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1. UVOD

U suvremenom drustvu sve je veca zabrinutost i potreba za pronalaskom manje Stetnih otapala
zbog sve vece zagadenosti okoliSa. Upravo zbog toga sve je veci fokus na razvijanju kemikalija
1 procesa koji minimiziraju ili ¢ak eliminiraju koriStenje 1 stvaranje opasnih tvari. Tom
tematikom bavi se zelena kemija koja je osmisljena s ciljem dizajniranja proizvoda i procesa
koji nemaju stetne ucinke na ljudsko zdravlje i okolis, a u isto vrijeme su i profitabilni (Anastas
i Eghbali, 2010). Znanstvenici su sve viSe usmjereni prema proucavanju i koristenju
niskotemperaturnih eutektickih otapala (engl. deep eutectic solvents, DES) koja su zanimljiva
zbog jednostavne pripreme, niske cijene, niske ili gotovo nikakve toksi¢nosti te sposobnosti
prilagodbe zahvaljujuéi raznovrsnim strukturnim i fizikalno-kemijskim svojstvima koja se
mogu oblikovati (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Kada se protein nalazi izvan svojeg prirodnog okruzenja, esto postaje nestabilan i podlozan
denaturaciji. Budu¢i da je trodimenzionalna struktura proteina cesto klju¢na za njegovu
funkcionalnost, velik napor ulaZe se u istrazivanje spojeva i metoda koji bi pomogli ocuvati
stabilnost proteina izvan njegovog prirodnog okoliSa. Jedan od  pristupa ocuvanja
funkcionalnosti proteina u vodenim otopinama jest dodatak rezliCitih ekscipijensa poput
osmolita. Naime, kako bi se prilagodili promjenjivim teskim uvjetima, organizmi proizvode i
akumuliraju osmolite, male organske molekule koje imaju stabiliziraju¢e djelovanje na
proteine. Upravo prouc¢avanjem Zivih bi¢a u prirodnom okruZenju znanstvenici su dosli do ideje
povezivanja DES-ova i osmolita u nova obecavaju¢a otapala koja su pokazala izvrsnu
stabilizaciju proteina (Cvjetko Bubalo i sur., 2023).

Cilj ovog rada bio je pripremiti niz DES-ova na bazi osmolita te ispitati njihov utjecaj na
stabilnost modelnog proteina lizozima. U tu svrhu, otapala su pripravljena, odredena su njihova
fizikalno-kemijska svojstva (polarnost, pH vrijednost i gustoca) te je analizirana njihova
struktura koriStenjem infracrvene spektrofotometrije s Furijerovom transformacijom (FTIR).
Nadalje, ispitan je utjecaj pripravljenih otapala na toplinski induciranu agregaciju te

termodinamicku stabilnost lizozima pri ekstremnim temperaturama (-80, -14 i 80 °C).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ZELENA KEMIJA

Zelena kemija je definirana kao pristup koji se fokusira na razvijanje kemikalija i procesa koji
minimiziraju ili ¢ak eliminiraju koristenje i stvaranje opasnih tvari. Ovaj koncept zelene kemije
prvi put se oblikovao u ranim devedesetim godinama proslog stoljeca, a nakon toga je doZzivio
medunarodno priznanje. To je rezultiralo stvaranjem mnogo programa i vladinih inicijativa
diljem svijeta, a neki od najistaknutijih programa nalaze se u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama, Ujedinjenom Kraljevstvu i Italiji. Klju¢ni programi koji su se razvili u to vrijeme
uklju¢uju americki program Green Chemistry Challenge Awards, koji je zapoc¢eo 1995. godine,
te osnivanje Instituta za Zelenu kemiju 1997. godine koji je neprofitna korporacija za
promicanje znanja, iskustva i kapaciteta te kretanja kemijske tvrtke prema odrzivosti, koja je
napredovala u primjeni zelene kemije (De Marco i sur., 2018). Dvanaest nacela zelene kemije
sluZe kao smjernice koje pomazu kemicarima u postizanju odrZivosti. Ovaj pristup karakterizira
pazljivo planiranje kemijskih sinteza i molekularnog dizajna kako bi se smanjile Stetne
posljedice (Anastas i Eghbali, 2010).

Cilj zelene kemije je smanjenje potencijalne opasnosti u svim fazama kemijskog procesa, pri
c¢emu se Opasnost definira kao sposobnost uzrokovanja Stetnih posljedica za ljude i/ili okolis.
Na intrinziénu razinu opasnosti moze se utjecati putem pazljivog dizajna, s ciljem
minimiziranja rizika, bilo da se radi o toksicnosti, fizickim opasnostima kao S§to su
eksplozivnost ili zapaljivost ili globalnim opasnostima poput oStecenje stratosferskog ozona.
Ovi rizici, koji proizlaze iz navedenih opasnosti, mogu se pojaviti tijekom svih faza kemijskih
transformacija, od samih sirovina koje se koriste u procesima do kona¢nih proizvoda. Kroz
pazljivi inZenjerski 1 procesni dizajn, moguce je smanjiti ili ¢ak eliminirati intrinzi€ne opasnosti
koje proizlaze iz kemikalija i samih procesa, postizu¢i tako sigurnije i ekoloski prihvatljive
rezultate (Anastas i Eghbali, 2010).

Dvanaest nacela zelene kemije predstavili su 1998. Paul Anastas i John Warner. To je vodeci
okvir za dizajn novih kemijskih proizvoda i procesa, koji se moze primjenjivati na sve aspekte
zivotnog ciklusa procesa (Anastas i Eghbali, 2010). Tih dvanaest nacela zelene kemije temelje
se na smanjenju ili nekoristenju toksi¢nih otapala u kemijskim procesima i analizama, a umjesto
toga se stavlja naglasak na koriStenje obnovljivih i bezopasnih sirovina. Osim toga, ubrzanje
kemijskih reakcija primjenom katalizatora moze pomo¢i, primjerice, u ustedi energije i manjem
stvaranju otpada. Jedno od nacela takoder se odnosi na svjestan razvoj proizvoda, tako da je

pozeljno da se nakon svog korisnog vijeka mogu razgraditi u proizvode bezopasne za okolis,
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takoder izbjegavaju¢i bioakumulaciju. Stoga se primje¢uje da se ova nacCela odnose na
planiranje proizvoda, kroz njegovu sintezu, obradu i analizu. Glavni cilj je minimizirati
ekoloske rizike (De Marco i sur., 2018).

Kemija se dugo smatrala opasnom znanoscu i javnost Cesto povezuje rije¢ "kemikalija" s
"otrovno". Dizajniranje sigurnijih odrzivih kemikalija i procesa zahtijeva nastojanje da se
intrinzi¢ne opasnosti svedu na najmanju mogucu mjeru i stoga ogranici rizik od nesrece 1 Stete
(Anastas i Eghbali, 2010). Dvanaest nacela zelene kemije (tablica 1), koje su predlozili Anastas
i Warner, kriteriji su dizajna ili smjernice koje daju okvir za odrzivi dizajn. Oni ¢ine

sveobuhvatnu konstrukciju za dizajn sigurnijih kemikalija i kemijskih transformacija.

Tablica 1. Dvanaest nacela zelene kemije (prema De Marco i sur., 2018)

1. Prevencija

Odnosi se na sprjecavanje stvaranja otpada. Bolje je izbjegavati stvaranje otpada nego ga

tretirati nakon Sto nastane.

2. Atomska ekonomija

Sintetske metode treba planirati tako da konac¢ni proizvod sadrzi §to viSe reagensa koriStenih

tijekom procesa. Tako Ce se stvaranje otpada svesti na minimum.

3. Sigurnija kemijska sinteza

Sintetske metode trebale bi biti dizajnirane za koriStenje i proizvodnju tvari s niskom ili
nikakvom toksi¢nos¢u za rad i1 okoli§. Stoga se preporuCuje zamjena toksi¢nih otapala

otapalima niske toksi¢nosti ili otapalima bez toksi¢nosti.

4. Sigurniji dizajn kemikalija

Veliku vaznost treba dati toksi¢nosti dizajniranih kemikalija. Oni bi ocito trebali ispunjavati

svoje funkcije, ali bi takoder trebali imati najmanju mogucu toksicnost.

5. Koristenje sigurnijih otapala i pomo¢nih tvari

KoriStenje otapala i drugih reagensa treba izbjegavati gdje je to moguce. Kada to nije

moguce, te tvari trebaju biti bezopasne.

6. Energetska ucinkovitost

Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku tako da bi se

energetski zahtjevi sveli na minimum.

7. Koristenje obnovljivih sirovina

Kad god je to ekonomski i tehnicki izvedivo, treba koristiti obnovljive sirovine umjesto

neobnovljivih.




Tablica 1. Dvanaest nacela zelene kemije (prema De Marco i sur., 2018) (nastavak)

8. Redukcija derivata

Nepotrebne procese derivatizacije treba izbjegavati ili minimizirati jer zahtijevaju dodatnu

upotrebu reagensa i stoga stvaraju otpad.

9. Kataliza

KoriStenje katalitickih reagensa (Sto je mogucée selektivnije) je bolje od koriStenja

stehiometrijskih reagensa.

10. Dizajn proizvoda razgradnje

Kemikalije bi trebale biti dizajnirane tako da se na kraju svoje funkcije razgrade u bezopasne

produkte razgradnje i ne ostaju postojane u okolisu.

11. Analiza u stvarnom vremenu za sprjecavanje oneciS¢enja

Analiticke metode treba pratiti u stvarnom vremenu kako bi se izbjeglo stvaranje opasnih

tvari.

12. Sprjecavanje nesreca

I tvari 1 nacin na koji se koriste u kemijskom procesu trebaju biti odabrani uzimajuéi u obzir
smanjenje potencijalnih nesreca, kao Sto su curenja, eksplozije 1 pozari, s ciljem vece

sigurnosti na radu i1 okolisa.

Zelena kemija postizZe svoje ciljeve u zastiti okoliSa i ekonomskoj dobiti putem nekoliko glavnih
pristupa. To ukljucuje katalizu, biokatalizu, koriStenje obnovljivih sirovina (biomasa), upotrebu
ekoloski prihvatljivih medija za reakcije kao Sto su voda, ionske kapljevine i1 superkriticne
tekucine, primjenu nekonvencionalnih uvjeta za reakcije uz koriStenje mikrovalova te razvoj
novih fotokatalitickih reakcija. Svi ovi smjerovi zajedno doprinose ostvarivanju ciljeva zelene

kemije, ¢iji su temeljni fokus zasStita okolisa i postizanje ekonomske koristi (Juki¢ i sur., 2005).

