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1. UvOD

U posljednja dva desetljeca, porast koncentracije CO, u atmosferi postao je jedan od
kljuénih globalnih problema. Glavni uzroci ovog porasta su industrijske aktivnosti i uporaba
fosilnih goriva, Sto rezultira ozbiljnim ekoloskim posljedicama poput klimatskih promjena i
zakiseljavanja oceana. Kako bi se ublazili ovi negativni u€inci, znanstvenici i industrija aktivno
istrazuju odrziva rjeSenja za smanjenje emisije i uCinkovitu konverziju CO, u korisne produkte
(Sekoai i Yoro, 2016). Metode zbrinjavanja i konverzije ugljikova dioksida klju¢ne su u borbi
protiv klimatskih promjena. Zbrinjavanje ugljikova dioksida uklju€uje tehnologije poput hvatanja
i skladistenja CO., gdje se CO- hvata najéesce iz industrijskih postrojenja ili atmosfere te trajno
pohranjuje u geoloSke formacije. Konverzija CO, obuhvaéa njegovo pretvaranje u korisne
proizvode poput goriva ili kemikalija koriste¢i kemijske, bioloSke ili elektroliticke procese (Yoro
i Daramola, 2020). Zbog sve vecée teznje za zelenom kemijom, odnosno proizvodnjom i
primjenom kemikalija koje bi bile ekoloski prihvatljivije i ekonomski isplative, kao jedna od
takvih metoda je biokataliticka redukcija CO2 (Ghisalba i sur., 2010).

Buduc¢i da otapala za biokataliticke procese znacajno doprinose ukupnoj koli€ini
proizvedenog otpada u vecini industrijskih procesa, intenzivno se traga za otapalima koja su
netoksi¢na, nehlapljiva, kemijski i fiziCki stabilna, videkratno upotrebljiva te jednostavna za
primjenu (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). U potrazi za takvim otapalima, u posljednje vrijeme se
sve viSe izu€avaju niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES)
kao zamjena za Stetna otapala. DES-ove karakteriziraju jednostavna priprema, niska
toksi¢nost, biorazgradivost, nezapaljivost te velika kemijska i toplinska stabilnost. Pokazali su
i znacCajan potencijal u poboljSanju biokatalize kroz razliCite mehanizme, poput poboljSanja
topljivost supstrata, djelovanja kao pametnih ko-supstrata, stabilizacije enzima i koenzima te i

utjecaja na stereokemiju enzima (Zhang i sur., 2024).

Uzimajuci u obzir sve navedeno, cilj ovog rada je bio je istraziti moguénosti primjene
DES-ova na bazi kolin-klorida i betaina u kombinaciji s glicerolom u biokatalitiCkoj redukciji
CO, primjenom enzima formijat dehidrogenaze (FDH). U tu svrhu ispitana je aktivhost FDH,
kratkoro€na stabilnost NADH te topljivost CO» u navedenim otapalima. Uz to, u okviru rada
izraden je matematic¢ki model temeljen na linearnoj regresiji, kako bi se opisala povezanost
izmedu fizikalno-kemijskih svojstava DES-ova i aktivhost FDH. U najpovoljnijem otapalu,
obzirom na navedene kriterije, odabran je najpogodniji DES te je u njemu provedena i opisana

reakcija redukcije CO..



2. TEORIJSKI DIO

2.1. UGLJIKOV DIOKSID — KLJUCAN FAKTOR GLOBALNOG
ZATOPLJIENJA

Iz godine u godinu pojam klimatskih promjena i emisija ugljikovog dioksida sve se
Cesce koristi kako bi se skrenula pozornost na problem globalnog zagrijavanja Zemlje. Ugljikov
dioksid (CO,) je bezbojan plin koji je guséi od zraka. Sastoji se od dva kovalentno vezana
atoma kisika koji su vezani za jedan atom ugljika. Ima vrlo vaznu ulogu u biljnom i zivotinjskom
zivotnom ciklusu. Sastavni je dio atmosfere, ukupnog volumnog udjela 0,035 %. Ugljikov
dioksid nastaje kroz razli¢ite antropogene aktivnosti koje uzrokuju emisije ugljikovog dioksida,
fermentaciju organskih spojeva ili ljudsko disanje. Pri manjim koncentracijama ugljikov dioksid
nema miris, no pri veéim koncentracijama poprima kiseo i pomalo ostar miris (Freund i sur.,
2005). lako ugljikov dioksid sam po sebi nije otrovan, u prekomjernim koli€inama ima Stetan
utjecaj na okoli§. Kao jedan od predstavnika staklenic¢kih plinova u najve¢em postotku
doprinosi problemu globalnog zagrijavanja, a prema podacima iz 2021. godine ugljikov dioksid
je €inio 79 % ukupnih emisija staklenickih plinova u SAD-u (Environmental Protection Agency,
2024). S ciliem smanjenja emisija ugljikovog dioksida razvijeni su razni koncepti kako ne bi
dolazilo do emisije (Golubi¢, 1999).

2.2. PROBLEMI PROUZROCENI EMISIJOM CO:

Jedan zajednicCki izazov s kojim se u posljednje vrijeme suo€avaju mnoge zemlje u
razvoju je degradacija okoliSa kao rezultat neselektivne emisije ugljikovog dioksida u
atmosferu (Seneviratne i sur., 2016). Industrijalizacija i urbanizacija doprinijele su povecanju
emisija ugljikova dioksida u atmosferu, zna¢ajno podizuci koncentraciju stakleni¢kih plinova.
Ovaj porast ubrzava globalno zatopljenje i izaziva klimatske promjene (Sekoai i Yoro, 2016).
Mnogi dijelovi svijeta suoCavaju se sa suSom i postaju neprikladni za komercijalni uzgoj zbog
klimatskih promjena. Prema Ahmedu i sur. (2018) degradacija okoliSa je poremecaj ravnoteze
prirodnog ekosustava kojim se otezava postojanje razliCitih oblika Zivota, Cime se izravno
utjeCe na opstanak drugih zivota u ekosustavu, a sve je viSe ekoloSkih problema koji se
pripisuju sve vecoj koncentraciji ugljikovog dioksida.

Porast emisije CO. ubrzava efekt staklenika povecéavajuéi prosje¢nu globalnu
temperaturu. Rezultat toga su sve intenzivniji vremenski uvjeti, kao Sto su periodi dugih
toplotnih udara koje prate ozbiljne suSe, pozZari te padaline koje izazivaju poplave. Te promjene
negativno utjeCu na poljoprivredu gdje dolazi do smanjenja prinosa usjeva, ali i na zdravlje

ljudi. Klimatske promjene uzrokovane emisijom CO, ne samo da naruSavaju prirodne



ekosustave vec i stvaraju ozbiljne socijalne i ekonomske Stete (Sekoai i Yoro, 2016). Nadalje,
porastom temperature, topljivost ugljikovog dioksida u oceanima se smanjuje. Stoga bi se
porastom temperature CO, oslobodio iz oceana, povecavajuci udio CO, u atmosferi. Postoje
naznake da bi globalno zatopljenje i topljenje polarnog leda moglo izazvati hovo ledeno oba.
Moglo bi do¢i do globalnog zahladenja smanjenjem slanosti oceana kako se ledenjaci tope
(McManus i sur., 2004). Rezultati modela Stotta i sur. (2003), sugeriraju da iako je solarni
utjecaj vjerojatno igrao veliku ulogu u kontroli globalnih srednjih temperatura tijekom prve
polovice dvadesetog stolje¢a, porast stakleni¢kih plinova odgovoran je za vecinu zagrijavanja
uocenog tijekom posljednjih 60 godina.

Klimatske promjene predstavljaju jedan od najvecéih izazova za globalnu bioraznolikost.
Povecanje globalne temperature, promjene u obrascima oborina, sve C€eSCi ekstremni
vremenski uvjeti i porast razine mora stvaraju neprijateljsko okruzenje za mnoge biljne i
Zivotinjske vrste. Mnoge vrste koje ne mogu migrirati u povoljnije staniSte suolene su s
ozbiljnim rizikom od izumiranja. Nestanak jedne vrste mozZe izazvati lan€anu reakciju koja
pogada cijeli ekosustav. Na primjer, gubitak opraSiva¢a, poput pcela i leptira, utjeCe na
reprodukciju biljaka, ukljuéuju¢i one koje &ine osnovu prehrambenog lanca. Isto tako,
degradacija tla zbog smanjenja raznolikosti mikroorganizama i biljaka negativno utjeCe na
poljoprivredu i opskrbu hranom. Ovi gubici ne samo da smanjuju otpornost ekosustava na
buduce promjene i prijetnje poput bolesti, nego i ograniCavaju prirodne procese koji su kljuéni
za ljudsku dobrobit. Primjerice, Sume i mo€varna podrucja, koja su vazna za regulaciju ugljika
i filtriranje vode, postaju manje ucinkovita. Osim ekoloskih, posljedice su i ekonomske te
socijalne, jer se mnoge zajednice oslanjaju na prirodne resurse za svoj opstanak i razvo.
Stoga je ocCuvanje bioraznolikosti kljuéno za odrzavanje zdravih ekosustava i stabilnosti
planeta (Sekoai i Yoro, 2016).

Razmjena ugljikovog dioksida izmedu atmosfere i oceana toliko je brza da je povecanje
koncentracije CO, ve¢ imalo znac¢ajne u€inke na morsku kemiju (Caldeira i Wickett, 2003) pH
povrSinske vode se u prosjeku za svakih par desetaka godina smanjio za 0,1 jedinicu od
predindustrijskih vrijednosti (Haugan i Drange, 1996). Izracuni modela pokazuju da, ukoliko su
se nastavile antropogene CO; emisije, bi moglo do¢i do smanjenja pH vrijednosti u oceanima
za Cak 0,3 do 0,4 jedinice do kraja stolje¢éa (Orr i sur., 2005). Ovo smanjenje pH bi
destabiliziralo kalcit i argonit koji su sastavni minerali ljuS§tura mnogih morskih organizama te
bi to moglo dovesti do poteSkoc¢a u izgradnji njihovih kostura, a bi to direktno moglo imati
drasti¢ne posljedice za morske ekosustave. Ovakve posljedice na morske ekosustave, imale
bi ogroman utjecaj i na hranidbeni lanac, ali i golema prostranstva koraljnih greben (Andersson
i sur., 2006).



S obzirom na ove sloZene probleme, smanjenje emisija CO; postalo je jedan od glavnih
cilieva u svijetu, a koraci kao §to su prijelaz na obnovljive izvore energije, unapredenje
energetske efikasnosti, zastita prirodnih stanista te poSumljavanje klju¢ni su u rjeSavanju ovog

problema.

2.3. METODE ZBRINJAVANJA | SMANJENJA UGLJIKOVOG DIOKSIDA

Zbrinjavanje CO, odnosi se na kljuéne strategije u borbi protiv klimatskih promjena i
smanjenja efekta staklenika. Ove metode uklju€uju hvatanje, skladistenje i ponovno koristenje

ugljikova dioksida, koji se smatra jednim od glavnih uzroCnika globalnog zagrijavanja (slika 1).

konverzija - kultivacija algi
- kemijska sinteza
- mineralizacija

koristenje

COz hvatanje ne konverzija

sekvestracija

poboljSano dobivanje nafte

Slika 1. Zbrinjavanje ugljikovog dioksida (prema Fransen, 2020)

Smanjenje emisije na samom izvoru je klju€an pristup u borbi protiv klimatskih
promjena jer se fokusira na sprje€avanje prije nego $to ugljikov dioksid dospije u atmosferu.
Ovo ukljuCuje radikalne promjene u nacinu na koji proizvodimo i koristimo energiju, a s
najve¢im naglaskom na prelazak s fosilnih goriva, kao $to su ugljen i nafta, na iste i obnovljive
izvore energije. Obnovljivi izvori energije, poput Sun€eve svjetlosti, hidroenergije, vjetro-
energije i geotermalne energije, ne samo da smanjuju emisiju ugljikovog dioksida, vec su i
dugoroCna rjeSenja za energetsku sigurnost. Instalacije solarnih panela, vjetroelektrana i
hidroelektrana omogucuje proizvodnju energije bez izgaranja fosilnih goriva, €ime se i

znacajno smanjuje emisija ugljikovog dioksida (McManus i sur., 2004).



Osim smanjenja emisije na samom izvoru, poSumljavanje i obnova ekosustava
predstavlja prirodnu i odrzivu strategiju za uklanjanje ugljikova dioksida iz atmosfere te
istovremeno obnavljaju degradirane ekosustave i time povecavaju otpornost na klimatske
promjene. Drveée i biljke kroz proces fotosinteze, apsorbiraju CO;, koji potom pohranjuju u
svojoj biomasi i tlu. Zbog toga se sadnja drve¢a i obnova Suma smatraju jednim od
najefikasnijih rjeSenja za borbu protiv klimatskih promjena. PoSumljavanje uklju¢uje sadnju
novih Suma na podrucjima koja su prethodno bila gola ili degradirana, dok obnova Suma vrac¢a
izvorne Sumske ekosustave koji su unisteni zbog kréenja, pozara ili prekomjerne eksploatacije.
Uz Sume, obnova drugih ekosustava, poput moc¢vara, travnjaka i morskih trava, takoder igra
klju€nu ulogu (Yoro i Daramola, 2020).

Ugljikov dioksid moze se hvatati primjenom tehnologija kojima se CO; uklanja prije, za
vrijeme (koridtenjem cCistog kisika u oxy-fuel metodi) i poslije procesa izgaranja. Postoje dva
nacina hvatanja ugljikovog dioksida. To su direktno hvatanje CO; iz zraka (engl. Direct Air
Capture, DAC) ili hvatanje ugljikovog dioksida na velikim izvorima sa skladistenjem ili
upotrebom (CCS/CCUS).

