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1. UVOD

Razumijevanje nac¢ina prilagodbe zivih bi¢a na promjene u okolisu, kao i proucavanje svojstava
bioloskih organizama i prirodnih procesa, mogu pomo¢i pri Kreiranju inovativnih proizvoda i
procesa. Proucavanjem zivih sustava otkriven je jedinstveni mehanizam odgovora organizma na
stresne uvjete koji ukljucuje akumulaciju malih organskih molekula zvanih osmoliti. Osmolitima
se pripisuju razne bioloske funkcije, medu kojima je najizrazenija sposobnost povecanja
termodinamicke stabilnosti makromolekula bez naruSavanja njihove izvorne funkcionalnosti.
Upravo su zbog toga osmoliti privukli znacajnu paznju u razli¢itim industrijskim podruéjima, a
prvenstveno kao ekscipijensi za stabilizaciju proteina u tekué¢im i liofiliziranim pripravcima.
Nedavno su Cvjetko Bubalo i sur. (2023) uspostavili vezu izmedu osmolita i niskotemperaturnih
eutekti¢kih otapala, zelenih otapala koja u¢inkovito oponasaju prirodno okruzenje za razli¢itih
biomolekula te pokazali da niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi osmolita imaju

sposobnost stabilizacije lizozima pri sobnoj temperaturi.

Cilj ovog rada bio je pripremiti i okarakterizirati niz niskotemperaturnih eutektickih otapala na
bazi osmolita iz razli¢itih kraljevstava zivota te eksperimentalno dokazati sposobnost ovih otapala
u oC¢uvanju izvorne konformacije i funkcionalnosti modelnog proteina lizozima pri ekstremnim
temperaturama (termicki Sok i zamrzavanje). Otkri¢a prikazana u ovom radu ukazuju da otapala
direktno inspirirana prirodnim mikrookolis§em biomakromolekula mogu posluziti kao u¢inkoviti
medij za pohranjivanje proteina u teku¢em obliku te posluziti kao smjernice u dizajnu proteinskih

pripravaka u farmaceutskoj industriji i biomedicini.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

2.1.1. Zelena otapala kao smjer zelene kemije

Znacajne koli¢ine hlapljivih i zapaljivih organskih otapala primjenjuju se u mnogim industrijskim
procesima unutar reakcijskih sustava zbog njihove presudne uloge u otapanju krutih komponenti,
prijenosu tvari i topline te pro¢iS¢avanju produkata. Takva praksa neizbjezno pridonosi sve ve¢em
oneciséenju okolisa, Sto je postalo znacajan globalni izazov u posljednjim godinama. Naime,
procjenjuje se da hlapljiva organska otapala ¢ine gotovo 60 % svih industrijskih emisija (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015). Stoga su brojna istrazivanja usmjerena na razvoj zelenih tehnologija, to¢nije
projektiranje novih ekoloski prihvatljivih otapala koja istodobno zadovoljavaju tehnicke i
ekonomske zahtjeve. Zelena kemija isti¢e vaznost Smanjenja uporabe opasnih tvari kao sastavnog
dijela inicijative za implementaciju odrzivog razvoja u podru¢ju kemijske tehnologije.
Karakterizira ju dvanaest nacela prikazanih u tablici 1 koja obuhvacaju dizajn ekoloski
na ljudsko zdravlje i okoli§ (Anastas i Warner, 1998). Nacela zelene kemije istiu da bi idealno
otapalo trebalo biti netoksi¢no, kemijski i fizicki stabilno, karakterizirati se niskom hlapljivoscu i
imati sposobnost visekratne uporabe uz jednostavno rukovanje (Anastas i Eghbali, 2010). U tom
kontekstu, poseban naglasak stavlja se na niskotemperaturna eutekticka otapala, koja ispunjavaju
navedene kriterije te se odlikuju biorazgradivo$éu, jednostavnom sintezom, pristupa¢nom
cijenom, visokom sposobno$¢u otapanja te mogucnosti strukturnog prilagodavanja (Hou i sur.,

2018).

Sto se ti¢e gore navedenih razmatranja, voda je prvi izbor otapala i veé se koristi na industrijskoj
skali, uglavnom u procesima emulzijske polimerizacije i hidrodestilacije. Medutim, zanemariva
topljivost mnogih organskih i organsko-metalnih spojeva u vodi, kao i visoki energetski zahtjevi
za uklanjanje vode nakon zavrsetka procesa koji ju ukljucuje, ograniavaju njezine primjene. Stoga
su razmatrana razli¢ita ekoloski prihvatljiva, prilagodljiva i pametna otapala, medu kojima se isti¢u
ionske tekucine pri sobnoj temperaturi, nadkriticni 1 podkriti¢ni fluidi te otapala dobivena iz
prirodnih ili obnovljivih izvora kao najobecavajuci pristupi za trenutne inovacije u podrucju

otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).



Tablica 1. Dvanaest nacela zelene kemije (prema Anastas i Warner, 1998)

1. Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati i uniStavati nakon $to je nastao.

2. Tok kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuce ulazne sirovine u kona¢ni
proizvod.

3. Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe i ne proizvode
tvari toksi¢ne za ljude i okolis.

4. Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksicnost, a zadrzi djelotvornost.

5. Uporabu pomo¢nih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje isl.) treba izbjeci
ili zamijeniti neSkodljivim, gdje god je to moguce.

6. Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku tako da bi se
energetski zahtjevi sveli na minimum.

7. Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke i ekonomske strane
prihvatljivo.

8. Treba izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa (npr. zasti¢ivanje funkcionalnih skupina,
privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).

9. Kataliticki reagensi selektivni koliko je to moguce, prihvatljiviji su od reagenasa u
stehiometrijskim koli¢inama.

10. Kemijski produkti moraju imati mogucnost pretvorbe u produkte neskodljive za okolis
nakon prestanka njihovog djelovanja.

11. Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog, proizvodnog
procesa s ciljem sprje¢avanja nastanka opasnih tvari.

12. U kemijskim procesima potrebno je smanjiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati Stetne
posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).

2.1.2. Definicija, struktura i svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) predstavljaju novu
klasu ekoloski prihvatljivih otapala koja se koriste kao zamjena za Stetna tradicionalna organska
otapala. Definiraju se kao mjesavine dvaju ili viSe komponenti povezanih vodikovim vezama koje
u odgovaraju¢em omjeru tvore eutekticku tekuéu smjesu s nizom tockom taliSta u odnosu na

pojedina¢ne komponente smjese (Zhang i sur., 2012).

Jedna od trenutno znacajnih podgrupa DES-ova su prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala
(engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) koja u potpunosti zadovoljavaju nacela zelene
kemije (Paiva i sur., 2014). To je posebna vrsta otapala dobivena od prirodnih spojeva,
prvenstveno primarnih metabolita poput aminokiselina, Secera i1 alkohola. Njihova sve veca
popularnost proizlazi iz njihovog sastava koji se temelji na prirodnim komponentama, ekoloske

prihvatljivosti te ekonomicnosti u usporedbi s konvencionalnim organskim otapalima. Ovi sustavi



ne samo da omogucuju izvrsnu topljivost bioloski aktivnih tvari, ve¢ pruzaju i stabilizaciju Sirokog
spektra biomolekula, poput proteina, enzima i nukleinskih kiselina (Choi i sur., 2011).

DES-ovi su sustavi dobiveni stvaranjem eutektiCcke smjese izmedu Lewisove ili Brenstedove
kiseline i baze, odnosno formiranjem veze izmedu akceptora (engl. Hydrogen Bond Acceptors,
HBA) i donora (engl. Hydrogen Bond Donors, HBD) vodikove veze (Abbott i sur., 2003).

S obzirom da se sastoje od razli¢itih kombinacija komponenti, DES-ovi nemaju jedinstvenu
generalnu formulu. Medutim, mogu se definirati opéom formulom Cat™X™ z Y pri ¢emu Cat™
predstavlja bilo koji amonijev, fosfonijev ili sulfonijev kation, dok X oznacava Lewisovu bazu,
naj¢esce anion jednog od halogenih elemenata, a Y Lewisovu ili Brgnstedovu kiselinu. Cat™ i X
zajedno predstavljaju akceptor vodikove veze koji tvori kompleks sa Y, donorom vodikove veze,
gdje oznaka z odreduje broj molekula Y (Smith i sur., 2014).

DES-ovi se obi¢no klasificiraju u Cetiri skupine ¢ija je generalna formula opisana u tablici 2.
Otapala tipa I gradena su od kvaterne amonijeve soli te halogenida metala, dok otapala tipa Il
karakteriziraju kvaterne amonijeve soli s hidriranim metalnim halogenidima. Otapala tipa 111
ukljucuju spojeve kvaternih soli i donora vodikovih veza poput amida, kiselina i alkohola, a
skupinu IV ¢ine halogenidi metala i donori vodikovih veza poput amida i alkohola (Smith i sur.,
2014).

Najzastupljenija kvaterna sol koja se upotrebljava kao akceptor vodikove veze je kolin-klorid koji
lako stupa u interakcije s donorima vodika poput glicerola i uree. Zbog svojih karakteristika kao
Sto su netoksiCnost, biorazgradivost, ekonomicnost te visoka stabilnost opcée je prihvacen za

upotrebu u razli¢itim industrijama (Tang i Row, 2013).

