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Wykaz skrétow

Ch[CI] - Chlorek choliny

Ch[Lac] - Mleczan choliny

Ch[OAC] - Octan choliny

Ch[Lev] - Lewulinian choliny

U — mocznik

GLY — glycerol

ETH GLY - glikol etylenowy

DES - Deep Eutectic Solvents

IL - lonic Liquids

HBD - Hydrogen Bond Donor

HBA - Hydrogen Bond Acceptor

Tm - Temperatura topnienia

Teut - Temperatura topnienia w punkcie eutektycznym
PBS - Phosphate-Buffered Saline

LTTM - Low-Transition-Temperature Mixtures

EC - Electrochemical

BMIM+ - 1-Butyl-3-methylimidazolium

EMIM+ - 1-Ethyl-3-methylimidazolium

NMR - Nuclear Magnetic Resonance — spektroskopia NMR
RCSB - Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
DMSO - Dimethyl sulfoxide

DMF — Dimethylformamid

ONPG - O-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd

ATP - Adenosine Triphosphate

ADP - Adenosine Diphosphate

CALB - Candida antarctica Lipase B



Streszczenie w jezyku polskim

Mieszaniny eutektyczne chlorku choliny typu DES oraz LTTM z roku na rok staja sig coraz bardziej atrakcyjng
grupa zwiazkéw chemicznych. Wynika to z faktu ich unikalnych wasciwosci, takich jak niska preznos¢ par,
niepalnos$¢ czy wysoka stabilno$¢ termiczna. Dodatkowo, fakt, ze mozna je tatwo przygotowaé, bez udziatu
reakcji chemicznej sensu stricte, oraz stosunkowo fatwo modyfikowac¢ ich wiasciwosci fizykochemiczne
(np. wymieniajac zwiazek HBD, dodajac odpowiednia ilo$¢ wody), sprawia, iz staja sie powazna konkurencja
zaréwno dla cieczy jonowych, jak i tradycyjnych rozpuszczalnikéw organicznych. Zastapienie anionu
chlorkowego anionami organicznymi nadaje tym zwigzkom nowy wymiar, mianowicie pozwala modyfikowa¢
site wiazan wodorowych obecnych w mieszaninie. Efektem sa znaczne zmiany we wiasciwosciach
fizykochemicznych, co wraz z szeroka gama dostepnych zwiazkéw typu HBD powoduije, iz mieszaniny soli
choliny znajduja zastosowanie w praktycznie kazdej gatezi chemii. Na szczegdlne wyréznienie zastuguje jednak
biokataliza prowadzona w $rodowisku lub przy udziale mieszanin soli choliny, ktéra stwarza coraz wigksze
mozliwosci przemian z udziatem enzymoéw, nieosiagalnych obecnie w tradycyjnych rozpuszczalnikach
organicznych badz cieczach jonowych.

Hipoteza proponowanych badan zaklada, ze mieszaniny eutektyczne zawierajace sole choliny moga
znaczaco wptywaé na efektywnosc i specyficzno$¢ enzymatycznych reakcji hydrolizy. Hipoteza ta opiera sie
na zatoZzeniu, Ze sole choliny moga tworzy¢ unikalne mikrosrodowiska, ktore wptywaja na strukture i funkcje
enzymow, a tym samym na przebieg reakcji hydrolizy. W szczegdlnodci, sole choliny moga wptywa¢ na
stabilno$¢ enzymow, ich aktywnos¢ katalityczna oraz selektywno$¢ wobec substratéw. Dodatkowo,
hipoteza ta sugeruje, ze w zaleznosci od anionu obecnego w soli choliny mozna zaobserwowa¢ rézny wptyw
na enzymatyczne reakcje hydrolizy, co otwiera mozliwos¢ optymalizacji tych reakcji poprzez dobor
odpowiedniej soli choliny. Hipoteza proponowanych badan zaklada, Zze zréznicowany skiad mieszanin
eutektycznych moze mie¢ wplyw na parametry operacyjne badanych enzyméw, a oddziatywania pomiedzy
mieszaninami soli choliny a struktura enzymu moga dostarczyé podstawowej wiedzy na temat uzytecznosci
mieszanin soli choliny w enzymatycznych reakcjach hydrolizy z udzialem enzyméw z grupy hydrolaz.
Wszystkie wykorzystane wyniki badan zostaly przedstawione w cyklu trzech publikacji [P1] — [P3].



Streszczenie w jezyku angielskim

Eutectic mixtures of choline chloride, classified as DES and LTTM, are becoming
increasingly attractive year by year as a group of chemical compounds. This is due to their unique
properties, such as low vapor pressure, non-flammability, and high thermal stability. Additionally,
the fact that they can be easily prepared without the involvement of chemical reactions in the
strict sense, and their physicochemical properties can be easily modified (e.g., by replacing the
HBD compound, adding an amount of water), makes them serious competitors to both ionic
liquids and traditional organic solvents. Replacing the chloride anion with organic anions gives
these compounds a new dimension, namely allowing the modification of the strength of hydrogen
bonds present in the mixture. The result is significant changes in physicochemical properties,
which, along with the wide range of available HBD-type compounds, means that choline salt
mixtures find applications in every branch of chemistry. However, special mention should be made
of biocatalysis conducted in the environment or with the participation of choline salt mixtures,
which creates increasing possibilities for enzyme-catalyzed transformations that are currently
unattainable in traditional organic solvents or ionic liquids.

The hypothesis of the proposed research assumes that eutectic mixtures containing
choline salts can significantly influence the efficiency and specificity of enzymatic hydrolysis
reactions. This hypothesis assumes that choline salts can create unique microenvironments that
affect the structure and function of enzymes, and thus the course of hydrolysis reactions. In
particular, choline salts may influence the stability of enzymes, their catalytic activity, and substrate
selectivity. Additionally, this hypothesis suggests that, depending on the anion present in the
choline salt, a different impact on enzymatic hydrolysis reactions can be observed, opening the
possibility of optimizing these reactions by selecting the appropriate choline salt. The hypothesis
of the proposed research assumes that the diverse composition of eutectic mixtures may
influence the operational parameters of the studied enzymes, and the interactions between
choline salt mixtures and enzyme structure may provide fundamental knowledge about the
usefulness of choline salt mixtures in enzymatic hydrolysis reactions involving hydrolase enzymes.

All the utilized research results have been presented in a series of three publications [P1] — [P3].
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Ankieta dorobku naukowego

Mgr inz. Jakub Hoppe
Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac zawodowych oraz informacja

o osiagnieciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzacji nauki.

A.. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecia naukowe, o ktérych mowa w art. 13 ust. 2

ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
rozprawe doktorska pt. ,,Enzymatyczne reakcje hydrolizy w srodowisku zawierajacym sole choliny

i ich mieszaniny eutektyczne”

1. Deep eutectic solvents based on choline cation - Physicochemical properties
and influence on enzymatic reaction with B-galactosidase, International
Journal of Biological Macromolecules, 136, 2019, 296-304 (IF = 5,482; MNiSW
= 100).

Widad procentowy doktoranta szacuje sie na 60%, obejmowat on synteze cieczy
jonowej, preparatyke mieszanin eutektycznych, charakterystyke spektroskopowa FT-IR
wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiaréw gestosci, lepkosci,
przewodnictwa, stabilnosci termicznej, pisanie publikacji, oméwienie wynikéw w ujeciu

cato$ciowym oraz dyskusja z recenzentami.

Udziat procentowy pozostatych wspétautoréw wynosi: Byzia E. (10%); Smiglak, M.

(20%); Drozd, R. (10%).

2. Acceleration of lactose hydrolysis using beta-galactosidase and deep eutectic
solvents, Food Chemistry, 384, 2022, 132498 (IF = 7,512; MNiSW = 200).
Widad procentowy doktoranta szacuje sie na 50%, obejmowat on synteze cieczy

jonowej, preparatyke mieszanin eutektycznych, charakterystyke spektroskopowa FT-IR
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wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiaréw gestosci, lepkosci,
przewodnictwa, stabilnosci termicznej, pisanie publikacji, oméwienie wynikéw w ujeciu

cato$ciowym oraz dyskusja z recenzentami.

Udziat procentowy pozostatych  wspofautoréow — wynosi:  Byzia E. (15%);
Szymanska M. (5%); Smiglak, M. (20%); Drozd, R. (10%).

. An effect of choline lactate based low transition temperature mixtures on
the lipase catalytic properties, 216, 2022, 112518 (IF = 5,268 ; MNiSW = 100).

Wiitad procentowy doktoranta szacuje si¢ na 50%, obejmowat on synteze cieczy
jonowej, preparatyke mieszanin eutektycznych, charakterystyke spektroskopowa FT-IR
wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiaréw gestosci, lepkosci,
przewodnictwa, stabilnosci termicznej, pisanie publikacji, omoéwienie wynikéw w ujeciu

catosciowym oraz dyskusja z recenzentami.

Udziat procentowy pozostatych  wspdfautoréw — wynosi:  Byzia E.  (10%);

Szymanska M. (5%); Bielecki P. (10%); Drozd, R. (10%); Smiglak M. (15%);

B. Sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Reports (JRC) na rok wydania

publikacji wynosi: 18.262

C. Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science oraz Scopus dla wszystkich publikacji

Doktoranta: 6.

D. Zgtoszenia patentowe

1. Szymanska M., Drozd R., Hoppe J., Dutkiewicz M. Sposéb modyfikacji procesu produkgji

celulozy bakteryjnej w obecnosci surfaktantéw polisiloksanowych, P.428721, 30.01.2019r.
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E. Publikacje

1. Hoppe J., Byzia E., Drozd R., M., Smiglak M., Int | Biol Macromol., 2019, 136, 296-304.

2. Zajac A, Szpecht A, Zielinski D., Rola K., Hoppe J., Komorowska K., Smiglak M., .
Mol. Lig., 2019, 283, 427-439.

3. Hoppe )., Byzia E., Szymanska M., Drozd R., Smiglak M., Food Chem 2022 384 132498

4. Hoppe J., Byzia E., Szymanska M., Bielecki P., Drozd R., Smiglak M., Col Surf B 2022
217 112590

5. Czajkowska J., Junka A., Hoppe |., Toporkiewicz M., Pawlak A., Migdat P.,Oleksy-
Wawrzyniak M., Fijatkowski K., Smiglak M., Markowska-Szczupak A. Int. . Mol. Sci.
2021, 22, 5826

6. Drozd R, Szymanska M., Przygrodzka K., Hoppe J., Leniec G., Kowalska U, Int. J. Mol.
Sci. 2021, 22, 8563

7. Szymanska M., Hoppe |., Dutkiewicz M., Sobolewski P., Palacz M., Janus E., Zielinska
B., Drozd.R Int | Biol Macromol., 2022, 208, 642-653

F. Udziat w konferencjach

Prezentacje posterowe

1. 60. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Wroctaw, Polska,
17-21.09.2017, Aktywnos¢ B-galaktozydazy w roztworach zawierajqcych eutektyczne ciecze
jonowe na bazie choliny. |.Strakowska, |.Hoppe, M.Smiglak

2. 2" Advances in Green Chemistry Conference, Poznan, Polska, 16-19.04.2018,
Effect of choline-based deep eutectic solvents on catalytic properties of B-galactosidase from
Kluyveromyces lactis |.Strakowska, R.Drozd, ].Hoppe, K.Adamczyk, L.Broniarek,

M.Hoppe, M.Smiglak
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3. 2" Advances in Green Chemistry Conference, Poznan, Polska, 16-19.04.2018,
The influence of selected choline-based DES on growth and survival abilities of Bacillus
licheniformis and Kluyveromyces lactis K.Adamczyk, |.Strakowska, L.Broniarek, M.Hoppe,
|.Hoppe, Marcin Smiglak,

4. 2nd Advances in Green Chemistry Conference, Poznan, Poland, 16-
19.04.2018, Deep eutectic solvents as a suitable medium for enzymatic reactions, ].Hoppe,
M.gmiglak,

5. 3" Green & Sustainable Chemistry Conference, Berlin, Niemcy, 13-16.05.2018,
The activity of B-galactosidase in solutions containing ionic liquids based on the choline
cation A.Pawtowska-Zygarowicz, |.Strakowska, |.Hoppe, M.Smiglak

6. "X Poznanska Konferencja Naukowa "Chemia - nauka i przemyst", Poznan,
Polska, 30.11.2018, Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne mieszanin eutektycznych soli
choliny oraz zwiqzkéw HBD Hoppe |., Smiglak M.

7. 62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Warszawa,
Polska, 2-6.09.2019, Nowe inicjatory sieciowania zywic i biozywic epoksydowych na bazie
soli organicznych urotropiny z kwasami naturalnymi, Zielinski D., Szpecht A., Szymkowiak
J., Dziatkowska ., Hoppe J., Smiglak M., Maciejewski H.

8. The 4" ILSEPT, Sitges, Hiszpania, 8-11.09.2019 Deep Eutectic Solvents based on
choline cation - Physicochemical Properties and Influence on enzymatic reaction with

B-galactosidase Hoppe J., Smiglak M.

G. Udziat w projektach badawczych

1. Stypendysta w projekcie ,Nietoksyczne mieszaniny eutektyczne jako alternatywne
$rodowisko  dla  reakg;i y4 udziatem enzymoéw i mikroorganizméw

(OPUS 2015/19/B/NZ9/03711)
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H. Wspétorganizacja konferencji miedzynarodowej

1. Wspdtorganizator miedzynarodowej konferencji 2" Advances in Green Chemistry, 16-

19.04.2018, Poznan, Polska.
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. Wprowadzenie

Mieszaniny gleboko eutektyczne — (eng. Deep Eutectic Solvents - DES), stanowia
nowatorski obszar badan w dziedzinie zielonej chemii. S3 to mieszaniny blisko zwiazane z cieczami
jonowymi (IL), jednakze s3 catkiem nowa klasa "zielonych" rozpuszczalnikéw, ktére zyskaty na
popularnosci w ciagu ostatnich lat. Rozkwit popularnosci zawdzigczaja badaniom
przeprowadzonym przez Abbott i wspotpracownikéw, [1] ktorzy zauwazyli niezwykle niska
temperature topnienia przy eutektycznym skfadzie donoréw wiazan wodorowych (HBD) i
akceptoréw wiazan wodorowych (HBA). Zaobserwowane po raz pierwszy zjawisko, dotyczyto
kombinacji utamkéw molowych 1:2 (mol:mol) chlorku choliny [(chlorek (2-hydroksyetylo)-
trimetyloamoniowy); temperatura topnienia -T, = 302 °C] z mocznikiem [T, = 133 °C].
Mieszanina ta jest ciecza w temperaturze pokojowej (temperatura topnienia mieszaniny w punkcie

eutektycznym, Tewe = 12 °C). Rys.1

mieszanie, RT NY

Z
2
o]
T
+
\9]
Y
N
ral
7
[}
|
|
|
Z
I
N

<N NH; NH, /

Rysunek 1 Schemat preparatyki mieszaniny eutektycznej chlorek choliny:mocznik (Ch[CI]:U);
stosunek molowy 1:2; wiazania wodorowe zaznaczone linia przerywana.

Powstate w powyzszy sposéb mieszaniny eutektyczne, to wyjatkowo interesujace ciecze,
ktére poprzez potaczenie dwéch substancji statych w temperaturze pokojowej tworza ciecz, o
temperaturze topnienia znacznie nizszej niz kazdy z pojedynczych skiadnikéw, jednoczesnie
posiadajac wiele unikalnych wiasciwosci [2]. Powstanie mieszanin eutektycznych typu DES jest

mozliwe dzieki interakcjom miedzy zwiazkiem bedacym akceptorem wiazan wodorowych
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(zwiazkiem typu HBA — Hydrogen Bond Acceptor — rys.2). i zwiazkiem bedacym donorem wiazan

wodorowych (zwiazkiem typu HBD — rys.3)

I} OH 0 OH
NH;  NH;, )L NH,
OH
Mocznik Fenol Acetamid

Glikol etylenowy

CH; 0 HO OH
HO, /
HO %
H3C OH Z, ()
\ , 5 HO HO
N\ “y OH?%,
HO CH, OH “7OH
Mentol Kwas szczawiowy Glicerol Glukoza
o] \NH HO O
OH o )\
o) NH o
HO
© OH |
Kwas lewulinowy Kwas benzoesowy 1,3-dimetylokarbamid Kwas mlekowy

Rys. 1 Przykfadowe akceptory wiagzan wodorowych (HBA) stosowane do otrzymywania mieszanin DES.

ILJ'/\/OH ’L+/\”/O' - l!l"/\/F
N N NG N
cl o] cr Br

Chlorek choliny Betaina Chlorek tetrametylo- ~ Bromek 2-fluoroetylo-

amoniowy trimetyloamoniowy
0]
(0]
o (0]

X

H,N \)I\ OH ' " OH
OH
H %
NH, N

Glicyna Alanina Prolina Kwas nikotynowy

Rys. 2 Przyktadowe zwiazki bedace donorami wigzan wodorowych (HBD) stos. do otrzymywania mieszanin DES
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Zwiazki typu HBD, s3 zwiazkami ktére maja zdolno$¢ do dostarczania wigzan
wodorowych, (atoméw wodoru bioracych udziat w tworzeniu wiazan wodorowych), ze
zwiazkiem typu HBA (rys.1). Przyktadowo, w najpopularniejszej literaturowo mieszaninie
eutektycznej chlorek choliny jest zwiazkiem typu HBA, podczas gdy mocznik jest zwiazkiem typu
HBD. W wyniku interakcji, pomiedzy atomami wodoru w grupach -NH, w moczniku oraz
anionem chlorkowym w chlorku choliny, powstaje sie¢ wiazan wodorowych, ktéra stabilizuje

mieszaning i obniza jej temperature topnienia (rys.1) [2].

Jako rozpuszczalniki, mieszaniny gteboko eutektyczne czesto sa uznawane za klase cieczy
jonowych (IL), poniewaz maja wiele wspdlnych cech, takich jak wysoka stabilno$¢ termiczna, niska
lotnos¢, niskie cisnienie pary i regulowana polarnos¢. [3] Dzigki tym wiasciwosciom, mieszaniny
eutektyczne stanowig obiecujace kandydatury na potencjalne zamienniki dla blisko 600
istniejacych lotnych zwigzkéw organicznych, powszechnie stosowanych w badaniach i przemysle.
Ponadto, ciecze jonowe maja tendencje do bycia drogimi, czesto nie biodegradowalnymi
rozpuszczalnikami o réznym poziomie toksycznosci, podczas gdy mieszaniny eutektyczne sa
zazwyczaj tanie, biodegradowalne, nietoksyczne i zdecydowanie tatwiejsze do przygotowania niz

ciecze jonowe [2—4].