Hvatanje i skladidtenje CO. (engl. Carbon Capture and Storage, CCS) tehnologija je
koja omoguéuje smanjenje emisija ugljikova dioksida na izvoru, sprjeCavajuci njegov ulazak u
atmosferu. Ova tehnologija se primjenjuje prvenstveno u industrijama s velikim emisijama,
poput termoelektrana na fosilna goriva, cementara, €eli¢ana i kemijskih postrojenja. CCS je
klju¢an alat u borbi protiv klimatskih promjena, posebno za sektore u kojima je smanjenje
emisija teSko posti¢i drugim metodama. Proces CCS-a sastoji se od tri klju¢ne faze koje
omogucuju u€inkovito smanjenje emisija ugljikova dioksida. Prva faza je hvatanje CO,, gdje
se ugljikov dioksid odvaja od ostalih plinova nastalih izgaranjem ili industrijskim procesima.
Ovo se moze posti¢i pomocu razligitih tehnologija, poput post-kombustijskog hvatanja (nakon
izgaranja), pre-kombustijskog hvatanja (prije izgaranja) ili oksifuelnog procesa (izgaranje u
prisutnosti Cistog kisika). Nakon Sto se zarobi, CO, se transportira do lokacija za skladiStenje
u drugoj fazi, transporta CO,. Transport se najc¢eSée provodi kroz cjevovode, iako se brodovi
takoder koriste, posebno za skladistenje izvan obale. U zavrSnoj fazi, skladistenju CO,,
zarobljeni plin se ubrizgava u duboke podzemne formacije poput iscrpljenih naftnih i plinskih
polja, slanih akvifera ili bazalta, gdje se moze sigurno pohraniti na tisu¢e godina. U nekim
sluajevima, CO, se koristi za povecanje proizvodnje nafte ili plina (engl. Enhanced Oil
Recovery, EOR), ¢ime se dodatno smanjuju emisije i povecava ucinkovitost procesa (Budinis
i sur., 2018).

Tehnologiju hvatanja i skladidtenja, skoro u potpunosti je zamijenila tehnologija
hvatanja, koridtenja i skladiStenja (engl. Carbon Capture, Utilisation and Storage, CCUS).

Hvatanje, koristenje i skladistenje ugljikovog CO,, tehnologija je koja obuhvaéa metode koje



se Koristite za koristenje i trajno uskladistenje CO,. Tehnologija ima mogucnost hvatanja CO;
direktno iz atmosfere, ali i iz razliCitih postrojenja, ukljuCujuéi postrojenja za proizvodnju
elektricne energije i industrijska postrojenja koja koriste fosilna goriva ili biogoriva (IEA, 2019).
Plin koji se izdvoji moze biti koriSten kao sirovina za proizvodnju sinteti¢kog goriva, kemikalija
ili gradevinskog materijala. Najveci dio izdvojenog plina se prodaje naftnim kompanijama, koje
ga zatim koriste za povecanje proizvodnje naftnih lezista. Ukoliko se izdvojeni CO; ne
namjerava dalje koristiti potrebno ga je transportirati do mjesta skladistenja. Sastav i Cisto¢a
te prisutnost drugih tvari imaju vrlo znac¢ajan utjecaj na sve faze skladistenja CO.. Prisutnost
odredenog postotka drugih tvari kao $to su voda, sumporovodik, dusik i kisik djelovat ¢e na
fizikalna i kemijska svojstva CO2, te na odvijanje pojedinih procesa skladiStenja i njihov u€inak
(CO.GeoNet, 2009). Komprimirani ugljikov dioksid transportira se do mjesta skladistenja
cjevovodima, brodovima, Zeljeznicama ili cisternama. Cjevovodi su najée&¢i nacin transporta.
Nakon transportiranja do mjesta skladiStenja CO. se pod odredenim tlakom utiskuje u leziste.
Plin se skladisti na nadin da se utiskuje ispod povrsine na dubine od 800 m do 250 km.
SkladiSni prostor mora sadrzavati dovoljno veliku poroznu sredinu, koja ¢e onemoguéavati
migraciju plina.

Jo$ jedna metoda zbrinjavanja CO: je koncept izravnog hvatanja ugljikovog dioksida iz
atmosfere (engl. Direct Air Capture, DAC) koji je uveden 1999. godine (Sanz-Perez i sur.,
2016). DAC predstavlja novi pristup sanaciji klimatskih promjena, koji bi doveo do neto
negativnih emisija smanjenjem koncentracije ugljikovog dioksida u zraku. Koli¢ina ugljikovog
dioksida koju treba ukloniti iz atmosfere da bi u€inak postao mjerljiv bila bi znac¢ajna, pa je to
stoga i ogroman tehnoloSki izazov. lako se ovaj pristup pokazao vrlo uCinkovitim, potrebna je
velika koli€ina energije za desorpciju ugljikovog dioksida iz sorbenta. Tehnologija membrane
je jedan od vodecih pristupa za hvatanje ugljikova dioksida, uglavnom zato Sto nudi i nizu
cijenu (ekonomski isplativija), jednostavnije je postavljanje i rad. Bitno je istaknuti da kako bi
membrane bile priviane za DAC, selektivha debljina membrane trebala bi biti smanjena na
svega nekoliko nanometara kako bi se povecala njena propusnost. U usporedbi s evidentno
povoljnim uvjetima u toCkastim izvorima ugljikova dioksida, jedna je od glavnih motivacija za
DAC da dolazi iz €injenice da skoro jedna tre¢ina emisija ugljikova dioksida dolazi zapravo iz
milijardi ne toCkastih izvora, posebno transportnih vozila. Osobito izveden s membranama,
DAC bi pomogao kompenzirati ove relativno male emitere CO, (Stampi-Bombelli i sur., 2020).

Kao posljednja metoda hvatanja i rjeSavanja problema CO; je kataliza ugljikova
dioksida. Kataliza je proces kojim se povecCava brzina kemijske reakcije, zahvaljujuci
sudjelovanju tvari koja se naziva katalizator. Prisustvo katalizatora omogucuje drugi reakcijski
put sa smanjenom energijom aktivacije, $to zatim rezultira ve¢om brzinom reakcije pri istoj

temperaturi i koncentraciji reaktanata. Emisije CO, u atmosferu globalna su briga, a nedavni



teorijski model pruza kvantitativni pristup njihovoj povezanosti s globalnim zagrijavanjem i
klimatskim promjenama. Stehiometrija izgaranja daje rezultat da izgaranjem 1 tone ugljika u
fosilnim gorivima rezultira s vise od 3,5 tona CO; Cija se akumulacija u atmosferi sada
priblizava 1 tera toni. Prema modelu koji je razvila Medunarodna agencija za energiju (engl.
International Energy Agency, IEA), kako bi se ogranicilo poveéanje temperature unutar 2 °C
do 2050. godine, razina CO; ne smije prelaziti 15 giga tona godiSnje. U tom nastojanju,
povecanje energetske ucinkovitosti i koristenje obnovljivih izvora imat ¢e najveée ucinke.
Medutim, procjenjuje se da je udio ,hvatanja“ ugljikovog dioksida oko 14 %, Sto znaci da ¢e
biti dostupna ogromna koli¢ina relativho &istog CO, Stoga prethodni koncept hvatanje i
skladistenje CO, viSe nije adekvatan i ve€ je izmijenjen u hvatanje, koriStenje i skladistenje
CO; sto uklju€uje znacajno iskoristavanje ugljikovog dioksida, odnosno konverziju ugljikovog
dioksida u korisne produkte.

Hvatanje i koriStenje CO: je ipak odrziviji proces od hvatanja i skladidtenja jer moze
djelomi¢no zatvoriti ciklus ugljikova dioksida. Priviaéno je skladistiti viSak i neizvjesnu opskrbu
energijom iz obnovljivih izvora kao stabilnu kemijsku energiju integrirano s koriStenjem. Danas
postoje mnogi ucinkoviti nacini iskoristavanja CO., ukljuCujuci toplinsku katalizu, fotokatalizu,
elektronsku katalizu i biokatalizu. Nekoliko radova je saZelo integrirano hvatanje CO: i
iskoriStavanje pri niskim temperaturama, kao $to je proizvodnja mravlje kiseline (Sun i sur.,
2021). Proces redukcije CO; do formijata, temeljen na biokatalitickim metodama, pokazao se
vrlo obecéavajucim zbog visoke selektivnosti i energetske ucinkovitosti. Takvi integrirani pristupi
predstavljaju klju¢ne korake prema razvoju ekonomskih i okoliSno prihvatljivih rieSenja za

upravljanje CO..

2.4. BIOKATALIZA

Posljednjih je godina od velikog interesa upotreba biokatalize u industrijskim
procesima, koja sve viSe zamjenjuje kemijsku sintezu. Od ranih 1970-ih, u industrijama s
velikom potrebom za opticki Cistim spojevima, sve se viSe primjenjuju procesi sinteze posebnih
(finih) i tradicionalnih kemikalija, farmaceutskih te agrokemijskih intermedijera koji se temelje
na biokatalizi (Bell i sur., 2021). Biokataliza, kao metoda dobivanja organskih spojeva,
ukljuCuje katalitiCke reakcije uz uporabu bioloskih katalizatora. Biokatalizatori mogu biti raznih
vrsta, uklju€ujuci Ciste kulture mikroorganizama (poput kvasaca, bakterija, plijesnii algi), sirove
ili pro€is¢ene enzime, biljne i Zivotinjske stanice i tkiva, kao i umjetne enzime (tzv. abzimi). Oni
su ekoloski prihvatljivi, buduéi da su potpuno biorazgradivi, neSkodljivi za okoli§, proizvode
manje otpada te omogucuju energetski ucinkovit proces (Milner i Maguire, 2012).

Biokataliza predstavlja primjenu enzimskih katalitiCkih svojstava koja omogucuju kemo-



, regio- i enantioselektivne reakcije. Ovo otvara vrata redizajniranju sintetskih puteva za
proizvodnju vaznih molekula u veéim kolic¢inama (Kara i Liese, 2019). Za sintezu lijekova,
materijala i kemikalija mogu se primijeniti tri pristupa, ovisno o slozenosti. Prvi ukljuCuje
isklju€ivo kemijske strategije, dok drugi kombinira kemijske i biokataliticke korake, pri ¢emu se
enzimi koriste zbog svoje selektivnosti i specifi¢nosti ili za zamjenu ekoloSki problemati¢nih
procesa. TreCi pristup temelji se na potpunoj bioloskoj sintezi putem fermentacije ili
viSestepene biotransformacije (Ghisalba i sur., 2010).

Razvoj sekvencioniranja DNA i dostupnost vise od 2000 bakterijskih i gljiviénih genoma
omogucili su ubrzanje sinteze gena i smanjenje troSkova proizvodnje enzima (Sheldon i
Woodley, 2018). Dok su se ranije procesi prilagodavali dostupnim enzimima, danas se enzimi
unaprijed prilagodavaju optimiziranim procesima, zahvaljujuci tehnologijama poput in vitro
evolucije, koje poboljSavaju njihovu aktivnost, specifi¢nost i stabilnost (Alcantara i sur., 2022).
Stabilnost enzima tijekom skladiStenja i upotrebe dodatno se poboljSava imobilizacijom, ¢ime
se osigurava njihova isplativost i ponovna upotreba.

Buducéi da su enzimi proizvedeni iz obnovljivih izvora, biorazgradivi su, netoksicni i
ekoloski prihvatljivi (Sheldon, 2016). Njihova visoka kemoselektivnost, regioselektivnost i
stereoselektivnost €ine ih kljuénim katalizatorima u organskoj sintezi. Blagi uvjeti reakcija —
poput sobne temperature, atmosferskog tlaka i upotrebe vode — omoguéuju smanjenje otpada,
jer nije potrebno uklanjati, aktivirati ili zastititi funkcionalne skupine. Siroka primjena biokatalize
postala je moguca zahvaljujuéi rekombinantnoj DNA tehnologiji, koja je smanijila troSkove i

omogucila odrzivu kemijsku proizvodnju (Sheldon, 2018).

2.4.1. Enzimi

Enzimi, poznati i kao biokatalizatori, kljuéni su biolo3ki katalizatori koji ubrzavaju
biokemijske reakcije u zivim organizmima. Osim svoje prirodne uloge, mogu se ekstrahirati iz
stanica i koristiti za kataliziranje raznih komercijalno znac€ajnih procesa. Njihova primjena
obuhvaéa proizvodnju zasladivaCa, modifikaciju antibiotika, te upotrebu u sredstvima za
CiScenje i deterdzentima (Robinson, 2015). Enzimi su idealni katalizatori u procesima gdje je
potrebna visoka specificnost reakcije, kao $to su farmaceutska industrija i proizvodnja finih
kemikalija, gdje su reakcije osjetljive na blage uvjete zbog nestabilnosti supstrata i proizvoda
ili rizika od nezeljenih nusreakcija (lllanes, 2008).

Enzime Kklasificira Odbor za nomenklaturu Medunarodne unije za biokemju i
molekularnu biologiju (engl. The International Union of Biochemistry and Molecular Biology,
IUBMB) u Sest glavnih razreda na temelju vrste kemijske reakcije koju kataliziraju, a svakom
enzimu dodjeljuje se Cetveroznamenkasti broj. Prva znamenka oznaCava razred enzima,

druga podrazred koji definira tip kemijske skupine na koju djeluje, tre¢a oznaava podskupinu



unutar podrazreda, a Cetvrta broj unutar podskupine koji identificira specifi¢ni enzim (Boyce i
Tipton, 2001). Razredi enzima ukljuuju oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze,
izomeraze i ligaze.