Tablica 2. Generalna formula klasifikacije DES-ova (prema Smith i sur., 2014)

Skupina  Generalna formula Objasnjenje kratica

Tip | Cat* X zMClIx M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
Tip 1 Cat™ X zMClIx-yH20 M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe

Tip HI Cat* X" zRZ Z = CONH, COOH, OH
Tip IV MCIx + RZ = MCl,-; + -RZ + MClx+1 M = Al, Zn; Z = CONH, OH




DES-ovi imaju specifi¢na fizikalno-kemijska svojstva koja ovise o strukturi komponenata otapala
te o njihovom molarnom omjeru. Neke od karakteristika koje ih zajednicki opisuju su niska tocka

taljenja (Tt), visoka viskoznost (7) i gustoca (p) Cesto veca od gustoce vode (Zhang i sur., 2012).

Niska tocka taljenja (Tt) glavna je karakteristika DES-ova. Omogucava Sirok spektar primjene u
procesima koji zahtijevaju rad i odvijanje katalize pri sobnoj temperaturi, ali i temperaturi nizoj
od sobne. Posljedica je mjestimi¢ne delokalizacije naboja uslijed formiranja vodikovih veza
izmedu pocetnih sirovina otapala koje rezultira sniZzavanjem tocke taliSta smjese u odnosu na tocke
taliSta polaznih komponenti (Zhang i sur., 2012). Prvi sintetizirani DES nastao je mijeSanjem
kolin-klorida (Tt= 302 °C) i uree (T¢= 133 °C) u molarnom omjeru 1:2 ¢ime se dobila smjesa s
izrazito nizom tockom talista (Tt= 12 °C) (slika 1) (Abbott i sur., 2003).

DES-ovi su pri sobnoj temperaturi tekuéine relativno visoke viskoznosti te ih karakterizira obi¢no
veéa gusto¢a U odnosu na gustocu vode. UobiCajeno, gusto¢a DES-ova prema podacima iz
literature kreée se izmedu 0,785 — 1,63 g cm 3, a veéina ih spada u raspon gustoéa ve¢ih od vode
na sobnoj temperaturi tj. 1,0 — 1,35 g cm ™ (Tang i Row, 2013). Visoke vrijednosti viskoznosti
posljedica su Siroke mreze vodikovih veza, elektrostatickih i van der Waalsovih interakcija te
veli¢ine iona. Na spomenute karakteristike znacajno utjece struktura polaznih komponenti otapala,
molarni omjer i temperatura. Manipulacijom tih ¢imbenika mogu se ostvariti Zeljene vrijednosti

viskoznosti i gustoc¢e za primjenu u industrijskim procesima (Abbott i sur., 2004).

A + tekuéina
B + tekucina

eutekticka tocka

krutina A + krutina B

A sastav B

Slika 1. Fazni dijagram dvokomponentnog eutektickog otapala (prema Smith i sur., 2014)



2.1.3. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala

Zahvaljujuci Sirokom rasponu akceptora i donora vodikove veze koji rezultiraju velikim brojem
mogucih kombinacija omoguceno je manipuliranje strukturom te fizikalno-kemijskim svojstvima
samog otapala s ciljem dizajniranja otapala za specifi¢ne namjene (Paiva i sur., 2014). Zbog svoje
raznolikosti 1 karakteristika, DES-ovi se intenzivno proucavaju u razli¢itim podrucjima
istrazivanja poput sinteze, (bio)katalize, elektrokemije, biotehnologije, farmaceutske industrije

biomedicine i ostalim podru¢jima prikazanih na slici 2.

U podruéju kemijske sinteze i (bio)katalize DES-ovi imaju znacajnu ulogu zbog svoje sposobnosti
otapanja razliCitih organskih i1 anorganskih tvari koje ukljucuju reaktante 1 (bio)katalizatore te u
samoj stabilizaciji 1 poboljSanju selektivnosti (bio)katalizatora (Massolo i sur., 2016). Zbog
mogucnosti otapanja razliCitih metalnih soli i oksida te elektri¢ne provodljivosti, DES-ovi su
pronasli primjenu u podrucju elektrokemije gdje se Kkoriste kao elektroliti u raznim
elektrokemijskim procesima, ukljucujuéi elektrodepoziciju metala 1 baterijske aplikacije (Xie 1
sur., 2016). Takoder se koriste za obradu lignoceluloznih sirovina, proizvodnju biodizela te
procesima ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljaka, algi i drugih prirodnih izvora u podrucju
biotehnologije i prehrambene tehnologije (Liu i sur., 2017). Nastavno na procese ekstrakcije
primjenjuju se i u separacijskim procesima apsorpcije kiselih plinova te ekstrakcije dusikovih i
sumporovih spojeva iz lozivih ulja te kod razdvajanja spojeva aromatske i alifatske strukture (Hou
i sur., 2018). DES-ovi se najcesce koriste u farmaceutskoj industriji, gdje imaju klju¢nu ulogu u
primjenjuju prilikom razvijanja novih formulacija koje ukljucuju osjetljive ili terapeutske
komponente (Morrison i sur., 2009). Cesto se koriste u podru¢ju biomedicine za zamrzavanje i
ocuvanje bioloskih uzoraka, materijala i molekula poput DNA i proteina (Mondal i sur., 2013).
Primjenu imaju i u razvoju novih materijala te sintezi biopolimera i biorazgradivih materijala s

antibakterijskim svojstvima za tkivne implantate (Garcia-Arguelles i sur., 2013).



Kemija (multidisciplinarna)
g Fizikalna kemija
& Kemijsko inZenjerstvo i tehnologija
— Znanost o materijalima
11l Analiticka kemija
W\ Zelene i odrzive tehnologije
Energija i goriva
4 Elektrokemija
=z Primijenjena kemija
: 7 Prehrambena tehnologija
#/. Organska kemija
Il Znanost o polimerima
= Nanotehnologjja
Bl Agronomija
Tekstilna tehnologija
: M Medicinska kemija
- &8 Metalurgija
M Ostalo

Slika 2. Zastupljenost znanstvenih podrucja u kojima su objavljeni znanstveni radovi o

niskotemperaturnim eutektickim otapalima (prema Radovi¢ i sur., 2021)

2.1.3.1. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u stabilizaciji makromolekula
lako se niskotemperaturna eutekticka otapala najeS¢e primjenjuju zbog svoje sposobnosti
otapanja raznih bioloski aktivnih tvari i spojeva, vazno je spomenuti i njihov znac¢ajan doprinos

povecanju kemijske stabilnosti aktivnih tvari.

Nedavna istrazivanja sugeriraju da se DES-ovi mogu nalaziti unutar Zivih organizama kao treci
sustav, uz vodu i lipide. Prisutnost eutektickih tekuéina u zivim organizmima mogla bi objasniti
velik broj bioloskih procesa koji ukljucuju nestabilne spojeve i metabolite slabo topive u vodi.
Pretpostavlja se da sudjeluju u procesima biosinteze, otapanja i skladiStenju razlicitih metabolita
koji imaju kljuénu ulogu u fizioloskim i kemijskim procesima (Cvjetko Bubalo i sur., 2023.) Kao
rezultat toga, DES-ovi mogu imati izvanredan znacaj u podrucju biotehnologije, biomedicine i
farmaceutske industrije zbog sposobnosti oponasanja prirodnih uvjeta stanice vaznih za aktivaciju

i stabilizaciju makromolekula poput proteina, enzima i nukleinskih Kiselina. Primjerice,



zabiljezeno je da DES-ovi temeljeni na kolin-kloridu pruzaju dugoro¢nu stabilnost biomolekula
kao Sto su DNA i proteini (Svigelj i sur., 2021).

DES-ovi imaju klju¢nu ulogu u enzimskim reakcijama gdje se primjenjuju za stabilizaciju enzima.
Primjerice, vazan klini¢ki enzim kondroitinaza ABCI Kkoji se koristi u lijeCenju lezija kraljeznice,
iznimno je nestabilan, sto ograni¢ava njegovu komercijalnu primjenu. Medutim, koristenjem DES-
ova na bazi betaina i kolin-klorida kao medija za pohranu umjesto pufera, enzim je zadrzao
priblizno 82 % svoje pocetne aktivnosti nakon 120 minuta, dok je aktivnost enzima pala na 20 %

u odsutnosti DES-a (Daneshjou i sur., 2017).

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) te ostale nukleinske kiseline ¢esto se primjenjuju u
podruc¢jima biotehnologije i biomedicine tijekom razlic¢itih procesa. Medutim, njihova kemijska
stabilnost u vodenim otopinama lako se narusava nefizioloskim parametrima poput temperature,
pH i ionske jakosti. Dugoro¢na stabilnost odrzava se koristenjem DES-ova na bazi kolin-klorida.
Stabilizacija je omogucéena zahvaljujuci elektrostatskom privlacenju izmedu organskih kationa
DES-a i fosfatne okosnice DNA, popracena hidrofobnim i polarnim interakcijama izmedu
eutektickih tekucina te velikih 1 manjih utora DNA. Visestruke mreze vodikovih veza DES-a
stabiliziraju dupleks DNA ucinkovitije od natrijevih iona prisutnih u vodenim puferima (Svigelj i
sur., 2021; Zhao, 2014).