Wiekszo$¢ dotychczas przebadanych i opisanych w literaturze mieszanin eutektycznych

klasyfikuje si¢ w obrebie nastepujacych grup:

1. Typ |, ktéry faczy czwartorzedowa s6l amoniowa i chlorek metalu,

2. Typ ll, sktadajacy sie z czwartorzedowej soli amoniowej i hydratu chlorku metalu,

3. Typ lll, skfadajacy sie z soli czwartorzedowej i HBD (zazwyczaj organicznego sktadnika
molekularnego,  takiego jak amid, kwas karboksylowy lub alkohol
wielowodorotlenowy),

4. Typ IV, skiadajacy sig z hydratu chlorku metalu i HBD,

5 Typ V, ktéry jest stosunkowo nowa klasg sktadajaca sie wylacznie z niejonowych

zwiazkéw HBA i HBD.
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Poniewaz mieszaniny eutektyczne zawarte w grupie V, powstaja z niejonowych zwiazkéw
HBA i HBD, a mimo to nadal wykazuja charakterystyki punktu topnienia mieszanin gteboko
eutektycznych, uwaza sig, Zze wiazania wodorowe s3 nie tylko szczegdlnie powszechne w
mieszaninach typu V, ale réowniez sa podstawowym zrédtem ich powstawania [5,6]. Inne rodzaje
mieszanin, ktére trudno przyporzadkowac¢ do tych kategorii, ale rowniez wykazaly znaczne
obnizenie temperatury topnienia w punkcie eutektycznym, takie jak migedzy niektérymi kwasami
i zasadami Bronsteda-Lowry'ego sugeruja, iz inne typy mieszanin eutektycznych nie zostaly jeszcze
odkryte — np. mieszaniny typu LTTM (low temperature transition mixtures [7,8]) — ktore
posiadajg swoj punkt eutektyczny (jednakze nie tak ,,gteboki” jak mieszaniny typu deep eutectic
solvents) réwniez powstajacy na skutek odziatywania wiazan wodorowych. Przygotowanie
kazdego z wyzej wymienionych typéw mieszanin eutektycznych jest stosunkowo tatwe.
Najczesciej stosowana metoda przygotowania jest podgrzewanie i mieszanie sktadnikéw DES w
atmosferze obojetnej, az do uzyskania jednorodnej cieczy. Nie jest w tym przypadku potrzebny
dodatkowy rozpuszczalnik ani nie zachodzi zadna reakcja, rozumiana w tradycyjnym sensie. W
rezultacie nie sa wymagane zadne dodatkowe etapy majace na celu oczyszczenie DES. Przyczynia
sie to do wzrostu potencjatu mieszanin eutektycznych jako ekonomicznie optacalnych alternatyw
dla konwencjonalnych rozpuszczalnikbw organicznych i cieczy jonowych [9-12]. W metodzie
odparowywania sktadniki s3 rozpuszczane w minimalnej ilosci wody, po czym wigkszo$¢ wody jest
odparowywana w prézni w temperaturze 323K. Nastepnie, koncowa mieszanina jest umieszczana
w komorze z zelem krzemionkowym, do czasu stabilizacji swojej masy [13,14]. W metodzie
opartej o ucieranie, oba sktadniki state s3 dodawane do mozdzierza, a nastepnie mielone, az
powstanie przezroczysta, jednorodna ciecz, zwykle réwniez w atmosferze gazu obojetnego. W
metodzie liofilizacji zaréwno HBD, jak i HBA sa rozpuszczane w okoto 5% wagowych wody. Te
dwa roztwory sa mieszane, zamrazane, a nastepnie liofilizowane, aby utworzyé przezroczysta,

jednorodna [9,15] ciecz.
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Pod wzgledem cech fizykochemicznych DES sa zwykle lepkimi, transparentnymi cieczami
o roéznobarwnych odcieniach, od biatego do bursztynowego koloru, lub nieprzezroczystymi
ciatami statymi ponizej temperatury punktu eutektycznego T... [16,17] Charakterystyczna cechy
rozpuszczalnikow eutektycznych jest réwniez ich tendencja do witryfikacji [18,19].
Wystepowanie witryfikacji zalezne jest zaréwno od sktadu mieszaniny jak réwniez od szybkosci
chtodzenia. Dla przyktadu, mieszanina chlorek choliny:mocznik (Ch [CI]:U) ulega procesowi
witryfikacji przy chtodzeniu, w tempie ponizej 5°C/min. Czeste wystgpowanie zjawiska witryfikacji
wsréd  wielu mieszanin  eutektycznych sugeruje powiazanie miedzy obserwowanymi
wiasciwosciami materiatowymi, fundamentalng dynamika molekularng i interakcjami, ktére moga
odpowiada¢ za tak duzy spadek temperatury topnienia mieszaniny ,gteboko” eutektycznej w
poréwnaniu do standardowych mieszanin eutektycznych. W literaturze przedmiotu dominuje
przekonanie, Ze mieszaniny eutektyczne powstaja poprzez samorzutne interakcje
miedzyczasteczkowe [20], ktére sa spowodowane entropia mieszania, oddziatywaniami van der
Waalsa, wiazaniami wodorowymi i/lub wiazaniami jonowymi. Wiedza na temat tego, jak
poszczegodlne czynniki wspoétdziataja, nie zostata jednak jeszcze opisana. Obecnie szacuje sig, ze
ilo§¢ mieszanin eutektycznych moze wynosi¢ od 10¢ - 108 tylko dla kombinacji binarnych, jednakze
juz wiadomo, e istnieja mieszaniny eutektyczne trojsktadnikowe (np. chlorek

choliny:mocznik:glicerol) — Ch[CI]:U:Gly w stosunku molowym 1:1:1).

Ze wzgledu na swoje modyfikowalne wiasciwosci, mieszaniny eutektyczne sa obiecujaca
alternatywa dla istniejacych rozpuszczalnikéw molekularnych, umozliwiajac ich dostosowanie do
optymalizacji wydajnosci, selektywnosci, rozpuszczalnosci, lepkosci, kosztéw lub dowolnej innej
wihasciwosci fizykochemicznej interesujacej w danym przypadku [2,6,21-23]. Zwazywszy na
wspomniang powyzej, ogromna liczbe kombinacji akceptoréw oraz donoréw wiazan
wodorowych (HBA i HBD), znalezienie "optymalnych" mieszanin dla danej aplikacji jest dos¢
trudne. Niemniej jednak, juz dzisiaj mieszaniny eutektyczne, maja wiele potencjalnych zastosowan,

a trwajace badania czesto sie na siebie naktadaja w wielu obszarach. Ze wzgledu na oferowane
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zalety, takie jak niska toksycznos$¢, biodegradowalnos¢, niski koszt i tatwos¢ preparatyki,

rozpuszczalniki te, znalazly juz potencjalne zastosowanie w gateziach przemystu takich jak:

Metalurgia i elektroliza — metale i sole metaliczne wykazuja wysoka rozpuszczalnos¢ i
przewodnictwo elektryczne w mieszaninach eutektycznych, co czyni je pozadanymi
rozpuszczalnikami w procesach ekstrakcji i odzysku metali w roztworze, rafinacji rudy, oraz
proceséw galwanicznych. Abbot i wsp. [13] opracowali preparatyke mieszanin eutektycznych
(DES) sktadajacych sie z chlorku choliny jako akceptora wiazanh wodorowych (HBA) i réznych
kwasow karboksylowych jako donoréw wiazan wodorowych (HBD), wykazujacymi dobre
wiasciwosci do rozpuszczania tlenkéw metali (ZnO, CuO i Fe304), z potencjalnym
zastosowaniem w procesie ekstrakcji metali, potwierdzajac réwniez, ze rozpuszczalnosé
kazdego tlenku metalu jak np., TiO2, V205, Cr203, MnO, Fe203, ZnO, Cu20O itp. zalezy od
uzytego DES, co moze by¢ wykorzystane do selektywnego tugowania metali [24]. Ta sama
grupa badawcza Abbot i wsp. [25] opisata proces umozliwiajacy tugowanie metali (Zn, Pb, Cd
itp.) z pytow powstajacych podczas produkgiji stali w piecu tukowym elektrycznym. Zawarte
w tego rodzaju pytach toksyczne metale (Zn, Pb, Cd itp.), obecne s3 jako tlenki. Autorzy pracy
wykazali mozliwosé¢ tugowania tych metali z pyldbw za pomoca DES skitadajacych sie z
1M chlorku choliny, 0.5M mocznika + 2M glikolu etylenowego. Wydajnosc¢ ekstrakcji cynku
(Zn) wyniosta w tym eksperymencie 70% (wag.). Odzyskiwany metal wytracano w postaci
chlorku cynku, poprzez dodanie amoniaku do mieszaniny eutektycznej. Podobne wyniki badan
przedstawiono w pracy Topgu i wsp. [26] . Opisany proces ekstrakcji metali z zuzla z
konwertora miedzi, za pomoca mieszaniny eutektycznej (chlorek choliny mocznik w stosunku
molowym 1:2), stosowanej jako $rodka do tugowania miedzi i cynku. Zoptymalizowane
warunki (368 K, 48 h) dla procesu tugowania, pozwolity uzyskaé¢ ekstrakcje na poziomie 89,9%

Cu (wag) i65,3% Zn (wag).

1. Separacja — mieszaniny eutektyczne moga by¢ stosowane w zakresie réznych procesow
separacyjnych [27-29], obejmujacych fizyczna separacje dwoch lub wiegcej sktadnikéw od

siebie. Jednym z przyktadéw jest badanie mieszanin eutektycznych w celu ekstrakcji ciecz-
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ciecz mieszanin azeotropowych. W badaniu przeprowadzonym przez Oliveire i wsp.
mieszaniny eutektyczne na bazie chlorku choliny zostaty zbadane pod katem zdolnosci do
separacji mieszaniny azeotropowej etanol-heptan, umozliwiajac catkowity rozdziat
azeotropu [30]. W innych badaniach, hydrofobowe mieszaniny eutektyczne wykazaty
szczegblnie obiecujace wyniki separacji réznych substancji, w tym kwaséw ttuszczowych
lotnych, jonéw metali przejSciowych i jonéw promieniotwoérczych z rozcieficzonych
roztworéw wodnych, w uktadach ciecz-ciecz. [27,31]. Ponad to, mieszaniny eutektyczne
oparte na chlorku choliny, stanowia podstawe wielu badan z zakresu pochtaniania CO,
oraz SO, Powodem tego sa modyfikowalne wiasciwosci mieszaniny, ktére mozna

optymalizowaé w celu poprawy rozpuszczalnosci separowanych gazéw [27].

Systemy energetyczne i technologie baterii — powszechno$¢ stosowania baterii
wielokrotnego fadowania w komputerach i smartfonach, powoduje duze zapotrzebowanie
na materialy umozliwiajace poprawe technologii magazynowania i przetwarzania energii,
przy jednoczesnym zachowaniu funkcjonalnosci i bezpieczenstwa [32]. Mieszaniny gteboko
eutektyczne sa rozwazane jako potencjalne elektrolity [33] dla baterii litowo-jonowych
[34,35], whasnie ze wzgledu na swoja niska palno$é, szeroki zakres temperatury topnienia
oraz wysokie przewodnictwo. Przyktadowo, mieszanina eutektyczna acetamid:LiNO; jako
elektrolit, w obecnosci katody LiFePO4, pozwolita stworzy¢ baterie o pojemnosci 150
mAh/g z wydajnoscia tadowania/roztadowania wynoszaca 99%. Szczegdlna zaleta mieszanin
eutektycznych dla systemdéw magazynowania energii jest fakt, iz w przeciwienstwie do
obecnie stosowanych elektrolitéw, rozpuszczalniki te, s3 jednoczesnie fatwe w

przygotowaniu, tanie i bezpieczne dla srodowiska. [21,36]

Wsréd moich zainteresowan, najciekawsze jednak zastosowanie mieszanin eutektycznych

znajduje sie w obszarze biokatalizy. Biokataliza jest dynamicznie rozwijajacym sie¢ dziatem chemii

organicznej, w ktérym wykorzystuje si¢ enzymy lub odpowiednio zmodyfikowane

mikroorganizmy jako biokatalizatory [37]. Znajduja one zastosowanie m.in. w reakcjach takich jak,

epoksydacja, transestryfikacja, amidacja, hydroliza, czy reakcja tworzenia wiazan typu C-C (wegiel-
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wegiel) [38,39]. Biokataliza obejmuje réwniez badanie naturalnych systemoéw, w ktérych zachodza
te procesy, oraz préby odkrycia nowych reakcji, ktére moga by¢ katalizowane przez enzymy.
Procesy te zwykle prowadzone s3 w roztworze wodnym, dlatego tez ostrozny wybér zaréwno
enzymu, jak i rozpuszczalnika, jest kluczowy, aby wytworzy¢ przydatne produkty. Ponownie,
rowniez w tym aspekcie, mieszaniny eutektyczne wydaja si¢ by¢é bardzo obiecujacymi
rozpuszczalnikami [38,40]. Posiadaja one kilka kluczowych cech, ktore wskazuja na duzy potencjat
w kreowaniu nowych wiasciwosci biokatalitycznych enzymoéw [41,42]. Wiasciwosci mieszanin
eutektycznych, umozliwiajace rozpuszczanie szerokiej gamy zwykle hydrofobowych substratéw
[43], enzymow, oraz innych rozpuszczalnikéw bioaktywnych, czynia je potencjalnymi kandydatami
do zastapienia obecnie stosowanych rozpuszczalnikéw organicznych czy tez cieczy jonowych.
Mimo iz biokataliza zwykle jest prowadzona w roztworze wodnym, mieszaniny eutektyczne,
mozna rowniez z powodzeniem wykorzysta¢ jako alternatywne s$rodowisko reakcji, jako
rozpuszczalniki do trudno rozpuszczalnych w wodzie substratow czy tez jako
wspotrozpuszczalniki w srodowisku reakcji [44]. Badania przeprowadzone przez Patzolda i in. [38]
wykazaly, iz mozliwe jest réwniez tworzenie mieszanin eutektycznych z substratéw, bedacych
jednoczesnie substratami docelowej reakcji enzymatycznej. Odkrycie to podkresla aspekt
wspomnianych mieszanin jako potencjalnych "niestandardowych mediéw reakcyjnych". Przy
odpowiednim wyborze sktadnikéw, mieszaniny eutektyczne moga stuzy¢ zaréwno jako medium
reakgji (dla substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie), jak réwniez jako mieszanina substratéw,

utatwiajac w ten sposob reakcje, ktére nie moga by¢ przeprowadzone w roztworze wodnym.

Biokataliza jest obecnie postrzegana jako alternatywa zawierajaca si¢ w tzw. zielonych
technologiach, mogaca z powodzeniem zastapic wiele proceséw w chemii organicznej. Stosowane
dotychczas jako medium reakcji enzymatycznych uktady woda : systemy buforowe (sktadajace sig
z soli kwaséw organicznych i nieorganicznych) maja bardzo czesto liczne ograniczenia, zwigzane z
niska rozpuszczalnoscia niektérych substratéw reakcji, co powaznie ogranicza zastosowania
enzymow w syntezie organicznej, w skali istotnej przemystowo [45]. W przypadku reakgji

katalizowanych przez enzymy, idealny rozpuszczalnik powinien by¢ nietoksyczny i tatwo
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biodegradowalny. Ponadto powinien gwarantowaé stabilno$¢ oraz nie zaburza¢ sprawnosci
katalitycznej enzymu [46—48]. W tym kontekscie, w literaturze udokumentowano uzycie
hydrofobowych rozpuszczalnikéw organicznych, nadkrytycznych cieczy i cieczy jonowych (IL)
[49-51]. Podobna sytuacja, ma réwniez miejsce w przypadku mieszanin gteboko eutektycznych
[40,52]. W przeciwienstwie jednak do rozpuszczalnikéw organicznych czy tez cieczy jonowych,
mieszaniny eutektyczne s3 uznawane obecnie w literaturze, za rozpuszczalniki zdolne do
przezwyciezenia wigkszodci gtéwnych ograniczen, napotykanych przy uzyciu wspomnianych
tradycyjnych rozpuszczalnikéw organicznych [44]. Zgodnie z badaniami, opisanymi w literaturze,
zwiazki tworzace rozpuszczalniki eutektyczne sa w wielu przypadkach jednoczesnie pierwotnymi
metabolitami organizméw zywych, tj. aminokwasami, kwasami organicznymi, cukrami lub
pochodnymi cholinowymi [53,54]. Powstate z nich mieszaniny eutektyczne moga tworzyé
$rodowisko reakcji dla enzyméw podobne do cytoplazmy, co w praktyce oznacza, ze enzymy
moga przeksztatca¢ nienaturalne substraty w naturalnym srodowisku (lub bardzo do naturalnego

zblizonym). W szczegdlnosci ma to znaczenie dla enzymatycznej hydrolizy.

|.I Biokataliza z udziatem enzymow.

W poréwnaniu z tradycyjna hydroliza kwasowa czy tez zasadowa, hydroliza enzymatyczna
wymaga mniejszej energii aktywacji i wzglednie tagodniejszych warunkéw prowadzenia reakcji (w
przyblizeniu, w zakresie temperatury 40-60°C i pH 4-9) [55]. Ponad to, w przeciwienstwie do
typowej reakcji hydrolizy kwasowej i zasadowej, reakcje z udziatem enzyméw hydrolitycznych
zwykle nie prowadza do wytwarzania toksycznych produktéw posrednich zapewniajac tym samym
niski stopien degradacji i korozji instalacji, brak produktéw ubocznych, i brak szkéd
$rodowiskowych. Hydrolazy to grupa enzyméw zdolnych do katalizowania rozktadu réznego
rodzaju wiazan chemicznych przy uzyciu wody. Naturalna ich rola w organizmach zywych, jest
dekompozycja skiadnikéw odzywczych poprzez rozktadanie ich na mniejsze czasteczki (np.

czasteczka laktozy hydrolizowana jest przez [-galaktozydaze do podjednostek
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monosacharydowych jak glukoza i galaktoza). Dodatkowo enzymy w tym oczywiscie
hydrolityczne, wykazuja wysoka stereoselektywnos$¢: Ze wzgledu na ich wszechstronnos¢ pod
wzgledem wiasciwosci katalitycznych, hydrolazy sa kluczowymi enzymami w wielu procesach
prowadzonych na skale przemystowa. Mechanizm ich dziatania oparty na hydrolizie kwasowo
zasadowej wymaga obecnosci nukleofilowej grupy funkcyjnej w miejscu aktywnym (np. grupe
karboksylowa kwasu asparaginowego w pepsynie, grupe hydroksylowa seryny w proteazach
serynowych lub tiolowa cysteiny w proteazach cyteinowych/tiolowych jak np. papaina), ktéra
»atakuje” odpowiedni substrat elektrofilowy, tworzac kowalencyjny, stan przejsciowy acylo-
enzym [56—58]. Nastepnie, czasteczka wody lub inny nukleofil, wykorzystywana jest do hydrolizy
wiazania acyl-enzym w wyniku czego uwalniana jest czasteczka substratu a enzym moze ponowie

rozpocza¢ poprzez zwiazanie substratu kolejny cykl katalityczny [59].