2.1.1. Zelena otapala
Otapala ¢ine oko 80 % ukupne koli¢ine kemikalija koje se koriste u mnogim vaznim kemijskim
procesima, posebno u proizvodnji finih kemikalija. Nazalost, ta su otapala Cesto hlapljivi
organski spojevi iz naftnih izvora koji nose nekoliko zdravstvenih 1 ekoloskih rizika te se
karakteriziraju visokom hlapljivoscu, zapaljivos¢u i toksi¢nos¢u (Pacheco-Fernandez 1 Pino,
2019). Brojni istraziva¢i uzimaju ova dva aspekta kao razlog za potragu za novim zelenim
otapalima koja bi zamijenila ona konvencionalna. Stoga, postoji sve veci broj publikacija koje

se bave zelenim otapalima (Hickl 1 Kunz, 2018) te su posvecene dizajniranju novih, ekoloski



prihvatljivih i podesivih otapala Cija bi uporaba zadovoljila i tehnoloske 1 ekonomske zahtjeve
(Cvjetko Bubalo i sur., 2018).

Prema nacelima zelene kemije, odabir prikladnog otapala temelji se na sigurnosti radnika
(toksicnost, karcinogenost, mutagenost, apsorpcija kroz kozu 1 di$ni sustav), sigurnosti procesa
(zapaljivost, eksplozivnost, hlapljivost, stvaranje potencijalnog peroksida), zastitu okoliSa
(ekotoksi¢nost, postojanost, onecis¢enje podzemnih voda, uniStavanje ozonskog omotaca) i
odrzivost procesa (sposobnost recikliranja i mogucénost ponovne uporabe) (Alfonsi i sur.,
2008.), Sto znaci da zelena otapala trebaju biti kemijski 1 fizi€ki stabilna, s niskom hlapljivoscu,
jednostavna za koriStenje i jednostavna za recikliranje s moguéno§c¢u ponovne uporabe (Cvjetko
Bubalo i sur., 2018).

Iako bi idealno bilo izbjeéi upotrebu otapala u procesima, to je gotovo neizbjezno zbog njihove
klju¢ne uloge u otapanju ¢vrstih tvari, prijenosu mase i topline, regulaciji viskoznosti te u
koracima razdvajanja i proCiS¢avanja. Zbog toga postoje dvije glavne strategije za razvoj
ekoloski prihvatljivih otapala: zamjena tradicionalnih otapala dobivenih iz nafte s otapalima
proizvedenim iz obnovljivih izvora i zamjena opasnih otapala s onima koji imaju bolje
ekoloske, zdravstvene i sigurnosne karakteristike (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Tako se voda ¢esto koristi kao otapalo u industrijskim procesima, postoje ograni¢enja njezine
primjene. Naime, mnogi organski i organometalni spojevi imaju vrlo nisku sposobnost otapanja
u vodi, a takoder je 1 teSko ukloniti vodu nakon zavrSetka procesa u kojem je koriStena, Sto ¢ini
njezinu upotrebu izazovnom. Zbog toga su razmatrana razli¢ita ekoloski prihvatljiva,
prilagodljiva i inovativna otapala. Medu njima se isti¢u ionske kapljevine, niskotemperaturna
eutekticka otapala, superkritiéni i subkritiéni fluidi te otapala dobivena iz prirodnih ili

obnovljivih izvora (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

2.1.2. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Izraz "eutektik" potjece od grcke rijei koja oznacava nisku temperaturu taljenja 1 moze se
primjenjivati na mjeSavinu (leguru) ili teku¢i medij. Opcenito, eutekticki sustav predstavlja
homogenu smjesu komponenata koja, zbog specificnih omjera, ima najnize moguce taliSte.
Drugim rije¢ima, taliste eutektickog sustava je nize od taliSta svih njegovih komponenata, Sto
ga ¢ini posebno zanimljivim i vaznim u razli¢itim podru¢jima (Cvjetko Bubalo i sur., 2023; Liu
i sur., 2018).

Niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) se obi¢no definiraju
kao sustavi sastavljeni od mjeSavine najmanje dviju komponenti, akceptora vodikove veze,

poput netoksi¢ne kvaterne amonijeve soli (npr. kolin-klorid) i donora vodikove veze (npr.
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amidi, Seceri, alkoholi i karboksilne kiseline) u razli¢itim omjerima (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015), koji se mogu sami udruziti u novu eutekticku fazu koju karakterizira taliSte nize od svake
pojedina¢ne komponente. Klasi¢an primjer DES-a je smjesa kolin-klorida (ChCl) (302 °C) i
uree (132 °C) u molarnom omjeru 1:2 pri ¢emu se dobiva DES s taliStem od 12 °C. Kolin-
klorid je lako dostupan i jeftin dodatak hrani za zivotinje koji se proizvodi u velikim koli¢inama,
a urea je uobicajeno gnojivo. Stoga je smjesa kolin-klorida s ureom (U), u molarnom omjeru
1:2, lako dostupna, jeftina, biokompatibilna i biorazgradiva (Sheldon i Woodley, 2017).
Shematski prikaz stvaranja niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala dan je na slici 2. (Tomé i
sur., 2018). Ova otapala predstavljaju ve¢inu karakteristi¢nih svojstava ionskih kapljevina (IL),
kao $to su lakoc¢a sinteze i promjenjivi polaritet, gustoca i1 viskoznost, nehlapljivost i
nezapaljivost. Medutim, priprema DES-a je jeftinija te ih je lako proizvesti u vlastitom
laboratoriju (Cunha i Fernandes, 2018), a ta dizajnerska otapala pokazuju manju toksi¢nost te
vecu obnovljivost 1 biorazgradljivost u usporedbi s konvencionalnim ionskim kapljevinama
(Pacheco-Fernandez i Pino, 2019). Niskotemperaturna cutekti¢ka otapala se jo§ nazivaju i
,»dizajnirana otapala“ zbog brojnih strukturnih moguénosti i moguénosti dizajniranja njihovih

fizikalno-kemijskih svojstava (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

AKceptor vodikove Donor vodikove NiSRO“}{nPel'ﬂtumo
veze veze eutekticko otapalo
O o - O
O » o o ! . .
o; @) . o ‘ OO ’/ . »
o + ® ey W e et
o o > -
8.0 9 @° Feu
. o . . .
(e} :‘. .
ChCl Molarni omjer 1:2 Urea ChCl-Urca

Slika 1. Shematski prikaz stvaranja niskotemperaturnog eutektickog otapala, ilustrirano s
ChCl i ureom (prema Tomé i sur., 2018)

Sirok raspon moguéih strukturnih kombinacija koje obuhvaéa DES, njihove jedinstvene
fizikalno-kemijske karakteristike, kao i mogucénost finog podesavanja njihovih svojstava
otapala (npr. pH vrijednost, polaritet, hidrofilnost/hidrofobnost, viskoznost) za odredene svrhe,
¢ine ih idealnim zelenim kandidatima za (bio)kemijske, elektrokemijske 1 materijalne primjene
, kao i za ekstrakciju raznih spojeva, kako anorganskih (tj. metali i CO?) tako i organskih (tj.
biljni metaboliti, DNK, proteini) (Cvjetko Bubalo i sur., 2023). Studije su pokazale da se
bioaktivni spojevi mogu otopiti 10-100 puta bolje pomocu DES-a nego u vodi ili lipidim
(Cvjetko Bubalo i sur., 2015).



Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES),
podskupina DES-a, predstavili su i definirali Choi i sur. (2011) kao mjeSavine iskljucivo
sastavljene od dva ili tri spoja koji se prirodno pojavljuju u biljkama, ¢esto primarni metaboliti,
kao Sto su netoksi¢ne kvaterne amonijeve soli, amini, Seceri, alkoholi, polioli i organske
kiseline. Upravo zbog svog prirodnog podrijetla, od ovih otapala se ofekuje da osiguraju
prirodno okruzenje sli¢no citosolu za razlicite biomolekule, omogucujuci im da zadrze svojstva
koja nalikuju onima opazenim u njihovom prirodnom okruzenju. Naime, u bezvodnom obliku
ili s vodom kao dodatnom komponentom, ovi sustavi ne samo da omogucuju izvrsnu topljivost
raznih biomolekula, ve¢ takoder mogu stabilizirati Sirok raspon komercijalno vaznih molekula
prirodnog podrijetla (DNA, bioloski aktivni spojevi, lijekovi, proteini i enzimi) stvarajuci
mrezu vodikovih veza koje pogoduju stabilnim strukturnim konformacijama (Cvjetko Bubalo
i sur., 2023). Kao funkcionalni teku¢i mediji, vrste NADES-a mogu otopiti prirodne ili
sinteticke kemikalije niske topivosti u vodi (Liu i sur., 2018). Istrazivanje NADES-a brzo se
prosirilo posebno na procjenu izvedivosti njihove primjene u razli¢itim podruc¢jima kao §to je
ekstrakcija (ciljanih) bioaktivnih spojeva iz prirodnih izvora, kao medija za enzimske ili
kemijske reakcije, konzervansa labilnih spojeva ili kao nosaca spojeva koji nisu topivi u vodi

za farmaceutske svrhe (Vanda i sur., 2018).

2.2. STABILIZACIJA PROTEINA U TEKUCIM FORMULACIJAMA

Stabilizacija proteina prioritet je za nekoliko vaznih podrucja, a ponajprije za farmaceutsku
industriju. Glavna prepreka u razvoju proteinskih lijekova je izazov odrZavanja proteina u
nativnom obliku tijekom obrade i takoder tijekom skladiStenja. Kada je protein izvan svog
prirodnog okoliSa, Cesto je nestabilan 1 sklon denaturaciji. Buduéi da je trodimenzionalna
struktura proteina Cesto odgovorna za njegovu funkcionalnu aktivnost, mnogo je rada
posveceno pronalazenju spojeva i strategija koje ¢e pomoc¢i stabilizirati proteine izvan njihovog
prirodnog okolisa. Dok je dugi vijek trajanja mnogih proteina, ukljucujuéi terapijske proteine,
postignut liofilizacijom 1 suSenjem smrzavanjem, isti protein u tekucoj formulaciji moze biti

stabilan samo danima ili tjednima zbog interakcija otapalo-protein (Vrikkis i sur., 2009).