2.2. OSMOLITI

Kako bi osigurali svoj opstanak, adaptaciju i razvoj, mnogi organizmi moraju pravovremeno
odgovoriti na mnoStvo stresnih uvjeta s kojima se suocavaju u svom prirodnom okruzenju. U
uvjetima stresa kada su stanice izloZzene promjenama poput gubitka vode u su$nim uvjetima i
ekstremnim temperaturama mozZe doc¢i do osmotske neravnoteze. Bez adekvatne obrane
organizma, takvi uvjeti uz nedostatak hranjivih tvari mogu imati negativan utjecaj na stanicu, njenu
strukturu i samu funkcionalnost. Kako bi se ocuvala osmotska ravnoteZza te sprije¢io Stetni u¢inak,
vecina organizama vr$i akumulaciju spojeva zvanih osmoliti (Zhang, 2012). Osmoliti su male,
elektri¢ki neutralne i netoksi¢ne organske molekule koje imaju znacajnu ulogu u zastiti stanice
(slika 3). Njihova raznolikost, netoksi¢nost i visestruka bioloska funkcija doprinijeli su njihovoj
Sirokoj upotrebi u podru¢jima istraZivanja poput biotehnologije, biomedicine i poljoprivrede,

uglavnom u ulozi stabilizatora molekule i zastite stanice (Vanda i sur., 2019).
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Osmoliti se, s obzirom na svoju kemijsku strukturu, mogu Klasificirati u nekoliko primarnih
kategorija:

1. Polioli i polioli ugljikohidrata (glicerol, sorbitol i ksilitol) prisutni u svim kraljevstvima

2. Ugljikohidrati i njihovi derivati (glukoza, saharoza i trehaloza) primarno akumulirani u
biljkama, kukcima i polarnim ribama

3. Aminokiseline i njihovi derivati (glicin, prolin, ektoin i taurin) koje se tipicno nalaze u
prokariotskim stanicama i biljkama

4. Metilamini (trimetilamin N-oksid - TMAO, sarkozin i betain) koji su uglavnom prisutni u
morskim ribama i biljkama

5. Metilsulfonijevi spojevi (dimetilsulfoniopropionat - DMSP) koji se nalazi u algama

6. Y-konjugirani spojevi (urea i gvanidin) koje koriste sisavci i morski organizmi (Yancey, 2005)

S obzirom na njihov utjecaj na makromolekule, posebice proteine, osmolite mogu se Kklasificirati
u dvije skupine sa suprotnim uéincima: kaotrope i kozmotrope. Kozmotropi su molekule koje
stabiliziraju bioloske makromolekule te doprinose odrzavanju strukturalnog integriteta proteina i
drugih molekula. U njih se ubrajaju metilamini, metilsulfonijevi spojevi, ugljikohidrati, polioli,
aminokiseline i njihovi derivati. Kaotropi su molekule suprotnog u¢inka od kozmotropa, koje
naru$avaju strukturu te destabiliziraju bioloSke makromolekule, potencijalno izazivajuci
strukturne poremecaje molekula te denaturaciju proteina. NajceS¢i primjeri kaotropa ukljucuju
ureu i gvanidin hidroklorid (O Street i sur., 2006).

Iako netoksi¢ni, mnogi kozmotropi mogu biti $tetni pri visokim koncentracijama u odsutnosti
kaotropa. Optimalni u¢inak na organizam postignut je dodavanjem obje vrste osmolita u medij te
njihovom sinergijskom interakcijom. Jo§ uvijek je potrebno razjasniti mehanizam te istraziti
razloge zbog kojih kozmotropi ¢esto postizu bolje rezultate kada se kombiniraju s kaotropima,
nego kada djeluju izolirano (Cvjetko Bubalo i sur., 2023; Yancey, 2005).

Prisutnost osmolita u specificnim kombinacijama i omjerima u prirodi prvenstveno je povezana s
¢injenicom da kozmotropi poput metilamina i aminokiselina, u odredenim molarnim omjerima,
mogu uravnoteziti Stetne ucinke uree na proteine 1 druge makromolekule. Daljnjim
eksperimentima utvrdena je korelacija izmedu kozmotropa i u¢inkovitosti stabilizacije strukture

proteina te neutralizacije negativnog ucinka kaotropa (Yancey i Somero, 1979).
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Slika 3. Strukturne formule odabranih osmolita

2.2.1. Mehanizmi djelovanja osmolita

U posljednjem desetlje¢u, brojna provedena istrazivanja koja su koristila eksperimentalne i
teorijske metode nastojala su razjasniti molekularni mehanizam kojim kozmotropi, posebice
TMAO stabiliziraju proteine u prisutnosti kaotropa poput uree. Na temelju istrazivanja, predlozena
su dva moguca pristupa: neizravni i izravni mehanizam. Neizravni mehanizam sugerira da osmoliti
utjeu na savijanje proteina mijenjajuéi strukturu medija kroz slabe, nekovalentene interakcije s
okolnim molekulama vode. Takve interakcije utje¢u na mrezu vodikovih veza vode, mijenjajuci
njene termodinamicke karakteristike, §to moZe rezultirati u jac¢anju ili slabljenju te mreze.
Formiranjem hidratacijske ljuske oko makromolekule pruzena je zastita od denaturacije i1
agregacije pod stresnim uvjetima. S druge strane, izravni mehanizam predlaze direktnu integraciju
osmolita s peptidima ili aminokiselinama bo¢nih lanaca proteinske osnovice u svrhu stabilizacije
prirodnog savijanja proteina gdje osmoliti djeluju kao kemijski chaperoni (Mukherjee i Mondal,
2020).

Medutim, dosadasnje studije koje su uzimale u obzir samo kumulativni u¢inak osmolita nisu jos

uspjele adekvatno razjasniti njihov sinergijski uCinak na organizam te slozene medusobne
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interakcije s makromolekulama. U fenomenu prekomjerne stabilizacije se pokazalo da kozmotrop
TMAO bolje stabilizira protein u prisustvu kaotropa uree nego kad djeluje samostalno (Rdsgen i
Jackson Atogi, 2012). Sli¢an obrazac sinergije uoc¢en je i kod drugih kombinacija osmolita, poput
betaina i sarkozina u interakcijama sa ureom, te je doveo do zakljucka kako bi se uéinci
kozmotropa i kaotropa trebali razmatrati ne samo individualno i kumulativno, ve¢ i sinergijski S
obzirom da su najbolji rezultati za organizam postignuti njihovim zajednickim djelovanjem.
Navedena opazanja su u skladu s konceptom ,slozenih adaptivnih sustava” koji pokazuju svojstva
koja nadmasuju kumulativne u¢inke komponenti (Holland, 2006). Ovakvi sustavi ispoljavaju
emergentna svojstva koja nastaju kao rezultat interakcija izmedu komponenti, ali nisu objasnjiva

pojedina¢nim svojstvima tih komponenti (Cachel, 1986).

2.2.2. Niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi osmolita

Cvjetko Bubalo i sur. (2023) su nedavno uspostavili vezu izmedu dva glavna istrazivacka podrucja
koja su se ranije razvijala paralelno; DES-ova i osmolita. Nadahnuti prirodom i njenim uzorcima
distribucije molekula, prvi put su koristili stabiliziraju¢e osmolite (trimetilamin N-oksid, sarkozin,
glicerofosforilkolin, dimetilsulfoniopropionat i ektoin) za stvaranje novih dvokomponentnih i
trokomponentnih DES-ova u kombinaciji sa svim poznatim kaotropima (urea, gvanidin
hidroklorid i arginin). Ujedno su izvijestili o stvaranju bioinspiriranih multikomponentnih otapala
preuzimanjem to¢nih sastava (koktela) osmolita zajedno prisutnih u stanicama ili tkivu izlozenom
odredenoj vrsti stresa. Na temelju opazanja utvrdili su da osmoliti in vivo stvaraju DES-ove te
ukazali na velik potencijal primjene ovih novih sustava u stabilizaciji proteina. Stvaranjem
poveznice izmedu ova dva podrucja postignut je napredak u razvoju novih bioinspiriranih
dvokomponentnih, trokomponentnih i viSekomponentnih niskotemperaturnih eutektickih otapala
na bazi osmolita koja mogu biti izvanredan alat za prou¢avanje kompleksnih sustava i repliciranje
njihovog mikrookolisa na ekoloski prihvatljivi na¢in u svrhu priprave tekuc¢ih medija za

stabilizaciju proteina i ostalih biomolekula.

Naime, prethodno identificirane komponente koristene u pripremi DES-ova prvenstveno
ukljucuju kvarterne amonijeve soli, poliole, ugljikohidrate, organske kiseline i aminokiseline.
Vecina ovih komponenata je ili sli¢na ili identi¢na prepoznatim prirodnim osmolitima (slika 4).
Primjerice, kolin-klorid, kao najces¢e koriSteni metilaminski spoj u pripremi DES-ova,

strukturalno je sliCan prirodno prisutnim metilaminima poput betaina, sarkozina i TMAO-a.
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Navedeni metilamini u organizmu imaju zastitnu ulogu osmolita s naglaskom na stabilizaciju
makromolekula suprotstavljajuéi se Stetnim uc¢incima kaotropa i drugih molekula (Cvjetko Bubalo

i sur., 2023).

Iako je njihova povezanost tek nedavno otkrivena, osmoliti su u dosadasnjoj pripremi DES-ova
Cesto koriSteni kao jedna od glavnih komponenti otapala. Naime, kao akceptor vodikove veze
dosad je kao polazna sastavnica razmatran betain, zajedno sa osmolitima razli¢itih klasa poput
poliola (npr. glicerin), poliola Secera (npr. glukoza, saharoza, fruktoza) te aminokiselina (npr.

prolin, lizin, arginin, histidin) (Yancey, 2005).