Nalezy jednak podkredli¢, ze opisany powyzej mechanizm reakcji, posiada specyficzne
obostrzenia, ktére sa pochodng struktury katalizatora. Kluczowym elementem struktury
molekularnej enzymu-6w jest centrum aktywne, ktérego budowa pozwala na prowadzenie reakgji
z nizszym nakfadem energii w poréwnaniu do tradycyjnych katalizatoréw stosowanych w syntezie
réznego rodzaju zwiazkdéw chemicznych. Struktura przestrzenna centrum aktywnego enzymoéw
pozwala na szybkie i (unieruchamianie) substratu i optymalng orientacje wzgledem grup
funkcyjnych aminokwaséw bezposrednio zaangazowanych w przeksztatcanie go w produkt.
Ponadto struktura obszaru katalitycznego enzymu pozwala na destabilizacje struktury substratu,
co czesto jest kluczowym etapem aktu katalitycznego [58]. Za ten mechanizm odpowiadaja m.in.
rozkfad tadunku w centrum aktywnym i jego poblizu oraz ilos§¢ obszaréw/grup hydrofilowych i
hydrofobowych w strukturze centrum aktywnego enzymu. Wymienione wiasciwosci obszaru
katalitycznego enzymdw determinuja ich specyficznosc i selektywnos¢, a takze odpowiadajg za
zdolno$¢ tych biokatalizatoréw do ,rozrézniania” nawet bardzo zblizonych strukturalnie
zwiazkéw chemicznych, takich jak czasteczki substratu. Dzigki temu enzymy mozna stosowac jako
katalizatory chemoselektywne, regioselektywne i stereospecyficzne. W4réd enzymoéw z klasy

hydrolaz dotyczy to przede wszystkim grup:
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Glikozydazy (EC 3.2.1): katalizujacych hydrolize wiazan glikozydowych wysoce
regioselektywne i stereospecyficzne. Na przyktad, B-galaktozydaza z Escherichia coli jest
znana ze swojej zdolnosci do specyficznej hydrolizy wiazan B-glikozydowych, co jest
kluczowe w procesie wspomnianego wczesniej, metabolizmu laktozy [60]. Nie jest w
jednak zdolna do przeprowadzi¢ hydrolizy cellobiozy mimo takiego samego typu wiazania
glikozydowego — gdyz istnieja zbyt duze roéznice strukturalne pomiedzy wspomnianymi
disacharydami.

Lipazy (EC 3.1.1.3): katalizujacych hydrolize estréw glicerolu. Sa one wysoce
chemoselektywne, regioselektywne i stereospecyficzne. Na przyktad, lipaza z Candida
antarctica (CALB) jest znana ze swojej regioselektywnosci i stereospecyficznosci w
produkcji estréw enancjomerycznie czystych [61]. CALB jest czgsto stosowana w
przemy$le do produkcji biodiesla, gdzie katalizuje transestryfikacje troéjglicerydéw z
metanolem do formowania estréw metylowych [49,62].

Proteazy (EC 3.4): katalizujacych hydrolize wiazan peptydowych. Sa one wysoce
chemoselektywne, katalizujac hydrolize specyficznych wiazan peptydowych. Na przykiad,
trombina jest proteaza, ktéra specyficznie rozpoznaje i hydrolizuje wiazania peptydowe

po argininie w sekwencji peptydowej [63].

Dodatkowo nalezy zauwazy¢, iz struktura enzymu moze ulega¢ istotnym zmiang podczas

katalizy wynikajacym z koniecznosci optymalizacji wtasciwosci Srodowiska reakcyjnego jakim jest
obszar katalityczny (centrum aktywne ) w strukturze enzymu. W ten sposéb centrum aktywne
,dostosowuje” sie wihasciwosci fizykochemicznych okreslonego rodzaju substratu, gwarantujac
stabilne jego wiazanie [64]. W zaleznosci od potrzeb struktura enzymu moze ulegaé¢ wigkszym
badz mniejszym zmianom konformacyjnym, w zaleznosci od witasciwosci fizykochemicznych
substratu oraz charakteru katalizowanej reakcji. W trakcie, gdy substrat oddziatuje z enzymem,
odpowiednio rozmieszczone tancuchy boczne aminokwaséw tworzacych miejsce aktywne,

umozliwiaja prowadzenie wydajnej katalizy. W przypadku niektérych enzymoéw, takich jak np.
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glikozydazy, w skutek oddziatywan z enzymem czasteczka substratu réwniez nieznacznie zmienia
ksztatt, zblizajac si¢ do miejsca aktywnego. Tego typu indukowane dopasowanie zwigksza
wierno$¢ rozpoznania molekularnego substratu w obecnosci konkurencji gwarantujac, poprzez
mechanizm korekty konformacyjnej, specyficzno$¢ substratowa biokatalizatora [65]. Z punktu
widzenia klasycznej syntezy chemicznej, opisana powyzej selektywnos$é jest bardzo pozadang
wiasciwoscig i cechg biokatalizatoréw. Mimo, iz kazde zdarzenie katalityczne sktada sie z minimum
trzech etapéw (zazwyczaj wiekszej liczby) niemniej jednak gtéwna zaleta enzymédw, jest ich
zdolno$¢ do katalizowania reakcji ze zdumiewajaca szybkoscia - wszystkie one zachodza w
przeciagu kilku milisekund. Najbardziej wymagajacym z wspomnianych etapéw cyklu
katalitycznego, jest efektywna stabilizacja stanu/-6w przejSciowych. Jest to etap biokatalizy
decydujacy o przebiegu catego procesu, charakteryzujacy sie powstaniem tak zwanej struktury
stanu przejSciowego, ktéra znajduje sie pomigdzy strukturami chemicznymi substratéw i
produktéw. Przyjmuje sig, Ze stany przejsciowe reakcji enzymatycznych charakteryzuja si¢ czasem
trwania rzedu 10" sekundy (tj. czasu drgan pojedynczego wiazania), co obrazuje, dlaczego
struktura stanu przejsciowego ma kluczowe znaczenie dla katalizy enzymatycznej. Wszelkie
zaburzenia tego stanu, (na przyktad zmiany konformacyjne biatka wynikajace z wptywu srodowiska
reakcji — nowego rozpuszczalnika), modyfikuja zdolnosci operacyjne biokatalizatora, badz tez, w
ostatecznosci, prowadza do jego catkowitej inaktywacji. W tym miejscu warto wspomnieg, iz
zmiany konformacyjne enzymu, wynikajace z wptywu rozpuszczalnika, w ktérym wspomniane
biatko sie znajduje, moga prowadzi¢ do ,,aktywowania” innej zdolnosci katalitycznej niz natywna
aktywnos¢ katalityczna w $rodowisku wodnym. Jednymi z bardziej znanych enzyméw
posiadajacych takie wiasciwosci s lipazy, katalizujace nie tylko reakcje hydrolizy estréow, ale
réowniez katalizujace reakcje estryfikacji, transestryfikacji, reakcje syntezy amidéw badz tez reakcje
aminolizy. Zdolnosci te, wynikaja z unikalnej wtasciwosci biokatalizatoréw, a mianowicie z tak
zwanej “pamieci ksztattu” w zaleznosci od wartosci pH srodowiska [66]. Grupy jonogenne biatek,
zachowuja bowiem swdj ostatni stan jonizacji zaréwno po odwodnieniu, jak i po umieszczeniu w
rozpuszczalnikach organicznych. Dzigki temu, enzymy zliofilizowane z wodnych roztworéw o pH

optymalnym do katalizy danej reakcji, pozwalaja zwiekszy¢, czasem setki razy, szybkos¢ reakcji w
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rozpuszczalnikach organicznych. Opisany stan jonizacji, w rozpuszczalnikach organicznych mozna
rowniez optymalizowa¢, (tym samym maksymalizowaé aktywnos$é enzymatyczna), przez dodanie
odpowiednich par buforowych kwaséw i ich sprzezonych zasad [66]. Badania nad zastosowaniem
enzyméw w tradycyjnych rozpuszczalnikach organicznych takich jak toluen, heptan, heksan,
DMSO czy acetonitryl, udowadniaja, ze nie dochodzi do denaturacji biatka, przeciwnie, enzymy
pozostaja stabilne i aktywne [67]. Jednym z bardziej popularnych przyktadéw takich enzymow sa
lipazy (EC 3.1.1.3) katalizujace hydrolize estréw. Enzymy te dodatkowo, w zaleznosci od
rozpuszczalnika, moga réwniez katalizowaé reakcje niemozliwe do przeprowadzenia w
$rodowisku wodnym. W tym aspekcie wyrézni¢ szczegdlnie nalezy lipaze izolowang z komérek
drozdzy Candida antarctica (CALB), ktoéra jest jednym z najczesciej stosowanych enzyméw w
chemii organicznej oraz w przemysle [61]. CALB jest znana ze swojej stabilnosci w
rozpuszczalnikach organicznych takich jak toluen, heptan, acetonitryl, DMSO, jak réwniez w
niektérych cieczach jonowych np. [BMIM*][Br] czy [EMIM*][EtSO;7] [68]. Dzigki tej wtasciwosci,
mozliwe jest prowadzenie reakcji estryfikacji, transestryfikacji czy amidacji z udziatem
wspomnianej lipazy. Podobnie subtylizyna (proteaza serynowa) — wytwarzana przez
Bacillus subtilis, znana jest ze swojej stabilnosci w rozpuszczalnikach organicznych takich jak
DMSO, N,N-dimetyloformamid, glikol propylenowy, dioksan czy glicerol. Stabilno§¢ wspomnianej
proteazy, umozliwia prowadzenie reakcji syntezy peptydéw, w rozpuszczalniku DMF. Warto przy
tym zwrdcié uwage, iz stosowanie rozpuszczalnikow organicznych oraz ich mieszanin, pozwala
skutecznie wptywaé na selektywno$¢ enzymatyczng, w tym substratowa stereo- regio- i
chemoselektywnos¢, umozliwiajac w ten sposéb prowadzenie reakcji odwrotnej w stosunku do
reakcji w wodzie. Przyktadem wspomnianych powyzej wiasciwosci, sa miedzy innymi reakcje
katalizowane przez zaréwno lipazy jak i proteazy. Synteza maslanu butylu z maslanu winylu i 1-
butanolu katalizowana przez lipaze (CALB) w srodowisku cieczy jonowej [BMIM*][PF67] z
dodatkiem trimetyloaminy cechuje 95% regioselektwynos¢ w stosunku do 80% wobec reakcji
prowadzonej w czystej cieczy [BMIM*][PF67] [68]. Niestety, wigkszo$¢ enzymodw hydrolitycznych,
wykazuje zdecydowanie nizsza aktywnos$¢ w rozpuszczalnikach organicznych niz w wodzie.

Wynika to z obnizonej elastycznos$ci strukturalnej enzymu, gdyz w s$rodowiskach wodnych
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enzymy posiadaja ruchliwos¢ konformacyjna niezbedng do optymalnej katalizy, czego nie posiadaja
w $rodowisku pozbawionym wody. Co ciekawe, w przypadku roztworéw wodnych mieszanin
eutektycznych, aktywnos¢ katalityczna enzymdw, bardzo czesto osiaga wyzsze wartosci, niz w
przypadku tradycyjnego s$rodowiska wodno-buforowego [69-71]. Jednym z ciekawszych
przyktadéw prowadzenia reakcji enzymatycznych w $rodowisku wodnym zawierajacym
dodatkowo mieszaning eutektyczna, jest Praca Cao i wsp. opisujaca asymetryczng biokatalize 1,2-
epoksyoktanu, ktéry zostat zhydrolizowany do (R)-1,2oktanodiolu przy uzyciu hydrolazy
epoksydowej soi (SEH) [72]. Opisana reakcja w srodowisku zawierajacym mieszaning eutektyczng
(Ch[CI]:U;PBS 15% v/v), osiagneta wydajnos¢ 41% oraz czysto$¢ enancjomeryczng na poziomie
81%. Podobne obserwacje poczyniono w badaniach autorstwa Weiza i wsp., w ktérych to
wykorzystano diglikozydaze do przeprowadzenia hydrolizy hesperydyny. We wspomnianej reakgji
mieszanina eutektyczna zostata wykorzystana jako wspétrozpuszczalnik, aby zniwelowaé problem
niskiej rozpuszczalnos¢ flawonoidéw w s$rodowisku wodnym [73] Reakcja deglikozylacji w
$rodowisku mieszaniny eutektycznej chlorek choliny: glicerol lub chlorek choliny:glikol etylenowy
(stosunek molowy 1:2)] przeprowadzona zostata w uktadzie 40% — 60% bufor NaHPO, (v/v)]. W
badaniach tych autorzy wykazali wptyw poszczegdélnych sktadnikéw wspomnianej mieszaniny
eutektycznej na przebieg reakc;ji jak i na stabilno$¢ oraz aktywnos$¢ enzymu, wskazujac, iz zaréwno
mieszaniny z gliceryna jak i glikolem etylenowym sa w stanie znacznie zwigkszy¢ aktywnos¢
enzymu. Podobnie Peng i wsp. badali wptywy réznych ilosci rozpuszczalnikéw eutektycznych na
hydrolaze epoksydowa z fasoli mung, w buforze fosforanowym [74]. Wykazali oni, iz 10% (v/v)
dodatek ukfadu chlorek choliny:glikol trietylenowy (TEG) (stosunek molowy 1:4) spowodowat
poprawe czystosci enancjomerycznej produktu z 83% do 88%. W przypadku zwiekszonej ilosci
mieszaniny eutektycznej w $rodowisku reakcji (z 10% do 30%), uzyskano wzrost czystosci
enancjomerycznej z 88% do 94% (niestety kosztem obnizonej wydajnosci). Podobne obserwacje
w reakcji hydrolizy enzymatycznej opisane zostaty w pracy Xu i wsp. Uzyskane wyniki badan nad
aktywnoscia

B-glukozydazy w uktadzie mieszanina eutektyczna : bufor fosforanowy [(Ch[Cl]:glikol

propylenowy 1:2; bufor NaHPO,4 w stosunku 50:50 (v/v)] dla reakcji hydrolizy p-nitrofenylo-pB-
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glukopiranozydu wykazaty, iz aktywnos$¢ biokatalizatora wzrosta o 225% wzgledem reakcji w
czystym buforze fosforanowym [75]. Dodatkowo, powyzsze badanie wykazato, iz w przypadku
czystej mieszaniny eutektycznej, dochodzi do dezaktywacji enzymu, podczas gdy 6% dodatek
wody (v/v) eliminuje ten efekt, maksymalizujac parametry kinetyczne enzymu. Podobnie Yang i
wsp. w 2019 roku przeprowadzili hydrolize oleju z orzeszkéw piniowych w mieszaninie
eutektycznej, uzywajac jako biokatalizatora lipazy PS do przygotowania wolnych kwaséw
tluszczowych. Hydroliza byta przeprowadzana przy uzyciu mieszaniny chlorek choliny:mocznik
(stosunek molowy 1:2) jako wspétrozpuszczlanika w wodzie, gdzie eutektyk stanowit dodatek na
poziomie 43%. Prowadzona reakcja, pozwolita uzyska¢ wydajnosé reakcji hydrolizy na poziomie
89% - przeliczajac na zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczowych otrzymanych jako produkty [76].
Podobnie w przypadku eksperymentu opisanego w pracy Zang i wsp. obecno$¢ mieszaniny
eutektycznej w Srodowisku reakcji okazafa si¢ kluczowa, dla hydrolizy kwercetyny za pomoca
enzymu hydrolizujacego rutyne, poniewaz rozpuszczalno$¢ kwercetyny w mieszaninach
eutektycznych jest nieporéwnywalnie wieksza niz w wodzie [0.00215 g/L — w wodzie; 35.5 g/L w
uktadzie Ch[CI]:1,2-Propanodiol-woda (7%)]. Najwyzsza efektywnos$¢ hydrolizy, w opisywane;j
reakcji, wynoszaca 291,57 mg/g zostata osiagnigta przy 80% stezeniu mieszaniny eutektycznej

(chlorek choliny : glicerol w stosunku molowym 1:1) w wodzie [77].

Opisane powyzej przyktady wykorzystania nietradycyjnych rozpuszczalnikéw w procesach
z wykorzystaniem biokatalizatoréw to fragment obecnie opisanej wiedzy w tym zakresie.
Niemniej jednak stanowia one dowdd na znaczacy postep w rozwoju bardziej zrownowazonych
proceséw oraz pokazuja potencjat enzymoéw jako skutecznych biokatalizatoréw oraz zalety

prowadzenia reakcji biokatalizy w $rodowisku zawierajacym mieszaniny eutektyczne.
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Il Cel pracy

Hipoteza proponowanych badan zaktada, iz mieszaniny eutektyczne zawierajgce sole choliny
mogg znaczgco wptywac na efektywnosc¢ i specyficzno$é enzymatycznych reakcji hydrolizy.
Hipoteza ta opiera sie na zatozeniu, ze sole choliny, mogg tworzy¢ unikalne mikrosrodowiska,
ktére mogg wptywac na strukture i funkcje enzymodw, a tym samym na przebieg reakcji hydrolizy.
W szczegdlnosci, sole choliny mogg wptywac na stabilno$é enzymoéw, ich aktywnosé katalityczng
oraz selektywnos¢ wobec substratéw. Dodatkowo, hipoteza ta sugeruje, ze w zaleznosci od
anionu obecnego w soli choliny mozna zaobserwowac rézny wptyw na enzymatyczne reakcje
hydrolizy, co otwiera mozliwos¢ optymalizacji tych reakcji poprzez dobdér odpowiedniej soli
choliny. Hipoteza proponowanych badan, zaktada, iz zréinicowany sktad mieszanin
eutektycznych moze mie¢ wptyw na parametry operacyjne badanych enzymoéw, a oddziatywania
pomiedzy mieszaninami soli choliny oraz strukturg enzymu, mogg dostarczyé podstawowej
wiedzy na temat uzytecznosci mieszanin soli choliny w enzymatycznych reakcjach hydrolizy z

udziatem enzymdw z grupy hydrolaz.

Hipotezy:

1. Rodzaj anionu obecnego w soli choliny determinuje zdolno$é soli choliny do tworzenia
wigzan wodorowych oraz mieszanin typu DES i LTTM, co bezposrednio przekfada sie na

wiasciwosci fizykochemiczne tychze mieszanin (publikacja P1-P3).

2. Rodzaj zwigzku HBD ma bezposredni wptyw na witasciwosci fizykochemiczne mieszanin

soli choliny (publikacja P1-P3).

3. Interakcje anionu obecnego w soli choliny oraz rodzaj uzytego zwigzku HBD, bezposrednio
wptywa na wtasciwosci fizykochemiczne mieszanin soli choliny oraz na ich zdolno$é do

stabilizacji enzyméw. (publikacja P1-P3).
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4. Stabilnos¢ termiczng mieszanin soli choliny ze zwigzkami HBD, jest odzwierciedleniem sity
wigzan wodorowych obecnych w mieszaninie oraz jest zalezna od anionu obecnego w

danej soli choliny (publikacja P1-P3).

5. Stezenie mieszaniny soli choliny ze zwigzkami HBD, w $srodowisku wodnym, determinuje
stabilnos$¢ oraz aktywnos¢ enzymoéw hydrolitycznych w medium reakcyjnym (publikacja

P1-P2).

6. Mieszaniny soli choliny, w zaleznosci od stezenia w medium reakcyjnym, wptywajg na
zwiekszenie parametréw operacyjnych enzymoéw hydrolitycznych, w procesach

biokatalizy (publikacja P1-P3).

Cele badawcze:

Gtéwnym celem publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego i stanowigcych

podstawe do ubiegania sie o stopier naukowy doktora, byto:

1. Synteza i charakterystyka mieszanin typu DES i LTTM powstatych z réznych soli
choliny

2. Badania nad wykorzystaniem mieszanin DES i LTTM jako nowego $rodowiska lub
modyfikatora srodowiska reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziatem wybranych

enzymoéw z grupy hydrolaz

Cele szczegdtowe:

1. Ocena wptywu strukturalnych cech anionéw soli choliny na wtasciwosci fizykochemiczne
mieszanin soli choliny ze zwigzkami HBD (publikacja P1-P3).