Konacna formulacija mora osigurati stabilnost tijekom biofarmaceutskog 'Zivotnog ciklusa',
koji ukljucuje proizvodnju, otpremu, trenutnu primjenu ili kratkoro¢no skladiStenje prije
primjene. U tom kontekstu, osmoliti se rutinski koriste kao pomo¢ne tvari u farmaceutskim
formulacijama proteina kako bi se sprijecila ireverzibilna agregacija, modulirala temperatura

toplinskog prijelaza i sprijecCilo smanjenje enzimske aktivnosti (Wlodarczyk 1 sur., 2019).
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Osmoliti su male organske molekule koje Zivi organizmi proizvode i akumuliraju kako bi se
prilagodili promjenjivim teSkim uvjetima (Singh i sur., 2011). Prema teoriji zamjene vode,
Seceri stabiliziraju proteine zamjenjujuéi vodikove veze izmedu vode i proteina, Sto rezultira
odrzavanjem prirodne konformacije proteina. Opcenito, upotreba osmolita je korisna za
formulacije, a te male molekule su u¢inkovite u zastiti nativnog oblika proteina od denaturacije

(Wlodarczyk i sur., 2018).

Znanstvenici koji se bave formulacijom lijekova suoCavaju se s izazovom stvaranja tekuc¢ih
vodenih formulacija za proteine koji nikada nisu imali evolucijski pritisak da budu iznimno
stabilni ili topljivi. Ipak, komercijalni proizvodi obi¢no trebaju rok trajanja od 2 godine da bi
bili ekonomski odrzivi. Za znanstvenike koji se bave formulacijom, prednost razumijevanja
mehanizama koji stoje iza stabilizacije 1 topljivosti proteina u malim molekulama je u tome $to
bi to omogudilo predvidanje njihove ucinkovitosti. To bi zauzvrat omogucilo dizajn tekuc¢ih

proteinskih formulacija s prihvatljivom vjerojatno$¢u uspjeha (Bye i sur., 2014).

Vecina komercijalnih tekucih formulacija proteina kombinacija je soli, malih organskih
molekula, proteina i vode. Postoji ograni¢en broj prihvacenih pomo¢nih tvari (ekscipijensa,
neaktivnih sastojaka u lijekovima) koje prihvacaju regulatorna tijela, a regulatorne prepreke

koce razvoj novih alternativnih stabilizatora (Bye i sur., 2014).

U teku¢im formulacijama veliki problem stvara kretanje proteina i lako kretanje potencijalnih
denaturiraju¢ih agensa kroz otopinu. Kretanje proteina dovodi do izlaganja osjetljivih mjesta
na proteinu, a difuzija degradanta omogucuje potencijalnim degradantima da ucinkovito
dosegnu ta mjesta. Na ovu dinamiku mogu utjecati bilo koje dodatne vrste u otopini, osim
proteina i vode. Stoga pomoc¢ne tvari mogu utjecati na bilo koji proces kemijske razgradnje

(Manning 1 sur., 2018).

Stabilizacija proteina inducirana otapalom specifi¢na je i povezana s pomo¢nim tvarima u
formulaciji, no postiZe se jaCanjem snaga stabilizacije proteina, destabilizacijom denaturiranog
stanja ili izravnim vezanjem pomo¢nih tvari na protein (Wang , 1999). Osim toga, struktura
vode koja okruzuje presavijeni protein od velike je vaznosti za odrzavanje strukture proteina,
pa se ekscipijenti obicno dodaju kako bi se nadomjestile nedostajuée interakcije (tj. nastale
suSenjem) ili povecale interakcije (tj. stabilizirale) (Mattos 1 Clark, 2008.). S druge strane, u
prisutnosti stabiliziraju¢e pomoc¢ne tvari, protein je preferirano hidratiziran (ili je ekscipijent
preferirano iskljucen), to jest, viSe molekula vode nalazi se na povrSini proteina nego u masi, a

takav proces vjeruje se da stabilizira protein (Bayat i sur., 2018; Timasheff, 2002).



2.2.1. Ekscipijensi u formulaciji proteina

Razni ekscipijensi se koriste za stabilizaciju proteina, suzbijanje agregacije proteina, smanjenje
povrsinske adsorpcije ili jednostavno osiguravanje fizioloske osmolalnosti. Stabilizatori
obuhvacaju Sirok raspon molekula ukljucujuéi Secere, soli, polimere, povrSinski aktivne tvari i
aminokiseline, posebice arginin. Ucinci ovih pomoc¢nih tvari na stabilnost proteina u otopini
uglavnom su uzrokovani njihovom interakcijom s proteinom i povr§inom spremnika, i §to je
najvaznije s vodom. Neki ekscipijensi stabiliziraju proteine u otopini izravnim vezanjem, dok
drugi koriste niz temeljno razli¢itih mehanizama koji ukljucuju neizravne interakcije (Ohtake 1
sur., 2011). Tradicionalno, pomo¢ne tvari u teku¢im formulacijama biraju se kako bi se
povecala topljivost proteina ili kako bi se sprijecili nezeljeni procesi kao Sto su denaturacija,

agregacija ili oksidacija (Vrikkis i sur., 2009).

Da bi se razumjela uloga pomo¢nih tvari (ekscipijesa), mora se razmotriti priroda reakcije
razmatanja proteina. Da bi se protein razmotao, nekovalentne veze (vodikove veze, van der
Waalsove sile) moraju se prekinuti, a novoizlozena hidrofobna jezgra proteina mora se
hidratizirati (Makhatadze 1 Privalov, 1990). Da bi pomo¢na tvar utjecala na stabilnost proteina,
mora ili izravno promijeniti snagu strukture proteina (promatrano kada je ligand vezan za
protein) ili mora do¢i do promjene u slobodnoj energiji povezanoj s hidratacijom novoizlozene

jezgre (Bye i sur., 2014).

Aminokiseline, kao §to su glicin, arginin 1 prolin, naSiroko su koriSteni ekscipijensi, iako se
smatra da njihovo djelovanje na stabilnost i topljivost proteina nalikuje onima kozmotropskih
soli. UocCeni su sloZeniji trendovi, vjerojatno zbog sloZenije strukture aminokiselina u usporedbi
s anorganskim solima i kao takve raznolikijih mogué¢nosti za interakcije s proteinima (Santoro
1 sur., 1992; Falconer i sur., 2011). Zbog toga je teze predvidjeti kako ¢e osmoliti utjecati na
proteine u teku¢im formulacijama, posebno jer se pokazalo da mijeSane otopine osmolita,
reprezentativne za stani¢nu okolinu, imaju neaditivne ucinke na stabilnost (Batra 1 sur., 2009).
Nadalje, utvrdeno je da odredeni broj osmolita destabilizira proteine pod odredenim uvjetima.
Klasi¢an primjer ovoga je arginin, prirodna aminokiselina koja se koristi u formulacijama za
povecanje topljivosti proteina i smanjenje agregacije koja bi, ako djeluje kao tradicionalni

kaotrop, trebala imati negativan ucinak na stabilnost proteina (Bye 1 sur., 2014).

2.2.2. Osmoliti kao ekscipijensi u formulaciji proteina

Osmoliti su male organske molekule koje stanice nakupljaju kao odgovor na okolisne stresove.
Predstavljeni su aminokiselinama, Se¢erima, poliolima, tercijarnim sulfonijevim 1 kvarternim
amonijevim spojevima. Ove molekule imaju zaStitno ponaSanje i pogoduju ravnotezi
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makromolekula prema prirodnom obliku, sprjecavaju¢i denaturaciju i1 poticuéi savijanje
proteina. Proteinske formulacije zbog svoje bioloske prirode zahtijevaju vecu brigu tijekom
proizvodnog procesa s obzirom da moze doéi do denaturacije, inaktivacije i/ili agregacije
proteina. Ovi nedostaci mogu se prevladati koriStenjem osmolita kao ekscipijensa u proteinskim
formulacijama kao stabilizatora, sredstava za povecanje volumena, pa ¢ak i pufera (Wlodarczyk
i sur., 2018). Smatra se da su ucinci osmolita na stabilnost proteina op¢i i iznimno ucinkoviti,
Sto ih ¢ini glavnim kandidatima za uspjeSne pomoc¢ne tvari (ekscipijense) te se smatraju mo¢nim
stabilizatorima proteina, koji mogu izbje¢i denaturaciju ili agregaciju (Chen 1 sur., 2015).
Prepoznate su tri klase osmolita: polihidri¢ni alkoholi, aminokiseline 1 njihovi derivati te

mjeSavine metilamina i uree (Bye i sur., 2014; Yancey i sur., 1982).

Gubitak unutarnje vode zbog suSe, ekstremnih temperatura ili bolesti koje uzrokuju osmotsku
neravnotezu, uobiCajena je prijetnja jer rezultira visokim koncentracijama soli 1 organskih
otopljenih tvari. Kako bi odrzali osmotsku ravnotezu s okolinom 1i sprijecili poremecaje koji
mogu uzrokovati strukturne promjene u stani¢nim proteinima, vecina organizama Koristi
osmolite, elektricki neutralne i netoksi¢ne organske molekule (Czech i sur., 2018). Ovim
svestranim organskim spojevima pripisuje se nekoliko bioloSkih funkcija, medu kojima je
najizrazenija povecanje termodinamicke stabilnosti makromolekula bez ugroZavanja njihove

prirodne funkcionalnosti (Cvjetko Bubalo i sur., 2023).