Eutekticki sustavi bazirani na ostalim stabiliziraju¢im osmolitima takoder pokazuju obrazac
formiranja DES-ova s kaotropnim molekulama (Cvjetko Bubalo i sur., 2023). Dobivena otapala
karakterizira izrazito niza tocka taljenja u odnosu na pojedina¢ne komponente, zadovoljavajuci
kriterije eutektickih sustava. Potencijal formiranja DES-ova na bazi razli¢itih podgrupa osmolita
uocen je u svim istrazenim skupinama te pruza nova znanstvena saznanja o suradnji molekula
kozmotropa i kaotropa i njithovom utjecaju na stabilnost molekule. Rezultirajuce otapalo posjeduje
nekoliko prednosti u odnosu na tradicionalna otapala, kao Sto su niska toksi¢nost, ekonomi¢nost,
jednostavnost pripreme te ekoloska prihvatljivost. Osim toga, jedinstvena stabilizacijska svojstva

tih otapala ¢ine ih pogodnima za razne primjene u imobilizaciji enzima 1 pohrani proteina i drugih

molekula.
H,OH
CH,0 CHZ%H OH
O O
OH HO
OH OH CH,OH OH
Glukoza OH OH Fruktoza NH Prolin
HiC ST 1 4
SN _ )J\ HO\)\/OH
/ O H2N NH2
HsC
Betain Urea Glicerol

Slika 4. Komponente DES-ova koje su ujedno i prepoznati osmoliti (prema Cvjetko Bubalo i
sur., 2023)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

* Betain, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Destilirana voda, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb
* Glicerol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Gvanidin hidroklorid, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Kaljjev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

* Kaljjev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

* Nile crvena solvatokromna proba, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
* Prolin, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

« Sarkozin, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

« Sorbitol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Taurin, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Urea, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

3.1.2. Otopine i puferi
« Kalij-fosfatni pufer (pH 7)

2,3369 KoHPO4 i 1,577g KH2PO4 otopi se u destiliranoj vodi u ukupnom volumenu od 250 mL

3.1.3. Enzimi i supstrati

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

« Suspenzija bakterije Micrococcus lysodeikticus u PBS puferu (7 mg mL™)

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala bili su analiticke Cistoce.
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3.1.4. Oprema 1 uredaji

* Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

« Eppendorf epruvete, Deltalab, Spanjolska

* Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka

* Hladnjak, Gorenje, Slovenija

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

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

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

» Laboratorijsko posude (epruvete, kivete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne tikvice)
« Magnetska mijesalica s grijanjem, Technica, Zeleznik, Slovenija

* Mikropipete Eppendorf (10 pL, 20 pL, 200 pL, 1 mL, 5 mL)

* Piknometar, Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Zagreb

* Univerzalan uredaj za mjerenje pH, mV/ORP 1 iona, Mettler Toledo/S220

» 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 eutektiCka otapala na bazi osmolita (0SmoDES) pripremljena su postupkom

mijesanja dviju ili viSe komponenti u specificnom masenom omjeru. Odredene kombinacije

komponenti osmoDES-ova i njihove pripadaju¢e mase navedene su u tablici 3 i 4. Reakcijska

smjesa se zagrijava na magnetskoj mijesalici pri temperaturi od 60 °C kroz period od pola sata.

Rezultat je transparentno, bezbojno i homogeno niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo. Otapala se

cuvaju na sobnoj temperaturi do daljnje primjene.

Tablica 3. Pripravljeno visekomponentno niskotemperaturno eutekticko otapalo

DES Kratica Molarni omjer

Betain:Sorbitol Taurin: Bet:Sor:Tau:ChCl:U 1,3.10:0,1:2,8:7.1
Kolin-klorid:Urea
Masa komponenata [g]

Bet Sor Tau ChCl U H-0

0,26 1,24 0,03 0,86 0,94 2,22
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Tablica 4. Pripravljena dvokomponentna niskotemperaturna eutekticka otapala

= Ié?;'_c: I\g(r)rlw?erpl Masa komp. 1 Masa komp. 2 Masa H.,0
[9] [9] [9]
Kolin-klorid:Urea ChCL:U 1:2 1,82 1,56 2,25
Kolin-klorid:Gvanidin ~ ChCIL:G 1:2 1,40 1,91 2,20
Kolin-klorid:Glicerol ~ ChCl:Gly 1:2 1,40 1,84 2,16
Sarkozin:Urea Sar:U 2:5 1,25 2,10 2,23
Sarkozin:Gvanidin Sar:G 2:5 0,89 2,39 2,19
Sarkozin:Glicerol Sar:Gly 1:2 1,07 2,21 2,19
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
Prolin:Urea Pro:U 2:1 2,53 0,66 2,13
Prolin:Gvanidin Pro:G 2:1 2,30 0,96 2,17
Prolin:Glicerol Pro:Gly 1:2 1,27 2,03 2,19

3.2.1.2. Karakterizacija niskotemperaturnih eutektickin otapala na bazi osmolita primjenom
infracrvene spektroskopije sa Furijerovim transformacijama

Struktura pripremljenih osmoDES-ova identificirana je koristenjem metode infracrvene (FTIR)
spektroskopije s Furijerovim transformacijama, koja koristi infracrveno zra¢enje za proucavanje
strukture molekula.

Infracrveni spektri su snimljeni na FTIR spektrometru opremljenom modulom za atenuiranu
totalnu refleksiju (Tensor II, Bruker, Ettlingen, Njemacka) s dijamantnim ATR kristalom u

rasponu od 4000 do 400 cm™ s razludivoséu od 4 cm™. Prikazani spektri su prosjek 16 skeniranja.

3.2.1.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi
osmolita
U sklopu rada ispitivani parametri ukljuc¢ivali su mjerenje pH vrijednosti, polarnosti te gustoce

otapala na sobnoj temperaturi od 25 °C.
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Mjerenje vrijednosti pH
Vrijednost pH osmoDES-ova utvrdena je pomocu unaprijed kalibriranog univerzalnog uredaja za
mjerenje pH modela Mettler Toledo/S220. Mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi od 25 °C

uranjanjem elektrode u otapalo te o¢itavanjem vrijednosti prikazane na uredaju nakon stabilizacije.

Gustoca

Gusto¢a 0SmoDES-ova izmjerena je pomocu piknometra, instrumenta dizajniranog za precizno
odredivanje gustoce tekucina. Metoda se temelji na Archimedovom principu 1 ukljucuje
odredivanje mase tekucine u piknometru, a zatim izraCunavanje gusto¢e na temelju poznatog
volumena piknometra. Otprilike 2 mL svakog otapala dodano je unutar piknometra. Zatvaranjem
piknometra, viSak tekuéine je izasao van, omogucéujuci to¢no odredeni volumen otapala. Masa
piknometra s otapalom se zatim izmjerila na preciznoj vagi. Oduzimanjem mase praznog
piknometra od ukupne mase dobila se masa odredenog osmoDES-a. Gusto¢a osmoDES-a se zatim

izracunala pomocu mase otapala 1 poznatog volumena piknometra.

Polarnost

Polarnost svakog pripremljenog osmoDES-a odredena je pomo¢u Nile red solvatokromne probe.
Crvena stock otopina koncentracije 1,0 g L™ pripremljena je u etanolu i pohranjena na 4 °C. Uzorci
za spektrofotometar su pripremljeni u epicama od 2 mL prema slijede¢em protokolu; 0,5 mL 100
puta razrijedene stock otopine Nile reda pomijesanih sa 1,5 mL uzorka. Kontrola je provedena s
polarnim otapalom vodom te nepolarnim heksanom. 800 pl pripremljenog uzorka dodano je u
Kivetu koja se postavlja u spektrofotometar. Apsorbancija je mjerena u rasponu od 340-800 nm

metodom Scan. Apsorpcijski spektri snimljeni su pomoc¢u spektrofotometra.

3.2.2. Stabilnost lizozima u niskotemperaturnim eutektickim otapalima na bazi osmolita nakon
inkubacije pri visokim temperaturama

3.2.2.1. Pracenje agregacije lizozima tijekom inkubacije pri 90 °C

Toplinski inducirana agregacija proteina lizozima u 0smoDES-ovima pra¢ena je koristeci
kontrolirani UV/VIS spektrofotometar. Promjena zamucenosti proteinske otopine koristi se kao

pokazatelj nastajanja agregata, a identificirana je porastom vrijednosti apsorbancije pri 600 nm.
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Proteinski uzorci koji sadrze lizozim koncentracije 5 mg mL™ otopljeni su u osmoDES-ovima ili
PBS puferu te podvrgnuti grijanju. Kako bi se sprije¢ilo isparavanje ispitivanih uzoraka tijekom
grijanja na visokim temperaturama, kivete koje sadrze uzorke prekrivene su uljem. Pripremljeni
uzorci su zagrijani na temperaturu od 90 °C u izotermalnoj komori unutar spektroforometra.
Izotermalne promjene apsorbancije prate se na valnoj duljini od 600 nm kao funkcija vremena.
Rezultati su podvrgnuti razli¢itim matematickim transformacijama koriste¢i racunalne programe

te prikazani u obliku grafova.

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

Analiza stabilnosti modelnog proteina lizozima provedena je u osmoDES-ovima i referentnom
otapalu i puferu pracenjem promjene enzimske aktivnosti nakon inkubacije otopine enzima pri 80
°C tijekom sat vremena u odgovaraju¢em otapalu.

Za potrebe istraZivanja, pripremljeni su lizozimski uzorci koncentracije 5 mg mL? u razli¢itim
osmoDES-ovima i 10 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 7). Za mjerenje enzimske aktivnosti 525 pl
10 mM kalijevog fosfatnog pufera (pH 7) smjesteno je u plasti¢nu kivetu, zajedno s 30 pl unaprijed
pripremljene suspenzije bakterije Micrococcus lysodeikticus otopljene u sterilnom PBS puferu (7
mg mL™). Dodatkom 30 pl proteina lizozima zapoceta je reakcija. Neposredno nakon mijesanja,
Kiveta je postavljena u UV/VIS spektrofotometar s ciljem mjerenja apsorbancije na valnoj duljini
od 450 nm. Postupak je ponovljen nakon inkubacije lizozima na 80 °C u periodu od sat vremena.
Rezidualna aktivnost (%) izraCunata je iz poCetne brzine reakcije koju je enzim postigao nakon

inkubacije, u odnosu na onu izmjerenu prije izlaganja uvjetima inkubacije.