Oksidoreduktaze su enzimi koji kataliziraju oksidacijsko-redukcijske reakcije prijenosa
elektrona, vodikovih ili kisikovih atoma, s 22 podrazreda, poput dehidrogenaza koje prenose
vodik na koenzim. Transferaze omogucuju prijenos funkcionalnih skupina izmedu donora i
akceptora, s 9 podrazreda, kljuéne za metabolizam. Hidrolaze kataliziraju hidrolizu kovalentnih
veza u prisutnosti vode, s 12 podskupina, te pod odredenim uvjetima mogu stvarati veze
eliminacijom vode. Liaze kataliziraju nehidroliticko i neoksidativno cijepanje kemijskih veza, s
7 podskupina, koriste se i u sintezi opti¢ki aktivnih spojeva. Izomeraze kataliziraju pretvorbu
molekula u njihove izomere, s 6 podgrupa, ovisno o vrsti izomera koji nastaju. Ligaze
omogucuju kovalentno vezanje dviju molekula, s 6 podgrupa, ovisno o vrsti veze koja se
formira. Medu navedenim razredima, hidrolaze imaju najvecu tehnoloSku vaznost. Njihova
otpornost, jednostavan proteinski sastav bez koenzima i €esto izvanstani¢na priroda €ine ih

osobito pogodnima za biokataliticke procese (lllanes, 2008).

2.4.2. Otapala za provodenje biokatalitiCkih reakcija

Biokataliza se najCeSCe odvija netoksicnim vodenim otapalima, no pritom nastaje
otpadna voda koja zahtijeva obradu prije ponovne uporabe ili ispustanja. Obrada ovakve vode
moze biti zahtjevna i skupa zbog visokog vrelista vode, velike energetske potroSnje za
isparavanje te stvaranja emulzija, $to vodu €ini manje pozelinim otapalom u organskim
sintezama (Vermue i Tamper, 1995). Biokatalititke reakcije mogu se provoditi u raznim
reakcijskim medijima, ukljuCujuci industrijske monofazne i viSefazne sustave. Razvoj
ucinkovitog biokatalititkog procesa u organskim otapalima ili bezotapalnim sustavima
zahtijeva temeljito razumijevanje i paZljivu procjenu klju¢nih parametara otapala, enzima i
njihovih medusobnih interakcija. Dvofazni sustavi, koji nastaju mijeSanjem dovoljne koli€ine
nepolarnog otapala s vodom, Cesto se koriste za prevladavanje ograni¢enja biokatalize, poput
inhibicije enzima supstratom ili produktom, kao i nepovoljne termodinamicke ravnoteze (Kara
i Liese, 2019). Otapala za biokatalizu se konstantno usavr$avaju i poboljSavaju, a do sada je
poznato vec¢ nekoliko generacija. Otapalo koje kvalitativno i kvantitativno najviSe odgovara
nacelima zelene kemije je voda, ali zbog svoje visoke polarnosti ona predstavlja problem za
hidrofobne organske supstrate netopljive u vodi. Dodatan problem stvara uklanjanje vode iz
reakcijske smjese jer su takvi procesi vrlo skupi, a u vodenim medijima se Cesto odvijaju i vrlo
nepozeljne reakcije poput hidrolize i racemizacije. Zbog svih navedenih razloga upotreba vode,

u gotovo svim industrijski vaznim bioprocesima, se nastoji izbje¢i (Xu i sur., 2017).



Organska otapala kao reakcijski medij nude brojne prednosti, ukljuCujuéi poveéanu
ucinkovitost procesa, jednostavnije uklanjanje zbog nize tocke vrelista, smanjenu inaktivaciju
ili inhibiciju uzrokovanu supstratima i/ili produktima, maniji rizik od denaturacije biokatalizatora
te suzbijanje nuspojava reakcija. Medutim, unato¢ ovim prednostima, njihova upotreba dolazi
s odredenim izazovima, kao $to su zapaljivost, hlapljivost i potencijalna inhibicija aktivnosti
biokatalizatora. Kao alternativna otapala uskladena s nacelima zelene kemije, ionske
kapljevine napravile su znacCajan korak naprijed u kemijskoj industriji. Ova otapala
prevladavaju mnoge nedostatke ftradicionalnih organskih otapala, zahvaljuju¢i svojim
tehnoloski poboljSanim svojstvima, kao $to su ne hlapljivost i nezapaljivost, sto ih Cini
sigurnijima za rukovanje i primjenu. Osim toga, pokazale su se ucinkovitima u raznim
biokatalitickim i kemijskim procesima. Medutim, unato€ njihovim prednostima, otvorena pitanja
o njihovoj ekoloskoj i okoliSnoj benignosti zahtijevaju daljnja istraZivanja i razvoj jo$ odrzivijih
otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).

Kao odgovor na ove izazove, eutekticka otapala pojavila su se kao inovativna
alternativa i stekla naziv "otapala 21. stolje¢a". Ova otapala nude dodatne prednosti,
ukljuCujuci nize troSkove proizvodnje, biorazgradivost i smanjen utjecaj na okoliS. Njihova
jednostavna sinteza, koja Cesto ukljuCuje prirodne i lako dostupne komponente, €&ini ih
priviaénima za industrijsku primjenu. Razvoj novih zelenih otapala, ukljuéujuéi eutektiCka,
klju€an je za daljnju primjenu odrzivih kemijskih tehnologija (Alonso i sur., 2016; Paiva i sur.,
2014).

2.5. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICNA OTAPALA

Niskotemperaturna eutektiCcka otapala predstavljaju jednu od najperspektivnijih
ekolodkih alternativa konvencionalnim organskim otapalima. Njihova primjena dokazala je
ucinkovitost u raznim kemijskim procesima, ukljuCujuci sintezu, ekstrakciju, i procis¢avanje
spojeva. Kljuéna prednost ovih otapala lezi u njihovoj prilagodljivosti, odnosno mogu se
dizajnirati prema specifi€nim potrebama kombiniranjem razli¢itih komponenata te odabirom
odgovarajuéih metoda pripreme. Ta fleksibilnost omoguéuje razvoj inovativnih rjeSenja u
razli¢itim industrijama. Unutar ove skupine posebno se isti€u prirodna niskotemperaturna
eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES), koja se sve ¢eS¢e istrazuju
zbog svoje biorazgradivosti i netoksi¢nosti. Osim Sto pruzaju izvanrednu ucinkovitost u
procesima ekstrakcije, NADES-i su privlacna opcija i zbog svoje uloge u odrzivom razvoju.
Njihova primjena pomaze smanjenju upotrebe toksicnih otapala, ¢ime doprinosi smanjenju
Stetnog otpada proizvodnih procesa. Ovaj pristup ne samo da poti¢e inovacije, vec i

zadovoljava sve vecCu potraznju za prirodnim i ekoloski prihvatljivim proizvodima (Paiva i sur.,
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2014).

2.5.1. Definicija i svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

DES-ovi se definiraju kao smjese Cije je talidte znatno niZze od taliSta pojedinaénih
komponenata koje ih €ine. Njihova jedinstvena karakteristika je zna¢ajno snizenje temperature
taliSta, najeSce do sobne temperature, koje moze biti i do 100-200 °C niZze u odnosu na
izvorne spojeve. Ova pojava proizlazi iz specificne supramolekularne strukture DES-a, u kojoj
razliCiti anionski i kationski spojevi djeluju kao Lewisove ili Bronstedove kiseline i baze.
Snizenje taliSta prvenstveno je rezultat delokalizacije naboja nastale stvaranjem vodikovih
veza izmedu donora i akceptora vodikove veze (slika 2). Takve interakcije omogucuiju
formiranje stabilnih smjesa s nizim energetskim stanjem. Primjer tipicnog DES-a je smjesa
kolin klorida (2-hidroksietil-trimetilamonijev klorid, taliSte 302 °C) i uree (taliste 133 °C) u
molarnom omjeru 1:2, koja se na sobnoj temperaturi ponasa kao kapljevina s taliStem od samo
12 °C. Ova svojstva DES-a €ine ih atraktivnima za brojne primjene, uklju¢ujuéi zelenu kemiju
i biotehnoloske procese (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

15).
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Slika 2. Primjeri akceptora i donora vodikove veze koridtenih za pripremu
niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (DES) (prema Falcini i Gonzalo, 2024)

Niskotemperaturna eutektiCka otapala obi¢no imaju veéu gustocu od vode i veéine
konvencionalnih otapala, a karakterizira ih i izrazito visoka viskoznost. Ova svojstva mogu se
djelomi¢no prilagoditi dodavanjem vode, §to omogucéuje smanjenje viskoznosti i gustoce.
Medutim, pri tome je vazno odrzati integritet mreze vodikovih veza, jer prekomjerni dodatak
vode moze narusiti strukturu otapala (Radovic i sur., 2021). DES otapala mogu se sintetizirati

s razli¢itim polaritetima i pH vrijednostima, Cime se dodatno povecava njihova prilagodljivost.
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Ova raznolikost u svojstvima, zajedno s moguc¢noscu dizajniranja otapala prema specificnim
potrebama, otvara Siroke mogucénosti njihove primjene. Zahvaljujuci svojoj svestranosti, DES
otapala imaju veliki potencijal za koriStenje u raznim industrijskim i znanstvenim podrucjima,

gdje se traze prilagodena, ucinkovita i ekoloski prihvatljiva rjeSenja.

2.5.2. Primjena DES-ova

Zahvaljujuci svojim jedinstvenim znacCajkama, DES-ovi se sve viSe istiCu kao odrziva
alternativa tradicionalnim otapalima. Njihova pristupacna cijena, jednostavna i ekonomi¢na
sinteza te visoka razina sigurnosti ¢ine ih klju¢nim elementima u razvoju ekoloski prihvatljivih
industrijskin procesa. Posebno su znacajni u podrucjima zelene kemije i biokatalize, gdje
njihova prilagodljivost i niska toksi¢énost omogucuju inovativna rjeSenja uskladena s nacelima
odrzivog razvoja.

Bududéi da eutektiCna otapala imaju svojstvo odlicnog otapanja raznih spojeva kao $to
su proteini, lijekovi, aminokiseline, soli, Seceri i metalni oksidi, zastupliena su u
elektrokemijskim procesima elektrodepozicije, odvajanja metala i elektropoliranja. Zahvaljujuci
svojstvu otapanja CO; koriste se za kemijsku fiksaciju CO; i pro¢iS¢avanju plinova. S obzirom
na ekolosku prihvatljivost, njihova primjena nalazi se i u nukleofilnim reakcijama, elektrofilnim
supstitucijama, kopolimerizacijama, dehidraciji ugljikohidrata, reakcijama redukcije i mnogim
drugim procesima (Durand i sur., 2013). Kao $to je veé prethodno spomenuto, zbog velikog
broja akceptora i donora vodikove veze koji se mogu Koristiti za pripravu DES-ova, njihova
fizikalno-kemijska svojstva se mogu znacajno razlikovati Zahvaljujuéi tome moguce je
dizajnirati njihovu strukturu s ciliem racionalnog osmisljavanja otapala za specifiCnu svrhu.
Unazad desetak godina, ova otapala se intenzivho prou€avaju u podrucju elektrokemije,
sintetskoj analizi i biokatalizi, biotehnologiji i prehrambenoj tehnologiji, separacijskim
procesima, farmaceutskom inzenjerstvu te mnogim drugim podrucjima. U podrucju sintetske
analize i biokatalize se koristi zbog sposobnosti otapanja razli€itih organskih soli i anorganskih
spojeva te stabilizacije i povecanja selektivnosti biokatalizatora, ali i uloge katalizatora
(Radovi¢ i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Enzim

Enzim koriSten za provedbu enzimske reakcije je NADH-ovisna formijat dehidrogenaza
(FDH) iz Pseudomonas sp. 101 (Tishkov i sur., 1993).

3.1.2. Kemikalije

Tablica 1. Popis koristenih kemikalija u izradi rada

Kemikalija Proizvodaé
Acetamid Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Anhidrid octene kiseline Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Betain Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Dikalijev hidrogenfosfat Kemika, Zagreb, RH
Etanol 96 % (v/v) Kemika, Zagreb, RH
Glicerol Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Izopropanol Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Kalijev dihidrogenfosfat Kemika, Zagreb, RH
Kolin-klorid Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Limunska kiselina Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
Natrijev acetat Kemika, Zagreb, RH
Natrijev formijat Kemika, Zagreb, RH
Natrijev hidroksid Kemika, Zagreb, RH
Nikotinamid adenin dinukleotid - oksidirani | Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Nikotinamid adenin dinukleotid — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
reducirani
Ugljikov dioksid (99,5 %) Messer Hrvatska Plin, Zapresi¢, RH
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3.1.3. Pribor i aparatura

Tablica 2. Popis koristene opreme u izradi rada

Vrsta opreme Proizvodac¢
Analiticka vaga, BAS 31 plus BOECO, Njemacka
Eppendorf ThermoMixer C Njemacka

Hladnjak Gorenje, Slovenija

Homogenizator IKA vortex GENIUS 3

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Homogenizator/inkubator ES-20/60

Biosan, Latvija

Laboratorijska tresilica, KL2

Fisher Scientific GmbH,Schwerte, Njemacka

pH staklena elektroda

Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska

Rotacioni viskozimetar

Anton Paar ViscoQC 300, Ashland, Virginia, SAD

UV-Vis spektrofotometar

SpectraMax® ABS Plus, Molecular Devices, San
Jose, CA, SAD

Mettler Toledo CO;
5000i/120

senzor InPro

Greifensee, Svicarska

3.1.4. Racunalni programi

Tablica 3. Popis ra¢unalnih programa koristenih u izradi rada

Naziv programa

Proizvodacé

BIOVIA TmoleX19 2021

Dassault Systems, Pariz, Francuska

BIOVITA COSMOtherm 2020

Dassault Systems, Pariz, Francuska

MATLab R2022b akademska licenca

MathWorks, Natick, SAD

Statistica 14.0.