Svi poznati osmoliti mogu se grupirati u nekoliko glavnih kemijskih kategorija: (i) polioli 1
Secerni polioli (npr. glicerol, sorbitol, ksilitol) (ii) Seceri 1 njihovi derivati (npr. glukoza,
saharoza, trehaloza) akumulirani uglavnom u biljkama, kukcima 1 polarnim ribama; (iii)
aminokiseline i njihovi derivati (npr. glicin, prolin, ektoin, taurin) koji se nalaze uglavnom u
prokariotskim stanicama i biljkama; (iv) metilamini (npr. trimetilamin-N-oksid - TMAO,
sarkozin, betain) koji se nalaze uglavnom u morskim ribama 1 biljkama; (v) metilsulfonijevi
spojevi (npr. dimetilsulfoniopropionat - DMSP) koji se nalaze u morskim organizmima; (vi) Y
konjugirani spojevi (npr. uree i gvanidini) koje koriste sisavci i morski svijet (slika 2) (Kushwah

i sur., 2020; Hasan i sur., 2019).
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Slika 2. Primjer prirodno prisutnih osmolita u organizmima (prema Cvjetko Bubalo i sur.,
2023)

Na temelju interakcije osmolita s makromolekulama, posebno proteinima, kategorizirani su u
dvije velike skupine: "kozmotropi" (stabilizirajuéi) i "kaotropi" (destabilizirajuci) (Street i sur.,
2006). Urea, gvanidin hidroklorid (gvanidin HCI) 1 arginin (Arg) su denaturiraju¢i osmoliti ,
koji se obi¢no nazivaju kaotropima, jer je uoCeno da remete strukturu i funkciju
makromolekula. S druge strane, metilamini i metilsulfonijevi spojevi, ugljikohidrati, polioli,
aminokiseline i njihovi derivati nazivaju se kozmotropima i kompatibilnim otopljenim tvarima
jer guraju ravnotezu savijanja proteina prema izvornom obliku u raznim stresnim situacijama,
Cesto suprotstavljajuci se destabiliziraju¢em ucinku kaotropa (Yancey, 2004). Iako su opéenito
netoksiéni 1 kompatibilni s citoplazmatskim proteinima u Sirokim rasponima koncentracija,
mnogi kozmotropi mogu biti §tetni pri visokim koncentracijama u nedostatku kaotropa. Na
primjer, pri visokim koncentracijama TMAO inhibira neke enzime i pojacava stvaranje

nefunkcionalnih proteinskih agregata in vitro (Cvjetko Bubalo i sur., 2023; Devlin i sur., 2001).

Ve¢ duZe vrijeme znanstvenici nastoje razjasniti molekularni mehanizam kojim kozmotropi,
posebno TMAO, stabiliziraju proteine u prisutnosti kaotropa uree. “Neizravni mehanizam”
kaze da osmoliti utjeCu na ponaSanje proteina u savijanju mijenjajuci strukturu medija
interakcijom s okolnim molekulama vode 1 naknadno moduliraju¢i (slabe¢i ili ja¢ajuc¢i) mrezu
H-veza vode i njezina termodinamicka svojstva. Nasuprot tome, pristup "izravnog mehanizma"
predlaze da osmolit izravno komunicira s peptidima ili aminokiselinskim bo¢nim lancima
proteinske okosnice kako bi stabilizirao nativno savijanje proteina. S obzirom na vrlo sloZzenu
interakciju s makromolekulama nailazimo na paradoks prekomjerne stabilizacije: pokazalo se

da kozmotrop (TMAO) stabilizira protein vise u prisutnosti kaotropa (uree) nego sam (Rdsgen,
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2014; Rosgen 1 Jackson-Atogi, 2012). Prisutnost osmolita u odredenim kombinacijama i
omjerima u prirodi prvenstveno je povezana s ¢injenicom da, u odredenim molarnim omjerima,
kozmotropi, poput metilamina i aminokiselina, mogu uravnoteziti Stetne ucinke uree na
proteine 1 druge makromolekule (Yancey, 2004). Takoder je zabiljezeno da je sadrzaj TMAO
kozmotropa visok u organizmima dubokih mora samo kada je prisutan o¢iti kaotrop, uglavnom
urea. Zbog toga kombinaciju kozmotropa i kaotropa na ravnotezu savijanja proteina treba
razmotriti na nacin koji priznaje ne samo kumulativne ve¢ i sinergijske ucinke izmedu

komponenti sustava (Cvjetko Bubalo i sur., 2023; Holthauzen i sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

e Betain, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

e Destilirana voda, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb

e Dimetilsulfoniopropionat, DMSP, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD
e Ektoin, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

e Glicerol, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

e Gvanidin hidroklorid, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

o Kalijev dihdrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kalijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kolin-klorid, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Nile crvena solvatokromna proba, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Taurin, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

e Trimetilamin-N-oksid, TMAO, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

e Urea, p.a. Sigma-aldrich, St. Louis, SAD

3.1.2. Otopine i puferi

o Kalij-fosfatni pufer (pH 7)

2,336 g KoHPO4 i 1,577 g KH2PO4 otopi se u destiliranoj vodi u ukupnom volumenu od
250 mL

3.1.3. Enzimi i supstrati
e Suspenzija bakterije Micrococcus lysodeikticus u PBS puferu (7 mg/ml)

e Lizozim iz bjelanjka jaja pileta, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrjebljene kemikalije 1 otapala bili su analitiCke Cistoce.
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3.1.4. Oprema i uredaji

e Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

e Eppendorf epruvete, Deltalab, Spanjolska

e Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka

e Hladnjak, Gorenje, Slovenija

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

e Homogenizator/inkubator ES-20/60, Biosan, Latvija

e Laboratorijska tresilica, KL.2, Fisher Scientific GmbH,Schwerte, Njemacka

e Laboratorijsko posude (epruvete, stalak za epruvete, odmjerne tikvice, menzure,
kivete, laboratorijske ¢ase)

e Magnetska mijesalica s grijanjem, Technica, Zeleznik, Slovenija

e Mikropipete Eppendorf (10 puL, 20 puL, 200 puL, 1 mL, 5 mL)

e Piknometar, Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Zagreb

e Univerzalni uredaj za mjerenje pH, mV/ORP i iona Mettler Toledo/S220

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

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema i karakterizacija niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita

3.2.1.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita
Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala na bazi osmolita (osmoDES) pripremaju se tako da se u
staklenoj bocici (V = 20 mL) pomijesaju dvije ili viSe komponenti prema zadanom molarnom
omjeru uz dodatak 40 % (w/w) vode. KoriStene komponente i njihove pripadaju¢e mase za
pripremu osmoDES-ova prikazane su u tablicama 2 i 3. Reakcijska smjesa zagrijava se pola
sata na magnetskoj mjesalici pri temperaturi od 60 °C. Reakcija je gotova kada nastane bistra,

bezbojna i homogena tekucina. Otapala se Cuvaju na sobnoj temperaturi do daljnje upotrebe.
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Tablica 2. Pripremljena dvokomponentna niskotemperaturna eutekticka otapala

Molarni m m m
Puni naziv DES-a Kratica : (komponent | (komponent | (voda)
omjer 1 2
al)[g] a2) [g] [d]
Ektoin:Urea Ect:U 1:2 1,85 1,56 2,27
Ektoin:Gvanidin Ect:G 1:2 1,42 1,91 2,22
Ektoin:Glicerol Ect:Gly 1:2 1,42 1,84 2,18
Trimetilamin-N- TMAO:U | 11 2,44 1,32 1,76
oksid:Urea
Trimetilamin-N- TMAOG | 11 2.44 211 1,76
oksid:Gvanidin
Trlm_etlllar_nm-N- TMAO:GI 19 2.2 3,68 2,00
oksid:Glicerol y
Kolin-klorid:Urea ChCl:U 1:2 1,82 1,56 2,25
Kolin-klorid:Gvanidin ChCI:G 1:2 1,40 1,91 2,20
Kolin-klorid:Glicerol ChCI:Gly 1:2 1,40 1,84 2,16
Betain:Urea Bet:U 1:1 2,23 1,14 2,24
Betain:Gvanidin Bet:G 1:2 1,29 2,10 2,26
Betain:Glicerol Bet:Gly 1:2 1,29 2,03 2,21
Dlmetllsullfonloproplona DMSP:U 12 188 1.32 213
t: Urea
Dimetilsulfoniopropiona | nyiep. | 125 1,54 1,72 2,17
t: Gvanidin
Dimetilsulfoniopropiona | \iep. g1y | 1.2 1,54 1,66 213
t: Glicerol
Tablica 3. Pripremljeno viSekomponentno niskotemperaturno eutekticko otapalo
. m
Puni naziv DES-a Kratica MOI‘?‘m' i (et et (voda)
omjer [a]
[d]
_Trimetilamin-N- TMAO:Bet:Tau:U | 1:6:0,5:15 | 0,22:1,41:0,13:1,80 | 2,20
oksid:Betain:Taurin:Urea
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3.2.1.2. Karakterizacija niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita
primjenom infracrvene spektroskopije sa Furijerovim transformacijama

Struktura pripremljenih osmoDES-ova potvrdena je putem infracrvene spektroskopije s

Furijerovim transformacijama (FTIR), tehnike koja se oslanja na infracrveno zracenje kako bi

analizirala molekularnu strukturu. U postupku, pripremljeni uzorak se postavlja unutar

infracrvenog spektrometra, gdje se usmjerava infracrveno zracenje na njega. Infracrveni (IR)

spektri su snimljeni na FTIR spektrometru opremljenom modulom prigusene totalne refleksije

s dijamantnim ATR kristalom u rasponu od 4000 do 400 cm™ s razlu¢ivoséu od 4 cm™.

3.2.1.3. Karakterizacija fizikalno-kemijskih svojstava niskotemperaturnih eutektickih
otapala na bazi osmolita

Provodila su se mjerenja razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava te su analizirani parametri

ukljucivali su ispitivanje polarnosti, mjerenje pH vrijednosti te odredivanje gustoce otapala pri

sobnoj temperaturi od 25 °C.

Mjerenje polarnosti

Polarnost svakog eutektickog otapala odredena je pomocu Nile red solvatokromne probe. Za tu
svrhu, pripremljena je mati¢na otopina solvatokromne probe koncentracije 1,0 g/L u etanolu i
Cuvala se na temperaturi od 4 °C. Uzorci za spektrofotometar priredeni su u Eppendorf
epruvetama od 2 mL prema sljede¢em postupku: 0,5 mL stock otopine Nile reda, razrijedene
100 puta, pomijesane su s 1,5 mL uzorka. Kontrolna mjerenja obavljena su s upotrebom
polarnog otapala, vode, 1 nepolarnog otapala, heksana. Nakon toga, 800 pl pripremljenog
uzorka dodano je u kivetu koji je postavljen u spektrofotometar. Mjerenje apsorbancije

obavljeno je u rasponu od 340-800 nm primjenom UV/VIS spektrofotometra.

Mjerenje pH vrijednosti

Vrijednost pH u osmoDES-ovima odredena je koriStenjem univerzalnog uredaja za mjerenje
pH, koji je bio prethodno kalibriran. Mjerenja su provedena pri sobnoj temperaturi od 25 °C
tako da je elektroda uronjena u otapalo, a nakon stabilizacije izmjerene su vrijednosti pH koje

su bile prikazane na uredaju.