3.2.3. Odredivanje rezidualne aktivnosti lizozima u niskotemperaturnim eutektickim otapalima na
bazi osmolita nakon inkubacije pri 14 °C i -80 °C

Analiza stabilnosti modelnog proteina lizozima provedena je u osmoDES-ovima i standardnom
puferu te referentnom sustavu prac¢enjem promjene enzimske aktivnosti nakon inkubacije otopine
enzima pri temperaturama od -14 °C i -80 °C tijekom sat vremena u odredenom otapalu.
Pripremljeni uzorci proteina lizozima koncentracije 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 perioda od 5 dana, pri ¢emu je svaki od ciklusa trajao

24 sata. Uzorci pohranjeni u hladnjaku su nakon svakog ciklusa zamrzavanja inkubirani na sobnoj
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temperaturi od 25 °C prije mjerenja te nakon spektrofotometrijske analize ponovno podvrgnuti
zamrzavanju. Postupak mjerenja aktivnosti lizozima identi¢an je postupku termostabilizacije
navedenom u poglavlju 3.2.3. Rezidualna aktivnost (%) odredena je na temelju pocetne brzine
reakcije koju je enzim postigao nakon perioda inkubacije, u odnosu na onu izmjerenu prije

izlaganja uvjetima zamrzavanja.
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4. RASPRAVA | REZULTATI

Analizira nacina na koji se ziva bi¢a nose s promjenama u okolisu te razumijevanje funkcija koje
su prisutne u organizmima i procesima u prirodi, moze pomo¢i u oblikovanju i stvaranju novih
procesa i sustava. Bioloski sustavi, ¢esto izloZeni surovim i nepovoljnim uvjetima, prezivljavaju
na specficne nacine u kompleksnim mikrookoli§ima. MikrookoliSi koji sadrze osmolite, kroz
stalnu interakciju s biomakromolekulama, reguliraju brojna svojstva, omoguéuju protok
informacija i stabiliziraju komponente bioloskog sustava. Upravo ove molekule, osmoliti,
odgovorni su za suo¢avanje sa stresorima okolisa. Iako im se pripisuju razne funkcije, ona koja je
klju¢na za ovaj rad je mogucnost termodinamicke stabilizacije biomakromolekula (Czech i sur.,
2018). Nedavno uspostavljena veza s drugim podru¢jem istrazivanja, niskotemperaturnim
eutektickim otapalima (engl. Deep Eutectic Solvents, DES), zna¢ajno je doprinijela razvoju novih
alata za prouCavanje sloZenih prirodnih sustava 1 repliciranju mikrookoliSa osmolita —
niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi osmolita (osmoDES) (Cvjetko Bubalo i sur., 2023).
Suradnjom ova dva podrucja postignuto je stvaranje novih eutektickih sustava koji posjeduju nova

svojstva koja upravljaju njihovom interakcijom s makromolekulama.

Cilj ovog rada bio je ispitati potencijal osmoDES-ova kao teku¢eg medija za stabilizaciju proteina
pri ekstremnim uvjetima (visoke temperature i zamrzavanje). Kao modelni protein koristio se
lizozim. U tu svrhu pripravljeno je i okarakterizirano devet dvokomponentnih osmoDES-ova te
jedan bioinspirirani viSekomponentni osmoDES nastao repliciranjem osmolitskih uvjeta iz

bubrega zeca.

4.1. PRIPREMA | KARAKTERIZACIJA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH
OTAPALA NA BAZI OSMOLITA

Priprema osmoDES-ova provodi se jednostavnim mijeSanjem dviju komponenti osmolita u
specificnom masenom omjeru s dodatkom vode. Upotrijebljene komponente te njihove
kombinacije koristene u ovom radu su prikazane u tablici 5. Postupak obuhvaca mijeSanje smjese
uz lagano zagrijavanje do formiranja bezbojne i homogene suspenzije. Proces pripreme otapala
odlikuje se visokom uc¢inkovitoscu, buduci da iskoristenje procesa iznosi 100 %, a ¢injenica da

gotovo da i ne stvaraju otpad, velika je prednost u njhovoj primjeni. Prilikom pripreme DES-ova

19



zanemariva koli¢ina generiranog otpada dodatno naglasava njihovu ekoloSku prihvatljivost 1

ekonomsku odrzivost, uz lako dostupne, relativno povoljne, sigurne i biorazgradive sirovine.

Za potrebe istrazivanja, uz pripravljeni referentni sustav koji se sastoji od 3 otapala, pripremljeno
je ukupno 9 dvokomponentnih osmoDES-ova na bazi sarkozina, betaina i prolina kao akceptora
vodikove veze s ureom, gvanidinom te glicerolom kao donorima vodika, pri ¢emu su u razli¢itim
molarnim omjerima s 40 % (w/w) vode. Osim toga, pripremljeno je i jedno visekomponetno
bioinspirirano niskotemperaturno eutekticko otapalo betain:sorbitol:taurin:kolin-klorid:urea
(tablica 5). Bioinspirirano visekomponentno otapalo pripravljeno je prema uzorku raspodjele
osmolita u bubregu sisavaca (zec Oryctolagus cuniculus). Molarni omjeri sastojaka za stvaranje
DES-a odredeni su na temelju njihovih koncentracija u relevantnim tkivima, nakon ¢ega su smjese
tretirane prema uobiCajenim uvjetima za stvaranje DES-a. Kao referentni DES pripremljen je

kolin-klorid sa glicerolom, ureom i gvanidin hidrokloridom kao donorom vodika (tablica 5).

Tablica 5. Eksperimentalni podaci fizikalno-kemijskih svojstava osmoDES-ova

K ratica Molarni omjgr Gustoca Polarnost oH
komponenti [mg cm¥] [kecal mol?]
ChCl:U 1:2 1130,75 49,63 7,70
ChCI:G 1:2 1106,10 49,81 4,74
ChCl:Gly 1:2 1134,55 49,60 6,18
Sar:U 255 1191,85 49,75 5,62
Sar:G 255 1193,00 49,05 4,80
Sar:Gly 1:2 877,05 49,48 5,17
Bet:U 1:1 1140,20 49,93 8,11
Bet:G 1:2 1158,60 49,05 5,76
Bet:Gly 1:2 1146,40 49,81 6,85
Pro:U 2:1 1163,40 49,81 7,21
Pro:G 2:1 1194,30 49,60 6,37
Pro:Gly 1:2 1178,95 49,93 6,54
Bet:Sor:Tau:ChClI:U 1,3.10:0,1:2,8:7,1 1175,90 49,24 6,84

*Sar-sarkozin, U-urea, G—gvanidin, Gly-glicerol, ChCl-kolin-klorid, Bet—betain, Pro—prolin, Sor—sorbitol, Tau-taurin

Struktura pripremljenin  osmoDES-ova detektirana je analitickom metodom infracrvene
spektroskopije s Furijerovim transformacijama (FTIR), pri ¢emu su rezultati prikazani u obliku
infracrvenih spektara. FTIR spektri na temelju intenziteta apsorpcije infracrvenog zracenja
omogucuju identifikaciju funkcionalnih skupina usporedbom frekvencije apsorbiranog svjetla s

frekvencijom vibracije veza u molekuli. Infracrveni spektar prikazuje karakteristicne vrpce
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funkcionalnih skupina u to¢no unaprijed definiranim podrucjima valnih brojeva prikazane u obliku
pikova, prilikom &ega je na apscisi uvijek valni broj (cm™), a na ordinati apsorbancija.
Identifikacijom formiranja vodikovih veza potvrduje se struktura razvijenin osmoDES-a.
Analizirani su spektri ¢istih donora i akceptora vodika, kao i1 pripremljenih osmoDES-ova, koji se
nalaze na slikama 5-9. Rezultati potvrduju da su promjene nastale izmedu spektra ¢istih metabolita
i 0smoDES-ova u rasponu od 1200 do 1700 cm™* te 3000 do 3600 cm L,

Kod FTIR spektara ¢istih komponenti na bazi HBA sarkozina (slika 6) uocen je pik karakteristi¢an
za prisutnost vibracija savijanja N-H veze u amidskoj skupini. S obzirom da sarkozin ima amidnu
skupinu, vrpca se pojavljuje u rasponu od 1500-1600 cm™. Spektri HBA kolin-klorida (slika 5 i
slika 9) prikazuju karakteristi¢ne pikove u rasponu od 3300 do 3500 cm ™! zbog vibracija pruzanja
N-H veze, vrpcu prisutnu u rasponu izmedu 1000 do 1250 cm ™ koja se javlja zbog pruzanja C-N
veze te vrpcu u rasponu od 1600 do 1700 cm ™! nastalu zbog vibracija pruzanja C=0 veze (Delgado-
Mellado i sur., 2018). Prolin (slika 8), kao i akceptor betain (slika 7 i slika 9) takoder pokazuju
karakteristi¢an pik izmedu 1600 i 1700 cm™ zbog prisustva C=0 veze (Pires i sur., 2022). Sto se
tice spektara donora, kod glicerola (slika 5¢-8c¢) je karakteristiCan vrh koji se javlja izmedu 3200 i
3600 cm™?, a oznadava prisutnost vibracije pruzanja OH veze, te vrh prisutan izmedu 2800 i 3000
cm 1 koji se javlja zbog C-H veze (Huang i sur., 2017). Urea (slika 5a-8a i slika 9) ima jednu
karbonilnu skupinu, stoga se vrpca C=0 obi¢no javlja izmedu 1600 i 1700 cm™ zbog vibracija
pruzanja C=0 veze, te vrpca izmedu 3300 i 3500 cm™ koja se javlja zbog N-H veze (Du i sur.,
2016). Gvanidin (slika 5b-8b) ima nekoliko karakteristi¢nih vrhova u FTIR spektru poput vrpce
N-H koja se javlja pri 3300 i 3500 cm™ te vrpce izmedu 1600 i 1700 cm™ zbog vibracija pruzanja
C=0 veze. Gvanidin ima tri C-N veze, stoga se vrpca C-N javlja izmedu 1000 i 1250 cm™ zbog

vibracija pruzanja C-N veze (Selvanathan i sur., 2017).