2. Ocena wptywu typu zwigzku HBD na wtasciwosci fizykochemiczne mieszanin soli choliny
ze zwigzkami HBD (publikacja P1-P3).

3. Ocena wptywu soli choliny na aktywno$é i stabilnos¢ enzymdéw hydrolitycznych
(B-galaktozydazy oraz lipazy) w procesach biokatalizy (publikacja P1-P3).
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4. Ocena wptywu niskich stezen mieszanin soli choliny ze zwigzkami HBD na stabilizacje i
aktywnos¢ enzymow hydrolitycznych B-galaktozydazy oraz lipazy (publikacja P1-P3).

5. Ocena przydatnosci mieszanin soli choliny ze zwigzkami HBD jako srodowiska reakcyjnego
w biokatalizie, ze szczegélnym uwzglednieniem zwiekszenia wydajnosci i stabilnosci
enzymow (publikacja P1-P3).
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Il Omowienie wynikow badan

Praca doktorska opisuje preparatyke soli choliny oraz ich mieszanin ze zwigzkami HBD,

charakterystyke fizykochemiczng nowopowstatych mieszanin oraz ich zastosowanie w reakcjach

hydrolizy z udziatem wybranych enzyméw z grupy hydrolaz — B-galaktozydazy oraz lipazy.

Wykorzystane wyniki badan przedstawione zostaty w cyklu trzech publikacji:

[P1]

[P2]

[P3]

Jakub Hoppe, Radoslaw Drozd, Ewa Byzia, Marcin Smiglak, Deep eutectic solvents
based on choline cation - Physicochemical properties and influence on enzymatic
reaction with B-galactosidase,

International Journal of Biological Macromolecules, IF = 5.48 MEiN =140

Volume 136, 1 September 2019, Pages 296-304
Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Magdalena Szymanska, Radostaw Drozd, Marcin Smiglak,
Acceleration of lactose hydrolysis using B- galactosidase and deep eutectic solvents
Food Chemistry, IF = 7.51 MEIN = 200

Volume 384, 1 August 2022, 132498
Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Magdalena Szymanska, Patryk Bielecki, Radoslaw Drozd,
Marcin Smiglak An Effect of choline lactate based low transition temperature
mixtures on the lipase catalytic properties

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, IF = 5.99 MEiN = 100

Volume 216, August 2022, 112518

Pierwsza publikacja [P1] dotyczy poréwnania wptywu poszczegdlnych uktadow mieszanin chlorku

oraz octanu choliny na reakcje hydrolizy z udziatem enzymu B-galaktozydazy. Otrzymana w ten
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sposob grupa zwigzkéw zostata scharakteryzowana fizykochemicznie pod wzgledem gestosci,
lepkosci, przewodnictwa, stabilnosci termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak
rowniez pod wzgledem wptywu na stabilnos¢ oraz aktywnosé enzymatyczng B-galaktozydazy, w

reakcji z syntetycznym substratem - ortonitrofenylo-B-galaktozydem (ONPG).

Druga publikacja [P2] dotyczy analizy wptywu uktadéw mieszanin lewulinianu choliny ze
zwigzkami HBD na reakcje hydrolizy z udziatem enzymu B-galaktozydazy. Otrzymana w ten sposéb
grupa zwigzkéw zostata scharakteryzowana fizykochemicznie pod wzgledem gestosci, lepkosci,
przewodnictwa, stabilno$ci termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak réwniez
pod wzgledem wptywu na stabilnos¢ oraz aktywnos¢ enzymatyczng. Dodatkowo, wyznaczona

zostata kinetyka reakcji dla naturalnego substratu — laktozy — dla enzymu B-galaktozydazy.

Trzecia publikacja cyklu [P3] dotyczy analizy wptywu uktadédw mieszanin mleczanu choliny ze
zwigzkami HBD na reakcje hydrolizy z udziatem enzymu lipazy. Otrzymana w ten sposéb grupa
zwigzkéw zostata scharakteryzowana fizykochemicznie pod wzgledem gestosci, lepkosci,
przewodnictwa, stabilno$ci termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak réwniez
pod wzgledem wptywu na stabilnos¢ oraz aktywnos¢ enzymatyczng. Dodatkowo, wyznaczona
zostata temperatura rozfatdowania enzymu oraz wydajnos$é reakcji transestryfikacji z uzyciem

enzymu lipazy candida antarctica.

1.1 Selekcja oraz preparatyka wybranych soli choliny oraz ich

mieszanin

Wspomniana wczes$niej specyfika prowadzenia reakcji enzymatycznych, jak réwniez swoista
,delikatnos¢” samego biokatalizatora, powoduje, iz wiekszo$¢ prowadzonych obecnie badan nad

reakcjami enzymatycznymi w nowych rozpuszczalnikach, skupia sie wokot dos¢ waskiej grupy,
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zarébwno samych rozpuszczalnikow, jak i enzyméw [2,6,22,45,78]. Podyktowane to jest,
podstawowym kryterium operacyjnym prowadzenia reakcji biokatalizy — stabilnoscig oraz
aktywnoscig danego biokatalizatora w danym/nowym rozpuszczalniku [79,80]. Niestety, na
chwile obecng nie istnieje zadna metoda, pozwalajgca przewidywac¢ zachowanie wybranego
enzymu w wybranym rozpuszczalniku, a wiekszo$¢ badan prowadzonych jest metoda
przesiewowgq [38]. Niemniej jednak, ze wzgledu na specyfike zaréwno cieczy jonowych jak i
mieszanin eutektycznych (opartych o czwartorzedowe sole amoniowe), za relatywnie dobry
punkt startowy do badan wptywu mieszanin eutektycznych soli choliny na zdolnosci operacyjne
koenzymow hydrolitycznych, przyjatem miejsce danego jonu (kationu i anionu) w szeregu
liotropowym, zwanym szeregiem Hofmeistera. Szereg Hofmeistera to klasyfikacja jonédw wedtug
ich wtasciwosci liotroficznych, co oznacza zdolnos¢ wsalania i wysalania biatek. Skutki tych zmian
zostaty po raz pierwszy opracowane przez Franza Hofmeistera, ktéry badat wptyw kationow i
anionéw na rozpuszczalnosé biatek w roztworach wodnych. Hofmeister odkryt szereg soli, ktére
majg  spojny  wptyw na  rozpuszczalno$¢  biatek, oraz na stabilnos¢ ich
struktury drugorzedowej i trzeciorzedowej. Opisane dotychczas wyniki badan wykazaty, ze u
podstaw mechanizmu szeregu Hofmeistera, lezy zmienno$¢é energii solwatacji miedzy jonami, a
otaczajgcymi czgsteczkami[81,82]. Badania chemii kwantowej sugerujg natomiast, iz
pochodzenie szeregu Hofmeistera, wynika z oddziatywan elektrostatycznych. Warto w tym
miejscu zwrécié uwage, iz ze wzgledu na rézny charakter  jondéw
(hydrofobowy/hydrofilowy/amfifilowy), czwartorzedowe sole amoniowe (w tym sole choliny)
oddziatujg z niepolarnymi/polarnymi oraz natadowanymi obszarami powierzchni biatek na swdj

wiasny, specyficzny sposéb.

Wiele opisanych w literaturze badan, wykorzystujgcych metody dynamiki molekularne;j,
pokazuje (Rys. 3-8), ze stezenie kationdw przewyzsza stezenie aniondw na powierzchni biatka,
niezaleznie od fadunku biatka [83]. Zaobserwowane zaleznosci oraz opisane wyniki badan,
ttumaczone sg wystepowaniem sieci wigzan wodorowych gtéwnie pomiedzy anionami soli, a
rozpuszczalnikiem (wodg). Kationy, ze wzgledu na swoje wtasciwosci fizykochemiczne, nie sg w
stanie w pefni uczestniczy¢ w sieci wigzan wodorowych z wodg, w taki sam sposdb jak aniony.

Moga oczywiscie tworzyé wigzania wodorowe z czgsteczkami wody, ale zdolno$é do tworzenia
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tych wigzan jest czesto ograniczona przez strukture kationu oraz dystrybucje tadunku. Kationy z
dtugimi tancuchami alkilowymi mogg mie¢ ograniczong zdolnos¢ do tworzenia wigzan
wodorowych z wodg, nie tylko ze wzgledu na hydrofobowy charakter tych faricuchéw.
Dodatkowo, tadunek kationu, ktéry moze by¢ na tyle mocno rozproszony, ze nie ma wystarczajgco
silnego pola elektrycznego w poblizu konkretnych atomow, ktére mogtyby utworzyé wigzania

wodorowe.

Aniony natomiast, ktére majg dodatkowe elektrony, tworzg silniejsze pola elektryczne
wokot swoich atomoéw, co zdecydowanie utatwia tworzenie wigzan wodorowych i faworyzuje w
efekcie udziat anionéw w tworzeniu sieci wigzan wodorowych z rozpuszczalnikiem (wodg). W
rezultacie, kationy w zdecydowanie mniejszym stopniu biorg udziat w tworzeniu sieci wigzan
wodorowych, co w przypadku reakcji biokatalizy w wodzie, powoduje, iz kationy sg niejako
zmuszone do interakcji z biatkiem, gdyz woda tworzy sie¢ wigzan wodorowych gtéwnie z
anionami. Biatka, podobnie jak kationy, ze wzgledu na swg strukture oraz rozktad tadunku, nie sg
w stanie w petni uczestniczy¢ w sieci wigzan wodorowych z anionami i czgsteczkami wody, co
czyni je atrakcyjnym miejscem dla kationdw do interakcji. Oczywiscie, negatywnie natadowane
aminokwasy przyciggajg wiecej kationdw do powierzchni enzymu, ale nadal sg w konkurencji z
czgsteczkami  wody, ktére mogg tworzyé wigzania wodorowe z aminokwasami

powierzchniowymi, w przeciwienstwie do kationéw.
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Rys. 3 Schemat interakgji kationu (z lewej) oraz anionu (z prawej), z niepolarnym oraz polarnym
fragmentem powierzchni. Po lewej oddzialywania pomiedzy hydrofobowymi aminokwasami przy
powierzchni biatka, a hydrofobowymi tancuchami obecnymi w kationie. Po prawej oddziatywania
wynikajace z tworzacych sie pomiedzy aminokwasami przy powierzchni biatka, a anionem lub
kationem z uzyciem wiazan wodorowych [84-86].

Chociaz stezenie kationdw przy powierzchni biatka podawane w literaturze jest jako
zwykle wyzsze niz aniondw to jednak sredni czas przebywania anionu przy powierzchni biatka
opisany jest jako znacznie dtuzszy. Ze wzgledu na silne interakcje anionéw (m.in w postaci wigzan
wodorowych), zaréwno z rozpuszczalnikiem jak i z dodatnio natadowanymi aminokwasami na

powierzchni biatka, w wielu badaniach obliczeniowych podkresla sie wtasnie role anionéw, jako

ugrupowan o najwiekszym wptywie na biatko [83,85,87,87].

@
-

Rys. 4 Schemat interakcji kationy (z lewej) oraz anionu (z prawej), z ujemnie oraz dodatnio
natadowana powierzchnia biatka, wskutek oddziatywan elektrostatycznych, przy jednoczesnym
konkurencyjnym zachowaniu wody i jej zdolnosci do wiazania sie z biatkiem z uzyciem wiazan
wodorowych. [84-86]
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Rys. 5 Schemat interakcji anionu, z dodatnio naladowana powierzchnia biatka, w skutek
oddzialywan elektrostatycznych, przy jednoczesnym zachowaniu wiazan wodorowych z woda
[86,88].

Przyktadem opisanych powyzej oddziatywan, jest praca Liem Bui-Le i wspdtpracownikéw,
analizujgca, przy uzyciu spektroskopii NMR, oddziatywania pomiedzy biatkiem zielonej
fluorescencji, a cieczami jonowymi. Przebadane zostaty ciecze jonowe z kationem 1-butylo-3-
metyloimidazoliowym oraz 1-butylo-1-metylopirolidyniowym wraz z anionami: chlorkowym,
octanowym oraz trfilatowym (-OSO,CF3)]. Opisane wyniki badan pokazujg, ze w przypadku obu
cieczy jonowych z anionem octanowym, najwieksze przesuniecia wystgpity gtéwnie wewnatrz
biatka, bez wyrainej preferencji dla polarnych czy hydrofobowych taicuchéw bocznych
aminokwaséw. Podobnie, w przypadku cieczy z anionem chlorkowym, nie byto wyraZznej
preferencji dla polarnych czy hydrofobowych reszt aminokwasowych. Natomiast w przypadku
cieczy z anionem trfilatowym — zaobserwowano znaczgce zmiany w przesunieciach sygnatéw na
widmie N NMR. Sygnaty pochodzace od hydrofobowych reszt aminokwasdéw na powierzchni
biatka, oddziatujgce silnie z anionem — tlumaczg tym samym efekt rozfatdowania biatka w

obecnosci wspomnianych cieczy. [89]
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Rys. 6 Schemat mechanizmu rozfaldowania enzymu na skutek oddzialywan pomiedzy anionem
czwartorzedowej soli amoniowej, a powierzchnia biatka [6,86,89].

Podobne obserwacje opisat w swej pracy Weingartner i wsp. odnoszac sie szeregu Hoffmeistera,
oraz czwartorzedowych soli amoniowych [90]. Zaproponowat on podziat cieczy jonowych, ze
wzgledu na wptyw struktury kationu i anionu na stabilnos¢ biatka ribonuclease A, zgodnie z

szeregiem dla kationow:

N1111" || Ch* > Na222" = C;mim* = Guat > CaCipy" > Camim* = N33zt > Cemim* = Naaasa®

gdzie Ch* - kation choliny, Gua® - kation guanidyny
oraz dla aniondw:
S042 > H,P04 > CH3COO > CI | | EtSO4™ > BF4 > OTf > SCN™ = N(CN)2 >> NTfy

Weingartner wykazat, iz jony po lewej stronie || stabilizujg rybonukleaze, podczas gdy
jony po prawej destabilizujg. Odkrycie to odpowiada klasycznemu szeregowi Hofmeistera,
opisujgcego fakt, ze jony kosmotropowe (po lewej) zwiekszajg, a jony chaotropowe (po prawej)
zmniejszajq stabilnos¢ biatka [91-93]. Zaréwno pozycja kationu choliny w powyzszym szeregu, jak
i dotychczas opisane w literaturze oddziatywania czwartorzedowych soli amoniowych z enzymami
z klasy hydrolaz, stanowig istotny kontekst dla opisanych w tej pracy badan. Analizujgc dostepne
w literaturze wyniki badan, w szczegdlnosci opisujagce dotychczasowg wiedze, dotyczacy
oddziatywania cieczy jonowych na struktury biatkowe oraz rozpatrujgc opisane szeregi liotropowe

dla kationu choliny, w celu zbadania wptywu mieszanin eutektycznych soli choliny na sSrodowisko
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reakcji enzymatycznych oraz operacyjnos¢ enzymow z klasy hydrolaz, przygotowane zostaty

mieszaniny przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Mieszaniny soli choliny w stosunku molowym 1:2 (HBA:HBD)

HBA

HBD

A

| Cl

anion chlorkowy

I
o
OH
anion octanowy

—N*

/\ 0
. . 1]
Kation choliny o

o

anion lewulinianowy

H

\\\O
S
N

'
0

anion mleczanowy

o)

PN

HoN NH,

karbamid

OH

OH

OH

propano-

1,2,3-triol

HO

OH
1,2-
etanodiol

Przedstawione w powyzszej tabeli sole choliny wybrane zostaty ze wzgledu na mozliwos¢

analizowania soli choliny, wzgledem anionu. Obecnie dostepna wiedza naukowa skupia sie,

gtdwnie na wyjasnieniu rodzaju oddziatywan w chlorku choliny oraz na aplikacyjnosci
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wspomnianego zwigzku. Przypisywany przez Abbot i wsp. fenomen duzej depresji temperatury
topnienia mieszaniny chlorku choliny z mocznikiem, wynika z oddziatywan pomiedzy anionem
choliny (w tym wypadku chlorkiem), a dwoma molami mocznika. Powstajace wigzania wodorowe
pomiedzy chlorkiem choliny a mocznikiem, odpowiedzialne za powstawanie mieszaniny
eutektycznej, powstajg rowniez, w przypadku mieszaniny octanu choliny z mocznikiem. Jonowy
charakter czwartorzedowych soli amoniowych sprzyja bowiem powstawaniu wigzan wodorowych
[88,94-97]. Wspomniane mieszaniny eutektyczne, powstajg w wyniku interakcji zwigzkéw typu
HBA i HBD. Rozpatrujgc wptyw anionu (element HBA) na mieszanine eutektyczng, najwazniejszg
z punktu widzenia powstawania mieszaniny jest energia entalpii tworzenia. Entalpia tworzenia
mieszaniny (AHpes) moze by¢ postrzegana jako energia zwigzana z tworzeniem mieszaniny z
dwadch lub wiecej sktadnikéw. W termodynamice, entalpia jest miarg catkowitej energii systemu,
a entalpia mieszania odnosi sie do zmiany entalpii, ktéra zachodzi, gdy okreslone ilosci substanciji
s3 mieszane razem przy statym cisnieniu. Jest to ilos¢ energii absorbowanej lub wydzielanej
podczas procesu mieszania, co moze odbywac sie z absorpcjg ciepta (proces endotermiczny) lub
jego wydzielaniem (proces egzotermiczny). W kontekscie mieszaniny eutektycznej AHpes
obejmuje wszystkie zmiany energetyczne wynikajace z oddziatywan miedzy czgsteczkami
sktadnikdw mieszaniny, w tym tworzenie i/lub rozrywanie wigzan miedzyczasteczkowych. Na
przyktad, w przypadku mieszanin, gdzie sktadniki dobrze sie ze sobg mieszajg i tworzg silne
oddziatywania miedzyczgsteczkowe, takie jak wigzania wodorowe lub oddziatywania dipol-dipol,
AHpes moze by¢ ujemna (proces egzotermiczny), co wskazuje na to, ze energia jest wydzielana do
otoczenia. Z drugiej strony, jesli oddziatywania miedzy sktadnikami sg stabsze niz oddziatywania
miedzy czgstkami tych samych substancji, proces mieszania moze wymagac absorpcji energii
(proces endotermiczny), co skutkuje dodatnig wartosciag AHpes. W przypadku mieszanin
eutektycznych soli choliny, ilos¢ energii entalpii zwigzanej z tworzeniem mieszaniny z czystych
sktadnikdw (odzwierciedlajgcg réznice miedzy energia oddziatywan w mieszaninie, a energia
oddziatywan w czystych sktadnikach), obrazuje site wigzan wodorowych obecnych w danej
mieszaninie. Site te rowniez, mozna zaobserwowac podczas dynamicznego pomiaru lepkosci
danej mieszaniny. Rozpatrujgc entalpie tworzenia wigzan wodorowych w mieszaninie, z punktu

widzenia wyboru aniondw w soli choliny, nalezy zwrdci¢ uwage, na nastepujgce zaleznosci.
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Tabela 2 Interakcje pomiedzy zwiazkami HBA i HBD w zaleznosci od grup funkcyjnych,

HBA HBD
S6l choliny Mocznik Glicerol Glikol etylenowy
Chlorek Akceptor: CI7; Akceptor: Cl7; Akceptor: Cl;
choliny Donor: NH; Donor: 3x -OH Donor: Kation choliny -OH

Octan choliny

Lewulinian
choliny
Mleczan
choliny

Akceptor: -COO’;

Donor: Kation choliny -OH
Akceptor: -COO", CO;
Donor: Kation choliny -OH
Akceptor: -COO’;

Donor: Kation choliny -OH

Akceptor: -COO7; '
Donor: Kation choliny -OH
Akceptor: -COO", CO;
Donor: Kation choliny -OH

Akceptor i Donor: -OH, -COO’;
Donor: Kation choliny -OH

Akceptor: -COO’;

Donor: Kation choliny -OH
Akceptor: -COO", CO;

Donor: Kation choliny -OH
Akceptor i Donor: -OH, -COO;
Donor: Kation choliny -OH

Zestawiajgc powyzsze interakcje pomiedzy zwigzkiem typu HBA, a HBD z obecng literaturg [88],

potencjalne interakcje mieszanin eutektycznych z enzymem, rozwazane sg gtownie z punktu

widzenia ilosci oraz sity wigzan wodorowych, obecnych pomiedzy zwigzkami typu HBA i HBD,

wynikajgcych zaréwno z obecnosci specyficznych grup funkcyjnych, jak i z rozktadu tadunku na

powierzchni HBA. Silniejsze interakcje — nizsza wartos¢ entalpii tworzenia mieszaniny AHpes

pomiedzy sktadnikami mieszaniny oznaczajg wiekszg ,tatwos¢” powstawania mieszaniny

eutektycznej.