Mjerenje gustoce
Gustoca otapala je odredena koristenjem piknometra, specificnog instrumenta dizajniranog za

precizno mjerenje gustoce tekucina. Priblizno 2 mL svakog otapala dodano je u piknometar.
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Nakon zatvaranja piknometra, viSak tekucine je iscurio van, omogucavajuci precizno odredeni
volumen otapala. Masa piknometra s otapalom zatim je izmjerena pomoc¢u vage. Oduzimanjem
mase praznog piknometra od ukupne mase dobivena je masa konkretnog osmoDES-a. Gustoca

0SMODES-a zatim je izracunata koriStenjem mase otapala i poznatog volumena piknometra.

3.2.2. Odredivanje stabilosti proteina lizozima u niskotemperaturnim eutektickim

otapalima na bazi osmolita nakon inkubacije pri visokim temperaturama

3.2.2.1. Pracenje agregacije lizozima u niskotemperaturnim eutektickim otapalima na bazi
osmolita tijekom inkubacije pri 90 °C

Agregacija proteina lizozima u osmoDES-ovima pracena je koriStenjem UV/VIS
spektrofotometra. Kod stvaranja agregata, pra¢ene su promjene u zamucéenosti proteinske
otopine, koje su bile vidljive poveéanjem apsorbancije na valnoj duljini od 600 nm. Za potrebe
eksperimenta, otopina lizozima u osmoDES-ovima i PBS puferu koncentracije 5 mg/ml
izlozene su toplinskom tretmanu. Kako bi se o€uvali uzorci i sprijecilo isparavanje tijekom
grijanja na visokim temperaturama, kivete s uzorkom su bile pokrivene slojem parafinskog ulja.
Uzorci su zatim bili zagrijavani u izotermalnoj komori unutar spektrofotometra na temperaturi

od 90 °C tijekom jednog sata.

3.2.2.2. Odredivanje rezidualne aktivnosti lizozima u niskotemepraturnim eutektickim
otapalima na bazi osmolita nakon inkubacije pri 80 °C

Ispitivanje stabilnosti proteina lizozima provodilo se u osmoDES-ovima te u referentnom
puferu i referentnom otapalu, pracenjem promjene enzimske aktivnosti. Promjena enzimska
aktivnost pracena je nakon inkubacije lizozima na temperaturi od 80 °C tijekom sat vremena,
koriste¢i UV/VIS spektrofotometrijsku metodu.
Uzorci lizozima koncentracije 5 mg/ml pripremljeni su u razli¢itim osSmoDES-ovima te u 10
mM Kkalij-fosfatnom puferu (pH 7). Za mjerenje enzimske aktivnosti, 525 pl 10 mM kalijevog
fosfatnog pufera (pH 7) stavljeno je u plasti¢nu kivetu, zajedno s 30 ul prethodno pripremljene
suspenzije bakterija Micrococcus lysodeikticus u sterilnom PBS puferu (7 mg/ml). Nakon
dodavanja 30 pul otopine lizozima u odgovaraju¢em otapalu, reakcija je zapocela. Neposredno
nakon mijesanja, kiveta je postavljena u UV/VIS spektrofotometar radi mjerenja apsorbancije
na valnoj duljini od 450 nm. Postupak je ponovljen nakon $to je lizozim bio inkubiran na
temperaturi od 80 °C tijekom jednog sata. Relativna aktivnost (%) izracunata je na temelju

pocetne brzine reakcije koju je enzim postigao nakon inkubacije, u usporedbi s onom
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izmjerenoj prije izlaganja uvjetima inkubacije.

3.2.3. Odredivanje rezidualne aktivnosti lizozima u niskotemperaturnim eutektickim
otapalima na bazi osmolita nakon inkubacije pri niskim temperaturama

Ispitivanje stabilnosti proteina lizozima provodilo se u osmoDES-ovima te u referenthom
puferu, pra¢enjem promjene enzimske aktivnosti. Promjena enzimska aktivnost pracena je kroz
pet ciklusa inkubacije pri niskim temperaturama od -14 °C i -80 °C, koriste¢i UV/VIS
spektrofotometrijsku metodu.
Pripremljeni uzorci lizozima s koncentracijom od 5 mg/ml, otopljeni u osmoDES-ovima ili
10mM Kalij-fosfatnom puferu (pH 7), podvrgnuti su pet ciklusa postupka zamrzavanja na
temperaturama od -14 °C i -80 °C tijekom petodnevnog razdoblja, pri ¢emu je svaki ciklus
trajao 24 sata. Uzorci pohranjeni u hladnjaku su nakon svakog ciklusa zamrzavanja izvadeni i
ostavljeni da se odmrznu na sobnoj temperaturi od 25 °C prije nego $to su podvrgnuti daljnjim
mjerenjima. Postupak mjerenja enzimske aktivnosti bio je identican onome §to je opisano u
odjeljku 3.2.2.2. za termostabilizaciju. Relativna aktivnost (%) izraunata je na temelju pocetne
brzine reakcije koju je enzim postigao nakon razdoblja zamrzavanja, u usporedbi s onom

izmjerenoj prije izlaganja uvjetima zamrzavanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Koncept zelene kemije je sve viSe prisutan u raznim podruc¢ima istrazivanja te se koristi u
industriji, obrazovanju, zastiti okolista i u posljednje vrijeme je vrlo popularan u $iroj javnosti.
Zelena kemija se bavi stvaranjem proizvoda i1 procesa koji su ekoloski prihvatljivi 1 profitabilni
te ne Stete zdravlju ljudi (Anastas i Eghbali, 2010). Znanstvenici istrazuju niskotemperaturna
eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Sovents, DES) kao obecavajucu alternativu zbog

njihove sigurnosti, prilagodljivosti i jednostavne pripreme.

Stabilnost proteina je izuzetno bitna u svim kemijskim procesima. Prirodne makromolekule
Cesto su nestabilne u vodenoj otopini te samim time moze do¢i do naruSavanja nativne
konformacije sto dovodi do gubitka bioloske funkcije. Stanice kao odgovor na teske uvjete
okoliSa i kao mehanizam bioloske prilagodbe, proizvode i akumuliraju organske spojeve niske
molekularne teZine koji se nazivaju osmoliti (Wlodarczyk 1 sur., 2019). Upotreba osmolita je
vrlo korisna jer su osmoliti u¢inkoviti u zastiti nativnog oblika proteina od denaturacije,
stabilizaciji te njihova prisutnost u stanici ne mijenja u velikoj mjeri funkcionalnu aktivnost
proteina (Wlodarczyk i sur., 2018; Singh i sur., 2011).

Postoji velika strukturna slicnost izmedu osmolita i uobicajenih komponenti DES-a. Osmoliti
su obi¢no prisutni u stanicama 1 tkivima u odredenim kombinacijama 1 €esto u prilicno strogim
omjerima. Te kombinacije i omjeri su ¢esto nevjerojatno sli¢ni ili identi€ni onima koji se koriste
za pripremu sintetskih DES-ova (Cvjetko Bubalo i sur., 2023). Razli¢ite kombinacije osmolita
tvore viSekomponentne eutekticke sustave koji pomazu u odrzavanju nativne konformacije i
funkcionalnosti proteina i drugih biomolekula u nepovoljnim uvjetima. Ova nova otkrica
pruzaju izvrsnu priliku za projektiranje novih otapala i sustava na bazi osmolita koji su izravno
inspirirani prirodnim mikrookruzenjem biomakromolekula i stoga ga mogu ucinkovito

oponasati (Cvjetko Bubalo i sur., 2023).

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj pripravljenih otapala na toplinski induciranu agregaciju
te termodinamicku stabilnost modelnog proteina pri ekstremnim temperaturama (-80, -14 i 80
°C). Modelni protein koriSten u istrazivanju bio je lizozim. U tu svrhu pripremljeno je 1 detaljno
karakterizirano dvanaest dvokomponentnih osmoDES-ova, kao i jedan bioinspirirani
visSekomponentni osmoDES, dizajniran repliciranjem molarnih udjela osmolita u misi¢ima

morskog psa.
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4.1.PRIPREMA | KARAKTERIZACIJA NISKOTEMPERATURNIH
EUTEKTICKIH OTAPALA NA BAZI OSMOLITA

4.1.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita

Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita (0smoDES) provodila se
jednostavnim postupkom u kojem su polazne komponente pomijesane u odredenom molarnom
omjeru uz dodatak vode. Otopina je lagano zagrijavana uz mijeSanje dok se ne dobije
homogena, bistra 1 bezbojna tekucina. IskoriStenja priprave ovih otapala je 100 % iz cega
mozemo zakljuéiti da ne dolazi do nastajanja otpada tijekom sinteze. Upravo to potvrduje
ekolosku prihvatljivost i ekonomsku odrzivost ovih otapala.

Pripremljeni su osmoDES-ovi koji se sastoje od razli¢itih komponenti u specifiénim molarnim
omjerima sa 40 % (w/w) udjela vode te su uz to pripremljeni referentni DES-ovi na bazi kolin-
klorida s ureom, gvanidin hidrokloridom i glicerolom kao donorom vodikove veze.
Dvokomponentni osmoDES-ovi pripremljena su na bazi ektoina, trimetilamin-N-oksida
(TMAO), betaina i dimetilsulfoniopropionata (DMSP) koji djeluju kao akceptori vodikove veze
(HBA), uz ureu, gvanidin te glicerol kao donor vodikove veze (HBD). Visekomponentni
osmoDES izraden je na temelju analize raspodjele osmolita u misi¢ima hrskavi¢ne ribe (Yancey
i sur., 2002), konkretno morskog psa Dasyatis sabina, i sastoji se od TMAO:betain:taurin:urea.
Udio komponenata potrebnih za stvaranje ovog 0SmoDES-a izraCunat je na temelju njihove
koncentracije u odgovaraju¢im tkivima, a smjese su podvrgnute standardnim uvjetima za

stvaranje osmoDES-a (tablica 4).
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Tablica 4. Eksperimentalni podaci fizikalno-kemijskih svojstava osmoDES-ova

Kratica Molgrni Polarnost oH Gustoéa
omjer [kcal/mol] [mg/cm?]