Formiranje osSmoDES-ova potvrdeno je FTIR spektrima na temelju postojanosti vrpce koja se
javlja izmedu 3200 i 3600 cm™ prisutne na svim spektrima razvijenih otapala, a oznadava
prisutnost O-H vodikove veze nastale stvaranjem DES-ova (slika 5-9) (Jakubowska i sur., 2020).
U spektru referentnog otapala na bazi kolin-klorida bilo je moguce potvrditi nestanak pika kolin-
klorida koji odgovara simetri¢cnom pruzanju grupe CCN (1000 cm™), §to se moze pripisati
unistavanju kristalne strukture ¢istih komponenti zbog pojave procesa taljenja (Delgado-Mellado

i sur., 2018).
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Slika 5. Usporedni prikaz infracrvenih spektara referentnog sustava na bazi kolin-klorida: a)
ChCI:U, b) ChCI:G, c¢) ChCI:Gly te pojedina¢nih komponenti od kojih se 0smoDES pripravio
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Slika 6. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi sarkozina: a) Sar:U, b)

Sar:G, c) Sar:Gly i pojedina¢nih komponenti od kojih se 0smoDES pripravio
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Slika 7. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi betaina: a) Bet:U, b) Bet:G,

c) Bet:Gly i pojedina¢nih komponenti od kojih se 0smoDES pripravio
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Slika 8. Usporedni prikaz infracrvenih spektara osmoDES-a na bazi prolina: a) Pro:U, b) Pro:G,

c) Pro:Gly i pojedina¢nih komponenti od kojih se 0smoDES pripravio

25



S

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Bet:Sor:Tau:ChClU U Bet ChCl Tau Sor

Slika 9. Usporedni prikaz infracrvenih spektara bioinspiriranog visekomponentnog 0SmoDES-a

Bet:Sor:Tau:ChCI:U i pojedina¢nih komponenti od kojih se 0smoDES pripravio

U sklopu rada provedena je fizikalno-kemijska karakterizacija referentnog sustava i 0smoDES-
ova ¢iji su rezultati prikazani u tablici 5. Izmjereni parametri uklju¢uju: gustocu, polarnost i pH na
sobnoj temperaturi od 25 °C. Ova kombinacija mjerenja pruzila je korisne informacije o sastavu i
interakcijama komponenata u eutekti¢koj smjesi, doprinoseci tako boljem razumijevanju svojstava

1 ponaSanja formiranog 0SMoDES-a.

Raspon pH vrijednosti otapala u prilozenim podacima kre¢e se izmedu 4,74 1 8,11. Otapala
pokazuju razlicite stupnjeve kiselosti i luznatosti. Na vrijednost pH najveci utjecaj imaju pocetne
komponente otapala, odnosno HBA i HBD. DES-ovi koji sadrZe organske kiseline su, kao $to se
ocekuje, kiseliji od onih koji sadrze polialkohole ili Secere, $to je u skladu s rezultatima
objavljenim u Pani¢ i sur. (2022). Takoder, za DES-ove koji sadrze HBD ureu se o¢ekuje da ¢e
biti luznatija, od primjerice otapala koja sadrze HBD gvanidin, u obliku gvanidin hidroklorida, ¢iji
pH je obi¢no nizi (Tiecco i sur., 2019). Najvecu luznatost, tj. najvecu vrijednost pH ima otapalo
betain:urea (Bet:U) ¢iji pH iznosi oko 8, dok je najkiselije otapalo s najnizim pH referentni sustav
kolin-klorid:gvanidin (ChCl:G) s vrijedno$¢u od 4,74, kojeg blisko slijedi otapalo
sarkozin:gvanidin (Sar:G) s pH 4,80. Otapala koja kao jednu od komponenti sadrze ureu imaju
veci iznos pH u odnosu na ostale donore u interakciji sa jednim od akceptora, dok otapala koja
sadrze HBD gvanidin imaju najnizu vrijednost pH, odnosno vecu kiselost od otapala ostalih donora
istog akceptora. Primjerice, u otapalima koja sadrze HBA kolin-klorid, najveé¢i pH postignut je u

interakciji s HBD ureom (ChCl:U) u iznosu od 7,70, a najmanji pH se pojavljuje u kombinaciji s
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donorom gvanidinom (ChCl:G) ¢ija je vrijednost pH 4,74. Najveée vrijednosti pH su postignute
uglavnom prilikom koristenja betaina kao akceptora vodikove veze u usporedbi s drugim HBA,
dok najnizi pH imaju otapala na bazi sarkozina. S obzirom na varijaciju pH vrijednosti otapala u
navedenim podacima mozemo zakljuciti da 0SmMODES-ovi pruzaju Siroki raspon kiselosti i
alkalnosti. Ova fleksibilnost moze biti od velikog znac¢aja u primjeni otapala gdje je precizno

upravljanje pH-om od esencijalne vaznosti.

Na temelju dostupnih podataka, uocava se da gustofe pripremljenih niskotemperaturnih
eutekti¢kih otapala variraju izmedu 877,05 mg cm™ i 1194,30 mg cm3. Usporedbom rezultata
primijeceno je da sva otapala, osim osmoDES-a sarkozin:glicerol (Sar:Gly), na sobnoj temperaturi
od 25 °C imaju veéu gustoéu od gustoée vode (p(H20) = 1000 mg cm3). Ve¢ spomenuto u
poglavlju 2.1.1., uobiCajeno ve¢ina DES-ova spada u raspon gusto¢a ve¢ih od vode na sobnoj
temperaturi prema literaturnim podacima u iznosu 1,0-1,35 g cm™ (Tang i Row, 2013). Najveéu
vrijednost gustoée ima otapalo prolin:gvanidin (Pro:G) koja iznosi 1194,30 mg cm™ te ga blisko
slijede otapala sarkozin:gvanidin (Sar:G) s gustoéom od 1193,00 mg cm? i sarkozin:urea (Sar:U)
s vrijedno$éu gustoée u iznosu od 1191,85 mg cm™. Najmanja gustoéa uodena je kod otapala
sarkozin:glicerol u iznosu od 877,05 mg cm™ te je jedino otapalo ¢ija je gustoéa manja od gustoée
vode. OsmoDES-ovi u kojima je prisutan donor vodikove veze gvanidin u prosjeku imaju vecu
gustocu u usporedbi sa gusto¢om formiranih otapala ostalih donora vodikove veze, glicerola iuree.
Otapala koja sadrze HBD glicerol naj¢es¢e imaju nizu vrijednost gustoce od otapala koja sadrze
ostale donore. Primjerice, gusto¢a otapala koje se sastoji od akceptora sarkozina te donora
gvanidina iznosi 1193,30 mg cm=te je veéa u usporedbi sa gusto¢om DES-ova koji sadrzi ureu i
glicerol ¢&ije su vrijednosti gustoée 1191,85 mg cm™ (Sar:U) i 877,05 mg cm™ (Sar:Gly). Iz
navedenih podataka se primjeti kako je gustoca otapala koje sadrzi donor glicerol uistinu najniza
u odnosu na otapala koja se sastoje od drugih donora. Na temelju raspona gusto¢a ova otapala nude
Siroki spektar moguénosti za razli¢ite primjene, ovisno o specificnim potrebama procesa ili
reakcija u kojima se koriste. Razli¢ite kombinacije akceptor-donor parova pruzaju fleksibilnost u

dizajnu otapala, omogucujuéi optimizaciju svojstava otapala za odredene uvjete ili primjene.

Polarnost eutektickih otapala izuzetno je vazno svojstvo, jer utjece na sposobnost otapanja raznih
organskih i anorganskih spojeva (Dai i sur., 2013). Vrijednosti molarne tranzicijske energije (Enr)

otapala pri valnoj duljini od 450 nm u navedenim podacima variraju u iznosima od 49,05 do 49,93
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kcal mol™, pri éemu otapala s nizom vrijednosti ukazuju na veéu polarnost. Vrijednosti polarnosti
ispitanih 0smoDES-ova medusobno nemaju znacajno velike razlike. Stovise, razlika u polarnosti
izmedu najpolarnijeg otapala i najmanje polarnog otapala iznosi svega 0,88 kcal mol™. Navedeni
podaci su u skladu s istrazivanjima provedenih od strane Dai i sur. (2013) koji su proveli fizikalno-
kemijsku karakterizaciju svojstva 13 najcesc¢e koristenih DES-ova, te Craveiro i sur. (2016) koji
su u svom radu odredili polarnost 11 eutektickih otapala. Oba istraZivanja su dala sli¢ne rezultate
sa zaklju¢kom da DES-ovi temeljeni na rganskim kiselinama su najpolarniji, dok su najmanje
vrijednosti polarnosti uoc¢ene kod DES-ova na bazi Secera 1 poliola. Najvecu polarnost ima otapalo
betain:urea (Bet:U) ¢&ija vrijednost molarne tranzicijske energije iznosi 49,93 kcal mol™, dok je
najmanja polarnost uo¢ena kod dva otapala, sarkozin:gvanidina (Sar:G) te betain:gvanidina
(Bet:G) u iznosu od 49,05 kcal mol™.