Tibco Software Inc, Santa Clara, SAD

WR Mathematica 10.0

Wolfram Research, Champaign, SAD

3.2. METODE

3.2.1. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala

DES-ovi su pripremljeni kombiniranjem prema unaprijed definiranim molarnim

omjerima akceptora (engl. hydrogen bond receptor, HBA) i donora vodikove veze (engl.

hydrogen bond donor, HBD) uz dodatak deionizirane vode (tablica 4). U tu svrhu, pomodu

analitiCke vage, izvagane su unaprijed izraCunate potrebne mase pojedinih komponenti koje

su zatim prenesene u Falcon epruvete za pripremu DES-ova. Pipetom je u smjesu dodana
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izraCunata koli¢ina vode, kako bi postigao maseni udio vode u otapalu od 10 %, 30 %, 50 %,

80 % ili 90 % (w/w). Priprema se odvijala u laboratorijskoj termotresilici, postavljenoj na

temperaturi od 60 °C i 170 okretaja u minuti. DES-ovi su ostavljeni preko noci kako bi se

postigla potpuna homogenost. Nakon zavrsetka sinteze, vizualno je procijenjena homogenost

i konzistencija otopine, a ukoliko je sinteza bila uspjeSna, odnosno ako je nastala bistra,

bezbojna i homogena tekuéina, DES-ovi su koristeni za izvodenje eksperimenta.

Tablica 4. Pripremljena niskotemperaturna eutekticka otapala

Molgrni Udio
DES HBA HBD (‘:_I"I;{:’: \;3?:: \JosiEelsp:fg);a) Kratica
-u (%
HED) 10 ChCI:Gly1o %v
Kolin-klorid: 30 ChCLGlyso v
glicerol kolin-klorid | glicerol Voda 50 ChCl:Glyso %v
(ChCL:Gly) 80 ChCI:Glyso oo
90 ChCI:Glygo %v
10 ChCI:Gly1o %p
Kolin-klorid: %0 ChCIGlysowe
((gl‘igﬁrGOIIy) kolin-klorid | glicerol Pufer 50 ChCI:Glyso %p
80 ChCl:Glyso %p
. 90 ChCl:Glygo %p
12 10 B:Gly10%v
Betain: %0 B:Glysowv
glicerol betain glicerol Voda 50 B:Glyso %v
(B:Gly) 80 B:Glyaooov
90 B:Glygo %v
10 B:Gly1o%p
Betain: 30 B:Glyso e
%;cglr;))l betain glicerol Pufer 50 B:Glyso %p
80 B:Glyso %p
a0 B:Glygo %p

HBD-donor vodikove veze, HBA-akceptor vodikove veze, V-voda, P-pufer

15




3.2.2. Odredivanje fizikalnih i kemijskih svojstava DES-ova

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

su kao srednja vrijednost.

3.2.2.1. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost navedenih DES-ova odredene su koriStenjem univerzalnog uredaja za
mjerenje pH, koja je prethodno kalibrirana. Elektrodu je potrebno uroniti u otapalo te se nakon

stabilizacije, o€ita pH vrijednost na uredaju.

3.2.2.2. Odredivanje viskoznosti

Viskoznost niskotemperaturnih eutektickih otapala je izmjerena pomocu rotacijskog
viskozimetra pri temperaturi 20 + 2 °C. Otopina (2 mL) se stavlja u CC12 nastavak za male
volumene te se pokrece pokus odabirom moda rada i uputa prikazanih na displeju uredaja. Za
svaki uzorak provode se 3 paralelna mjerenja, a dobiveni rezultati prikazani su kao prosje¢na

vrijednost + standardna devijacija.

3.2.2.3. Odredivanje gustoce

Gusto¢a DES-ova mjerena je pomocu piknometra. U piknometar se doda otprilike 2 mL
svakog otapala. Kada se zatvori, viSak tekucine izlazi van $to omogucuje tocno odredeni
volumen otapala. Gusto¢a se odreduje tako da je prvo, na tehnickoj vagi, izvagan potpuno
suh, prazan i Cist piknometar i sa staklenim ¢epom, a potom napunjen piknometar s uzorkom.
Masa DES-a je odredena preko jednadzbe 1, a zatim iz dobivene mase je izraCunata gustoca

DES-a preko jednadzbe:

MpEs—a = mpuni piknometar — mprazni piknometar [kg] [1]
_ _Mpps-a [kg ] 2
PpES-a Vpikonemtar m3 [ ]

gdje je Moes.a masa DES-a (kg), ppes—q gusto¢a DES-a (kg m™®) i Vyixonemear VOlumen DES-a

u piknometru (m?3).
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3.2.3. Priprema pufera i otopina enzima, koenzima i supstrata

3.2.3.1. Kalij-fosfatni pufer (50 mM, pH=7,5)

4,3522 g K;HPO4i 3,4005 g KH2PO4 se otopi u 500 mL destilirane vode te se podesi
pH otopine na 7,5 postupnim dodavanjem 4M NaOH.

3.2.3.2. Otopina enzima (12,8 mg mL™)

6,4 mg enzima formijat dehidrogenze (FDH) se izvaze i otopi u 0,5 mL svakog DES-a
i u referentnom puferu. DES-ovi koji su koristeni su kolin klorid-glicerol i betain-glicerol s
razli¢itim udjelima pufera ili vode (10 %, 30 %, 50 %, 80 % i 90 % w/w). Pripremljena otopina

se promijeSa na vortexu uz zagrijavanje kako bi se potpuno otopila smjesa.

3.2.3.3. Otopina koenzima (25 mg mL™)

6,25 mg NAD" seizvaze i otopi u 0,25 mL DES-a kolin-klorid i urea u omjeru 1:2 s 80
% deionizirne vode w/w). Tako pripremljena otopina se promijeSa na vortexu te zatim ¢uva na
4 °C do koristenja. Prije koridtenja se otopina ponovno inkubira na sobnu temperaturu te

vortexira.

3.2.3.4. Otopina supstrata (0,5 mg mL™)

125,0 mg natrijeva formijata se izvaZe i otopi u 0,25 mL deionizirane vode. Pripremljena

otopina supstrata se promije$a na vortexu. Pocetna otopina se priprema svjeza svaki dan.

3.2.4. Pracenje aktivnosti FDH u pripremljenim DES-ovima

FDH
HCOOH CcCO,

NAD~ NADH

Slika 3. Shema reakcije oksidacije formijata u CO; koju katalizira formijat dehidrogenaza
(Wobus, 2016)
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Kako bi se odredila aktivnost FDH koristen je spektrofotometrijski test temeljen na
rekaciji oksidacije formijata u CO, u odabranim DES-ovima i KH;PO. puferu. Reakciju
u NADH (slika 3; tablica 5).

Spektrofotometrijsko mjerenje promjene apsorbancije NADH provodilo se pri A = 340 nm

katalizira FDH wuz istovremenu redukciju NAD*

buduci toliko iznosi valna duljina pri kojoj NADH apsorbira maksimalnu koli¢inu svijetlosti dok

njegova oksidirana forma (NAD*) u valnom podrucju 300 — 400 nm ne apsorbira svijetlost.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za odredivanje aktivhosti enzima FDH

Komponenta Koncentracija otopine Volumen
Enzim FDH 12,8 mg mL? 30 yL
Konezim NAD* 25 mg mL? 1 uL
Supstrat Na formijat 0,5gmL? 5 uL
Pufer KH2PO, 50 mM 215 uL
=251 uL

3.2.5. Mjerenije topljivosti CO2 i pH nakon upuhivanja CO-

Temeljem pretpostavke koju su opisali Obert i Dave (1999), mjerenje topljivosti CO- se
provodi u staklenoj ¢asi gdje se CO, propuhuje kroz testirane sustave otapala DES-ova i
referentnim puferom u volumenu od 5 mL. Propuhivanje se odvija 90 min Sto je dovoljno za
postizanje tocke zasi¢enja te pri brzini protoka CO, od 100 mL min. Kako bi se sprijecio
gubitak CO, , staklena ¢aSa se zatvara parafiimom. Koncentracija CO, u otapalu se
kontinuirano prati pomocéu CO; senzora Mettler Toledo.

Osim pracenja topljivosti CO., prati se i pH vrijednost nakon upuhivanja. pH vrijednost
je odredena koridtenjem univerzalnog uredaja za mjerenje pH, prema protokolu opisanom u

poglavlju 3.2.2.1.

3.2.6. Mjerenje kratkoroCne stabilnosti koenzima NADH nakon upuhivanja

Istrazivanje stabilnosti koenzima NADH provedi se u razli¢itim otapalnim sustavima
kroz 90 minuta, a apsorpcijski spektri se biljeze u rasponu valnih duljina od 230 do 400 nm
pomocu UV-Vis spektrofotometra. Svako mjerenje se ponavlja tri puta radi pouzdanosti
rezultata. Spektralno podrucje apsorpcije NADH-a ima karakteristiCan maksimum pri 260 nm,
koji je posljedica adenozin monofosfatne komponente, te drugi vrh na 340 nm, koji dolazi od
neutralne nikotinamidne skupine. Smanjenje apsorbancije na 340 nm prati kinetiku prvog reda

pomocu koje se izraCuna konstanta brzine degradacije (knaon) (jednadzba 3):
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knapn =1 ln (A—t) [3]

gdje je knapn konstanta brzine degradacije prvog reda (min™), A je apsorbancija na 340 nm,
bilo u trenutku nula, Ao, ili u trenutku t, A: (Wu i sur., 1986).

3.2.7. Redukcija CO- katalizirana enzimom FDH

Reakcija redukcije CO; katalizirane enzimom FDH se provela se u odabranom DES-u
(ChCl:Glyso %p) i 50 mM puferu kalijevog fosfata (pH 7,5). Odabrano otapalo najprije se zasiti
s CO2 uvodenjem tijekom 90 minuta 100 mL min™ odnosno da se postigne toCka zasi¢enja s
CO:..

Enzimska reakcija se pokre¢e dodavanjem NADH i FDH puferu i ChCl:Glyso wp
zasicenima s CO, kako bi se postigle kona¢ne koncentracije od 16,4 mg mL* koenzima
NADH te 28,8 mg mL™ enzima FDH. Reakcije se odvijaju u malim epruvetama radnog
volumena 250 puL pomocu magnetske mijeSalice te pri sobnoj temperaturi (tablica 6). U
odredenim intervalima su uzimani alikvoti kako bi se pratila potroSnja NADH koja se mijeri
spektrofotometrijski na 340 nm te ukazuje na aktivnhost enzima u redukciji CO,. Kako bi se
potvrdili rezultati i procijenila stabilnost koenzima NADH u uvjetima reakcije, provode se i
kontrolne reakcije bez enzima FDH. One omogucuju praéenje stabilnosti NADH u puferu i

odabranom DES-u tijekom reakcije.

Tablica 6. Sastav reakcijske smjese za reakciju redukcije NADH uz pomo¢ FDH

Komponenta Koncentracija
Enzim FDH 28,8 mg mL*
Koenzim NADH 16,4 mg mL?
ChCl:Glyso % P s CO,/ 1149 mg mL?
Pufer KH,PO4s CO; 1029 mg mL?

3.2.7.1. Odredivanje koncentracije formijata

Metoda koja sluzi za odredivanje koncentracije formijata je opisana u radu Lang i Lang
(Singh i sur., 2018). Prvo se priprema otopina A i otopina B. Otopina A se priprema tako da se

0,5 g limunske kiseline i 10 g acetamida otopi u 100 mL izopropanola. Otopina B se priprema

19



tako da se otopi 30 g natrijevog acetata u 100 mL destilirane vode. Nakon pripreme otopina A
i B, slijedi metoda. Prvo se uzorci alikvota 25 L koji sadrze formijat pomijeSajiu s 50 uL otopine
A, 2,5 uL otopine B i 175 pL 100 % anhidrida octene kiseline. Smjesa se zatim inkubira 2 h na
temperaturi od 50 °C uz povremeno mijeSanje. Prisutnost formijta bi trebala rezultirati crvenim

obojenjem koje se mijeri spektrofotometrijski na 515 nm.

3.2.8. Statisticka analiza i matemati¢ki modeli enzima FDH

3.2.8.1. Osnovna statistiCka analiza, raspodjela podataka i korelacijska matrica

Sva mjerenja fizikalno-kemijskih svojstava DES-ova, kao i rezidualne aktivnosti formijat
dehidrogenaze, provedena su u tri ponavljanja, a osnovna statistiCcka analiza — ukljuCujuci
srednju vrijednost i standardnu devijaciju — provedena je u programskom paketu Statistica
14.0. Za analizu korelacija izmedu eksperimentalnih podataka koristena je Spearmanova
korelacijska matrica. Spearmanov koeficijent korelacije (p) predstavlja neparametarsku mjeru,

a racuna se prema jednadzbi 4 :

N 2
_ 6Xz'i=1 di

P = 1 N3N [4]

u kojoj je N oznaka za broj podataka, di kvadrat razlike rangova prve (nezavisne) i druge
(zavisne) varijable. Kada je odredivana znacajnost koeficijenta korelacije, kao grani¢na
vrijednost znacajnih i neznacajnih koeficijenata uzeta je 0,05, odnosno ako je p < 0,05

korelacija je znacajna, a ako je p> 0,05 koeficijent korelacije nije znacajan.

3.2.8.2. Ra¢unanje molekulskih deskriptora DES-ova primjenom COSMO-RS
programskog paketa

Za karakterizaciju DES-a kao otapala koristen je termodinamicki model COSMO-RS,
koji je ujedno i programski paket istog naziva. COSMO-RS, kojeg su razvili Klamt i suradnici
(2002), temelji se na kvantno-kemijskim modelima. Prema COSMO-RS teoriji, tekucine se
modeliraju kao skup idealiziranih molekula gusto zbijenih povrSinskim nabojima, oznacenih
grékim slovom sigma (o). Program generira distribucijsku krivulju sigma naboja, poznatu kao
sigma profil. Sigma profili za pojedine komponente DES-a dobiveni su koristenjem COSMO-
RS paketa, a iz postojeCe baze podataka geometrijski i energijski optimiranih molekula
izraCunata je profil sigma krivulja, kvantitativna reprezentacija naboja na povrsini molekule.
Molekule koje djeluju kao akceptori vodikove veze (HBA) pokazuju pikove u negativnim

potencijalima, dok molekule donori vodikove veze (HBD) imaju pikove u pozitivnim
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potencijalima. Nepolarne molekule karakterizira podru€je potencijala blizu nule. Uz
elektrostatsku interakciju i vodikove veze, COSMO-RS uzima u obzir i van der Waalsove (vdW)
interakcije izmedu povrSinskih segmenata. Za definiranje molekularnih deskriptora za sve
komponente DES-a, dobiveni sigma profil za svaki HBA, HBD i vodu podijeljen je u 10
intervala, svaki irine 0,005 e/A?, pokrivajuci raspon od -0,025 do +0,025 e/A2. Povrsina ispod
svake regije integrirana je zasebno kako bi se dobili numericki podaci za statisticku analizu.
Zbroj vrijednosti iz svakog od 10 intervala €ini sigma profil svake komponente (HBD, HBA,
voda), pri ¢emu su graniéne vrijednosti intervala prepolovljene i pribrojene susjednim
intervalima. . Tako je dobiven o profil svake komponente koristene u izradi DES-ova (HBD,

HBA, voda) podijeljen na 10 intervala.