Ect:U 1:2 48,92 6,77 1195,25
Ect:G 1:2 50,27 5,85 1192,80
Ect:Gly 1:2 49,78 6,27 1147,45
TMAO:U 1:1 49,79 9,60 1093,35
TMAO:G 1:1 49,81 9,04 1116,40
TMAO:Gly 1:2 50,43 9,06 1139,25
ChCl:U 1:2 48,98 7,70 1130,75
ChCI:G 1:2 48,81 4,74 1106,10
ChCI:Gly 1:2 49,60 6,18 1134,55
Bet:U 1:1 49,96 8,11 1140,20
Bet:G 1:2 49,06 5,76 1158,60
Bet:Gly 1:2 49,72 6,85 1146,40
DMSP:U 1:2 48,67 2,02 1190,45
DMSP:G 1:2 48,12 1,03 1186,85
DMSP:Gly 1:2 48,54 0,96 1182,30
TMAO:Bet:Tau:U 1:6:0,5:15 49,34 8,17 1156,95

*Ect-ektoin, TMAO-trimetilamin-N-oksid, ChCl-kolin-klorid, Bet-betain, DMSP-dimetilsulfoniopropionat, Tau-
taurin, U-urea, G-gvanidin, Gly-glicerol

4.1.2. Karakterizacija niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi osmolita primjenom
infracrvene spektroskopije sa Furijerovim transformacijama

Struktura pripremljenih osmoDES-ova potvrdena je upotrebom analiti¢ke metode infracrvene
spektroskopije sa Furijerovim transformacijama (FTIR) koja je relativno jednostavna,
ponovljiva, nedestruktivna i potrebne su samo male koli¢ine materijala uz minimalnu pripremu
uzorka. Osim toga, ova metoda pruZa informacije na molekularnoj razini omogucujuci
istrazivanje funkcionalnih skupina, tipova veza 1 molekularnih konformacija. FTIR
spektroskopija je posljedica promjena dipolnog momenta tijekom molekularne vibracije

(Movasaghi i sur., 2008).

Infracrvena spektroskopija sa Furijerovim transformacijama (FTIR) koriStena je =za
identificiranje strukture pripravljenih otapala. Rezultati su prikazani infracrvenim (IR)
spektrima na slikama 2-7 koji omogucuju identifikaciju funkcionalnih skupina analiziraju¢i
apsorpciju infracrvenog zracenja. Infracrveni spektar prikazuje karakteristi¢ne vrpce povezane
s funkcionalnim skupinama. Spektrometar biljezi promjene u intenzitetu zracenja u ovisnosti o

valnoj duljini. Na apscisi (x-osi) se nalazi valni broj (cm™), dok je na ordinati (y-osi)
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apsorbancija. Rezultat ovog postupka je infracrveni spektar koji vizualno prikazuje kako

molekule u uzorku apsorbiraju infracrveno zracenje, potvrdujuéi njihovu strukturu.

Kod FTIR spektara ¢istih komponenti na bazi - TMAO (slika 4) vidljivi pikovi su sljedeci:
siroki pik od 3200 cm™! do 3500 cm ™! koji je pripisan vibraciji N-H veze, zatim vrpca na 1600
cm ' do 1700 cm™! pripisana vibraciji pruzanja C =N veze. Mali pikovi na 1300 cm™! bili su
posljedica —OH savijanja. N—O traka N-oksida pojavila se na 1200 cm™!. Konaéno, pikovi na
oko 500 cm ! odgovaraju C—N—C vezi u aminima (Lakshmi i sur., 2021). Kod otopina koje se
sastoje od kolin-klorida (slika 5) kao HBA najkarakteristi¢nije vrpce ukljucuju pikove u raspon
od 3300 do 3500 cm™! zbog vibracija N-H veze, vrpcu prisutnu izmedu 1000 do 1250 cm™ koja
proizlazi iz vibracija C-N veze, te vrpcu u rasponu od 1600 do 1700 cm™ uzrokovanu
vibracijama C=0 veze (Jakubowska i sur., 2020). Komponente na bazi betaina kao HBA, kako
je prikazano na slici 6, takoder pokazuju karakteristi¢ni pik izmedu 1600 i 1700 cm™, Sto
ukazuje na prisutnost C=0 veze. Kod otapala na bazi DMSP-a kao HBA (slika 7) pojavljuju se
karakteristi¢ne vrpce na oko 1300 cm ™! (CH; vibracije), 1030 cm™! (simetri¢no istezanje C—O—
C veze) te vrpca od 3200 cm™ do 3500 cm™!, koja se pripisuje rastezanju OH skupine (Zeng i
sur., 2019). Urea (slike 3a-7a i slika 8) posjeduje jednu karbonilnu skupinu, Sto rezultira
pojavom vrpce C=0 izmedu 1600 1 1700 cm™ zbog vibracija pruzanja C=0 veze, te vrpce
izmedu 3300 1 3500 cm™! uzrokovane N-H vezama (Du 1 sur., 2016). Gvanidin (slika 3b-7b)
pokazuje nekoliko karakteristicnih vrpei ukljucujuéi vrpcu N-H pri 3300 1 3500 cm™ te vrpcu
izmedu 1600 1 1700 cm ™ zbog vibracija pruZzanja C=0 veze. Budu¢i da gvanidin ima tri C-N
veze, vrpca C-N pojavljuje se izmedu 1000 1 1250 cm™ zbog vibracija pruzanja C-N veze. Kod
glicerola (slika 3c-7c) kao donora vodikove veze, moze se primijetiti karakteristi¢na vrpca
izmedu 32001 3600 cm ™, $to ukazuje na vibraciju pruzanja OH veze. Takoder, uocava se vrpca

izmedu 2800 1 3000 cm™', uzrokovana prisutnos¢u C-H veze (Selvanathan i sur., 2017).

Formiranje osmoDES-ova potvrdeno je analizom FTIR spektara. Vrpca smjestena izmedu 3200
i 3600 cm™! je prisutna na svim spektrima razvijenih otapala te ukazuje na prisutnost O-H
vodikove veze nastale stvaranjem DES-ova, kako je ilustrirano na slikama 3-8 (Chrzanowska 1
sur., 2018). Dodatno, u spektru referentnog otapala temeljenog na kolin-kloridu, uocen je
nestanak pika povezanog s simetri¢nim pruzanjem grupe CCN (1000 cm™). Ovaj fenomen
moze biti povezan s uniStenjem kristalne strukture €istih komponenti, §to proizlazi iz procesa

taljenja. Ovo potvrduje promjene u molekularnoj strukturi uzrokovane formiranjem DES-ova.
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Slika 3. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi ektoina: a) Ect:U, b)
Ect:G, c¢) Ect:Gly i pojedina¢nih komponenti od kojih je 0smoDES pripremljen
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Slika 4. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi TMAO: a) TMAO:U, b)
TMAO:G, ¢) TMAO:Gly i pojedinacnih komponenti od kojih je osmoDES pripremljen
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Slika 5. Usporedni prikaz infracrvenih spektara referentnog sustava na bazi kolin-klorida: a)

ChClI:U, b) ChCI:G, ¢) ChCl:Gly te pojedinacnih komponenti od kojih je osmoDES
pripremljen
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Slika 6. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi betaina: a) Bet:U, b)
Bet:G, c) Bet:Gly i1 pojedina¢nih komponenti od kojih je osmoDES pripremljen
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Slika 7. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi DMSP-a: a) DMSP:U, b)
DMSP:G, ¢) DMSP:Gly i pojedina¢nih komponenti od kojih je 0smoDES pripremljen
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Slika 8. Usporedni prikaz infracrvenih spektara bioinspiriranog visekomponentnog
osmoDES-a: TMAO:betain:taurin:urea i pojedina¢nih komponenti od kojih je osmoDES
pripremljen

4.1.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala na bazi
osmolita

U okviru eksperimentalnog dijela istrazene su fizikalno-kemijske karakteristike osmoDES-ova
koji se temelje na ektoinu, TMAO, kolin-kloridu, betainu i DMSP-u, te bioinspiriranom koktelu
morskog psa, €iji su eksperimentalni rezultati prikazani u tablici 4. Mjereni su parametri:
polarnost, pH vrijednost 1 gusto¢a na temperaturi od 25 °C.
Provedbom ovih eksperimenata dobili smo vrijedne informacije o sastavu i medusobnim
intereakcijama komponenata unutar eutekticke smjese. To je znatno pridonijelo naSem boljem

razumijevanju karakteristika i ponasanja stvorenog 0SmoDES-a.

Polarnost

Poznavanje polarnosti osmoDES-ova daje uvid u razumijevanje vaznih svojstava i interakcija
otapala te pomaze u predvidanju njihove u¢inkovitosti u brojnim kemijskim procesima. Mjeri
se pomak maksimuma apsorpcije te se izraCunava vrijednost molarne tranzicijke energije (Enr).
Visoke vrijednosti Enr odgovaraju nizoj polarnosti spojeva, a niske vrijednosti Enr opisuju visu
polarnost spojeva na skali polariteta za Nile red. Fizikalno-kemijska svojstva kao $to su
fotokemijska stabilnost, visoka topljivost u razli¢itim otapalima i niska bazi¢nost ¢ine Nile red
prikladnom za mjerenje polariteta DES-a (Farooq i sur., 2020).

Vrijednosti molarne tranzicijske energije (Enr) 0SmoDES-ova pri valnoj duljini od 450 nm

variraju unutar raspona od 48,12 do 50,43 kcal/mol (tablica 4). Dai i sur. (2013) opsezno su
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proucavali pripremu i svojstva vise od stotinu DES-ova. Razumijevanje polariteta DES-ova
bitno je za moduliranje njihovih sposobnosti otapanja i njihovih interakcija s biomolekulama.
Pokazalo se da su oni DES-ovi koji posjeduju HBD organske kiseline najpolarniji, a DES-ovi
na bazi Secera i poliola su manje polarni. Razlike u vrijednostima polarnosti izmedu ispitanih
0SmoDES-ova nisu znacajno velike. Otapalo DMSP:gvanidin (DMSP:G) pokazuje najvecu
polarnost, s vrijednos¢u molarne tranzicijske energije od 48,12 kcal/mol. S druge strane,
najmanja polarnost zabiljezena je kod otapala TMAO:glicerol (TMAO:Gly) s vrijednos¢u od
50,43 kcal/mol sto je u skladu s o¢ekivanim rezultatima s obzirom da je glicerol poliol koji

smanjuje polarnost DES-ova (Dai i sur., 2013).