4.2. STABILNOST LIZOZIMA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA NA BAZI OSMOLITA PRI VISOKIM TEMPERATURAMA

4.2.1. Agregacija lizozima tijekom inkubacije pri 90 °C

Agregacija proteina, problem Kkoji se &esto javlja tijekom presavijanja proteina, njihove
solubilizacije proteina i skladiStenja, predstavlja znacajan izazov za razne industrije temeljene na
proteinima. Proteinska agregacija moze rezultirati gubitkom aktivnosti proteina, a u slucaju
odredenih terapeutskih proteina, moze dovesti i do nepozeljnih imunogenih odgovora. Pogresno
savijeni proteini imaju tendenciju stvaranja agregata s drugim pogresno savijenim proteinima kako
bi stabilizirali svoju konformaciju (Soto, 2003). Jednostavan, praktian i uobiCajen pristup
rjeSavanja ovog problema je uporaba ekscipijensa u otopini. Razli¢iti aditivi poput poliola,
aminokiselina 1 slicno, ¢esto se koriste u otopinama kako bi se smanjila ili potisnula agregacija

proteina.

U ovom radu provedena je toplinski inducirana agregacija proteina lizozima pri 90 °C u
referentnom puferu, referentnom sastavu koji uklju¢uje DES-ove kolin-klorid:ureu, kolin-
klorid:gvanidin, kolin-klorid:glicerol te osmoDES-ovima: betain:urea, betain:gvanidin,
betain:glicerol, sarkozin:urea, sarkozin:gvanidin, sarkozin:glicerol, prolin:urea, prolin:gvanidin,
prolin:glicerol, te bioinspiriranom visekomponentnom osmoDES-u betain:sorbitol:taurin:kolin-

klorid:urea. Rezultati se nalaze na slikama 10-12.
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Porast apsorbancije nakon izvrSenog eksperimenta vidljiv je samo kod pufera (slika 10a). Kod
referentnog sustava na bazi kolin-klorida i ostalih pripravljenin osSmoDES-ova nije doslo do
porasta apsorbancije, te je rezultat ostao oko 0. Na temelju tih rezultata moze se utvrditi da je
agregacija prisutna samo kod pufera, dok kod ostalih otapala ne dolazi do stvaranja agregata. S
obzirom da je agregacija nepozeljna pojava u odvijanju procesa, moze se zakljuciti da je pohrana

u osmoDES-ovima pokazala puno bolje rezultate u usporedbi sa referentnim puferom.

4“0
Virijeme [min] Vrijeme [min]

Slika 10. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim DES-

ovima pri 90 °C; a) pufer, b) bioinspirirani viSekomponentni osmoDES Bet:Sor:Tau:ChCl:U

*Bet — betain, Sor — sorbitol, Tau — taurin, ChCI — koln-klorid, U - urea
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Slika 11. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim
DES-ovima pri 90 °C; a) kolin-klorid:urea, b) betain:urea, c) kolin-klorid:gvanidin, d)

betain:gvanidin, e) kolin-klorid:glicerol, f) betain:glicerol
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Slika 12. Promjena u apsorbanciji (A= 600 nm) tijekom izlaganja lizozima u razli¢itim
DES-ovima pri 90 °C; a) sarkozin:urea, b) prolin:urea, ¢) sarkozin:gvanidin, d) prolin:gvanidin,

e) sarkozin:glicerol, ) prolin:glicerol

4.2.2. Rezidualna aktivnost lizozima nakon inkubacije pri 80 °C
Kako bi se pokazalo da osmoDES-ovi imaju potencijal stabilizacije proteina pri ekstremnim

uvjetima, u radu je pra¢eno ponasanje lizozima U navedenim otapalima tijekom inkubacije pri
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povisenoj temperaturi (80 °C) pracenjem agregacije enzima te rezidualne aktivnosti nakon

inkubacije.

Stabilnost modelnog proteina lizozima prac¢ena je u pripremljenim 0SmoDES-ovima kako bi se
pokazao njihov potencijal kao teku¢ih medija za pohranu biomolekula. Enzimska aktivnost
praéena je prije i1 poslije inkubacije na temperaturi od 80 °C koristenjem UV/VIS
spektrofotometrijske metode. Rezultat eksperimenta prikazan je na slici 13. Rezidualna aktivnost
(%) dobivena je ra¢unanjem pocetne brzine reakcije koju je enzim ostvario nakon inkubacije, u

usporedbi s brzinom reakcije izmjerenom prije nego $to je uzorak bio izloZzen uvjetima inkubacije.

120,0

100.0

80.0
60.0
40.0
20,0 I
0.0 I C

Pufer | ChCIU  ChCIG ‘C BeU  BetG BetGly SaU  SaG SaGly PoU PG PoGly "WOcE

Rezidualna aktivnost (%)

Kolin-klorid Betain Sarkozin Prolin Sisavac
mRel. akt. 205 26,6 60.1 77.8 65.2 78.7 105.1 87.1 922 120.1 722 76.4 91.6 87.8

Slika 13. 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, sarkozina, prolina i viSekomponentnom bioinspiriranom osmoDES-u
*ChCl — kolin-klorid, Bet — betain, Sar — sarkozin, Pro — prolin, U — urea, G — gvanidin, Gly - glicerol

Kao sto je vidljivo na slici 13, svi pripremljeni osmoDES-ovi nakon sat vremena inkubacije na
temperaturi od 80 °C pokazuju veée vrijednosti relativne aktivnosti u usporedbi s referentnim

puferom koji zadrzava 20,5 % pocetne enzimske aktivnosti proteina lizozima.
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Gotovo svi pripremljeni 0SmoDES-ovi zadrzavaju vise od 60 % relativne aktivnosti, izuzev
referentnog otapala kolin-klorid:urea (ChCl:U) koje pokazuje destabilizacijski uéinak na

funkcionalnost testiranog proteina lizozima.

Prisutnost sarkozina kao HBA pokazalo se najpovoljnijim za aktivnost enzima lizozima. Dobru
stabilizaciju takoder omogucéuju otapala betain:glicerol (Bet:Gly) sa relativnom aktivnoséu od
105,1 % te otapalo prolin:glicerol (Pro:Gly) ¢ija aktivnost iznosi 91,6 %. Medutim, bioinspirirani
visekomponetni osmoDES koji sadrzi iste osmolite kao i DES kolin-klorid:urea, kolin-klorid,
pokazuje izvrsne sposobnosti stabilizacije proteina ¢ija rezidualna aktivnost nakon inkubacije
iznosi 87,8 %, $to ukazuje na to da prisutnost dodatnih osmolita u multikomponentnom DES-u,
poput betaina, sorbitola i taurina, u omjerima repliciranim iz prirodne okoline drasti¢no pobolj$ava
sposobnost DES-a da stabilizira protein. Najveéi stabilizacijski ucinak pokazuje otapalo

sarkozin:glicerol (Sar:Gly) s najviSom vrijednoscu relativne aktivnosti koja iznosi 120,1 %.

S obzirom da su gotovo svi formirani osmoDES-ovi pokazali visoke vrijednosti relativne
aktivnosti nakon inkubacije, rezultati sugeriraju da DES-ovi bazirani na osmolitima pokazuju
veliki potencijal stabilizacije proteinskog uzorka pohranjenog na poviSenim temperaturama u
usporedbi sa standardnom metodom pohrane lizozima, puferom. Ovi rezultati potvrduju prethodno
zapazanje koje je napravljeno sa glicinom i betainom (Arakawa i Timasheff, 1983) i ostalim

osmolitima (Arakawa i Timasheff, 1985) gdje su potvrdeni kao stabilizatori proteinske strukture.

4.3. ODREDIVANJE REZIDUALNE AKTIVNOSTI LIZOZIMA U
NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA NA BAZI OSMOLITA
NAKON INKUBACIJE PRI NISKIM TEMPERATURAMA

S obzirom na izvrsne rezultate termostabilizacije proteina lizozima u 0smoDES-ovima, sljede¢i
korak bio je istraziti sposobnost stabilizacije proteina i pri niskim temperaturama. Enzimska
aktivnost modelnog proteina lizozima pracena je pri temperaturama od -14 °C te -80 °C.
Eksperiment je trajao 5 dana, te se sastojao od 5 ciklusa zamrzavanja, gdje su tijekom svakog od
ciklusa uzorci bili pohranjeni u hladnjaku 24 sata. Stabilnost i funkcionalnost proteina pracena je
koriStenjem analiticke metode UV/VIS spektrofotometrije mjerenjem rezidualne aktivnosti ¢iji su
rezultati prikazani na slikama 14 i 15. Rezidualna aktivnost (%) dobivena je rac¢unanjem na isti

nacin kao kod mjerenja na visokim temperaturama.
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Slika 14. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon svakog ciklusa inkubacije pri -14 °C. a)
pufer, ChCIl:U, ChCI:G i ChCI:Gly b) Bet:U, Bet:G, Bet:Gly, Sar:U, Sar:G i Sar:Gly c¢) Pro:U,
Pro:G, Pro:Gly i bioinspirirano visekomponentno otapalo
*ChCl — kolin-klorid, Bet — betain, Sar — sarkozin, Pro — prolin, U — urea, G — gvanidin, Gly - glicerol
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Radi lakseg pregleda, na slici 15 su prikazani pojednostavljeni rezultati ukupne rezidualne

aktivnosti nakon svih izvrsenih ciklusa zamrzavanja.
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0.0 ChCl bub
for | ChClU ChClG v  BetU | BetG BetGly SarU  SarG SarGly ProU  ProG | ProGly ‘”eg
Kolin-klorid Betain Satkozin Prolin Sisavac
mciklus5 75,1 @ 617 | 59.8 889 802 | 680 | 60,1 | 604 @ 869 984 727 889 502 850

Slika 15. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon inkubacije pri -14 °C u puferu,
referentnom sustavu na bazi kolin-klorida te odgovaraju¢im dvokomponentnim osmoDES-ovima

na bazi betaina, sarkozina, prolina i viSekomponentnom bioinspiriranom osmoDES-u
*ChCI - kolin-klorid, Bet — betain, Sar — sarkozin, Pro — prolin, U — urea, G — gvanidin, Gly — glicerol

Nakon izlaganja niskoj temperaturi od -14 °C najvisu aktivnost pokazuje enzim inkubiran u
0SMODES-u sarkozin:glicerol (Sar:Gly) koji nakon 5 ciklusa zamrzavanja zadrzava 98,4 %
pocetne aktivnosti. Postotak aktivnosti lizozima je gotovo nepromijenjen od pocetne enzimske
aktivnosti proteina te navedeni osmoDES ima najve¢i stabilizacijski u€inak na lizozim. Najmanju
aktivnost pokazuje enzim inkubiran u otapalu prolin:glicerol (Pro:Gly) ¢ija je enzimska aktivnost

pala na 59,2 % pocetne aktivnosti enzima lizozima.