Jednom dobiveni sigma profili (jednadzba 5) pojedinaénih komponenata povezani su s
koristenim otapalima radi prou€avanja aktivnosti FDH. Za svaki DES izraCunato je 10

molekularnih deskriptora koristeCi jednadzbu, gdje X; predstavlja molarni udio svake

pojedinaéne komponente |, of,_pmﬁle,j oznacava sigma profil te komponente j, a BK broj
komponenata u smjesi. Na ovaj na€in dobiveno je 10 ulaznih i neovisnih varijabli, koje
predstavljaju termofizikalne karakteristike svakog DES-a. Te su varijable oznacene kao

o}si(i=1-10) koriste se za procjenu uginka DES-a na aktivnost FDH enzima.

i — i
OpEs = ) 1Xj " Og_profile,j (5]
J:

3.2.8.3. Izrada korelacijskog modela izmedu aktivnosti FDH i molekularnih deskriptora

Polazna pretpostavka statistiCke obrade podataka bila je da eksperimentalno dobivene
vrijednosti aktivhosti FDH u DES-ovima moZemo opisati funkcijom konacnog sigma-profila
DES-a u kojem je aktivnost izmjerena. Taj profil prikazan je kao skup deskriptora o 'mix, prema

definicijama u pripadajuc¢im jednadzbama.

— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AR - f(p' m pH, Omixs Omix» Omix’ Omix) Omix> Omix» Omix» Omix» Omix» Omix [6]

3.2.8.4. Model djelomi¢ne linearne regresije (DLR)

Za opisivanje odnosa izmedu ulaznih varijabli (molekularnih deskriptora DES-a) i
izlaznih varijabli (aktivhosti FDH u DES-ovima) koriSteni su modeli djelomi¢ne linearne

regresije (engl. Piecewise Linear Regression, PLR). Ulazne varijable odabrane su na temelju
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analize Spearmanove korelacijske matrice (jednadzba 7).

Ag = (b01 + b1y p+ by 1+ b3y PH + byy - Oy + sy 0k + b1 Opiy + by1 * Oy +

b81 le + b91 le + b101 le + b111 le + b121 le + b131 le) (AR < bn) +

(boz + by p+ by +bsy DH 4 byy * Oy + by * 0k + bez * Oy + b7z " Oy + by -

le + b92 le + b102 le + b112 le + b122 le + b132 le) (AR > bn) [7]

Princip djelomi¢ne linearne regresije temelji se na podjeli podataka u nekoliko regija
koje slijede linearne trendove, $to omogucuje bolje podudaranje modela s podacima. U ovom
istrazivanju, rezultati za aktivhost FDH podijeljeni su u dvije regije s jednom prijelomnom
to¢kom. Parametri su procijenjeni putem dviju regresijskih jednadzbi: jedna se primjenjuje kada
su vrijednosti zavisne varijable (Y) manje ili jednake vrijednosti prijelomne toc¢ke b,, dok se
druga koristi kada su vrijednosti zavisne varijable (Y) vec¢e od prijelomne toCke b,. Parametri
modela djelomiCne linearne regresije procijenjeni su pomoc¢u Levenberg-Marquardtovog
algoritma u softveru Statistica 14.0.

Skup podataka od 63 toCke za svaku izlaznu varijablu nasumiéno je podijeljen u omjeru
70:30 na kalibracijski skup i skup za predvidane podataka. Primjenjivost razvijenih
kalibracijskih modela procijenjena je pomoéu koeficijenta determinacije za kalibraciju (Rka?),
prilagodenog koeficijenta determinacije za kalibraciju (Rkaaq) i korijena srednje kvadratne
pogreske za kalibraciju (engl. Root Mean Square Error for Calibration, RMSEC). U&inkovitost
predvidanja modela procijenjena je pomoc¢u koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpred®),
prilagodenog koeficijenta determinacije za predvidanje (Rpredad)), Korijena srednje kvadratne
pogreske za predvidanje (engl. Root Mean Square Error of Prediction, RMSEP), standardne
pogreSke predvidanja (engl. Standard Error of Prediction, SEP), omjera predvidanja i
odstupanja (engl. Ratio of Prediction to Deviation, RPD) te omjera raspona pogreske (engl.
Ratio of the Error Range, RER) (Fearnu, 2002).

3.2.9. Procjena produktivnosti biokatalitiCkih procesa

Produktivnost pretvorbe CO, katalizirane FDH u formijat je procijenjen na temelju
kinetike enzimske reakcije ukljuCujuéi i stopu inaktivacije enzima (Bisswanger, 2017).
Michaelis-Mentenovi kinetiCki parametri procijenjeni su prilagodbom profila koncentracije
NADH u diferencijalnu jednadzbu (jednadzba 8) koriste¢i WR Mathematica 10.0. Promjena u

koncentraciji supstrata tijekom vremena bez inaktivacije enzima glasi:
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ACNADH _ _ Vmax'CNADH 8]
dt KS+CNADH

dcNaDH

. O0znacava promjenu koncentracije u jedinici vremena (mol LtsY), v

gdje
maksimalnu brzinu reakcije koja se postiZze kada je enzim u potpunosti zasi¢en supstratom
(mol Lts™?), cyapy koncentraciju NADH (mol L?) i K, konstanta zasi¢enja NADH (mol Lts™).

Uzimajuc¢i u obzir inaktivaciju enzima, dobiva se sljedeci izraz za brzinu reakcije (t)
(jednadzba 9):

U(t) — Vmax'CNADH , e~krput [9]
Ks+CnapH

gdje je v(t) brzina reakcije (mol L*s™?), kzpy konstanta smanjenja brzine (s?) i t vrijeme

(s).

Produktivnost FDH-katalizirane pretvorbe CO, u formijat moze se izraCunati
integracijom (jednadzba 10) od pocetka reakcije (t = 0) do njenog zavrsetka (t = t7), kako bi se
dobilo:

tf

produktivnost = f
0

YUmax " CNADH

e krpHt . ¢
Ks + cnapn

_ Vmax'CNADH (e_kFDH'tf) [10]
Ks+cnabpH krpH
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Niskotemperaturna eutektiCka otapala su pokazali znatan potencijal u poboljSanju
biokatalize kroz razli€ite mehanizme. Ova otapala mogu poboljSati topljivost supstrata,
djelovati kao pametni ko- supstratii utjecati na stereoselektivnost enzima. Nadalje poznati su i
po svojoj sposobnosti da poboljSaju aktivnost enzima i posebno radnu stablnost u reakcijskim
medijima (Zhang i sur., 2024).

Unato& brojnim prednostima DES-a, modifikacija konvencionalnog vodenog medija
ovim otapalima moze znacajno utjecati na razne aspekte reakcije, ponekad na neZeljene
nacine. Obecavaju¢a metoda za racionalno projektiranje otapala za odredeni biokataliticki
sustav ukljuuje komplementarni pristup koji integrira eksperimentalni pregled s raCunalnim
alatima. DES-ovi koji stabiliziraju enzime &esto su lo§ medij za kataliticke reakcije zbog
smanjene aktivnosti enzima i visoke viskoznosti otapala, $to rezultira malim brzinama reakcije
(Taklimi i sur., 2023). Takoder jedan od glavnih izazova u biokatalitickim reakcijama
potpomognutim DES-om je izolacija proizvoda, kao i regeneracija i ponovna upoteba DES-a.

Redukcija CO, — bilo elektrokemijskim ili (bio)katalitickim putem — proizvodi formijat,
prvi stabilni intermedijarni proizvod u konverziji CO,. Dobiveni formijat moze se dalje pretvoriti
u vrijedne kemikalije, poput formaldehida i metanola, putem dodatnih enzimskih reakcija koje
ukljuuju aldehid-dehidrogenazu i alkohol-dehidrogenazu. Medutim, formijat se sve viSe
prepoznaje kao izvor energije sam po sebi (Villa i sur., 2023). Poznato je da enzim FDH moze
reducirati CO, u mravlju kiselinu koriste¢i koenzim poput NADH ili NADPH. (Villa i sur., 2023).
Slozenost ove reakcije proizlazi iz nekoliko ograniCenja: (i) niska koncentracija CO, dostupna
za enzim, §to dovodi do niske brzine reakcije, (ii) relativha nestabilnost FDH i koenzima NADH
u vodenim okruzenjima, (iii) zakiseljavanje reakcijskog medija, prvo otapanjem CO,, a zatim
stvaranjem mravlje kiseline, $to mozZe dodatno inhibirati FDH i degradirati NADH (Calzadiaz-
Ramirez i Meyer, 2022; Zhang i sur., 2018). Uklanjanje ovih ogranienja je klju¢no za stvaranje
FDH katalizirane redukcije CO2 u prakticnom i ekonomski odrzivom procesu za industrijske i
ekoloSke primjene. Izmedu ostalih pristupa, prelazak na nekonvencionalne medije mogao bi
pomoci u rieSavanju gore navedenih problema.

Ovo istrazivanje je fokusirano na ispitivanje potencijala DES-ova kao otapala u
biokatalitickoj redukciji CO> primjenom enzima formijat dehidrogenaze (FDH). Odabir
navedenih DES-ova temelji se na dosadasnjim istrazivanjima koja ukazuju na to da su DES-
ovi na bazi poliola, s kolin kloridom ili betainom kao akceptori vodika, najucinkovitiji mediji za

stabilizaciju razli€itih dehidrogenaza, uklju€ujuci i FDH (Bittner i sur., 2022). Takoder, nedavno
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je dokazano da DES na bazi glicerola stabiliziraju NAD koenzime (Radovi¢ i sur., 2022). Osim
toga, Biswas i sur. (2023) i Leron i sur. (2013) izvijestili su da je medu nekoliko DES-a na bazi
kolin-klorida koji sadrze ureu, etilen glikol i glicerol kao HBD, onaj s glicerolom ima najvecu
topljivost CO..

Na temelju svega navedenog, u ovom radu su odabrana dva DES-a na bazi glicerola
(Gly) s kolin-kloridom (ChCI) ili betainom kao akceptorima vodika u molarnom omjeru 1:2 te
pripremljene odgovarajuce otopine s razli¢itim udjelima vode i 50mM kalij fosfatnog pufera (pH
7,5) (10 % - 90 %, w/w). U sveukupno 20 razli¢itih DES-ova praéena je aktivhost formijat
dehidrogenaze (FDH), kratkoro€ne stabilnosti NADH nakon zasi¢enja otapala s CO;, topljivost
CO; te na kraju i dokazana ucinkovitost pristupa reakcijom redukcije CO. u formijat
kataliziranom NADH ovisnom formijat dehidrogenazom (FDH). Svi rezultati su obradeni
statisticki kako bi se utvrdilo koja fizikalno-kemijska svojstva DES-a (pH, viskoznost, gustoc¢a
te molekularni deskriptori) doprinose aktivhosti enzima i stabilizaciji NADH te su razvijeni
matematiCki modeli koji se temelje na linearnoj regresiji kojom se opisuje veza izmedu
fizikalnih svojstava DES-a, molekularnih deskriptora (o-profila) s njihovim u€inkom na aktivnost

enzima FDH.

4.1. PRIPREMA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICNIH OTAPALA |
FIZIKALNO-KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA

Jedna od klju¢nih prednosti koristenja primjene DES-a u biokatalizi je njihova iznimna
svestranost i prilagodljivost. Promjenom komponenata, kao $to su donor vodikove veze i
akceptor vodikove veze, te podedavanjem udjela vode, DES se moze prilagoditi specifi€nim
zahtjevima biokatalitickih procesa. Prema procjenama, postoji otprilike 10° razlicitih strukturnih
varijacija DES-a (Pani¢ i sur., 2021), ali uz stalno otkrivanje novih komponenti,
visekomponentnih DES-ova i razli€itih molarnih omjera (uklju€ujuéi sadrzaj vode), danas se
procjenjuje da je broj moguc¢ih kombinacija gotovo neogranicen.

Na temelju navedenih razmatranja,za potrebe istrazivanja, odabrana su dva DES-a na
bazi glicerola (Gly) s kolin-kloridom (ChCl) ili betainom (B) kao akceptorima vodikove veze, u
molarnom omjeru 1:2, te su pripremljene odgovarajuce otopine s razli¢itim udjelima vode (od
10 % do 90 %, w/w). Paralelno je pripremljena otopina u 50 mM kalijevom fosfatnom puferu
(pH 7,5) kako bi se osigurala pH vrijednost otopine blizu optimalne vrijednosti enzima i na taj
nacin sprijeCili pad pH prilikom dodavanja CO, u reakcijski medij. Valja napomenuti da se
otopine DES-a s vide od 50 % vode (w/w) ne smatraju DES-ovima prema njihovoj izvornoj
definiciji ve¢ se smatraju vodenim otopinama DES komponenti (Hammond i sur., 2017). Ipak,
te su mjeSavine uklju€ene u istraZivanje buduc¢i da visok sadrzaj vode unutar DES-a Cesto

omogucava enzimima ocuvanje njihove kataliticke aktivnosti (Taklimi i sur., 2023).
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Pripremljeno je i fizikalno-kemijski karakterizirano ukupno 20 otapala na bazi DES-a
(tablica 7). Sva mjerenja provedena su u tri ponavljanja, a dobiveni rezultati prikazani su kao

srednje vrijednosti.