Tabela 3 Entalpia AHpes wybranych soli choliny oraz zwiazkéw typu HBD

HBA Entalpia AHoes
Sol Glikol Potencjalne interakcje z
choliny Mocznik Glicerol etylenowy aminokwasami
gtdwnie z aminokwasami
hydrofobowymi jak leucyna lub
Chlorek izoleucyna, ze wzgledu na silne
choliny -97 J/mol -78 J/mol -108 J/mol wigzania wodorowe z CI".
Silne interakcje z aminokwasami
Niska: Silne Niska: Bardzo silne Niska: Silne polarnymi jak seryna, treonina; oraz z
wigzania z wigzania z wigzania z aminokwasami o charakterze
Lewulinian |grupami -COO™ i grupami -COO™ i grupami -COO™ i zasadowym, przez grupe -COO", np.
choliny Cco co co lizyna, arginina.
Wysoka reaktywnosc z polarnymi i
Bardzo niska: Bardzo niska: Bardzo niska: kwasnymi aminokwasami (np.
Wielokrotne Wielokrotne, Wielokrotne asparagina, glutamina) oraz mozliwe
Mleczan |wigzania bardzo silne wigzania oddziatywania z histydyna poprzez
choliny wodorowe wigzania wodorowe grupe -COO".
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HBA Entalpia AHoes

Sol Glikol Potencjalne interakcje z
choliny Mocznik Glicerol etylenowy aminokwasami

Mozliwe oddziatywania z
Srednia: Stabilne Srednia: Bardzo ~ Srednia: Stabilne aminokwasami bazowymi (np. lizyna,
Octan wigzania z grupa stabilne wigzania z wigzania z grupg arginina) oraz polarnymi przez
choliny -COO~ grupa -COO~ -COO~ wigzania wodorowe z grupa -COO".

Zestawione w tabeli powyzej dane [22], dotyczace entalpii tworzenia (AHpes), oraz wspomniane
wczesniej badania dotyczgce oddziatywan pomiedzy mieszaning eutektyczng (lub cieczg jonows),
a woda (roztwory mieszanin), obrazujg site oddziatywan elektrostatycznych oraz wigzan
wodorowych w mieszaninach eutektycznych. Zgodnie z Chunyan Ma i wsp. [22] mieszaniny
eutektyczne zachowujg swoje wtasciwosci w zakresie mieszaniny z woda, w zakresie stezen
od 0-45% (woda:DES). Entalpia tworzenia tych zwigzkéw jest tak niska, ze mimo tak duzego

rozcienczenia, przewaga jest par HBA:HBD wzgledem w roztworze, wzgledem oddziatywan

pomiedzy parami HBA:H,0 i HBD:H,O0.

fonal
i A
S )
( A /
o
\\ = > J
100% DES Dominacja Dominacja Dominacja
asjocjaciji dysocjacji hydratacji

Rys. 7 Proponowany schemat oddzialywan w ukiadzie mieszanina eutektyczna-woda, pomiedzy
skiadnikami mieszaniny [22] K* — kation; A" — anion; Y — zwiazek HBD; H,O

W swoich badaniach Couthinio i wsp. dowiddt iz niskie wartosci entalpii tworzenia mieszaniny
eutektycznej, nalezy przypisac gtéwnie wtasciwosciom kationu czwartorzedowej soli amoniowej
[98]. Poniewaz kation choliny jest biologicznie powszechnie wystepujgcy czgsteczkg (on i jego
analogi wystepujg w organizmach zywych [99]), odgrywajgce pierwszoplanowg role aniony soli

choliny, wybrane zostaty réwniez, ze wzgledu na ich potencjalng biokompatybilnosé.
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Proces syntezy powyzszych soli choliny, dla kazdej soli, poza komercyjnie dostepnym chlorkiem
choliny, przebiegat wedtug reakcji sél + kwas, gdzie jako substrat wyjsciowy stosowany byt
wodoroweglan choliny, dzieki czemu ubocznym produktem byto CO; i H,O. Otrzymane w
powyzszy sposob sole choliny, zostaty nastepnie wysuszone do zawartosci wody ponizej 2%, a
nastepnie zmieszane z 1 lub 2 zwigzkami HBD w stosunku molowym, odpowiednio 1:2 oraz 1:1:1.
Otrzymane w powyzszy sposéb mieszaniny eutektyczne tych soli zostaty nastepnie wysuszone w
celu obnizenia zawartosci wody ponizej 2%, a nastepnie scharakteryzowane, w celu porédwnania
wptywu poszczegdlnych soli na aktywnos¢ operacyjng wybranych enzymdéw hydrolitycznych w

nowym Srodowisku.

1.2 Gestosc

Gestos¢, jest jedng z kluczowych charakterystyk rozpuszczalnika. W przypadku mieszanin soli
choliny opisanych w publikacjach [P1-P3], mozna zauwazy¢, iz mieszaniny te wykazujg wieksza
gestos¢ niz woda. Pomimo oczywistosci otrzymanych wynikdw, nalezy zwrdci¢ uwage, iz
mieszaniny eutektyczne nie nalezg do grupy prostych rozpuszczalnikéw molekularnych. W
przypadku mieszanin eutektycznych soli choliny, gestos¢ badanej mieszaniny dostarcza réwniez
informacji o interakcjach miedzyczasteczkowych, obrazujgc w ten sposdb swoje nadmiarowe
wiasciwosci molowe, ktére to majg bezposredni wptyw na kwestie zachowania gestosci. Zespét
badawczy Basaiahgari i wsp. przeprowadzit pomiary gestosci glikolu etylenowego, glikolu
dietylenowego, glikolu trietylenowego oraz glicerolu jako HBD i soli chlorku benzyloamoniowego
jako zwigzku typu HBA [100]. Ich wyniki wykazaty, ze mieszaniny eutektyczne na bazie glikolu
etylenowego majg nizszg gestosc niz mieszaniny eutektyczne na bazie glicerolu. Zaobserwowany
wzrost gestosci mieszaniny, w ktérej glikol etylenowy zostat zastgpiony glikolem dietylenowym i
trietylenowym oraz glicerolem wykazat, iz zwiekszenie liczby grup funkcyjnych -OH w zwigzku
typu HBD, powoduje powstawanie wiekszej liczby wigzan wodorowych. Zwiekszona ilos¢ wigzan
wodorowych natomiast, przyczynia sie do wiekszego usieciowania otrzymanego rozpuszczalnika,

co zmniejsza dostepng wolng objetos¢ molowga. Podobne obserwacje podczas badan poczynita
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grupa badawcza Shafie i wsp. [15], obserwujac rdzne wartosci gestosci, przy réznych stosunkach
molowych chlorku choliny w mieszaninie eutektycznej z kwasem cytrynowym. Wyniki
prowadzonych badan wykazaty, ze wraz ze wzrostem ilosci chlorku choliny w stosunku do kwasu
cytrynowego gestos¢ malata. Z drugiej strony wraz ze wzrostem ilosci kwasu cytrynowego —
zwiekszata sie gestos¢. Dodatkowo, badania przeprowadzone przez Basaiahgari i wsp. wykazaty,
ze zwiekszenie stosunku molowego zwigzku HBD, sprzyja asocjacji miedzy czgsteczkami HBD,
sprzyjajac wiekszemu usieciowaniu mieszaniny eutektycznej, czego efektem jest witasnie
zwiekszona gesto$¢ [100]. W zwigzku z powyzszym, tatwo zauwazyé, iz zachowanie gestosci
zaréwno w cieczach jonowych jak i mieszaninach eutektycznych zalezne jest, od nadmiarowych
wiasciwosci molowych mieszaniny. Uzyskane dane dotyczace gestosci poszczegdlnych mieszanin
soli choliny ze zwigzkami HBD (przedstawione w publikacjach [P1]-[P3]) obrazujg powyzszg teorie
objetosci nadmiarowej substancji, dla mieszanin zawierajacych jako zwigzek HBD — glicerol.
Przedstawione dane na wykresie (Rysunek 2) pokazuja, iz dla soli choliny zawierajgcej anion
chlorkowy, octanowy, mleczanowy — wartosci gestosci sg bardzo do siebie zblizone (chlorek
choliny vs. mleczan choliny;HBD — glicerol; A=680ug/cm3). Zjawisko to zostato zaobserwowane
réwniez dla pozostatych mieszanin przedstawionych na wykresie (Rysunek 3) przy réznych
konfiguracjach mieszaniny (inny anion — inny HBD). Opisane wyniki sugeruja, zgodnie z teorig
nadmiarowych wtasciwosci molowych mieszanin rzeczywistych, iz tworzona sie¢ wigzan
wodorowych oraz ich struktura przestrzenna zawiera odpowiednio duzo wolnej przestrzeni
(wolnych wakatéw) aby pomiesci¢, wymienione aniony, bez wzgledu na ich wielkosé.
Potwierdzenie powyzszych badan, opisuje réwniez Visher w swojej pracy, w ktorej przedstawione
zostaty wyniki badan eksperymentu polegajgcego na zwiekszaniu stosunku molowego soli
organicznej do HBD. Otrzymane w tym eksperymencie wyniki, wykazaty, ze dodanie chlorku
choliny do glicerolu powoduje zmniejszenie gestosci — co pokazuje, iz w przypadku mieszanin soli
choliny, gestos¢ nie jest wielkoscia addytywng[101]. Analizujgc otrzymane wyniki badan, w
publikacjach [P1-P3] zauwazyé mozna, iz wartosci gestosci wzgledem anionu w soli choliny w
mieszaninie, mozna uszeregowac w kolejnosci chlorek > mleczan > octan >lewulinian. Nie jest to
jednak wyznacznikiem sity wigzarn wodorowych obecnych w mieszaninie, a efektem struktury

przestrzennej powstatej sieci wigzan wodorowych.
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Wykres 1 Wartosci gestosci mieszanin eutektycznych w temperaturze 25 st. Celsjusza, wzgledem
zwiazkoéw typu HBD

W przypadku analizy wptywu gestosci na reakcje biokatalityczne, nalezy zauwazy¢, iz enzym
katalizuje reakcje tak skutecznie, ze etapem ograniczajgcym szybko$¢ katalizy jest dyfuzja
substratu do miejsca aktywnego lub dyfuzja produktu na zewnatrz [102]. Zjawisko to nazywa sie
perfekcjg kinetyczng lub perfekcjg katalityczng, poniewaz wowczas szybkos¢ katalizy enzymow
jest ustalana przez reakcje kontrolowang przez dyfuzje. Wiekszos¢ enzymow katalizuje swoje
reakcje w tempie 1000-10 000 razy wolniejszym niz ten limit ustanowiony przez szybkos¢ dyfuzji.
Wynika to zaréwno z ograniczen chemicznych trudnych reakgcji, jak i ograniczen ewolucyjnych,
ktore powodujg, ze tak wysokie szybkosci reakcji nie zapewniajg zadnej dodatkowej sprawnosci
[102]. Poréwnujac reakcje enzymatycznej z udziatem enzyméw z grupy hydrolaz, naturalnym

Srodowiskiem odniesienia jest woda. W zwigzku z tym, Zze woda ma mniejszg gestos¢ niz badane
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rozpuszczalniki, strumien dyfuzji substratu, ma wyzsze wartosci w wodzie niz w mieszaninach
eutektycznych i cieczach jonowych. Faworyzuje to wode jako najlepszy rozpuszczalnik do
enzymatycznych reakcji hydrolizy. Niemniej jednak, zgodnie z wynikami badan [78], wiele
enzymow, w tym rowniez wykorzystane przeze mnie w badaniach, katalizujg reakcje hydrolizy w
rozpuszczalnikach organicznych lub cieczach jonowych, przy znikomej ilosci wody, traktujgc wode
jako substrat. W tego rodzaju rozpuszczalnikach, ilos¢ wody potrzebna do prowadzenia reakcji
jest zdecydowanie mniejsza. Wiele enzymdw, w tym enzymy opisane w publikacjach [P1-P3],
katalizujg reakcje w rozpuszczalnikach organicznych czy tez w cieczach jonowych gdzie wody
znajduje sie mniej lub nawet zdecydowanie mniej w stosunku wagowym, wzgledem
rozpuszczalnika stosowanego jako Srodowisko reakcji [84]. W naturalnym srodowisku, w
konkretnym przedziale komdérkowym, w cytozolu, enzym wystepuje w obecnosci szerokiej gamy
réznego rodzaju zwigzkéw chemicznych zaréwno organicznych jak i nieorganicznych. Natywna
struktura enzymu, znajduje sie wéwczas w specyficznej mieszaninie zwigzkéw, gdzie aktywnos¢
oraz struktura wody oraz aktywnos$¢ i stabilnos¢ enzymu s3 zalezne od pozostatych
rozpuszczonych zwigzkéw takich jak sole czy zwigzki organiczne [103]. Rozpatrujgc zatem wptyw
gestosci soli choliny na reakcje hydrolizy z udziatem enzymow z klasy hydrolaz, nalezy pamietac,
iz tak naprawde, to struktura wigzan wodorowych odgrywa w tym aspekcie kluczowg role, a takze
réznice w wielkosci i strukturze anionéw zawartych w solach choliny. Powyisze aspekty
determinujg bowiem poziom usieciowania rozpuszczalnika, stabilnos¢ biokatalizatora w

Srodowisku oraz predkos¢ dyfuzji substratu do centrum aktywnego biokatalizatora.
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1.3 Lepkosc

Wyniki prezentowane w ponizszej sekcji, zostaty zaczerpniete z publikacji [P1-P3], w

ktdrych to opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru lepkosci opisywanych mieszanin.

Lepkos¢ danej substancji lub mieszaniny substancji jest parametrem o bardzo duzym
znaczeniu dla praktycznego zastosowania. Wiekszos¢ soli choliny, tworzy mieszaniny eutektyczne
typu DES lub LTTM, ktérych to lepkosc jest stosunkowo wysoka w temperaturze pokojowe;j

(> 100 cP) w poréwnaniu do rozpuszczalnikéw molekularnych.

Dodatkowo, obecnos¢ rozlegtej sieci wigzan wodorowych, oraz obecnos¢ oddziatywan
elektrostatycznych i van der Waalsa, wystepujacych w powstatej mieszaninie rowniez prowadzi
do zwiekszonej lepkosci badanego uktadu [104,105] Poniewaz wartosci lepkosci sg silnie
skorelowane z iloscig wolnej objetosci molowej oraz prawdopodobiedstwem znalezienia
otwordw w powstatej strukturze sieci wigzan wodorowych (o wymiarach odpowiednich dla jonéw
soli choliny [106—108] réznice w wartosciach lepkosci otrzymanych dla poszczegdlnych soli
choliny, mozna przypisa¢ bezposredniemu wptywowi struktury anionu soli choliny. Efekt ten
wynika z mechanizmu , kompleksowania” anionu czwartorzedowej soli amoniowe] przez zwigzki
zdolne do oddawania wigzan wodorowych (HBD) [109]. Kompleksowanie jest przyczyng
oddalenia sie anionu od kationu w danej soli, a dyslokacja ta, powoduje obnizenie temperatury
topnienia soli stosowanej w mieszaninie eutektycznej. Mimo iz, powstate mieszaniny eutektyczne
zachowuja sie jak ciecze jonowe i wykazujg wtasciwosci bardzo do nich podobne, ze wzgledu na
wyzszg mase czgsteczkowy, cechujg sie wyziszg lepkoscig niz ciecze jonowe czy tez
konwencjonalne rozpuszczalniki. Mimo wyzszych wartosci lepkosci, podobnie jak w przypadku
cieczy jonowych, zalezno$¢ intensywnosci oddziatywan miedzyczasteczkowych (oddziatywania
wigzania wodorowego, dyspersyjnego i kulombowskiego) wraz ze wzrostem temperatury
mieszaniny eutektycznej zmniejsza sie, wpisujgc sie w trend zgodny z teoria Arheniusa, w ktérej
to lepkos¢ cieczy zmniejsza sie wraz ze wzrostem temperatury [110]. Na podstawie uzyskanych

danych, przedstawionych w publikacjach [P1]-[P3] mozna zaobserwowaé, iz mieszaniny
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zawierajgce mocznik wykazujg najwiekszy spadek lepkosci wraz ze wzrostem temperatury — co
wynika z ostabienia sity wigzan wodorowych w mieszaninie.
Z drugiej strony te same mieszaniny eutektyczne (zawierajagce mocznik), wykazujg najwyzsza
lepkos¢ w temperaturze pokojowej, sposréd wszystkich obserwowanych mieszanin, co
potwierdza z kolei obecnos¢ rozbudowanej sieci wigzan wodorowych. Warto réwniez zauwazy¢,
ze obecno$¢ drugiego zwigzku typu HBD w mieszaninie obniza catkowitg lepkos¢ mieszaniny,
prawdopodobnie z powodu niejednorodnosci powstatej sieci wigzan [111]. Niemniej jednak,
analizujgc lepkos¢ mieszanin nalezy pamietac o wtasciwosciach nadmiarowych, wystepujacych w
danej mieszaninie. Co istotne, nadmiarowe wtasciwosci termodynamiczne ciektych mieszanin sg
Scisle zwigzane z oddziatywaniami miedzyczgsteczkowymi miedzy sktadnikami mieszaniny.
Wynika to miedzy innymi z budowy chemicznej sktadnikow — rézne geometrie odmiennych
czgsteczek wywotujg rézne sity miedzyczgsteczkowe, a takze odmienng reorientacje czgsteczek w
przestrzeni nowopowstatego rozpuszczalnika [6] — co réwniez ttumaczy, podobienstwa w
dynamice spadku wartosci lepkos$ci pomiedzy mieszaninami soli choliny zawierajgcymi sél o
innym anionie, w mieszaninie z tym samym HBD. Ponad to, tréjsktadnikowe mieszaniny soli
choliny, ze wzgledu na zmniejszong jednorodnos$¢ przestrzenng, wykazujg najmniejszy spadek
lepkosci wraz ze wzrostem temperatury. Niemniej jednak, zgodnie z pracg Toledo i wsp. mimo
istotnych informacji z punktu widzenia witasciwosci fizykochemicznych, lepkos¢ mieszanin
eutektycznych, a takze ich roztworéw wodnych nie ma wptywu na stabilno$é oraz aktywnosé
enzymatyczng, i jako wartos¢ sama w sobie, nie jest istotna z punktu widzenia kinetyki reakc;ji
katalizowanej enzymatycznie [112]. Niemniej jednak, z punktu widzenia oddziatywania
rozpuszczalnika na biatko, warto rozpatrzy¢ wartosci lepkosci mieszanin soli choliny w kontekscie
sity wigzan wodorowych, ktére mozna wyrazi¢ w funkcji energii aktywacji przeptywu (Ea). Energia
aktywacji przeptywu jest zwigzana z sitg wigzan wodorowych w cieczy. Wigzania wodorowe sg
jednym z kluczowych rodzajow oddziatywan miedzyczgsteczkowych wptywajgcych na wtasciwosci
reologiczne cieczy, w tym na lepkos$é. Dla uktadoéw eutektycznych, ktdrych przyczyng powstania
jest sita oddziatywania wigzan wodorowych, wielkos¢ energii aktywacji przeptywu dostarcza
informacji o sile wszystkich odziatywan, w tym o sile wigzan wodorowych obecnych w