Vrijednost pH

Mjerenje i poznavanje pH vrijednosti vazni su u mnogim primjenama, posebno u kemiji,
kemijskom inZenjerstvu, znanosti o okoliSu 1 proucavanju korozivnosti razli¢itih tekuc¢ina
(Ghaedi i sur., 2018). Vrijednost pH se smatra najvaznijom karakteristikom DES-ova koja
utjece na njegovu toksi¢nost. To znaci da su DES-ovi, koji sadrze organske kiseline kao §to je
HBD (npr. oksalna, limunska, jabuc¢na ili vinska kiselina) umjereno toksi¢ni (Radosevi¢ 1 sur.,
2016; Paiva i sur., 2014). S druge strane, DES koji se sastoji od kolina, Secera i poliola manje
je otrovan, vjerojatno zato §to su ti sastojci prijeko potrebni za stani¢ni metabolizam 1 stanice
imaju vecu toleranciju na njih (Rente i sur., 2022).

Kao $to je vidljivo u tablici 4 raspon pH vrijednosti pripremljenih osmoDES-ova varira izmedu
0,96 1 9,60 $to ukazuje na raznolikost kiselih 1 bazi¢nih svojstava tih otapala.

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da je najkiseliji osmoDES DMSP:glicerol
(DMSP:Gly) s pH vrijednos¢u od 0,96, a najvecu vrijednost pH, odnosno najvecu bazi¢nost
pokazuje otapalo TMAO:urea (TMAO:U) s pH od 9,60, sto je u skladu s o¢ekivanjima (Tiecco
i sur., 2019). Takoder je vidljivo da otapala koja sadrze gvanidin kao donora vodikove veze
(HBD) imaju nizu pH vrijednost od otapala drugih donora istog akceptora vodikove veze
(HBA), osim u sluéaju otapala DMSP:Gly gdje je pH vrijednost niZza nego kod otapala
DMSP:G. Otapala koja sadrze ureu kao HBD imaju visi pH u usporedbi s otapalima drugih
donora u kombinaciji s istim akceptorom. Otapala na bazi DMSP-a kao akceptora vodikove
veze imaju ukupno najnize vrijednosti pH, dok su najvise pH vrijednosti uglavnom zabiljezene
kada se koristi TMAO kao akceptor vodikove veze.

Imajuéi u vidu raspon pH vrijednosti otapala u prilozenim podacima, mozemo zakljuciti da
0SmMoDES-ovi prikazuju raznolik spektar kiselosti i bazicnosti §to moze biti od iznimnog

znacaja u dizajniranju osmoDES-ova jer pruzaju razli¢ite moguénosti za Siroku primjenu te se
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mogu prilagoditi specificnim potrebama procesa.

Gustoca

Analizom dobivenih podataka o gusto¢i prikazanih u tablici 4, vidljivo je da najvecu gustocu
ima otapalo ektoin:urea koja iznosi 1195,25 mg/cm?®, a najmanja gustoéa izmjerena je kod
otapala TMAO:urea te iznosi 1093,35 mg/cm®. Svi 0smoDES-ovi imaju veéu gustoéu od
gustoée vode koja iznosi 1000 mg/cm®. U prosjeku otapala koja sadrze DMSP kao akceptora
vodikove veze imaju najvecu gustocu u usporedbi sa ostalim otapalima, a otapala koja sadrze
TMAO kao akceptora vodikove veze imaju u prosjeku najnizu gustocu.

Varijacija gustoca ovih otapala s obzirom na razli¢ite kombinacije akceptora i donora vodikove

veze omogucuje prilagodbu otapala prema zeljenim svojstvima.

4.2. STABILNOST LIZOZIMA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA NA BAZI OSMOLITA

4.2.1. Agregacije lizozima u niskotemperaturnim eutektickim otapalima na bazi osmolita
Proteinski agregati mogu znacajno utjecati na kvalitetu, sigurnost 1/ili u¢inkovitost proizvoda

pa je bitno ispitati dolazi li do agregacije proteina u osmoDES-ovima (Wang 1 Roberts, 2018).

U ovom diplomskom radu provodilo se eksperimentalno proucavanje agregacije proteina
lizozima pri 90 °C u referentnom puferu, referentnom sustavu koji uklju¢uje DES-ove kolin-
klorid:ureu, kolinklorid:gvanidin, kolin-klorid:glicerol te osmoDES-ovima: ektoin:urea,
ektoin:gvanidin, ektoin:glicerol, TMAO:urea, TMAO:gvanidin, TMAOQO:glicerol, betain:urea,
betain:gvanidin, betain:glicerol, DMSP:urea, DMSP:gvanidin, DMSP:glicerol te
bioinspiriranom  viSekomponentnom osmoDES-u TMAO:betain:taurin:urea. Pracenje
agregacije vrseno je putem UV/VIS spektrofotometrije. Pri agregaciji proteina, promjene u
mutno¢i proteinske otopine biljezene su kroz povecanje apsorbancije pri 600 nm. Rezultati ovih

eksperimenata prikazani su na slikama 9-11.

Analizom rezultata primije¢eno je povecanje apsorbancije u slucaju referentnog pufera te kod
osmoDES-a TMAO:urea. Kod ostalih osmoDES-ova 1 kod referentnog sustava na bazi kolin-
klorida nije doslo do takvog povecanja, i apsorbancija je ostala gotovo nepromijenjena. Moze
se zakljuciti da je do agregacije doslo samo u referentnom puferu i u otapalu TMAO:urea, dok
to kod drugih osmoDES-ova nije slucaj. S obzirom da je apsorbancija puno veca kod pufera

nego kod osmoDES-a TMAO:urea, zakljucak je da do agregacije puno vise dolazi u puferu.
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Agregacija moze negativno utjecati na protok i ucinkovitost procesa te proteinski agregati
obi¢no imaju smanjenu ili nikakvu bioloSku aktivnost (Wang i Roberts, 2018) pa je samim time

pohrana u osmoDES-ovima dala znatno povoljnije rezultate u usporedbi s referentnim puferom.

c) d)

€) f)

Slika 9. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim DES-
ovima pri 90 °C: a) ektoin:urea, b) TMAO:urea, ¢) ektoin:gvanidin, d) TMAO:gvanidin, e)
ektoin:glicerol, f) TMAO:glicerol
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e) f)

Slika 10. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim DES-
ovima pri 90 °C: a) kolin-klorid:urea, b) betain:urea, ¢) kolin-klorid:gvanidin, d)
betain:gvanidin, e) kolin-klorid:glicerol, f) betain:glicerol
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a) b)

c) d)

Slika 11. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim DES-
ovima pri 90 °C: a) pufer, b) visekomponentni osmoDES TMAO:Betain: Taurin:Urea, c)
DMSP:urea, d) DMSP:gvanidin ¢) DMSP:glicerol

4.2.2. Odredivanje rezidualne aktivnosti lizozima u niskotemepraturnim eutektickim
otapalima na bazi osmolita

Pracenjem stabilnosti proteina lizozima u osmoDES-ovima procjenjuje se potencijal tih otapala

za pohranu biomolekula. Enzimska aktivnost biljeZena je prije i nakon izlaganja uzorka

temperaturi od 80 °C primjenom UV/VIS spektroskopije. Relativna aktivnost (%) izraCunata je

usporedbom pocetne brzine reakcije koju je enzim ostvario nakon inkubacije s brzinom reakcije

izmjerene prije nego Sto je uzorak podvrgnut inkubaciji. Rezultati dobiveni pracenjem

stabilnosti lizozima u pripremljenim osmoDES-ovima prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon inkubacije pri 80 °C u puferu,
referentnom sustavu na bazi kolin-klorida te odgovaraju¢im dvokomponentnim osmoDES-
ovima na bazi betaina, ektoina, TMAO, DMSP-a i visekomponentnom bioinspiriranom
0smoDES-u

Kao s$to se moze primijetiti na grafu prikazanom na slici 12, nakon sat vremena inkubacije na
80 °C, gotovo svi pripremljeni osmoDES-ovi pokazuju znacajno viSe vrijednosti rezidualne
enzimske aktivnosti u usporedbi s referentnim puferom, koji zadrZzava samo 20,5 % pocetne
enzimske aktivnosti proteina lizozima. Otapala koja pokazuju manje vrijednosti rezidualne

aktivnosti od pufera su TMAO:U sa 17,9 % 1 TMAO:G sa 19,4 %.

Najjaci stabilizirajuci efekt primjecen je kod otapala betain:glicerol (Bet:Gly), s relativnom
aktivnos¢u od 105,1 %. Takoder, otapalo ektoin:glicerol (Ect:Gly) pokazalo se vrlo
djelotvornim s relativnom aktivno$éu od 95,9 % te otapalo ektoin:gvanidin (Ect:G) takoder
pruza pristojnu stabilizaciju sa zabiljeZzenom relativnom aktivnoS¢u od 86,6 %. Najmanji
stabilizacijski u¢inak pokazuje otapalo TMAO:urea (TMAO:U) s relativnom aktivno$¢u od
17,9 % te otapala TMAO:gvanidin (TMAO:G) s relativnom aktivnoséu 19,4 % i
TMAO:glicerol (TMAO:Gly) s relativnom aktivnoSc¢u 24,3 %. Ovakvi rezultati ukazuju na to
da osmoDES-ovi koji sadrze TMAO kao akceptor vodikove veze imaju najmanji stabilizacijski
ucinak s obzirom na ostale osmoDES-ove. Zanimljivo je da bioinspiriran viSekomponenti
osmoDES izraden na temelju analize raspodjele osmolita u miSi¢ima morskog psa Dasyatis
sabina, koji takoder sadrzi TMAO, a pokazuje jako dobru stabilizaciju proteina te mu ju
relativna aktivnost 85,1 %. Takvi rezultati ukazuje na to da prisutnost dodatnih osmolita, kao
$to su betain, taurin i urea u omjerima inspiriranim prirodnim okruzenjem, znacajno poboljSava

stabilizacijske karakteristike DES-a u ocuvanju proteina.
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S obzirom na visoke vrijednosti relativne aktivnosti gotovo svih formiranih osmoDES-ova
nakon inkubacije, rezultati ukazuju na znacajan potencijal DES-ova na bazi osmolita za
stabilizaciju proteinskih uzoraka pohranjenih na povisenim temperaturama u usporedbi s

konvencionalnom metodom pohrane lizozima u puferu.