Tablica 7. Fizikalno-kemijske karakteristike pripremljeninh DES-ova

Kratica (mPna 3 @ éom.g) pH
ChCl:Gly1o v 77,88 1,17 7,51
ChCl:Glyso %y 18,98 1,14 6,60
ChCI:Glyso oy 4,16 1,09 7,12
ChCl:Glyso %y 2,27 1,03 6,48
ChCl:Glygo %v 1,48 1,02 6,25
ChCIl:Glyiowp 82,63 1,17 9,19
ChCl:Glyso%p 19,61 1,14 8,75
ChCIl:Glyso%p 5,74 1,11 8,33
ChCIl:Glyso%p 2,50 1,06 7,75
ChCl:Glyso s p 1,31 1,04 7,67
ERE 353,70 1,21 6,48
B:Glyzowv 20,86 1,15 5,96
B:Glyso ov 8,84 1,13 5,33
B:Glyso wv 2,27 1,04 5,29
B:Glyeo sy 1,31 1,03 5,47
B:Gly1oup 219,05 1,21 7,85
B:Glysowp 32,87 1,17 7,46
B:Glysowp 6,45 1,13 7,45
B:Glysowp 2,27 1,06 7,49
B:Glysowp 1,19 1,04 7,47
Pufer 1,39 1,02 7,50

viskoznost-7, gustoéa-p, pH

Ocekivano, gustoca i viskoznost vodenih otopina DES-a bile su zna¢ajno pod utjecajem

sadrzaja vode ili pufera, pri €emu su najviSe vrijednosti postignute u smjesama s 10 % vode
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w/w (do 1,21 g/cm?® i 353,70 mPa s za B:Glyio wv te 1,17 g/cm® i 82,63 mPa s za ChCl:Gly1o
wv). Opcéenito, DES-ovi na bazi betaina pokazale su vecu gustocu i viskoznost u usporedbi s
ekvivalentima na bazi kolin-klorida. Sve ispitivane smjese imale su pH vrijednosti u rasponu
od 5,3 do 9,2, pri ¢emu su smjese na bazi betaina bile kiselije od onih na bazi kolin-klorida.
DES otopine pripremljene u puferu obi¢no su odrzavale pH vrijednost izmedu 7,5 i 8. Sve su
smjese DES-ova ostale stabilne tijekom tri mjeseca skladiStenja na sobnoj temperaturi, bez
znakova kontaminacije ili talozenja.

Za potrebe statisticke analize i matematiCkog modeliranja utjecaja stabilizacijskih
svojstava DES-ova na odabrane biomolekule (FDH i NADH), §to predstavlja jedan od glavnih
cilieva ovog rada, nuzno je, uz izmjerena fizikalno-kemijska svojstva, identificirati molekularne
deskriptore DES-ova. Molekularni deskriptori predstavljaju numeriCki opis strukture
komponenata DES-ova, &ime se omogucuje njihova daljnja analiza i povezivanje sa
stabilizacijskim svojstvima (Venkatraman i sur., 2018). Napredan i precizan molekularni
deskriptor, poznat kao sigma profil (o-profil), nenormalizirani je histogram povrsinskog naboja
molekule (Klamt, 2005). Za razliku od drugih prikaza, o-profili mogu opisati detaljne efekte
poput polarizacije i asimetrije u elektronskoj gustoci (Abranches i sur., 2022). o-profil se sastoji
od tri kljuéne regije: (i) HBD regije s negativnim gusto¢ama naboja, (ii) nepolarne regije s
gotovo neutralnim gustoéama naboja i (iii) HBA regije s pozitivnim gusto¢ama naboja (slika 4
A). Ova se podjela temelji na specificnim vrhovima gustoée povrsinskog naboja (o) svakog
atoma u HBA ili HBD molekulama (Lemaoui i sur., 2020). U ovom istrazivanju, o-profili svakog
DES-a izraCunati su pomocu softvera BOVIA COSMOtherm: krivulje o-profila za svaki HBA i
HBD podijeljene su u 10 regija, dok je povrSina ispod svake regije izraCunata na temelju

molarnih omjera komponenti i sadrzaja vode (tablica 8).
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Tablica 8. Popis DES-ova i pripadajucih o-profila (molekularnih deskriptora)

DES o-profili
Sl 52 53 S4 SS S6 S7 SB SQ SlO
Voda 0,000 6,350 | 10,027 | 3,520 2,164 | 2,873 | 4,055 | 5,229 8,277 | 0,578

B:Gly10 %v 0,005 5652 | 10,974 | 21,584 | 22,626 | 8,235 | 6,377 | 10,666 | 12,207 | 1,914

B:Glyso %v 0,003 6,016 | 10,479 | 12,150 | 11,940 | 5434 | 5,164 | 7,826 | 10,154 | 1,216

B:Glyso %v 0,001 6,178 | 10,260 | 7,968 7,203 | 4,193 | 4,627 | 6,568 9,244 | 0,907

B:Glyso wv 0,000 6,301 | 10,093 | 4,775 3,585 | 3,245 | 4,216 | 5,606 8,550 | 0,670

B:Glygo %v 0,000 6,328 | 10,057 | 4,091 2,811 | 3,042 | 4128 | 5401 8,401 | 0,620

B:Gly1o0 %p 0,005 5652 | 10,974 | 21,584 | 22,626 | 8,235 | 6,377 | 10,666 | 12,207 | 1,914

B:Glyso wp 0,003 6,016 | 10,479 | 12,150 | 11,940 | 5434 | 5,164 | 7,826 | 10,154 | 1,216

B:Glyso %p 0,001 6,178 | 10,260 | 7,968 7,203 | 4,193 | 4,627 | 6,568 9,244 | 0,907

B:Glyso »p 0,000 6,301 | 10,093 | 4,775 3,585 | 3,245 | 4,216 | 5,606 8,550 | 0,670

B:Glygo %p 0,000 6,328 | 10,057 | 4,091 2,811 | 3,042 | 4128 | 5401 8,401 | 0,620

ChCl:Glyiowv | 0,005 5671 | 11,807 | 22,499 | 21,631 | 8,309 | 6,995 | 12,632 | 13,637 | 0,246

ChCl:Glysowv | 0,002 6,033 | 10,858 | 12,380 | 11,252 | 5,411 | 5,428 | 8,685 | 10,779 | 0,423

ChCl:Glysowv | 0,001 6,188 | 10,451 | 8,041 6,801 | 4,168 | 4,755 | 6,992 9,553 | 0,499

ChCl:Glysowv | 0,000 6,305 | 10,146 | 4,786 3,462 | 3,235 | 4,251 | 5,722 8,634 | 0,555

ChCl:Glyso%v | 0,000 6,329 | 10,081 | 4,095 2,754 | 3,037 | 4,144 | 5,453 8,439 | 0,567

ChCl:Glyiowe | 0,005 5671 | 11,807 | 22,499 | 21,631 | 8,309 | 6,995 | 12,632 | 13,637 | 0,246

ChCl:Glysowe | 0,002 6,033 | 10,858 | 12,380 | 11,252 | 5,411 | 5,428 | 8,685 | 10,779 | 0,423

ChCl:Glysowr | 0,001 6,188 | 10,451 | 8,041 6,801 | 4,168 | 4,755 | 6,992 9,553 | 0,499

ChClI:Glysowe | 0,000 6,305 | 10,146 | 4,786 3,462 | 3,235 | 4,251 | 5,722 8,634 | 0,555

ChClI:Glyso%p | 0,000 6,329 | 10,081 | 4,095 2,754 | 3,037 | 4,144 | 5,453 8,439 | 0,567

Za glicerol, o-profil pokazuje vrhove na negativnim koordinatama (lijeva strana) koiji
odgovaraju pozitivno polarnim H atomima u -OH skupini, dok vrhovi na pozitivnim
koordinatama (desna strana) odgovaraju O atomima u -OH skupini (slika 4) (Cheng i sur.,
2018). Te polarne regije medusobno djeluju s odgovaraju¢im polarnim segmentima u otopini.
Pro$irenje o-profila u jako polarne regije (-0,022 e/A? < ¢ < -0,01 e/A? na lijevoj strani i 0,01
e/A? < 6 < 0,013 e/A? na desnoj strani) asimetriéno je, $to ukazuje na prevladavajuéu povrsinu
pozitivhog polariteta u glicerolu. Taj elektrostati¢ki nesklad sugerira da glicerol ima tendenciju
djelovati kao HBD te stoga pokazuje veci afinitet prema HBA u otopini (Cui i sur., 2021). Za
razliku od glicerola, o-profil vode proteZze se simetricno u polarne regije, pokazujuéi

uravnotezenu sposobnost djelovanja kao HBD i HBA.
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Slika 4. o-povrsina (A) i o-profili (B) pojedinacnih sastojaka DES-a (glicerol, voda, kolin-
klorid), te o-profil odgovarajuc¢ih DES- ova u puferu (10 — 90 %, w/w)

Kolin-klorid i betain (Radovi¢ i sur., 2024) pokazuju najistaknutiji vrh u nepolarnoj regiji,
koji odgovara kolinijevom kationu, dok je vrh u HBA regiji povezan s CI~ anionom. Na slici 4A
prikazane su o povrSine DES komponenti (kolin-klorid, glicerol i voda) generirane pomocu
softvera TmoleX19, s bojama koje predstavljaju gradijent naboja: tamnoplava boja oznacava
HBD regije, tamnocrvena HBA regije, a zelena nepolarne regije (Quaid i Reza, 2023). Na slici
B vidljivo je da ¢ak i male promjene u kolin-klorid smjesi, poput povecanja sadrzaja vode s 10
% na 90 % w/w, rezultiraju promjenama u raspodijeli polariteta. Ovi podaci potvrduju
sposobnost softvera da detektira nijansirane kemijske fenomene, §to je vazno za istrazivanje

kemijskog spektra ovih otapala i njihovog potencijalnog utjecaja na enzime i koenzime.
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4.2. AKTIVNOST ENZIMA

Formijat dehidrogenaza (FDH) je enzim koji katalizira oksidaciju formijata u ugljikov
dioksid uz redukciju koenzima NAD* u NADH. Njegova aktivhost je pracena
spektrofotometrijski prema protokolu koji je opisan u 3.2.4. Pomocu aktivnosti je praéen utjecaj
pojedinog otapala na aktivnost, ali i stabilnost enzima.

Relativna aktivnost enzima FDH u DES-ovima
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Slika 5. Relativna aktivnost enzima FDH u DES-ovima: betain:glicerol (B:Gly)=1:2 i kolin-
klorid:glicerol (ChCI:Gly)=1:2 pri razli¢itim udjelima vode (V) i pufera (P) (10 %, 30 %, 50 %,
80 %, 90% w/w) u uvjetima reakcije: cron = 1,5 mg mL™; cnapn = 0,1 mg mL™ ; Crormijat = 10 mg
mL*, T =25°

Kao $to je i oCekivano, FDH je pokazao malu ili nikakvu aktivnost u DES-ovima koji su
sadrzavali 10 %, 30 % ili 50 % (w/w) vode ili pufera (slika 5), dok je aktivhost dodavanjem vode
rasla te dosegla svoj vrhunac u visoko razrijedenim DES-ovima (90 % vode w/w), iako u
usporedbi s puferom su i dalje bile nize. Ono &to se takoder moze primijetiti je da su razrjedenja
s vodom u DES-u ChCI:Gly rezultirala boljom enzimskom aktivhoS¢u nego njihovi ekvivalenti
razrijedeni puferom ( ChCl:Glygo %v i pH 6,3) imao je od oko 92 %, dok je njegov ekvivalent s
puferom (ChCl:Glyso %p) i pH od 7,5 dao Ar od svega 45 %, iako su puferirani DES-ovi ¢ak i
blizi optimalnom pH. U DES-u B:Gly to nije slu€aj, vec¢ je kod njega Az s 90 % w/w vode (pH
5,47) manja od AR s 90 % w/w pufera (pH 7,47).
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Ovi rezultati potvrduju rezultate prethodnih studija koji upucuju da dehidrogenaze
zahtijevaju sadrzaj vode veci od 10 % u DES-u za odrzavanje strukturnog integriteta. DES
vezu vodu kroz mrezu vodikovih veza, ¢ime smanjuju dostupnost slobodnih molekula vode
potrebnih za hidrataciju enzima. Zbog smanjene aktivnosti vode moze do¢i do dehidracije i
nepovratne denaturacije enzima (Radovi¢ i sur., 2024, Bittner i sur., 2022; Mourelle-Insua i
sur., 2019).

4.3. TOPLJIVOST CO21 NJEGOV UTJECAJ NA STABILNOST NADH

Za potrebe probira DES-ova na temelju topljivosti supstrata isti je bio upuhan.
Koncentracije zasic¢enog otopljenog CO, (cs) u razli¢itim DES otopinama s dodatkom vode ili
pufera procijenjene su nakon $to je CO, uveden protokom od 100 mL min sve do postizanja
zasi¢enja. Rezultati se nalaze u tablici 9. Svi DES-ovi s postotkom vode ili pufera manjim od
50 % bili su nepovoljan medij za otapanje CO: s cs vrijednostima izmedu 282 i 913 mg L™, Sto
je nize od vrijednosti dobivene u referentnom pufer ¢ija je vrijednost iznosila 1029 mg mL?.Za
razliku od veé¢ navedenih DES-ova, DES-ovi s visokim postotkom vode ili pufera (80 % i 90
%) doveli su do sli¢ne topljivosti CO; kao u puferu s najvecom topljivosti u DES-ovim ChCI:Gly
90% P | B:Gly gowv, S vrijednostima od 1149 mg Lt i 1112 mg L.