mieszaninie. Poniewaz energia aktywacji przeptywu odnosi sie do energii, ktora jest potrzebna do
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umozliwienia czgsteczkom przesuwanie sie wzgledem siebie tak, aby ciecz mogta ptyngé. W
kontekscie wigzan wodorowych, Ea odzwierciedla wiec energie potrzebng do "przerwania"
wigzan wodorowych w procesie przeptywu. Silniejsze wigzania wodorowe zwiekszajg lepkos¢,
poniewaz wymagajg wiekszej energii do przerwania wigzan, co posrednio zwieksza wartos¢ Ea.
Stabsze wigzania wodorowe prowadza do nizszej lepkosci, poniewaz mniejsza energia jest
potrzebna do umozliwienia czgsteczkom przesuwanie sie wzgledem siebie. Warto zaznaczy¢, ze
energia aktywacji przeptywu nie jest wytgcznie determinowana przez site wigzarn wodorowych,
inne typy oddziatywan miedzyczgsteczkowych oraz struktura i rozmiar czasteczek réwniez
odgrywaja role [113]. Jednak w konteks$cie mieszanin, gdzie wigzania wodorowe sg dominujgcym
mechanizmem oddziatywan, mozna oczekiwac silnej korelacji miedzy sitg tych wigzan, a energia

aktywacji przeptywu. Korzystajac z przeksztatcenia rownania Arheniusa

= 4-om z7)
n= exp RT

Gdzie:

e n oznacza lepkos¢,
e A jest czynnikiem pre-eksponecjalnym, zaleznym od mikroskopowych szczegdtéow uktadu,

o E, to energia aktywacji przeptywu,

]
mol-K

e R jest uniwersalng statg gazowa réwng 8.314

T reprezentuje temperature w skali Kelvina.

w celu wyznaczenia energii aktywacji przeptywu, stosujac analize zmian lepkosci przy réznych
temperaturach, dla dwdch temperatur T1 i T; oraz odpowiadajgcych im lepkosci n1 i n2, wyznaczy¢

wzor na Energie aktywacji (E,). Rdwnanie Arrheniusa przyjmuje woéwczas postac:

In G12)
_ 1
E,=R 1T 1

T, T
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Powyisze rownanie umozliwia obliczenie energii aktywacji przeptywu E, na podstawie zmian
lepkosci n przy réznych temperaturach, co jest kluczowe w badaniach reologicznych. Pozwala to
na zrozumienie, jak zmienia sie lepkos¢ cieczy w reakcji na zmiane temperatury, co jest Scisle
powigzane z sitg wigzan wodorowych oraz innymi oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi w
analizowanym systemie. W przypadku mieszanin eutektycznych soli choliny, jest to kluczowa
informacja, o sile oddziatywan wewnatrz mieszaniny. Dla analizowanych w tej pracy uktadow
mieszanin eutektycznych soli choliny, przedstawione na wykresie (Rysunek 4) wartosci energii

aktywacji przeptywu, obrazujg, iz:

1. Najstabsze oddziatywania wodorowe sposrdd badanych uktadéw sg obecne w
mieszaninach octanu choliny oraz lewulinianu choliny, w uktadach zaréwno z glicerolem
jak i mocznikiem. Mieszaniny te wykazuja nizsze wartosci E,, co sugeruje stabsze

oddziatywania wigzan wodorowych w mieszaninie.

2. Mieszaniny z glicerolem i/lub glikolem etylenowym w ukfadach z chlorkiem choliny lub
mleczanem choliny wykazujg wieksze wartosci E,, , co zgodnie z literaturg [114], wskazuje

na bardziej ztozone oddziatywania wigzan wodorowych w mieszaninie.

3. Najwyzsze wartosci E, sposrdod badanych mieszanin eutektycznych, przypisa¢ nalezy do

mieszanin zawierajgcych mocznik oraz mleczan choliny.

52



- [ ]chlLac]

504 _ [ ch[OAc]
] M [_lch[cy

45 - ] . — [ chLev]

E, (kJ/mol)
= = N N w O8] 5
o (6] o (6] o (6] o
|

(6]
| -

o
|

U GLY ETHGLY U:GLY U:ETH_GLY GLY:ETH GLY

Wykres 2 Wykres energii aktywacji przeptywu dla mieszanin soli choliny, dla zakresu pomiarow
lepkosci dynamicznej w zakresie temperatur 25-50 st. Celsjusza. Wykres przedstawia ilo$¢ energii
potrzebnej do aktywacji ruchu czastek wzgledem siebie
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1.4 Przewodnictwo

Wyniki prezentowane w ponizszej sekcji, zostaty zaczerpniete z publikacji [P1-P3], w

ktérych to opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru przewodnictwa.
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Przewodnictwo [mS/cm]

Wykres 3 Wykres wartosci przewodnictwa dla analizowanych mieszanin soli choliny w zaleznosci
od rodzaju zwiazku HBD w mieszaninie

W podstawowym sensie przewodnictwo jonowe okresla ilosciowo, jak fatwo materiat
przewodzi przeptyw jondw lub jak tatwo materiat pozwala na przeptyw pradu poprzez mechanizm
przewodnictwa jonowego. Przewodnos¢ jonowa mieszanin eutektycznych soli choliny jest zwykle
nizsza niz wysokotemperaturowych stopionych soli (6,17 mS-cm™ dla mieszaniny eutektycznej
chlorku choliny w 20 °Ci 350 mS-cm™ dla BiCls w 200 °C [115]). Wedtug Abbotta i wsp. réznica w
przewodnosci wynika zarowno z rozmiaru jondw, jak i lepkosci uktadu, ktére sg zwigzane ze
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wspomniang wczesniej teorig wakatdéw oraz wolnej objetosci molowej [14,116]. W swoje] pracy
Abbot i wsp. wykazali bowiem, iz tzw. wolng objetos¢ molowg mieszanin eutektycznych mozna
zwiekszy¢, zmniejszajgc wielko$¢ kationow i zastepujgc HBD zwigzkami fluorowanymi.
Spowodowany w ten sposdb wzrost wolnej objetosci przyczynia sie do zmniejszenia lepkosci, co
zwieksza przewodnictwo jonowe mieszaniny eutektycznej. Teoria wakatéw zostata réwniez
wykorzystana do opisania odwrotnego wptywu na przewodnictwo mieszanin eutektycznych. Kityk
i in. odnotowali zmiany przewodnictwa soli NiCl; rozpuszczonej w Ch[Cl]:U w zakresie temperatur
od 25 do 80 °C [117]. Ze wzgledu na wielko$¢ jondw, rozpuszczenie NiCl, w mieszaninie
eutektycznej chlorku choliny z mocznikiem, zmniejszyto jej przewodnictwo. Zgodnie z teorig
nadmiarowych objetosci molowych, wielkos¢ wiekszego jonu zmniejsza wielkos¢ wolnych
przestrzeni w roztworze, co utrudnia transport jondw, a w konsekwencji zwieksza lepkos¢ i obniza
przewodnictwo. W zwigzku z powyzszym, analizujgc wyniki dotyczace przewodnictwa jonowego
w publikacjach [P1]-[P3] nalezy zauwazy¢, iz wszystkie przebadane mieszaniny eutektyczne soli
choliny wpisuja sie w dotychczasowe badania naukowe, i im mniejsza réznica pomiedzy wielkoscig

kationu i anionu tym nizsze przewodnictwo [2,5,6].

Tabela 4 Tabela wielkosci kationu oraz anionu analizowanych soli choliny [116]

jon rozmiar [A]
kation choliny 3.29
chlorkowy 1.71
. octanowy 1.84
anion lewulinowy 2.34
mleczanowy 2.72
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111.5 Stabilnos¢ termiczna soli choliny i ich mieszanin

Wszystkie wyniki z ponizszej sekcji sg zaczerpniete z publikacji [P1 = P3], w ktdrych to

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru stabilnosci termicznej opisywanych mieszanin.

W przypadku mieszanin eutektycznych, stabilnos¢ termiczna, jest réwniez uzytecznym
parametrem, pozwalajgcym okresli¢ site wigzan wodorowych w danej mieszaninie, wptywajgca
na jej wtasciwosci fizykochemiczne. Sole choliny w czystej postaci, posiadajg okreslone
temperatury rozpadu (Tabela 5). Odchylenia od tych wartosci, obecne w mieszaninach
eutektycznych tychze soli, zgodnie z dotychczasowymi badaniami naukowymi [118] sg wartoscig
wypadkowg sumy oddziatywan w mieszaninie pomiedzy zwigzkiem typu HBA (czwartorzedowg
solag amoniowg), a zwigzkami typu HBD. W tym gtéwnie oddziatywan wigzan wodorowych. W
przypadku analizowanych stabilnosci termicznych soli choliny w czystej postaci, stabilnos¢
termiczng mozna uszeregowaé, zgodnie z ponizszg tabelg (Tabela 6) wzgledem anionu: anion

chlorkowy > anion mleczanowy > anion lewulinowy > anion octanowy.

Tabela 7 Wartosci temperatury rozkitadu analizowanych soli choliny

Sél choliny Tonset [°C]
ChCl] 350.76
Ch[Lac] 212.54
ChlLev] 188.27
Ch[OACc] 176.74

Mieszaniny tychze soli natomiast, w uktadach ze zwigzkami HBD, nie pod3azajg za przedstawionym
powyzej szeregiem. Przedstawione na ponizszym wykresie (Rysunek 5) wartosci Tonset 5% [°C]
pokazujg, iz mieszaniny z chlorkiem choliny, nie sg mieszaninami najbardziej stabilnymitermicznie
w tej grupie. Dla szesciu réznych mieszanin, w czterech przypadkach najstabilniejsze termicznie
sg mieszaniny zawierajagce mleczan choliny w tej grupie. Rowniez w przypadku mieszanin

zawierajgcych octan choliny, mimo najnizszej temperatury rozpadu wspomnianej soli, mieszaniny
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octanu choliny z mocznikiem oraz glicerolem (1:1:1 mol:mol) wykazujg najwyzszg stabilnos¢

termiczng, sposrdd mieszanin z wymienionymi zwigzkami HBD.

Wiasciwosci termiczne mieszanin eutektycznych powstatych z analizowanych w tej pracy
soli choliny oraz wspomnianych wczes$niej zwigzkéw HBD, wykazujg rézne temperatury degradacji

(Tonset) i zgodnie z powyzszym opisem, nie podazajg za szeregiem przedstawionym w Tabela 7

Jednakze, w przypadku analizy termicznej mieszanin eutektycznych, istotniejszg wartoscia,
jest temperatura poczatku degradacji substancji. Przyjete w badaniach Tonsets% jest wartoscia
opisujacy utrate 5% wagowych masy w danej temperaturze. Jest to istotne z samego zatozenia
formowania sie mieszaniny eutektycznej. Punkt eutektyczny, wymaga scisle okreslonych wartosci
utamkédw molowych substancji — zgodnie z wykresem fazowym mieszaniny. Zaburzenie ilosci
jednego ze sktadnikéw, powoduje, iz dana mieszanina, nie znajduje sie juz w punkcie
eutektycznym i traci/zmienia swoje unikalne wtasciwosci. Nastepuje przejscie z mieszaniny
homogenicznej w mieszanine DES z nadmiarem jednego sktadnika (rozpuszczonego w DES;

bardziej termicznie stabilnego).

Temperatury poczatku degradacji mieszaniny rdznig sie réwniez, w zaleznosci od zwigzku
bedgcego donorem wigzan wodorowych. Dla przyktadu, przedstawione w tej pracy binarne
mieszaniny soli choliny z mocznikiem jako donorem wigzan wodorowych, wzgledem stabilnosci
termicznej, mozna uszeregowac nastepujgco: anion chlorkowy > anion mleczanowy > anion
octanowy > anion lewulinowy. W przypadku mieszanin binarnych z glicerolem, szereg ten réwniez
wyglada inaczej. Mimo zdecydowanie wyzszej stabilnosci termicznej czystego chlorku choliny
(wzgledem octanu choliny), to wtasnie mieszanina octan choliny: glicerol (w stosunku
molowym 1:2) wykazuje sie najwyzszg stabilnoscia termiczng, z temperaturg poczatkowej
degradacji Tonset-s% = 180.70°C. W przypadku mieszanin binarnych z glikolem etylenowym,
sytuacja jest analogiczna — szereg stabilnosci termicznej jest identyczny jak dla mieszanin z

glicerolem.

W przypadku mieszanin tréjsktadnikowych, wartosci temperatury degradacji w punkcie

poczatku procesu degradacji Tonsetss, S3 do siebie zblizone (Rysunek 6). Dla ukfaddéw
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zawierajgcych mocznik oraz glicerol jednoczesnie lub mocznik oraz glikol etylenowy [stosunek
molowy mieszaniny tréjsktadnikowej 1:1:1 (HBA:HBD:HBD)]. Rdéznice w stabilnos$ci termicznej
wynikajg, miedzy innymi z rdznic w sitach wigzan wodorowych miedzy donorem wigzania
wodorowego, a solg choliny. Mocznik moze formowac silniejsze wigzania wodorowe z solg choliny
niz glikol etylenowy, co wyjasnia wyzsze temperatury Tonset i Tonsets% dla mieszanin eutektycznych
z mocznikiem. Koncepcja ta jest wspierana przez wczeséniejsze badania, ktére wykazaty, iz sita
wigzan wodorowych w mieszaninach eutektycznych ma kluczowe znaczenie dla ich stabilnosci

termicznej [19,119,120].
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Wykres 4 Wykres wartosci temperatur dla punktu Tonsets% dla analizowanych mieszanin soli choliny
w zaleznosci od rodzaju zwiazku HBD w mieszaninie
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1.6 Przemiany fazowe soli choliny i ich mieszanin

Wszystkie wyniki z ponizszej sekcji sq zaczerpniete z publikacji [P1 — P3], w ktérych to
opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru przemian fazowych z uzyciem rdzniczkowej

kalorymetrii skaningowe;.

Punkt eutektyczny jest gtéwng cechg definiujgca mieszaniny eutektyczne. Najbardziej powszechna
obecnie mieszanina eutektyczna soli choliny - chlorek choliny: mocznik, ma punkt eutektyczny
wynoszgcy 66,7% mol. mocznika [HBD] i 33,3% mol. chlorku choliny [HBA] lub stosunek molowy
HBD:HBA 2:1. Jednakze w toku wielu opisanych badan [6] zaobserwowano, ze mieszaniny DES
potrafig posiadac¢ wiecej niz jeden punkt eutektyczny — w zaleznosci od dobranych stosunkéw
molowych [23] Obecnie bardzo czesto, za kryterium definiujgce mieszaniny eutektyczne oparte o
kompozycje: czwartorzedowa sol amoniowa:zwigzek HBD, (poza oczywiscie punktem
eutektycznym) przyjmowane jest wystepowanie witryfikacji w danym ukfadzie. Na podstawowym
poziomie rozumienia mieszanin eutektycznych soli choliny, opisane w literaturze badania [23]
przyjmuja, ze za powstanie eutektyku, odpowiedzialne sg silne oddziatywania miedzyczgsteczkowe,
w tym miedzy innymi wigzania wodorowe powstajgce pomiedzy sktadnikami mieszaniny,
powodujgce zwiekszenie odlegtosci, pomiedzy anionem, a kationem w soli choliny. W przypadku
soli choliny, temperatura zeszklenia mieszaniny eutektycznej zalezy zaréwno od zwigzku HBD,
stosunku molowego HBA:HBD jak i od samej soli organicznej, uzytej do przygotowania danej
mieszaniny. Zgodnie z literaturg [101] , sita interakcji miedzy HBD i anionem odgrywa kluczowa role
w organizacji nowopowstatego uktadu rozpuszczalnikowego. Powyzsze wskazuje, iz kluczowym
elementem jest zatem struktura samego anionu, jak rowniez jej powinowactwo do tworzenia
wigzan wodorowych z zastosowanym zwigzkiem typu HBD. Efekt ten jest najbardziej widoczny, dla
uktadu mleczan choliny:glicerol (Wykres 5). W przeprowadzonych badaniach, jest to jedyny ukfad,
dla ktérego w badanym zakresie temperatur znaleziono temperature zeszklenia powyzej -80°C.
Obecnos¢ duzej ilosci grup OH zardowno w glicerolu jak i w anionie mleczanowym, bardzo mocno
sprzyja powstawaniu nowych wigzan wodorowych. W przypadku wszystkich pozostatych

przebadanych soli choliny, w studiowanym zakresie temperaturowym, temperature zeszklenia
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zaobserwowano wytgcznie dla mieszanin zawierajgcych mocznik. Podobnie jak w przypadku

stabilnosci termicznej, temperatura zeszklenia, powigzana jest bezposrednio z rodzajem zwigzku

HBD obecnego w mieszaninie.
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Wykres 5 Wartosci temperatury przejscia fazowego mieszanin soli choliny w zaleznosci od anionu

soli.
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1.7 Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR)

Wszystkie wyniki z ponizszej sekcji sg zaczerpniete z publikacji [P1 = P3], w ktérych to

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru FT-IR.

W kontekscie rozwazan nad wigzaniami wodorowymi w mieszaninach eutektycznych,
widma FT-IR dostarczajg kluczowych informacji na temat interakcji miedzyczasteczkowych. W
szczegoblnosci informacje na temat sity oraz liczby wigzan wodorowych obecnych w badanej
mieszaninie, majg bardzo istotny wptyw na obserwowane charakterystyki widma. W zakresie
drgan rozciggajacych O-H (okoto 3500 do 3000 cm™) oraz asymetrycznych drgani rozciggajgcych
C-N* (954 cm™). Im silniejsze wigzania wodorowe, tym bardziej pik absorpcji przesuwa sie w
strone nizszych czestosci. Opisane w literaturze wyniki badan [121,122] dotyczace spektroskopii
FT-IR mieszanin eutektycznych soli choliny, opisuja, ze silniejsze wigzania wodorowe prowadzg do
obnizenia czestos$ci drgan czasteczek. W przeciwnym przypadku, stabsze wigzania wodorowe
przesuwaja, piki absorpcji w strone wyzszych czestosci. Znaczace jest réwniez to, ze wzrost ilosci
wigzan wodorowych prowadzi do zwiekszenia intensywnosci piku, co wynika z proporcjonalnej

relacji miedzy polem pod krzywg a iloscig wigzan.