4.3. STABILNOST LIZOZIMA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA NA BAZI OSMOLITA PRI NISKIM TEMPERATURAMA

Nakon postizanja iznimnih rezultata u ocuvanju termostabilnosti proteina lizozima u
osmoDES-ovima, u ovome radu ispitana je njihova sposobnost stabilizacije proteina nakon
inkubacije pri niskim temperaturama. Enzimska aktivnost proteina lizozima prou¢avana je na
niskim temperaturama od -14 °C i -80 °C kroz pet uzastopnih dana. Eksperiment je ukljucivao
pet ciklusa zamrzavanja, gdje su uzorci tijekom svakog ciklusa bili pohranjeni u hladnjaku na
24 sata. Stabilnost proteina pra¢ena je pomocu analiticke metode UV/VIS spektrofotometrije,
mjerenjem rezidualne enzimske aktivnosti, a rezultate tog pracenja prikazali na slikama 13 i
14,
Rezidualna aktivnost, izrazena u postocima, odredena je usporedbom pocetne brzine
enzimske reakcije nakon inkubacije s brzinom reakcije zabiljeZenom prije nego $to je uzorak

izloZen uvjetima inkubacije.
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Slika 13. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon svakog ciklusa inkubacije pri -14
°C: a) pufer, ChCl:U, ChCI:G, ChCI:Gly, Bet:U, Bet:G, Bet:Gly b) Ect:U, Ect:G, Ect:Gly,
TMAO:U, TMAO:G i TMAO:Gly c) DMSP:U, DMSP:G, DMSP:Gly i bioinspirirano
viSekomponentno otapalo
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Radi lakSeg pregleda, pojednostavljeni rezultati ukupne rezidualne aktivnosti nakon svih
provedenih ciklusa zamrzavanja prikazani su na slici 14.
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Slika 14. Rezidualna aktivnost lizozima nakon inkubacije pri -14 °C u puferu, referentnom
sustavu na bazi kolin-klorida te odgovaraju¢im dvokomponentnim 0SmoDES-ovima na bazi
betaina, ektoina, TMAQO, DMSP-a i visekomponentnom bioinspiriranom osmoDES-u

Nakon inkubacije otapala pri niskoj temperaturi od -14 °C, sedam otapala pokazuje vecu
rezidualnu aktivnost enzima lizozima u usporedbi s puferom, ¢ija aktivnost iznosi 75,1 %
pocetne aktivnosti, a devet otapala ima neSto nizu aktivnost u odnosu na pufer.
Najvisu aktivnost pokazuje enzima inkubiran u osmoDES-u DMSP:urea (DMSP:U),
zadrzavajuci 107,9 % pocetne aktivnosti nakon 5 ciklusa zamrzavanja. Postotak aktivnosti
lizozima praktic¢ki ostaje nepromijenjen u odnosu na pocetnu enzimsku aktivnost proteina,
sugerirajuc¢i da navedeni osmoDES ima najizrazeniji stabilizacijski u¢inak na lizozim. S druge
strane, najmanju aktivnost pokazuje enzim inkubiran u referentnom sustavu Kkolin-
klorid:gvanidin (ChCI:G), ¢ija enzimska aktivnost opada na 59,8 % pocetne aktivnosti enzima
lizozima te enzim inkubiran u 0sSmoDES-u betain:glicerol (Bet:Gly) ¢ija aktivnost iznosi 60,1
%.
Najveci postotak relativne aktivnosti primjecuje se kod osmoDES-ova koji uklju¢uju DMSP
kao akceptor vodikove veze, dok je najniza aktivnost utvrdena kod referentnog sustava koji
ukljucuju kolin-klorid kao akceptor vodikove veze.
Otapala na bazi DMSP-a kao akceptora vodikove veze jedina pokazuju vece vrijednosti u
odnosu na pufer sa svim kori$tenim donorima vodikove veze, a to su DMSP:urea (DMSP:U) s
vrijednos$¢u rezidualne aktivnosti od 107,9 %, DMSP:gvanidin (DMSP:G) s vrijednos$¢u od
84,4 % te DMSP:glicerol (DMSP:Gly) s vrijednos¢u od 80,8 %. Moze se primijetiti da
bioinspirirani viSekomponentni osmoDES pripremljen prema uzorku raspodjele osmolita u

miSi¢ima morskog psa Dasyatis sabina TMAO:betain:taurin:urea pokazuje jako visoku
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rezidualnu aktivnost u iznosu od 96,2 % S$to znaci da to otapalo ima jako dobar stabilizacijski
ucinak na lizozim. Visekomponentni osmoDES pokazuje bolje rezultate od otapala koji kao
akceptor vodikove veze sadrze samo TMAO ili samo betain $to ukazuje na to da dodatak drugih

osmolita u smjesu utjece na sposobnost stabilizacije proteina.
Prac¢ena je enzimska aktivnost lizozima u ekstremnim uvjetima na temperaturi od -80 °C

tijekom 5 ciklusa zamrzavanja u trajanju od 5 dana, a rezultati rezidualne aktivnosti

pojedina¢nih osmoDES-ova nakon svakog ciklusa prikazani su na slikama 15 i 16.
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Slika 15. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon svakog ciklusa inkubacije pri -80 °C:
a) pufer, ChCIl:U, ChCI:G, ChCI:Gly, Bet:U, Bet:G, Bet:Gly b) Ect:U, Ect:G, Ect:Gly,
TMAO:U, TMAO:G i TMAO:GIly ¢c) DMSP:U, DMSP:G, DMSP:Gly i bioinspirirano

visSekomponentno otapalo
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Radi lakseg pregleda, pojednostavljeni rezultati ukupne rezidualne aktivnosti nakon svih

provedenih ciklusa zamrzavanja prikazani su na slici 16.
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Slika 16. Rezidualna aktivnost I|202|ma nakon inkubacije pri -80 °C u puferu, referentnom
sustavu na bazi kolin-klorida te odgovaraju¢im dvokomponentnim osmoDES-0ovima na bazi

betaina, ektoina, TMAQO, DMSP-a i viSekomponentnom bioinspiriranom osmoDES-u

Eksperimenta rezultati ukazuju na to da skoro svi pripremljeni osSmoDES-ovi pruzaju bolji

stabilizacijski u¢inak na protein lizozim u usporedbi s referentnim puferom koji zadrzava 44,5

% pocetne aktivnosti. Jedina otapala koja pokazuju manju rezidualnu aktivnost u odnosu na

pufer su 0smoDES-ovi TMAO:urea (TMAO:U) s vrijednos¢u od 33,7 % i TMAO:glicerol

(TMAO:Gly) s vrijednos¢u od 33,4 % te referentni sustav kolin-klorid:urea s enzimskom

aktivno$¢u koja opada na 42,8 % pocetne aktivnosti lizozima.

Najbolji stabilizacijski u¢inak pokazuje osmoDES DMSP:urea (DMSP:U) s vrijednoséu od 101

% te njega slijede otapala ektoin:glicerol (Ect:Gly) s rezidualnom aktivno$¢u od 87,8 % te

ektoin:gvanidin (Ect:G) s rezidualnom aktivnosc¢u od 87,3 %. Opcenito najbolji stabilizacijski

ucinak pokazuju otapala koja sadrze DMSP i ektoin kao akceptore vodikove veze, a najslabiji
otapala koja sadrze TMAO.

Iznimno dobre rezultate pokazuje bioinspirirani visekomponentni 0SmoDES pripremljenom

prema uzorku raspodjele osmolita u misi¢ima morskog psa Dasyatis sabina koji nakon

inkubacije pri -80 °C zadrzava 81,9 % pocetne aktivnosti. Ti rezultati su bolji u odnosu na
otapala koja sadrze samo TMAO ili samo betain kao akceptore vodikove veze §to opet ukazuje
natoda dodatak drugih osmolita u smjesu utjece na sposobnost stabilizacije proteina.

Buduci da je velika vecéina pripremljenih osmoDES-ova pokazala povoljnije u¢inke u usporedbi

s referentnim puferom, primjecuje se znacajan potencijal osmoDES-ova za pohranu i o¢uvanje

aktivnosti proteinskih uzoraka pri ekstremnim temperaturama. Eksperimentalno je potvrdeno
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da snizavanje temperature ne smanjuje sposobnost osmoDES-ova za stabilizaciju proteina.
OsmoDES-ovi pozitivno djeluju ne samo pri visokim temperaturama, ve¢ 1 pri ekstremno
niskim §to otvara nove perspektive za primjenu tih otapala u procesima stabilizacije i pohrane
enzima te drugih biomakromolekula. Novi bioinspirirani visekomponentni 0SmoDES je
pokazao izuzetna stabilizacijska svojstva te time pruza inovativne pristupe za oCuvanje proteina

i aktivnosti.

41



5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih iz provedenog eksperimentalnog dijela izvedeni su sljedeci

zakljuccei:

1.

Niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi osmolita (osmoDES) koja se sastoje od
ektoina, TMAOQ, kolin-klorida, betaina i DMSP-a kao akceptora vodikove veze te uree,
gvanidina i glicerola kao donora vodikove veze uspjesno su pripremljena u specifiénim
molarnim omjerima i uz dodatak 40 % (w/w) vode uz 100 %-tno iskoriStenje reakcije.
Bioinspirirani viSekomponentni osmoDES izradeno na temelju analize raspodjele
osmolita u misi¢ima morskog psa Dasyatis sabina uspjesno je pripremljen.

Tijekom toplinski inducirane agregacije pri temperaturi od 90 °C samo je u jednom
osmoDES-u doslo do agregacije koja nije bila znacajna, dok u ostalim osmoDES-ovima
agregacija nije primijecena, za razliku od pufera u kojem je agregacija bila velika.
Rezidualna aktivnost proteina u veéini osmoDES-ova je znatno veca, pri visokim
temperaturama od 80 °C, u usporedbi s referentnim puferom te samim time pokazuju
bolju stabilizaciju proteina. Najveca rezidualnu aktivnost enzima primijecena je kod
osmoDES-a betain:glicerol.

Skoro pola pripremljenih osmoDES-ova pokazuje vecu rezidualnu aktivnost odnosno
stabilizacijski u¢inak na protein nakon inkubacije na temperaturi od -14 °C, u usporedbi
s referentnim puferom, dok pri temperaturi od -80 °C velika ve¢ina osmoDES-ova
pokazuje veci stabilizacijski uc¢inak na protein lizozim u odnosu na pufer. Najveca
rezidualna enzimska aktivnost nakon inkubacije pri -14 °C te pri -80 °C zabiljezena je
u osmoDES-u DMSP:urea §to ga ¢ini najpogodnijim otapalom za pohranu i ocuvanje
aktivnosti proteinskih uzoraka.

Novi bioinspirirani visekomponentni osmoDES je pokazao izuzetna stabilizacijska
svojstva sto ukazuje na to da dodatak drugih osmolita u smjesu utjeCe na sposobnost

stabilizacije proteina.
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