Najveci postotak relativne aktivnosti pokazuju osmoDES-ovi koji sadrze akceptor sarkozin, dok

je najmanja aktivnost detektirana kod akceptora vodikove veze betaina.
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Gotovo pola pripravljenih osmoDES-ova pokazuju vecu rezidualnu aktivnost enzima lizozima u
usporedbi s puferom ¢ija aktivnost iznosi 75,1 % pocetne aktivnosti, dok druga polovica ima

gotovo istu ili nizu aktivnost u odnosu na pufer.

Povoljan utjecaj na stabilizaciju proteina u usporedbi sa standardnim puferom pokazuju takoder
otapala prolin:gvanidin (Pro:G) te referentni sustav kolin-klorid:glicerol (ChClL:Gly) s vrijedno$¢u
rezidualne aktivnosti od 88,9 %. Blisko ga slijedi dvokomponentno eutekticko otapalo
sarkozin:gvanidin (Sar:G) s iznosom aktivnosti od 86,9 % te bioinspirirano viSekomponentno
otapalo Cija je rezidualna aktivnost 85,9 %. Stabilizacijski uc¢inak veci od utjecaja pufer takoder

ima 1 osmoDES betain:urea (Bet:U) u iznosu od 80,2 % pocetne enzimske aktivnosti.

Destabilizacijski u¢inci u usporedbi s referentnim puferom primijeéeni su takoder kod referentnog
otapala kolin-klorid:gvanidin (ChCI:G) ¢ija rezidualna aktivnost iznosi 59,8 % te kod 0SmoDES-
a betain:glicerol (Bet:Gly) s iznosom aktivnosti od 60,1 % Slijede ih otapala sarkozin:urea (Sar:U)
s enzimskom aktivno$¢u od 60,4 % i kolin-klorid:urea (ChCI:U) sa 61,7 % rezidualne aktivnosti.
Otapala betain:gvanidin (Bet:G) 1 prolin:urea (Pro:U) imaju neSto viSe vrijednosti aktivnosti,

medutim nedovoljno visoke da bi nadmasile rezultat standardnog pufera.

Enzimska aktivnost proteina lizozima takoder je pracena u ekstremnim uvjetima pri temperaturi
od -80 °C tijekom 5 ciklusa zamrzavanja u trajanju od 5 dana, a rezultati rezidualne aktivnosti

pojedina¢nih osmoDES-ova nakon svakog ciklusa su prikazani na slici 16.
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Slika 16. Rezidualna aktivnost proteina lizozima nakon svakog ciklusa inkubacije pri -80 °C a)
pufer, ChCIl:U, ChCI:G i ChCI:Gly b) Bet:U, Bet:G, Bet:Gly, Sar:U, Sar:G i Sar:Gly c) Pro:U,
Pro:G, Pro:Gly 1 bioinspirirano visekomponentno otapalo
*ChCl — kolin-klorid, Bet — betain, Sar — sarkozin, Pro — prolin, U — urea, G — gvanidin, Gly - glicerol
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Radi lakseg pregleda, ukupni rezultati nakon svih ciklusa zamrzavanja prikazani su na slici 17.
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Slika 17. 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, sarkozina, prolina i viSekomponentnom bioinspiriranom osmoDES-u
*ChCI - kolin-klorid, Bet — betain, Sar — sarkozin, Pro — prolin, U — urea, G — gvanidin, Gly — glicerol

Rezultati eksperimenta pokazuju da svi pripremljeni osmoDES-ovi imaju bolji stabilizacijski
uc¢inak na protein lizozim u usporedbi s referentnim puferom. Otapalo referentnog sustava kolin-
klorid:urea jedini ima destabilizacijski u¢inak. Enzimska aktivnost mu je pala na 42,8 % pocetne

aktivnosti enzima lizozima, u odnosu na 44,5 % aktivnosti standardnog pufera.

Medutim, zgodno je primijetiti kako nakon inkubacije pri temperaturi od -80 °C najvecu enzimsku
aktivnost pokazuje bioinspirirano viSekomponentno eutekticko otapalo pripravljeno prema uzorku
raspodjele osmolita u bubregu zeca Oryctolagus cuniculus, koje nakon 5 ciklusa zamrzavanja
zadrzava 78,3 % pocetne aktivnosti koje sadrzi komponente kolin-klorid i ureu, gdje ponovno
mozemo zakljuciti kako dodatak drugih osmolita u smjesu uistinu utjee na sposobnost

stabilizacije proteina.
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Visoke rezultate iznad 60 % preostale aktivnosti daju i osmoDES-ovi prolin:glicerol (Pro:Gly) s
aktivnosti od 67 % te sarkozin:glicerol (Sar:Gly) ¢ija aktivnost iznosi 64,3 % pocetne enzimske
aktivnosti proteina lizozima. Najvec¢i postotak relativne aktivnosti pokazuju osmoDES-ovi koji
sadrze akceptor vodikove veze sarkozin te bioinspirirano viSekomponentno otapalo. Najmanja

aktivnost detektirana je kod osmoDES-ova na bazi akceptora betaina i kolin-klorida.

S obzirom da gotovo sva pripremljena otapala pokazuju povoljnije u¢inke od referentnog pufera,
moze se primijetiti da osmoDES-ovi pokazuju veliki potencijal pohrane medija i ofuvanja
aktivnosti proteinskih uzoraka pri ekstremnim temperaturama. Eksperimentalno je utvrdeno da
snizavanjem temperature osmoDES-ovi ne gube moguénost stabilizacije proteina, ve¢ pokazuju
upravo suprotan ué¢inak u usporedbi sa standardnim puferom. Cinjenica da osmoDES-ovi pokazuju
pozitivan utjecaj ne samo pri povisenim temperaturama, ve¢ 1 pri ekstremno niskim pruza nove
perspektive u primjeni takvih otapala u procesima stabilizacije te pohrane enzima i drugih
biomakromolekula. Rekreacija uzoraka distribucije osmolita u bioloskim okolinama ujedno
doprinosi kreiranju ne samo dvokomponentnih ve¢ i novih viSekomponentnih DES-ova s
izuzetnim stabilizacijskim sposobnostima, pruzaju¢i nove pristupe za ocCuvanje proteina i

aktivnosti, bez potrebe za dodatnim ekscipijensima.
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5. ZAKLJUCCI

Svrha ovog rada bila je priprema dvokomponentnih i bioinspiriranih viSekomponentnih 0SMoDES-
ova repliciranjem uvjeta distribucije u njihovoj prirodnoj okolini. Takoder je ispitan utjecaj
formiranih osmoDES-ova na stabilizaciju proteina lizozima pri ekstremnim temperaturama te

utjecaj na nastajanje proteinskih agregata.
Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Procesom toplinski inducirane agregacije pri temperaturi od 90 °C nije doSlo do stvaranja
agregata niti u jednom od pripravljenih osmoDES-ova u usporedbi sa referentnim puferom u kojem

je prisutna proteinska agregacija.

2. Akceptori vodikove veze sarkozin, prolin, betain i kolin-klorid u odgovaraju¢im molarnim
omjerima i uspjesno tvore niskotemperaturna eutekticka otapala na bazi osmolita sa donorima

vodikove veze ureom, gvanidinom i glicerolom, uz dodatak 40 % (w/w) vode.

3. Uspjesno su replicirani uvjeti distribucije osmolita u bubregu sisavca (zec Oryctolagus

cuniculus) te formirano bioinspirirano visekomponentno niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo.

4. Pripravljeni osmoDES-ovi iskazuju viSu vrijednost rezidualne aktivnosti proteina te znacajno
poboljsanje u stabilizaciji proteina lizozima na poviSenim temperaturama od 80 °C, u odnosu na
konvencionalni pufer. Najve¢a rezidualna aktivnost enzima uocena je kod osmoDES-a

sarkozin:glicerol.

5. Pri temperaturi od -14 °C polovica pripremljenih 0SmoDES-0va demonstrira veéu rezidualnu
aktivnost proteina u usporedbi sa referentnim puferom, dok pri temperaturi od -80 °C svi
konstituirani osSmoDES-ovi pokazuju veéi stabilizacijski u¢inak na protein lizozim u odnosu na
pufer, $to je potvrdeno ve¢im iznosom rezidualne aktivnosti. Najvecu destabilizacijski u¢inak ima
referentno otapalo kolin klorid:urea. Rezidualna enzimska aktivnost pri -14 °C najveca je u
0osmoDES-u sarkozin:glicerol, a pri -80 °C u bioinspiriranom visekomponentnom eutektickom

otapalu pripravljenom prema uzorku raspodjele osmolita u bubregu zeca Oryctolagus cuniculus.

6. Pripravljeni osmoDES-ovi imaju znacajan potencijal za primjenu kao tekuci skladi$ni medij

proteina zbog svojih izuzetnih stabilizacijskih sposobnosti.
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