Obecne w mieszaninach eutektycznych soli choliny, rozciggajgce drgania asymetryczne C-
N* przy liczbie falowej 950 cm™ — 957 cm™ sg wynikiem oddziatywania kation-anion [123].
Wytworzone wigzania wodorowe pomiedzy anionem, a zwigzkiem typu HBD, powodujg swoiste
,odciggniecie” (oddalenie) anionu od kationu wptywajac na intensywnos¢ drgan rozciggajgcych.
Im bardziej oddalony anion od kationu, tym catkowita warto$¢ absorbancji bedzie mniejsza niz dla
tego wigzania, w poréwnaniu z czystg solg choliny — zwigzkiem typu HBA — czyli prekursorem
mieszaniny eutektycznej. Przedstawione na ponizszym wykresie (Wykres 6 Woykres
znormalizowanej catkowitej absorbancji dla sygnatu na widmie FT-IR w zakresie 950 cm1 — 957
cm1dla mieszanin eutektycznych soli choliny, w odniesieniu do wzorcowego sygnatu obecnego w

tym samym zakresie dla czystej czwartorzedowej soli amoniowej. Wartosci znormalizowanej
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catkowitej absorbancji dla sygnatu w zakresie 950 cm™— 957 cm™ (uwzgledniajgce przesuniecie

wzgledem piku macierzystego danej soli choliny),
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Wykres 6 Wykres znormalizowanej catkowitej absorbancji dla sygnatu na widmie FT-IR w zakresie
950 cm™1 - 957 cm’1dla mieszanin eutektycznych soli choliny, w odniesieniu do wzorcowego sygnatu
obecnego w tym samym zakresie dla czystej czwartorzedowej soli amoniowe;.

wskazujg, iz najsilniejsze wigzania wodorowe, lub tez najbardziej liczne, wystepujg przede
wszystkim w mieszaninach dwusktadnikowych soli choliny z glicerolem lub w przypadku
mieszanin tréjsktadnikowych z mocznikiem i glicerolem jednoczednie (wartosci >0; dotyczy to
wszystkich wymienionych w tej pracy soli choliny). Najstabsze natomiast, lub tez najmniej liczne
wigzania wodorowe wystepujgce pomiedzy zwigzkami HBA:HBD, w przypadku mieszanin
dwusktadnikowych znajdujg sie w mieszaninach eutektycznych z glikolem etylenowym (jedynym

wyjatkiem jest mieszanina chlorek choliny:glikol etylenowy). W przypadku mieszanin
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tréjsktadnikowych, ze wzgledu na dodatkowy sktadnik, nie mozna wnioskowaé, iz sytuacja jest
analogiczna, gdyz wystepujg réwniez wigzania wodorowe bezposrednio pomiedzy drugim i
trzecim sktadnikiem mieszaniny eutektycznej. Jest to szczegélnie, widoczne analizujgc powyzsze
wyniki w odniesieniu do wynikéw stabilnosci termicznej badanych DES. Zgodnie z wynikami
stabilnosci termicznej mieszanin, najwyzsza stabilnos¢, przypisana zostata do mieszanin
zawierajgcych anion 2-hydroksypropanowy. W przypadku mieszaniny tréjsktadnikowej mleczanu
choliny z glikolem etylenowym i glicerolem. Potwierdzajgc tym samym, wystepowanie wiekszej
ilosci wigzan wodorowych w mieszaninie oraz wynikajgcych z tego usieciowania wtasciwosciach.
W zgodzie z powyzszymi wynikami, site wigzan wodorowych w mieszaninach soli choliny z
analizowanymi zwigzkami HBD, mozna uszeregowa¢ w kolejnosci anionéw: mleczan > octan >
chlorek > lewulinian. W przypadku zwigzkéw HBD, najsilniejsze oddziatywania wodorowe, wsrod

badanych mieszanin, wystepujg w uktadzie z glicerolem w stosunku mollowym 1:2.

11.8 Hydroliza enzymatyczna

Hydroliza enzymatyczna jest jedng z najpopularniejszych reakcji enzymatycznych,
zachodzgcych w $rodowisku naturalnym. Jest to proces, w ktérym enzymy hydrolityczne
(hydrolazy) rozrywajg wigzania w czgsteczkach danej substancji (w substratach) przy udziale
czgsteczki wody, tworzgc w ten sposdb nowe zwigzki — produkty hydrolizy. W przeciwienstwie do
chemicznej hydrolizy, reakcje z udziatem enzymoéw hydrolitycznych cechujg zdecydowanie
tagodniejsze warunki reakcji oraz zdecydowanie wieksza czysto$é otrzymanych produktéw oraz
zdecydowanie bardziej skomplikowany mechanizm samej reakcji (Rys. 9). Dodatkowo w
przypadku reakcji enzymatycznych zdecydowanie tfatwiej unikngé¢ racemizacji otrzymanego
produktu [124]. Niemniej jednak, nalezy zauwazyé, iz reakcje hydrolizy enzymatycznej, w
przeciwienstwie do hydrolizy chemicznej, sg reakcjami wysoce zaleznymi od substratu. Z tego
wiasnie wzgledu, grupe enzymow hydrolitycznych dzieli sie wzgledem substratéw, ulegajgcych

reakcji biokatalitycznej hydrolizy. Do grupy tej zalicza sie enzymy takie jak:
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1. Esterazy — enzymy rozszczepiajgce wigzania estrowe w lipidach — np. acetylocholino-
esteraza, ktéra po rozbiciu acetylocholiny na choline i kwas octowy pomaga w
organizmach zywych w przeksztatceniu impulsu neuronowego w grupe octanowa
Fosfatazy — enzymy katalizujgce odszczepienie grupy fosforanowej od czgsteczek.

Lipazy — enzymy katalizujgce wigzanie w glicerydach

Glikozydazy — enzymy odszczepiajgce pojedyncze czgsteczki cukréw od oligosacharydow

Peptydazy — enzymy katalizujgce wigzania peptydowe.

o v & W N

Nukleozydazy - enzymy hydrolizujgce wigzania nukleotyddéw.

Mimo iz kazda z wyzej wymienionych grup enzymow, skupia enzymy katalizujgce reakcje
hydrolizy, nalezy pamietac iz ksztatt oraz rozmiar centrum aktywnego limituje rodzaj oraz wielkos¢
zwigzkdéw, ktére mogg ulegac hydrolizie enzymatycznej — nawet w obrebie jednej grupy enzymoéw
[125]. Ponadto, warunki prowadzenia reakcji enzymatycznej (pH i temp.), w przeciwienstwie do
reakcji hydrolizy chemicznej, sg S$cisle okreslone i zalezne od uzytego do danej reakcji
biokatalizatora. Wrazliwos¢ enzymu na w/w warunki, moze sie zatem réwniez objawia¢ jako
czynnik wykluczajgcy uzycie danego enzymu do reakcji hydrolizy. Jest to szczegdlnie istotne z
punktu widzenia stosowania innych niz woda rozpuszczalnikdow, jako srodowiska reakcji
enzymatycznych. W niniejszej pracy, w celu okreslenia wptywu S$rodowiska mieszanin
eutektycznych na enzymatyczne reakcje hydrolizy, przebadane zostaty dwa enzymy

hydrolityczne:

B-galaktozydaza ( EC 3.2.1.23; Rys. 8) z Kluyveromyces lactis, bedgca homotetramerem, sktada sie
z czterech identycznych jednostek polipeptydowych, z ktérych kazda zawiera 1023 aminokwasy.
Kazda podjednostka, zwana monomerem, zawiera pie¢ wyraznie okreslonych domen
strukturalnych. Centralna potozona, trzecia domena, charakteryzujgca sie typem fatdowania o/B
beczki, jest domeng posiadajacg centrum aktywne. B-galaktozydaza wykazuje trzy aktywnosci
enzymatyczne. Jest w stanie rozszczepi¢ disacharyd laktoze na glukoze i galaktoze, ktére
nastepnie moga byé wprowadzone do procesu glikolizy. Moze katalizowa¢ transgalaktozylacje
laktozy do allolaktozy. Moze katalizowac rozszczepienie allolaktozy na monosacharydy. Dziatanie

B-galaktozydazy jest dobrze poznane, dzieki szeroko analizom kinetycznym, biochemicznym, i
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krystalograficznym. Podczas reakcji, substrat poczatkowo wigze sie blisko szczytu miejsca
aktywnego, a nastepnie jest przemieszczany gtebiej w kierunku centrum aktywnego. Pierwszy
etap katalizy, zwany galaktozylacjg, rozpoczyna sie w momencie powstania stanu przej$ciowego
reakcji, w wyniku dostarczenia protonu przez aminokwas Glu461 do atomu tlenu w wigzaniu
glikozydowym. Galaktoza, obecna w laktozie, zostaje poczgtkowo kowalencyjnie zwigzana z
enzymem B-galaktozydazy. Nastepnie wigzanie kowalencyjne miedzy galaktozag a enzymem
zostaje rozerwane przez czgsteczke wody, co prowadzi do rozktadu laktozy na galaktoze i glukoze.
W przypadku nadmiaru substratu, jakim jest laktoza, akceptorem w rozerwaniu wigzania
kowalencyjnego stanu przejsciowego moze by¢ czgsteczka glukozy zawarta w laktozie. W wyniku
tego procesu powstaje allolaktoza w reakcji odwrotnej transgalaktozylacji. B-galaktozydaza
umozliwia wiec zaréwno hydrolize, jak i transgalaktozylacje, w zaleznosci od dostepnosci

substratu. [60].

Rys. 8 Enzym pB-galaktozydaza; Homotetramer zlozony z czterech podjednostek o masie 116 kDa
kazda. Struktura pozyskana z bazy Protein Data Bank, rcsb.org; nr struktury 6DRV; obraz
wygenerowany z uzyciem oprogramowania PyMol. Cztery podjednostki tworzace oligomer
zaznaczone zostaty osobnymi kolorami.
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Rys. 9 Schemat reakcji dla B-galaktozydazy. Galaktozyd (Gal-OR) poczatkowo zostaje zwiazany z
enzymem (E) w poblizu miejsca aktywnego (wiazanie plytkie z uzyciem Glu441), nastepnie, substrat
pPrzemieszczony zostaje do centrum aktywnego. Pierwszy etap chemiczny (galaktozylacja) jest tutaj
pokazany jako rozpoczynajacy si¢ od ukiadu E+Gal-OR; i przechodzacy przez stan przejsciowy
enzyme*TS; (przejSciowe wiazanie kowalencyjne E-Gal), uwalniajac pierwszy produkt HOR;.
Nastepnie w procesie degalaktozylacji, stan przejSciowy E-Gal, przy udziale wody, przeksztalcany
jest w drugi stan przejSciowy enzyme*TS,, ktéry prowadzi do kompleksu enzym-produkt (E+Gal),
ktory to w efekcie, ostatecznie uwalnia drugi produkt - galaktoze. W przypadku produkcji
allolaktozy, pierwszy produkt (glukoza) nie jest uwalniany i dziata jako akceptor dla reakcji
degalaktozylacji, uwalniajac disacharyd, allolaktoze [60].
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Lipaza (EC 3.1.1.3;Rys. 1) z Candida antarctica — jest jednym z najbardziej poznanych w Swiecie
nauki enzymow. Nalezy do grupy hydrolaz, katalizujgcych hydrolize wigzania estrowego zwigzkéw
karboksylowych nierozpuszczalnych w wodzie, takich jak trdjglicerydy czy fosfolipidy. Reakcja
hydrolizy przebiega wedtug mechanizmu dwuetapowego. tzw. "aktywacji na granicy faz".
Centrum aktywne enzymu, ukryte pod domeng ostaniajgcg, aktywowane jest w obecnosci granicy
faz wodno-lipidowej. Aktywacja ta skutkuje zmiang konformacyjng, indukujaca odstoniecie
hydrofobowego centrum aktywnego. Nastepnie wciggniety do srodka substrat, ulega hydrolizie z
udziatem triady katalitycznej lipazy, ztozonej z aminokwaséw Ser105, His224, and Asp187.
Najpierw kwas asparaginowy tworzy wigzanie wodorowe z histydyng, zwiekszajgc pKa azotu
imidazolu histydyny. Pozwala to histydynie dziata¢ jako silna zasada i deprotonowaé seryne.
Deprotonowana seryna stuzy nastepnie jako nukleofil, atakujgc wegiel karbonylowy estru jednego
z kwasoéw ttuszczowych na 1 lub 3 weglu w czgsteczce glicerolu bedgcego substratem lipidowym.
Po zaatakowaniu lipidu tworzy sie ujemnie natadowany posrednik tetraedryczny, stabilizowany
przez aminokwasy: fenyloalanine i leucyne. Grupa karbonylowa ulega odtworzeniu, z segmentem
szkieletu glicerolu dziatajgcym jako grupa opuszczajgca. Czasteczka wody nastepnie przekazuje
proton do histydyny, tworzgc reaktywny anion hydroksylowy. Anion hydroksylowy moze
nastepnie zaatakowac wegiel karbonylowy lipidu, tworzgc kolejny ujemnie natadowany posrednik
tetraedryczny, ktdry jest ponownie stabilizowany przez dwie wspomniane reszty aminokwasowe.
Po rekonstrukcji karbonylu, kataliczna seryna jest uwalniana, a monogliceryd i monomery kwaséw
ttuszczowych dyfundujg do sSrodowiska reakcji, robigc miejsce dla kolejnej czgsteczki tréjglicerydu

[126].
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Rys. 10 Struktura lipaza z Candida antarctica (CALB). Struktura zostata pozyskana z bazy Protein
Data Bank, rcsb.org; nr struktury 4K6G; obraz wygenerowany z uzyciem oprogramowania PyMol
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Rys. 11 Schemat reakcji acylacji oraz deacylacji dla enzymu CALB
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111.8.1 Stabilnos¢ wybranych enzymow z grupy hydrolaz.

Wszystkie wyniki z ponizszej sekcji sq zaczerpniete z publikacji [P1 — P3], w ktérych to

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru stabilnosci, dla danego enzymu.

Wszystkie enzymy hydrolityczne, sg wrazliwe na zmiany zaréwno pH jak i temperatury
srodowiska reakcji. Chcac osiggngé stabilne warunki pracy enzymu, stosuje sie odpowiednie do
danej reakcji pH roztworu (korzystajgc z odpowiednich buforéw) oraz stabilizujgc temperature,
na poziomie zapewniajgcym stabilno$¢ oraz maksymalng wydajnosc reakcji. Zgodnie z wynikami
dotychczasowych badan nad wptywem rozpuszczalnika (jako medium reakcji) na enzymy
hydrolityczne, nalezy stwierdzi¢, iz stabilizacja biokatalizatora jest mozliwa, poprzez zastosowanie
jako srodowiska reakcji biokatalitycznej, rozpuszczalnikdw organicznych [127], cieczy jonowych
[47,84,128] oraz mieszanin eutektycznych [129,130]. Aby zatem okresli¢ potencjalng przydatnos¢
nowego $rodowiska reakcji (ciecz jonowa/mieszanina eutektyczna) dla reakcji enzymatycznej

koniecznym jest wykluczy¢ dziatanie inhibicyjne danej cieczy.

Stabilno$¢ enzymu jest kluczowym parametrem decydujgcym o jego dalszym
zastosowaniu, dlatego tez ocena stabilnosci zaréwno B-galaktozydazy jak i lipazy CALB zostata
przeprowadzona we wszystkich przedstawionych rozpuszczalnikach, przed dokonaniem pomiaru
aktywnosci operacyjnej enzymu [131]. Enzym najpierw inkubowano w kazdym uktadzie
rozpuszczalnikéw przez okreslony czas (30 i 60 min) w rdéinych temperaturach
(30 i 40 °C), a nastepnie przeniesiono do standardowego roztworu buforowego, w ktérym
przeprowadzono reakcje enzymatyczng. Wyniki wyrazono jako wzgledng aktywnos$é, wzgledem
proby kontrolnej (bez dodatku mieszaniny eutektycznej) po inkubacji z enzymem w tym samym
czasie. Testy te wykorzystano do okreslenia spadku aktywnosci w funkcji czasu, w wybranym
zakresie temperatur (30 — 40°C). Biorgc pod uwage wyniki wczesniejszych badan Toledo i in. oraz
Xu i in. postawiono hipoteze, ze obecnos¢ specyficznego anionu organicznego zamiast anionu
nieorganicznego w czwartorzedowej soli amoniowej, wraz z obecnoscig poliolu (jako zwigzku

HBD) wywiera istotny wptyw na aktywnos$é¢ enzymatyczng. Szczegdlnie ma to miejsce, gdy
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mieszaniny soli choliny dodawane sg w matej objetosci. Dodatkowo, wyniki obrazujgce podobne
zachowanie enzymow hydrolitycznych, przedstawia réwniez praca Xu i wsp. oraz Toledo i wsp.

[75,112].

W przypadku enzymu B-galaktozydazy, hydrolizujgcego wigzanie o-glikozydowe w
laktozie, kazda przedstawiona w tej rozprawie sél choliny zawierajgca anion organiczny, wykazata
sie dziataniem wzmacniajgcym stabilno$¢ enzymu. Przedstawione na ponizszym wykresie
stabilnosci dotyczg wynikéw zebranych w publikacjach [P1-P3]. Akronim Ch[Lac]-2 dotyczy
wynikéow otrzymanych w srodowisku mleczanu choliny dla reakcji hydrolizy z udziatem lipazy
(CALB). Wyniki przedstawione na wykresie (Wykres 7) zostaty zawezone do préb zawierajgcych
10% stezenie mieszaniny soli choliny. W przypadku lipazy, tylko mleczan choliny, oraz, zgodnie z
literaturg, chlorek choliny], okazaty sie cieczami nie wptywajgcymi negatywnie na stabilnos¢ CALB

[38,66,132].

