradacije koenzima. Rover Jr i sur. (1998) proveli su
ispitivanje stabilnosti NADH u razli¢itim uvjetima temperature, pH vrijednosti otopine u kojoj
se koenzim nalazi i u razliCitim puferima, a rezultati su pokazali kako stabilnost NADH ovisi o
svim mjerenim parametrima, a najvec¢im dijelom o vrsti pufera u kojem se nalazi. Izveden je
zaklju¢ak da je NADH najstabilniji u uvjetima niske temperature, bazichnom mediju te u
zwitterionskom puferu. Zhang i sur. (2018) ispitali su stabilnost NADH u razli¢itim ionskim
kapljevinama te uoCili uspjesnu stabilizaciju koenzima u onima ¢ije su pH vrijednosti u
neutralnim i bazi¢nim podrucjima, dok je znacajna degradacija uocena u ionskim kapljevinama
niskih pH vrijednosti. Nadalje, Fukazawa i Ishihara (2016), takoder su ispitivali stabilnost
sustava NADH i enzima laktat dehidrogenaze (LDH), uz dodatak vodotopljivih fosfolipidnih
polimera. Kao rezultat, otkriveni su polimeri koji bez utjecaja na LDH mogu zarobiti inhibitore
enzimske reakcije koji nastaju spontanom oksidacijom NADH tijekom skladiStenja istog u
sustavu s enzimom. Nastajanje inhibitora, tj. smanjenje stabilnosti NADH, praceno je

spektrofotometrijski.

U ovom je radu ispitana stabilnost oksidiranog oblika, NAD*, te reduciranog oblika ovog
koenzima, NADH, u DES-ovima navedenima u tablici 6. Stabilnost ovih koenzima praéena je
spektrofotometrijski na valnim duljinama na kojima se postize apsorpcijski maksimum
karakteristicnih grupa u molekuli koje apsorbiraju zracenje. Adeninski dio molekula NAD* i
NADH najviSe zraCenja apsorbira na 260 nm, dok piridinski prsten molekule NADH apsorbira
na 340 nm (Rover Jr. i sur., 1998), stoga su i spektrofotometrijska mjerenja za ove molekule
provedena na bliskim valnim duljinama: na 262 nm i 338 nm za NADH, odnosno na 338 nm
za NAD*.
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Slike 9 — 12 prikazuju su rezultate pracenja stabilnosti NADH na 262 nm i 338 nm.
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Slika 9. Relativna apsorbancija na 262 nm tijekom 15 dana inkubacije NADH u razliitim

otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).
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Slika 10. Relativna apsorbancija na 338 nm tijekom 15 dana inkubacije NADH u razli¢itim
otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

1z rezultata promjene relativne apsorbancije po danima inkubacije, koji su prikazani na
slikama 9 i 10, moze se primijetiti da ve¢ nakon 3 dana inkubacije NADH u Tris-HCl puferu
dolazi do znacajnije promjene apsorbancije na 338 nm, Sto se moze povezati sa degradacijom

koenzima. Takoder, do vece promjene apsorbancije na 262 nm dolazi i u uzorku koenzima
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otopljenog u otapalu ChGlys. Apsorbancije uzoraka u kojima se kao otapala koriste ostali DES-
ovi mijenjaju se sporije Sto ukazuje na to da su povoljnija za skladiStenje NADH.
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Slika 11. a) Relativna apsorbancija na 262 nm nakon 15 dana inkubacije NADH u razli¢itim
otapalima pri 4 °C, b) Odstupanje (%) od pocetne apsorbancije na 262 nm nakon 15 dana
inkubacije NADH u razli¢itim otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).
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Slika 12. a) Relativna apsorbancija na 338 nm nakon 15 dana inkubacije NADH u razli¢itim
otapalima pri 4 °C, b) Odstupanje (%) od pocetne apsorbancije na 338 nm nakon 15 dana
inkubacije NADH u razli¢itim otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).

Na slici 11 vidljivo je da relativnu apsorbanciju najblizu vrijednosti 1, odnosno najvece

odstupanje od pocetne vrijednosti apsorbancije, na 262 nm nakon 15 dana inkubacije,
pokazuju uzorci u otapalima ChGlys i Tris-HCl. Najvecu vrijednost odstupanja od pocetne
apsrobancije na 338 nm pokazuje uzorak NADH u Tris-HCI puferu Sto je vidljivo na slici 12.
Primjecuje se da su odstupanja od pocetne vrijednosti apsorbancija na 262 nm uglavnom
pozitivna (slika 11b), dok su na 338 nm negativna (slika 12b). Povecanje apsorbancije na
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262 nm te smanjenje na 338 nm tijekom degradacije reduciranog oblika koenzima u skladu su
s podacima preuzetim iz literature (Fukazawa i Ishihara, 2016; Rover Jr. i sur., 1998).
Najmanje odstupanje na obje valne duljine, 0,2 % na 262 nm i 0,9 % na 338 nm, ima uzorak
NADH u otapalu ChUs4, Sto ukazuje da je degradacija koenzima u navedenom otapalu najmanija.
Prema tome, ChUs je najpovoljniji DES za skladiStenje NADH medu ispitivanima, a drugi
najpovoljniji je ChEG4 (slike 11 i 12). Opazena bolja stabilizacija NADH u glicin-pirofosfatnom
puferu pH=9, u odnosu na pufer Tris-HCl pH=7,5, te bolja stabilizacija koenzima u blago
luznatim DES-ovima koji sadrZe ureu i etilen-glikol, nego u blago kiselim DES-ovima koji sadrze
glicerol, takoder se podudara s literaturnim podacima, prema kojima luznato okruZenje
stabilizira molekulu NADH (Rover Jr. i sur., 1998).