Osim mjerenja vrijednosti topljivosti CO2 (cs) mjerila se i pH vrijednost koja se smanijila
zbog upuhivanja CO;, 8to je i oCekivano jer se poveéava kiselost. Rezultati promjene pH su u
tablici 9.
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Tablica 9. Popis DES-ova u vodi/puferu (10-90 %, w/w) i puferu (50 mM Kkalijev fosfatni
pufer, pH 7,5) koristenih za istrazivanje.

Cs
DES i 1L pH pH
ChCI:Glyio v 282 7,51 6,95
= ) ChCI:Glyao wv 480 6,60 6,03
S B85 | ChClLGlysouy 702 7,12 5,68
e, >0 ChCl:Glyso sv 825 6,48 4,89
= ChCI:Glygo wv 965 6,25 4.8
82 4 ChCI:Glyiowp 465 9,19 6,88
» S Q ChCl:Glyso % p 727 8,75 6,89
@  £8 | ChClGlysoue 913 8,33 6,79
@) S 5 ChCI:Glyso %p 1057 7,75 6,53
o ChCl:Glyso wp 1149 7,67 6,49
B:Glyaoay 311 6,48 4,73
£ 2¢ B:Glyao sev 618 5,96 4,26
T B B:Glyso v 829 5,33 3,87
2 93 B:Glyso sev 1101 5,29 3,75
£ B:Glyso sev 1112 547 3,77
8 o B:Glyiowp 509 7,58 6,39
- g GE) B:Glyso wp 586 7,46 6,26
ﬂ 5 8— B:Glyso % p 765 7,45 6,24
@) ;_:_) ° B:Glyso wp 1027 7,49 6,24
BiGhaon 1010 7,47 6,31
Pufer 1029 7,5 6,49

Koncentracija otopljenog CO, (cs), pH vrijednostima prije otapanja CO- (pH) i otopina
zasi¢enih CO, (pH).

Takoder, istraZena je kratkotrajna stabilnost koenzima NADH u DES-ovima zasi¢enim
CO; (slika 6). Prisutnost otopljenog CO, ne utjeCe samo na intrinzicna svojstva DES-a vec i
na ponasanje sustava nakon dodavanja supstrata. Ranije je zabiljezeno da zakiseljavanje
reakcijskog medija uslijed otapanja CO, ubrzava razgradnju NADH, &to izravno utjeCe na
pretvorbu CO, u mravlju kiselinu (Zhang i sur., 2018). Stoga su NADH otopine u gore opisanim
sustavima otapala praéene tijekom 90 minuta, a odgovarajuce konstante razgradnje (knaow)

izraCunate su pomocu kineti¢kog modela prvog reda (slika 6).
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Konstante brzine razgradnje NADH
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Slika 6. Konstante brzine razgradnje NADH (knapn) U DES-ovima s vodom (V) i puferom
(P) zasi¢enim s CO, (cnapn = 25 mg mL1)

Opc¢enito, DES-ovi razrijedeni puferom pokazali su jednaku ili vecu ucinkovitost u
stabilizaciji koenzima tijekom testiranog perioda (knapn < 0,003 min™) u odnosu na referentni
pufer (knaon = 0,003 min~). S druge strane, sustavi otapala na bazi vode s DES-ovima pokazali
su se slabijim medijem u tom pogledu, osobito pri visokom udjelu vode (knaox do 0,009 min™™).
Ovaj udinak izravno je povezan s nesposobno$¢u DES-ova razrijedenih vodom da odrzavaju
pH blizu neutralnog. Primjerice, nakon uvodenja CO, u B:Gly g% v W/w, pH je pao na 3,75, $to
je rezultiralo najvecom zabiljeZzenom vrijedno3¢u knapn 0d 0,008 min~'. Nadalje, puferirani
DES-ovi na bazi kolin-klorida (ChCl) odrzavale su vidi pH u odnosu na DES-ove na bazi
betaina nakon zasi¢enja s CO,, Sto je rezultiralo potpunom stabilizacijom NADH tijekom

testiranog vremena, osim za ChCI:Gly 50 %p W/W (Knapn = 0,003 min™").

4.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA | MATEMATICKO
MODELIRANJE

Povezanost izmedu fizikalno-kemijskih svojstava (pH, viskoznost i gustoéa)
upotrijeblienih DES-ova, deskriptora DES-ova (o-profili), aktivhosti FDH i topljivosti CO;
analizirane su pomocu Spearmanove korelacijske matrice koja je odabrana zbog
neuobiCajene raspodjele podataka. Analiza je potvrdila ve¢ navedene pretpostavke i nalaze iz
eksperimentalnog pregleda: ciljna svojstva reakcije, pod utjecajem sastava DES-a, rezultirala

su kontradiktornim ishodima. Naime, aktivnosti FDH pokazale su negativnu korelaciju sa svim
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analiziranim varijablama, osim s topljivos¢éu CO,, ¢ime se preferira vodeni ili puferirani medij u
odnosu na DES-ove s manjim udjelom vodene faze. Nadalje, utvrdene su negativne korelacije
izmedu stabilnosti FDH-a i topljivosti CO,, (tablica 10).

Spearmanova korelacijska matrica (tablica 10) istie kompleksno medudjelovanje
izmedu fizikalno-kemijskih svojstava DES-a (pH, gustoca, viskoznost) i njihovih deskriptora s
aktivno§¢u FDH-a i stabilno$¢u njegovog kofaktora NADH. Oc¢ekivano, zabiljezene su
znacajne negativne korelacije izmedu aktivnosti FDH-a i gustoc¢e/viskoznosti DES-a, $to se
vjerojatno pripisuje smanjenoj pokretljivosti i difuziji supstrata i enzima.

Na aktivnost FDH-a znacajno utjeCe pH vrijednost. Poznato je da aktivnost enzima
(Bisswanger, 2017) i stabilnost NADH-a (Zachos i sur., 2019) ovise o pH. Medutim, brojna
izvieSc¢a o sposobnosti DES-a da stabiliziraju razli€ite enzime, neovisno o pH, i dalje izazivaju
nedoumice. Ovo zanimljivo zapaZanje sugerira postojanje dodatnih mehanizama, poput
izravnih interakcija izmedu komponenti DES-a i proteina ili susjednih molekula vode, koji mogu
utjecati na aktivnost vode u mediju (Damjanovic¢ i sur., 2024).

Nadalje, analiza je pokazala da su gotovo svi DES deskriptori znacajno utjecali na
ciljana svojstva. Konkretno, Sy, i S%;, (regija HBD, srednja polaritet), S3 ., — S5, (nepolarna
regija, pozitivni naboji), S5;,~S2,, (nepolarna regija, negativni naboji) te S,.;, (regija HBA)
(Lemaoui i sur., 2020) pokazali su znagajan utjecaj na ispitivana svojstva. Aktivhost FDH-a
pokazala je negativnu korelaciju sa svim deskriptorima, osim s S, koji je pokazao pozitivnu
korelaciju. Suprotno tome, stabilnost FDH-a pokazala je pozitivhe korelacije sa svim
deskriptorima, osim s S2;.., koji je pokazao negativnu korelaciju.

Zanimljivo je da analiza sugerira obrnut odnos izmedu aktivnosti i stabilnosti enzima u
DES sustavima: otapala bogata HBA i nepolarnim domenama stabiliziraju enzim, dok otapala
bogata HBD domenama pojaCavaju aktivnost enzima, ali mogu dovesti do destabilizacije. Ovi
rezultati naglasavaju osjetljivu ravnotezu izmedu aktivnosti i stabilnosti enzima u DES-ovima,
uvjetovanu specificnim sastavnim svojstvima opisanima o-deskriptorima. Sli¢na inscenacija
izmedu aktivnog i stabilnog (ali neaktivhog) stanja enzima, pod utjecajem sadrzaja vode u
DES-ovima, potvrdena je i u nedavnoj studiji o ponaSanju lizozima u DES sustavima

temeljenima na razli€itim prirodnim osmolitima (Damjanovic i sur., 2024).
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Tablica 10. Spearmanova korelacijska matrica. Korelacije zna¢ajne pri p <0,05 oznacene su podebljano.

Ar

Ar

Cs

Cs

pH

Slmix

Szmix

Ssmix

S4mix

SSmix

S6mix

S7mix

ngix

ngix

Slomix

-0,159 0,461 0,301

-0,072

0,177

0,099

0,316

0,170
0,170
0,316
0,286
0,170
0,170

0,170
0,439

0,144

-0,144

-0,144

-0,144

0,144

0,044

-0,144

-0,144

-0,144

Ar— relativna aktivnost FDH, cs- koncentracija otoplienog CO2, DES deskriptori (Simix — S%mix), p-gustoca, # -viskoznost
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4.4.1. Matematicki modeli za opisivanje ucinka aktivacije DES-ova

Polazna hipoteza ove statistiCke analize bila je da se aktivhost FDH-a u DES-ovima
moze opisati kao funkcija fizikalnih svojstava DES-a (gusto¢a, viskoznost, pH) i o-profila
smijese. o-profili prikazuju raspodjelu razli¢itih funkcionalnih skupina u smijesi i izrazeni su
putem deset o'mix deskriptora, navedenih u tablici 10 (od o*mix do 0%mix). Djelomi¢na linearna
regresija (DLR) koriStena je za analizu povezanosti ulaznih varijabli (fizikalna svojstva DES-a
i 0'mix deskriptori) s izlaznim varijablama (stabilnost FDH-a i NADH-a).

Uz podrsku izv. prof. dr. sc. Ane Jurinjak TuSek iz Laboratorija za mjerenje, regulaciju
i automatizaciju Zavoda za procesno inzenjerstvo provedena je izrada regresijskih modela. U
analizi je primijenjen princip podjele podataka u dvije regije kako bi se bolje obuhvatili
nelinearni odnosi medu varijablama. Rezultati su prikazani na grafu za FDH-a, gdje veéina
toCaka leZi blizu dijagonalne crte, $to ukazuje na to da model ucinkovito opisuje aktivhost
enzima na temelju ulaznih varijabli DES-ova. Dijagonalna crta predstavlja idealni slu¢aj u

kojem model savrSeno odgovara eksperimentalnim podacima (slika 7).
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Slika 7. Usporedba izmedu eksperimentalnih podataka i podataka predvidenih
djelomi¢nim linearnim modelom aktivnost FDH. (o) kalibracijski skup podataka, (A)
predikcijski skup podataka.
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Tablica 11. Djelomicni linearni regresijski modeli za predvidanje stabilnosti FDH i stabilnosti
NADH na temelju specificnih ulaznih varijabli.

Rear? Rored?
lelaznagyfCiazne Jednadzba modela @’ | RMSEC | ~Ped

- " RMSEP | RPD RER
varijabla | varijable Rcaladj Rpred?ad

Y1 =(31,635+0,024 X;-
81,589 X,-0,257
X3+0,382 X4+41,465 Xs-
98,311 X6-93,683
Viskoznost X7+8,822 Xg+201,025

(X1) Xo+123,045 X1,+80,146
Aktivnost | Gustoéa (X2) éigg%?é%’ 1(12) (for 0.914 0.905
FDH pH (Xa) (5. 079+35.651 013 | 7293 | ggps | 7379 | 5589 | 18,324
DES X1+1782,264 X5-25,075
deskriptori X3+0,080 X4+42,087 Xs-

1-9 (X4-X12) 99,096 X4-67,368 X7-
36,899 Xg+22,587
Xg+29,178 X10-29,264
X11-70,624 X12) (fOr
Y,>30,081)

*Oznake: koeficijent determinacije za kalibraciju (Rkae), prilagodeni koeficijent determinacije za
kalibraciju (Rkaradj), korijen srednje kvadratne pogreSke za kalibraciju (RMSEC), koeficijent determinacije
za predvidanje (Rprec?), prilagodeni koeficijent determinacije za predvidanje (Rpreeagj), Korijen srednje
kvadratne pogreske predvidanja (RMSEP), omjer predvidanja i odstupanja (RPD), omjer raspona
pogreSke (RER).

Odnos izmedu opazenih podataka i predikcija modela procijenjen je koristenjem vise
metrickih pokazatelja: koeficijenta determinacije za predikciju (Rpred®), prilagodenog
koeficijenta determinacije za Kkalibraciju (Rcaad), korijena srednje kvadratne pogredke
predikcije (RMSEP), omjera predikcije i odstupanja (RPD) te omjera raspona pogreske (RER).
Kao $to je prikazano u tablici 11 i na slici 7, razvijeni modeli s visokom precizno$¢u opisuju
eksperimentalne podatke. Odstupanje izmedu modela i eksperimentalnih podataka za
aktivnost FDH iznosilo je (slika 7): Rca’= 0,914, Rcaag = 0,913, RMSEC = 7,203, Rpred®= 0,905,
Rpred’adj = 0,903, RMSEP = 7,379 %, RPD = 5,589 i RER = 18,324.

Prema studiji Hussaina i suradnika (2018), R? vrijednosti iznad 0,75 smatraju se
znacajnima, izmedu 0,50 i 0,75 umjerenima, a ispod 0,26 slabima. Nadalje, prema Changu i
suradnicima (2001), modeli s RPD < 1,4 smatraju se nepouzdanim, oni s RPD izmedu 1,4 i 2
pravednima, dok se RPD > 2 opisuje kao izvrsno. Sli€cno tome, prema Simu i suradnicima
(2023), modeli s RER > 4 prihvatljivi su za probir podataka, RER > 10 za kontrolu kvalitete, a
RER > 15 za kvantifikaciju. Sukladno ovim kriterijima, DLR model za predikciju aktivhosti FDH,
temeljen na Rpred®, Smatra se znaéajnim. Na temelju RPD vrijednosti, model se moZe smatrati
izvrsnim, dok se prema RER-u podaci mogu koristiti za kvantifikaciju.