Rezultati spektrofotometrijskog pracenja stabilnosti oksidiranog oblika koenzima,
NAD™, u DES-ovima i PBS puferu prikazani su na slikama 13 i 14.
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Slika 13. Relativna apsorbancija na 262 nm tijekom 15 dana inkubacije NAD* u razli¢itim

otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=2).

Na temelju rezultata prikazanih na slici 10 opaza se da se kroz 15 dana inkubacije
vrijednosti apsorbancija uzoraka NAD* u razli¢itim DES-ovima i puferu pretezno postupno i
polako mijenjaju, osim u DES-ovima koji sadrze glicerol, gdje su vidljive veée promjene u

vrijednostima istih.
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Slika 14. a) Relativna apsorbancija na 262 nm nakon 15 dana inkubacije NAD+ u razli¢itim
otapalima pri 4 °C, b) Odstupanje (%) od pocetne apsorbancije na 262 nm nakon 15 dana
inkubacije NAD+ u razli¢itim otapalima pri 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
(n=2).

Da je NAD* najmanje stabilan u DES-ovima koji sadrze glicerol, vidljivo je i na slici 14a
i 14b, iz koje se moze ocitati da je u 15 dana doslo do degradacije ¢ak 45 % koenzima prema
odstupanju od apsorbancije izmjerene neposredno prije pocetka inkubacije. Prema uputama
proizvodaca koenzima (Sigma-Aldrich), NAD* bi trebao biti stabilan u blago kiselim ili
neutralnim uvjetima, a najmanja stabilnost opazena upravo pri DES-ovima s glicerolom koji su
blago kiseli, ukazuje da pH nije glavni ¢imbenik koji utjeCe na stabilnost ovog enzima u
ispitanim DES-ovima. PBS pufer pokazao se kao pogodno otapalo za NAD* s ukupnom
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promjenom apsorbancije od 5,2 %, a i odstupanja u ostalim ispitivanim DES-ovima iznose
manje od 20 %, pri ¢emu su najmanja u uzorcima s otapalima u kojima su donori vodikove
veze urea i etilen-glikol. Medu navedenim najpogodnijim DES-ovima za odrzavanje stabilnosti
NAD*, oni koji sadrze veci udio vode pokazali su manje odstupanje od pocetne apsorbanciije,
tj. relativnu apsorbanciju blizu vrijednosti 1. Kao najpovoljnije otapalo za stabilizaciju NAD*
pokazalo se eutekticko otapalo ChUs koje nakon 15 dana inkubacije pokazuje samo 2 %
odstupanja apsorbancije u odnosu na pocetnu vrijednost.

Dobra stabilizacija nikotinamidnih koenzima popracena je minimalnim promjenama u
apsorpcijskom spektru (slika 15a i 15b), dok se losa stabilizacija koenzima ocituje u znacajnim
promjenama u apsorpcijskom spektru koenzima nakon 15 dana inkubacije pri temperaturi od
4 °C (slika 15c). Bududi da je za provodenje oksidoredukcijskih reakcija poZeljna stabilnost i
oksidiranog i reduciranog oblika nikotinamidnog koenzima, kao najbolji su se pokazali DES-ovi
na bazi kolin-klorida koji sadrze ureu kao donora vodikove veze, jer dobro stabiliziraju oba
oblika koenzima. Eutekticka otapala na bazi kolin-klorida s glicerolom u sastavu najloSije
stabiliziraju i NADH i NAD".

= ChU, {prije inkubacije)
ChU, (nakon 15 dana inkubacije pri 4 °C)

Apsorbancija

Valna duljina (nm)
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Slika 15. Promjene u apsorpcijskim spektrima koenzima a) NADH nakon 15 dana inkubacije
u ChU4 pri 4°C, b) NAD* nakon 15 dana inkubacije u ChUs pri 4°C, ¢) NADH nakon 15 dana
inkubacije u ChGlys pri 4°C.
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5. ZAKLJUCCI
Na temelju rezultata dobivenih iz provedenog eksperimentalnog dijela izvedeni su sljedeci
zakljucci:
1) Priprava eutektickih otapala jednostavan je postupak tijekom kojeg ne nastaje otpad.
2) Volumetrijska aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze visa je u eutektickim otapalima
s 80 % vode u odnosu na ista s 40 % vode, no u svim je pripravljenim eutektickim

otapalima znacajno niZza nego u referentnom puferu, stoga niti jedno od istih nije

povoljan medij za provodenje reakcije ovog enzima.

3) Razlike u spektrima fluorescencije alkohol dehidrogenaze u eutektickim otapalima i
puferima ukazuju na promjenu konformacije enzima u eutektickim otapalima koja se

oCituje u smanjenoj enzimskoj aktivnosti.

4) Eutekticka otapala na bazi kolin-klorida s ureom u sastavu najbolje stabiliziraju i

oksidirani i reducirani oblik nikotinamidnog koenzima.

5) Eutekticka otapala na bazi kolin-klorida s glicerolom u sastavu rezultirala su najloSijom
stabilizacijom NADH/NAD".
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Izjava o izvornosti
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izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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