Ovi rezultati sugeriraju da su matemati¢ki modeli razvijeni za predikciju ciljnih svojstava
DES-ova, temeljeni na lako mjerljivim fizikalno-kemijskim svojstvima i kemijskim deskriptorima,

korisni i za industrijske primjene i za istrazivaCke napore usmjerene na ova otapala. Uz to,
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koristenje QSPR modela ne samo da omogucuje predikciju svojstava od interesa vec i pruza
vrijedne uvide u povezanost strukture DES-ova i njihovih mjerljivih svojstava. Analizirajuci
utjecaj razli¢itih strukturnih znacajki na ciljana svojstva, ovi modeli doprinose razumijevanju
temeljnih mehanizama koiji oblikuju ponasanje biomolekula u DES-ovima. Ovo znanje moze
posluziti kao osnova za dizajn i optimizaciju DES-ova, omogucujuéi u€inkovitije i prilagodenije

primjene u raznim podrucjima.

4.5. ODABIR NAJPOGODNIJEG OTAPALA OBZIROM NA CILINA
SVOJSTVA

Za odabir najpogodnijeg otapala uzeta su u obzir ciljna svojstva otapala,
uklju€ujuci aktivnost i stabilnost FDH, stabilnost koenzima, topljivost supstrata te viskoznost
otapala. Na temelju ovih svojstava, testirana otapala su rangirana, a reakcija redukcije CO,
provedena je u najpogodnijem otapalu. U okviru ovog diplomskog rada izmjerene su
aktivnost FDH, stabilnost NADH te topljivost CO,, dok je stabilnost FDH odredena u sklopu
diplomskog rada Maje Nikoli¢ (Nikoli¢, 2024), ¢iji su rezultati koriSteni za usporedbu.

Istrazivanje je pokazalo da procjena razli€itih ciljeva povezanih s analiziranom
reakcijom Cesto rezultira proturjeénim zaklju¢cima o optimalnom izboru DES-a. Opéenito,
DES-ovi s udjelom vode ili pufera manjim od 50 % w/w i viskoznoS¢u vecom od 18 mPa-s
pokazali su izvrsnu sposobnost stabilizacije enzima i koenzima. Medutim, visoka viskoznost
ovih sustava predstavlja znac¢ajan izazov za provodenje procesa i prijenos u vece mijerilo. Na
temelju tih zapazanja, klju€an je pronalazak DES-a koji uravnotezuje ova svojstva kako bi se
postigla maksimalna uclinkovitost procesa. GrafiCki prikaz na slikama A i B prikazuje
kompromis izmedu performansi sustava ChCI:Gly i B:Gly pri razliCitim udjelima pufera, s
obzirom na ciline parametre (aktivnost/stabilnost FDH, topljivost CO,, stabilnost NADH u
zasicenim CO, otopinama i u usporedbi s referentnim puferom)

Radarski dijagram (slika 8 i 9) prikazuje ocjene u rasponu od 0 do 100, omedene
odgovaraju¢im granicama za svako svojstvo, ¢ime se vizualizira ucinak svakog DES-a u
usporedbi s najboljim kandidatom za svako pojedino svojstvo. U analizu nisu uklju¢eni DES-
ovi razrijedeni vodom zbog njihove niske sposobnosti stabilizacije NADH nakon zakiseljavanja
medija uvodenjem CO..

Kako je prikazano, ChCl:Glyss %p ima uravnoteZenu raspodjelu medu svim ciljnim
svojstvima, sto ga €ini pogodnim za simultanu optimizaciju reakcija gdje su svi ciljevi jednako
vazni. Konkretno, ovaj DES, koji se u ovom kontekstu moze smatrati aditivom, a ne otapalom
(Hammond i sur., 2017), ostvario je najbolje rezultate u vecini svojstava, osim u aktivnosti

FDH-a, gdje je referentni pufer postigao najviSe vrijednosti.
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Vazno je istaknuti da je ChCI:Gly so%p (Slika 8) pokazao izvrsnu sposobnost stabilizacije
koenzima €ak i nakon otapanja CO, u sustavu. B:Glyso »pr (Slika 9) takoder je pokazao sli¢an i
uravnotezen profil kao ChCI:Gly so%p , ali se pokazao manje ucinkovitim u stabilizaciji NADH-
a nakon otapanja CO,. Ovi rezultati naglaSavaju vaznost paZljive selekcije DES-a za
optimizaciju specifiCnih svojstava procesa, uzimajuci u obzir kompromis izmedu aktivnosti i

stabilnosti sustava.

stabilnost FDH

100
90
80
70
60
50
40

viskoznost 30 aktivnost FDH
20
10
0
V
stabilnost NADH™ topljivost CO,
ChCL:Gly10% ChCL:Gly30% ChCL:Gly50%
ChCL:Gly80% ChCL:Gly90% pufer

Slika 8. Radarski dijagram koji procjenjuje ChCI:Gly i njihove odgovarajuée otopine u puferu
(10 %—90 %, w/w) u smislu ciljanih svojstava (aktivnost i stabilnost FDH, topljivost CO» u
DES sustavima, stabilnost NADH nakon zasicenja otapala CO- i viskoznost DES sustava).
Vrijednosti stabilnosti FDH preuzete su iz rada Nikoli¢ (2024).
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B:Gly10% B:Gly30% B:Gly50%
B:Gly80% B:Gly90% pufer

Slika 9. Radarski dijagram koji procjenjuje B:Gly i njihove odgovarajuée otopine u puferu (10
% — 90 %, w/w) u smislu ciljanih svojstava (aktivnost i stabilnost FDH, topljivost CO, u DES
sustavima, stabilnost NADH nakon zasic¢enja otapala CO: i viskoznost DES sustava).
Vrijednosti stabilnosti FDH preuzete su iz rada Nikoli¢ (2024).

4.6. REAKCIJA KONVERZIJE CO2 U FORMIJAT KATALIZIRANA
FORMIJAT DEHIDROGENAZOM U DES-U ChCl:Glysowp

Obzirom da je ChCl:Glyso %p proizasao kao sustav otapala koji najvise obeéava za FDH
kataliziranu konverziju CO, u formijat, reakcija je provedena u prethodno zasi¢enom mediju s
CO:. Koli¢ina formijata koja je proizvedena enzimskom redukcijom CO, u odabranom sustavu
otapala i u referentnom puferu prikazana je na slici 10. Reakcija provedena u mediju s
dodatkom DES-a rezultirala je s 26,5 ymol mL* formijata s volumetrijskom produktivno$éu od
6,6 umol mL* h't dok je pufer dao 22,7 umol mL* formijata s volumetrijskom aktivno$éu od 5,6
umol mL? h'l. Te se razlike mogu pripisati nesto nizoj topljivosti CO. u puferu i izrazenoj
degradaciji NADH u puferu zbog zakiseljavanja otopljenim CO; (Wu i sur., 1986).

U posebnom eksperimentu pracena je stabilnost NADH, gdje se pokazalo da se nakon
4 sata (vremena trajanja reakcije) koncentracija NADH u puferu smanjila na 78 % pocetne
vrijednosti, dok je u DES mediju ostala iznad 98 %. Ove promjene u koncentraciji odrazavaju

kombinaciju ¢imbenika kao Sto su aktivnost enzima, topljivost CO,, dostupnost supstrata i

40



dinamika razgradnje NADH. Razlike u koncentraciji formijata tijekom prvih 120 minuta mogu
se pripisati viSoj enzimskoj aktivnosti u puferu u odnosu na DES, ali i vecoj topljivosti CO, i
stabilnosti NADH u DES-u. Ova dinamiéna interakcija dovodi do toga da je brzina reakcije
ponekad veca u puferu, a ponekad u DES-u.

Osim poboljSanja volumetrijske produktivnosti, klju¢na prednost Kkoridtenja
ChCl:Glysoxp lezi u njegovoj sposobnosti stabilizacije (poluzivot enzima u DES-u vedi je do 15
puta u usporedbi s puferom). lako ovo DES svojstvo nije u potpunosti iskoristeno u reakciji
koja traje samo 4 h, ono ima veliku prednost u kontinuiranim procesima (npr. koriStenje
enzimskog membranskog reaktora). U stacionarnim uvjetima, proces s DES-om kao otapalom
mogao bi znacajno povecati produktivnost, buduci da je produktivnost u obrnutoj korelaciji s
konstantom brzine deaktivacije enzima.

Sukladno navedenom produktivnost odabranog procesa procijenjena za kontinuirani
nacin rada, uzimajuci u obzir brzinu inaktivacije enzima. S obzirom na sliedece pretpostavke:
(i) da se proces odvija u stacionarnim uvjetima, (ii) da je enzim kontinuirano deaktiviran tijekom
vremena prema Kinetici prvog reda, i (iii) da koncentracija supstrata ostaje relativho
konstantna, reakcija izvedena u puferu tijekom razdoblja od 10 dana rezultirala bi 185,7 ymol
mL™* formijata, dok bi reakcija provedena u ChCl:Glyso %p tijekom istog razdoblja rezultirala
639,0 umol mL™ formijata, $to je priblizno pobolj$anje od 3,5 puta. Uklju¢en je izratun ukupne
produktivnosti procjena Michaelis—Mentenovih kineti¢kih parametara uklapanjem profila
koncentracije NADH u diferencijalnu jednadzbu koja opisuje promjenu koncentracije supstrata
tijekom vremena.

Rezultati (slika 10) su pokazali da su i maksimalna brzina reakcije (Vmax) i konstanta
zasicenja NADH (Ks) bile veée za sustav otapala s DES. U puferu su konstantne vrijednosti
bile Vmax= 0,091 pmol mL™t min~t i Ks = 6,746 umol mL™, dok su za sustave s DES konstante
bile Vmax = 0,133 pmol mL™ min i Ks = 12,133 ymol mL™*. Konacno, proci§¢avanije i izolacija
produkta nije razmatrana u sklopu ovog rada. Ipak, na temelju dostupne literature, ekstrakcija
tekuce-tekuce primjenom ekoloski prihvatljivog otapala 2-metiltetrahidrofuran (Laitinen i sur.,
2021,Slater i sur., 2016) Cini se obecavaju¢om opcijom za odvajanje razrijedenih vodenih

otopina formijata u kontekstu razvoj odrzive proizvodnje mravlje kiseline.
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Slika 10. FDH katalizirana pretvorba CO; u formijat u ChCI:Gly go % p ChCI:Gly u puferu
kalijevog fosfata) i referentnom 50 mM puferu kalijevog

Obzirom na rezultate prikazane u ovom radu, moze se zakljuciti da ovo istrazivanje
doprinosi razumijevanju utjecaja fizikalnih karakteristika, poput pH, viskoznosti i gusto¢e, na
stabilnost enzima i koenzima u DES-ovima te provedbi reakcije redukcije CO2uz pomo¢ FDH
kao cilja ilustriranja ucinkovite strategije . Koristenjem molekularnih deskriptora i matematickinh
modela omogucéeno je preciznije predvidanje njihovog ponasanja u biokatalitickim uvjetima.
Rezultati istiCu ucinkovitost odredenih DES kombinacija u oCuvanju stabilnosti enzima i
koenzima, a provedba same reakcije redukcije CO, to dokazuje. Time se otvara put
racionalnom dizajnu otapala za optimizaciju biokatalitiCkih procesa. Daljnja istrazivanja i razvoj

raCunalnih alata klju¢ni su za potpuno iskoristavanje potencijala niskotemperaturnih
eutekticnih otapala.
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5. ZAKLJUCCI

Iz provedenog istrazivanja proizlazi:

Kombinacija razli¢itih komponenti (HBD i HBA) i sadrzaja vode u DES-ovima
omogucava precizno podeSavanje njihovih fizikalno-kemijskih svojstava, poput
gustoée, viskoznosti i pH vrijednosti, to ih C&ini izuzetno svestranim otapalima

prilagodenim specificnim zahtjevima enzima i reakcijskih sistema.

Koridtenje o-profila pruza detaljan uvid u polarne i nepolarne interakcije DES
komponenti, Sto omoguc¢ava racionalni dizajn otapala i bolje razumijevanje njihovog
utjecaja na stabilnost i aktivnost biomolekula, poput enzima i koenzima, u razli€itim

uvjetima.

Visok sadrzaj vode u DES-ovima klju¢an je za oCuvanje aktivnosti i strukturnog
integriteta formijat dehidrogenaze, pri ¢emu kolin-klorid otapala razrijedena vodom
pruzaju bolju enzimsku aktivnost u usporedbi s puferom, dok DES-ovi na bazi betaina
pokazuju suprotan trend, naglasavajuci znacaj specifi¢nih interakcija izmedu enzima i

otapala.

DES-ovi razrijedeni puferom pokazali su superiornu stabilizaciju NADH i odrzavanje
pH u odnosu na sustave razrijedene vodom, osobito u medijima s bazom kolin-klorida,
Sto ih €ini pogodnijim za enzimsku redukciju CO,. Medutim, visoki udio vode u DES-
ovima rezultirao je smanjenjem pH i ubrzanom razgradnjom NADH, naglasavajudi
vaznost optimizacije otapala za postizanje stabilnosti i ucinkovitosti u katalitiCkim

procesima.

Reakcija redukcije CO- je uspjeSno provedena u DES-u CHCI:Glyso »p te je rezultirala
s 26,5 pymol mL* formijata s volumetrijskom produktivno$¢u od 6,6 ymol mL* ht. U
posebnom eksperimentu pra¢ena je stabilnost NADH, gdje se pokazalo da je nakon 4
sata (vremena trajanja reakcije) koncentracija NADH u DES-u ostala iznad 98 %.
Temeljem tih rezultata ovaj DES je prikladan za daljnje koriStenje u kontinuiranom

procesu zbog iznimne stabilnosti FDH.

Kombinacijom racunalnog modeliranja i laboratorijskog istrazivanja, ovaj rad znaCajno
doprinosi razumijevanju i primjeni DES-ova u biokatalitiCkim reakcijama, a osim toga
pruza vazne uvide u dizajn i samu optimizaciju DES-ova za ucCinkovite biokatalitiCke

primjene.
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