W przypadku B-galaktozydazy, najwyzsza stabilnos¢ w czasie, ze wzgledu na anion w soli choliny,
przypisana moze zosta¢ do mieszanin zawierajgcych glikol etylenowy, glicerol lub mieszanine ich
obu. Podobnie w przypadku mieszanin zawierajgcych mocznik, co jest raczej nieoczekiwang
obserwacjg, gdyz mocznik jest powszechnie znanym Srodkiem denaturujgcym enzymy [109,110].
Analiza powyzszych wynikéw pokazuje rdwniez, ze najwyzszg aktywnos$é wzgledng uzyskano dla
mieszaniny z uktadami eutektycznymi zawierajgcymi poliole — glikol etylenowy i glicerol. Nie jest
to zaskakujgce odkrycie, gdyz powszechnie wiadomo, ze glicerol jest srodkiem stabilizujgcym
enzym [52]. Interesujace jest natomiast to, ze glikol etylenowy daje podobne lub nawet lepsze
wyniki szczegdlnie w obecnos¢ lewulinianu choliny. Podobnie ma sie sytuacja w przypadku,
stabilnosci hydrolaz wzgledem temperatury. W przypadku badanych soli choliny, dla kazdego
enzymu dodatek cieczy jonowej, poprawit wynik stabilnosci enzymu wzgledem préby kontrolnej.
Niemniej jednak przy wyzszych wartosciach temperatur, pozytywy wptyw glikolu etylenowego
zanika i tylko uktady zawierajgce mieszaniny soli choliny o najwyzszym stezeniu glicerolu (1:2)
pozwalajg enzymowi zachowaé swojg aktywnos$¢ na poziomie wyzszym niz dla préby kontrolnej
w tej samej temperaturze [109,110]. S to jednak wartosci zdecydowanie nizsze niz dla optimum

temperaturowego (30°C). W przypadku B-galaktozydazy, tylko dla mieszaniny lewulinianu choliny
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z glicerolem, stabilnos¢ temperaturowa wyrazona w relatywnej aktywnosci do préby kontrolnej
w 30°C, spadfa o 50%. Jest to jednoczesnie 50-krotnie wyzszy wynik, niz dla préby kontrolnej w
tej samej temperaturze [110]. Mimo iz zgodnie z literaturg, posadzany o pozytywny wptyw na
stabilno$¢ enzymu jest gtéwnie glicerol [52], podobny efekt wywotuje réwniez obecnosc soli
choliny. Fenomen ten zaobserwowany zostat zarowno w publikacjach [P1-P3] dla kazdego z
badanych enzyméw jak réwniez, w literaturze [52,112,133]. Zebrane powyzej wyniki, obrazuja, iz
dla badanych enzymdw, nie ma wspdlnej zaleznosci — wzgledem zaréwno badanych soli choliny
jak i ich mieszanin. W przypadku B-galaktozydazy do inhibicji lub wrecz denaturacji biatka
dochodzi w $rodowisku wodnym, w ktérym zawartos¢ badanej soli choliny lub jej mieszaniny

eutektycznej
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Wykres 7 Wykres wartosci wzglednej aktywnosci enzymu B-galaktozydazy, po 60minutach w
temperaturze 30st Celsjusza oraz CALB (ciecz Ch[Lac]-2)w tych samych warunkach.
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przekracza 20%. W przypadku lipazy (CALB) natomiast, enzym zachowuje swojg stabilnos¢ przy
obecnosci wody mniejszej niz 2% (>98% soli choliny lub jej mieszaniny), dodatkowo, co
przedstawiajg wyniki w publikacji [P3], w stezeniu powyzej 98% DES w wodzie, lipaza CALB jest

stabilna (Wykres 8) oraz mozliwe jest prowadzenie reakcji estryfikacji i transestryfikacji.

—— Ch[Lac] ——— Ch[Lac]:U ——— Ch[Lac]:Gly —— Ch[Lac]:U:Gly
18 —— Ch[Lac]:U:Eth gly Ch[Lac]:U:Gly —— Ch[Lac]:Gly:Eth gly —— Kontrola
18
Temperatura [°C]
5
(&)
LL
©

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperatura [°C]

Wykres 8 Profil stabilnosci termicznej lipazy CALB w mieszaninach mleczanu choliny ze zwiazkami
HBD

72



111.8.2 Aktywnosc¢ wybranych enzymow z grupy hydrolaz.

Wszystkie wyniki z ponizszej sekcji sq zaczerpniete z publikacji [P1 — P3], w ktérych to

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru aktywnos$ci dla danego enzymu.

Podobnie jak wszystkie katalizatory, enzymy zwiekszajg szybkos¢ reakcji, obnizajac jej
energie aktywacji. Chemicznie, enzymy s jak kazdy katalizator i nie sg zuzywane w reakcjach
chemicznych ani nie zmieniajg réwnowagi reakcji. W przeciwieistwie jednak do typowo
chemicznych katalizatoréw, enzymy sg zdecydowanie bardziej specyficzne, tracgc swojg zdolnosci
operacyjne poza optymalnymi warunkami (temperaturg i pH) lub wrecz ulegajac trwalej
denaturacji pod wptywem zbyt wysokiej temperatury, tracac woéwczas swojg strukture i
wiasciwosci katalityczne, na skutek catkowitego rozfatdowania struktury enzymu. W przypadku
opisanych soli choliny oraz ich mieszanin, nalezy zauwazyé¢, iz najwiekszy wptyw na zdolnosci
operacyjne enzymu, wywiera anion w soli choliny. Jest to szczegdlnie obserwowalne w przypadku
wynikow badan w publikacjach [P1-P2] oraz w literaturze [75,112,133]. W przypadku gdy Ch[Cl]
hamowat aktywnos¢ B-Gal nawet przy niskim stezeniu mieszaniny soli choliny w roztworze
reakcyjnym, w obecnosci Ch[OAc] lub Ch[Lev] aktywnos¢ B-galaktozydazy wzrastata kilkukrotnie.
Dodatkowo, zaobserwowano, iz wraz ze zmniejszajgcym sie stezeniem mieszaniny Ch[CI] (z
dowolnym zwigzkiem HBD) w wodzie, aktywnos¢ B-galaktozydazy wzrastata. Mimo to mieszaniny
eutektyczne chlorku choliny, bez wzgledu na stezenie, w badanych zakresach, nigdy nie osiggnety
wartosci aktywnosci enzymatycznej obserwowanych w prébie kontrolnej. W przypadku
natomiast, gdy anion soli choliny byt organiczny, wartosci aktywnosci enzymatycznej,
zdecydowanie przewyzszaty wartosci proby kontrolnej, juz przy 5% stezeniu soli (lub mieszaniny)
w medium reakcyjnym. Aktywnos¢ enzymatyczna prawie wszystkich przebadanych mieszanin soli
choliny na bazie octanu choliny oraz lewulinianu, nawet z mocznikiem, przy stosunku
procentowym miedzy 5% a 20% (v/v) mieszanina eutektyczna — bufor NaHPO4 (odpowiednio
95%—80%) wykazujg znacznie wiekszg aktywnos¢ w pordwnaniu z probg kontrolng. Najbardziej
stymulujacy efekt dla aktywnosci B-Gal, (wzrost o ponad 270%) zaobserwowano w mieszaninie
zawierajgcej dodatek 5% mieszaniny soli choliny (lewulinianu, octanu oraz mleczanu) z glicerolem
oraz/lub z glikolem etylenowym. Na szczegdlng uwage, zastuguje tutaj jednak lewulinian choliny.
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Wyniki przedstawione w publikacji [P2] wykazaty, iz zaréwno lewulinian choliny jak i jego
mieszaniny wywierajg amplifikujgcy wptyw na aktywnos$¢ hydrolityczng [B-galaktozydazy, a
najwyzsze wartosci aktywnosci zaobserwowane zostata dla mieszanin zawierajgcych poliole, w

szczegolnosci glikol etylenowy oraz glicerol, w stezeniach ponizej 20%.

Dodatkowo, badania nad kinetyka reakcji (Wykres 9) wykazaty. iz dodatek samej soli
choliny (Ch[Lev]) réwniez wzmocnito wzgledng aktywnos¢ badanego enzymu — ponad
dwukrotnie, juz przy 5% stezeniu. We wszystkich badanych prébkach zawierajacych lewulinian
choliny [w stezeniach 5%, 10%, 15%, 20% (v/v)] dodanych do roztworu buforowego (Srodowisko
reakcji enzymatycznej), odnotowano wyzsze wartosci aktywnosci hydrolitycznej B-galaktozydazy.
Nawet dla mieszaniny eutektycznej zawierajgcej w swoim sktadzie mocznik, w stezeniu od 5% do
20% (v/v) aktywnosci B-galaktozydazy byty wyzsze niz w probie kontrolnej. Najwyzsze wartosci,
ponownie zaobserwowano dla mieszanin, w ktérych sktadzie jako HBD zastosowano poliole
(Ch[Lev]:Gly; Ch[Lev]:EthGly Ch[Lev]:EthGly:Gly, Ch[Lev]:U:Gly, Ch[Lev]:U:EthGly). Najbardziej
znaczacy wynik mozna zaobserwowaé w $Srodowisku reakcji enzymatycznej, zawierajgcym 15%
mieszaniny Ch[Lev]:EthGly, w ktérym to aktywnos$¢ B-galaktozydazy wzrosta prawie 5,5-krotnie.
Znamienne jest, ze podobny efekt zaobserwowany zostat dla rozpuszczalnikédw zawierajgcych
mocznik. Jak wspomniano powyzej, mocznik znany jest z wtasciwosci denaturujgcych biatka [134],
jednak mieszaniny soli choliny z mocznikiem jako zwigzkiem HBD, réwniez wykazujg wtasciwosci
wzmacniajgce aktywnos¢ B-galaktozydazy. Mimo niewielkiej ilosci obecnie doniesien
literaturowych poréwnywalnych z powyzszymi, podobne zjawisko zostato zaobserwowane
rowniez dla innych enzyméw z grupy hydrolaz [52,75,112]. Niemniej jednak, wspomniane
doniesienia literaturowe, bardziej skupiajg swg uwage na pozytywnym wptywie uzytego w
mieszaninie soli choliny, danego zwigzku HBD [112]. Powyzsze wyniki uwzglednione w
publikacjach [P1-P2] wykluczajg zatem proponowang w literaturze hipoteze, o wytgcznym
wptywie zwigzkéw typu HBD, na stabilnos¢ i aktywnos¢ enzymow
w mieszaninie eutektycznej [112]. Co wiecej, pokazujg, ze wzrost aktywnosci enzymatycznej jest
rowniez bezposrednio zwigzany z rodzajem anionu w czwartorzedowej soli amoniowej [135] oraz
z oddziatywaniami anion soli choliny — zwigzek HBD oraz anion soli choliny — powierzchnia enzymu

[83,90,136-138]. W przypadku osobno stosowanych rozpuszczalnikdw, dla obu przypadkéw
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(lewulinian choliny i glikol etylenowy), zaobserwowano wzrost aktywnosci enzymatycznej
wzgledem préby kontrolnej w wodzie. Wyniki badania kinetyki
reakcji, pokazuja, iz efekt wzrostu jest 70% wiekszy w przypadku mieszaniny lewulinian choliny:
glikol etylenowy — niz w przypadku samego glikolu etylenowego w identycznym 10% stezeniu

(Wykres 9)
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Wykres 9. Profil kinetyczny hydrolizy laktozy prowadzonej przez pB-galaktozydaze,
w Srodowisku reakcji, zawierajacym roézne stezenia analizowanych mieszanin lewulinianu choliny
z glicerolem oraz z glikolem etylenowym
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Nalezy jednak zauwazyé, iz wzrost aktywnosci B-galaktozydazy w srodowisku mieszanin
soli choliny jest réowniez zjawiskiem zaleznym od stosowanego substratu. W przypadku pB-
galaktozydazy, wzrost aktywnosci enzymatycznej obserwowany podczas hydrolizy laktozy
(naturalnego substratu) byt o 50% nizszy niz dla substratu modelowego (ONPG) gdzie
zaobserwowany zostat wzrost aktywnosci o blisko 600% wzgledem préby kontrolnej.
Przeprowadzone modelowe reakcje z laktozg, jako naturalnym substratem dla B-galaktozydazy,
pokazaty, iz mieszaniny lewulinianu choliny réwniez ze zwigzkami HBD w stosunku molowym 1:2
oraz 1:1:1 nawet z mocznikiem, w stosunku procentowym 5% (v/v) mieszanina lewulinian
choliny:mocznik (1:2) i 95% bufor, pozytywnie oddziatujg na enzym, powodujgc wzrost
aktywnosci B-galaktozydazy w poréwnaniu do préby kontrolnej. Ponownie, najwyzsza aktywnosé
hydrolityczna zaobserwowana zostata dla uktadéw lewulinian choliny: glikol etylenowy lub/i
glicerol (1:2 mol:mol, stezeniach 5% - 20% do w buforze). Niemniej jednak z substratem
naturalnym — laktozg — najwyzsze wartos$ci aktywnosci enzymatycznej (wzrost o 300% wzgledem
proby kontrolnej) sg wynikiem nizszym niz dla modelowego substratu ONPG. Wynika to zaréwno
z rozmiaru jak i struktury substratu. Liczne grupy OH w laktozie, réwniez bowiem oddziatuja
zaréwno z anionem soli choliny jak i ze zwigzkiem HBD. Pozytywny wptyw oddziatywan anionu
soli choliny obrazuje wzrost aktywnosci B-galaktozydazy, w reakcji hydrolizy dla modelowego
substratu ONPG. Opisane w niniejszej pracy mieszaniny soli choliny/sole choliny zawierajgce
anion organiczny, aktywujg enzym, zwiekszajgc — wydajnosé reakcji enzymatycznej. W kazdym
badanym przypadku, aktywnos¢ B-galaktozydazy byta blisko lub ponad, trzykrotnie w poréwnaniu

z prébg kontrolng (Wykres 10).
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Wykres 10 Wzgledna aktywno$é¢ enzymatyczna [-galaktozydazy w reakcji hydrolizy
(A - substratu ONPG; B - laktozy) w srodowisku mieszanin eutektycznych zawierajacych lewulinian
choliny oraz zwiazki HBD. C Wzgledna aktywnos$¢ enzymatyczna P-galaktozydazy w reakcji
hydrolizy latkozy w Srodowisku zawierajacym mieszaning eutektyczna lewulinian choliny : glikol
etylenowy, w zaleznosci od stezenia mieszaniny w srodowisku reakgcji.
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Wyniki przedstawione w publikacji [P3] analizujgce wptyw mleczanu choliny na reakcje
hydrolizy enzymatycznej z udziatem lipazy CALB , pokazaty, iz zaréwno zaobserwowane jak i
opisane w literaturze [49,112,139,140] zjawisko wzrostu aktywnosci hydrolaz, przypisywane jest
obecnosci duzej ilosci grup -OH. Pozytywny wptyw glicerolu badz glikolu etylenowego,
zwiekszajgcy wartosci aktywnosci enzymatycznej, nie zostat bowiem zaobserwowany, dla zadnej
z opisanych w niniejszej pracy soli choliny, ani ich mieszanin — w reakcji z lipazg CALB. W
przeciwienstwie do B-galaktozydazy, lakazy, B-glukozydazy wyzisze wartosci aktywnosci
enzymatycznej, obserwowane sg, wedtug literatury [75,76,112,133] np. dla uktadu chlorek lub
octan lub mleczan choliny:mocznik przy zawartosci wody w mieszaninie w zakresie 5% - 15%.
Wsrod publikacji naukowych, wyjasnienia tych zjawisk upatruje sie gtéwnie w eksperymentach
obliczeniowych jak réwniez w eksperymentach z uzyciem spektroskopii >N NMR.
Przeprowadzone badania przez C. Ma. i wsp. [22,86] nad dysocjacjg cieczy jonowych, mieszanin
eutektycznych, oraz nad interakcjami w wodzie pomiedzy tymi rozpuszczalnikami, a powierzchnig
biatka, sugerujg zalezno$¢ wzrostu aktywnosci enzymu od rodzaju grup funkcyjnych obecnych w

mieszaninie i ich zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych.
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Wykres 11 Wzgledna aktywnos¢ hydrolityczna lipazy CALB w reakcji hydrolizy propionianu pentylu
w Srodowisku zawierajacym mieszaniny eutektyczne mleczanu choliny, Préba kontrolna
zdefiniowana jako znormalizowana aktywnos¢ enzymatyczna =100%

Analiza wynikéw uzyskanych we wspomnianych publikacjach [P1-P3] pokazata, ze wptyw soli
choliny na aktywnos$¢ enzymatyczng enzyméw hydrolitycznych (B-galaktozydazy i lipazy) jest
zalezny nie tylko od rodzaju anionu, ale réwniez od rodzaju zwigzkéw HBD w roztworze.
Zauwazono znaczgce zwiekszenie aktywnosci enzymatycznej przy uzyciu soli zawierajgcych
aniony organiczne, takie jak lewulinian czy octan, szczegdlnie w obecnosci glicerolu lub glikolu
etylenowego, co sugeruje synergistyczne dziatanie tych sktadnikéw, w przypadku
B-galaktozydazy [110]. Uktady zawierajgce mocznik, pomimo jego potencjalnie denaturujgcych
wiasciwosci, réwniez nie hamowaty, a w niektérych przypadkach nawet zwiekszat aktywnos¢

enzymatyczng. Niska reaktywnos¢ mocznika, wzgledem powierzchni enzymu w mieszaninach
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eutektycznych, zostata juz wczesniej zaobserwowana w literaturze [75,112]. Zjawisko to
przypisywane jest bardzo silnym wigzaniem wodorowym pomiedzy grupami -NH, w moczniku, a
anionem soli choliny. Niemniej jednak, te same sole choliny, w przypadku hydrolizy
enzymatycznej z udziatem lipazy CALB dezaktywowaty zdolnosci katalityczne enzymu. W
literaturze opisano podobne efekty wzrostu aktywnosci hydrolitycznej innych enzyméw w
obecnosci soli choliny i zwigzkdw HBD, co wskazuje na potencjalne uniwersalne mechanizmy
oddziatywania tych sktadnikdw na enzymy [49,75,112,141] . Warto jednak podkresli¢, ze wyniki
te sg pierwszym krokiem w kierunku petnego zrozumienia wptywu S$rodowiska reakcji na
aktywnos¢ enzymow i wskazujg na potrzebe dalszych, szczegdtowych badan. W przysztosci
kluczowe bedzie zbadanie, jak specyficzne interakcje miedzy anionami soli choliny a zwigzkami

HBD wptywajg na konformacje enzymoéw oraz ich aktywnos¢ w réznych warunkach reakcyjnych.
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IV Whioski

W pracy przedstawiono synteze i charakterystyke mieszanin typu DES i LTTM z kationem
choliny oraz anionami nieorganicznym chlorkowym oraz organicznymi: octanowym, lewulinowym,
mleczanowym oraz mozliwos¢ ich zastosowania jako nowego $rodowiska w reakcjach biokatalizy,

ze szczegblnym uwzglednieniem hydrolizy enzymatycznej z udziatem enzyméw z grupy hydrolaz.
Celem naukowym przedstawionej rozprawy doktorskiej byty:

1. Synteza i charakterystyka wiasciwosci fizykochemiczne mieszanin typu DESiLTTM
powstatych z réznych soli choliny

2. Badania nad wykorzystaniem mieszanin DES i LTTM jako nowego $rodowiska lub
modyfikatora srodowiska reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziatem wybranych

enzymow z grupy hydrolaz

W  odniesieniu do pierwszego celu przedstawionej pracy doktorskiej, przeprowadzone

eksperymenty pozwolity na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. Charakter oraz strukturalne cechy anionéw soli choliny determinuja ich zdolno$¢ do
tworzenia wiazan wodorowych i mieszanin DES oraz LTTM, poprzez modyfikowanie
wartosci entalpi tworzenia kationu choliny, co znaczaco wptywa na ich wilasciwosci

fizykochemiczne (publikacja P1-P3).

2. Typ zwiazku HBD ma bezposredni wptyw na wtasciwosci fizykochemiczne mieszanin soli
choliny, jednakze wptyw ten jest mniejszy niz wptyw anionu obecnego w soli choliny

(publikacja P1-P3).
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Aniony w solach choliny tworza ztozone interakcje z zwiazkami HBD, co bezposrednio

wplywa na wiasciwosci fizykochemiczne mieszanin soli choliny (publikacja P1-P3).

Gestos¢ mieszanin typu DES i LTTM zalezy od anionu w soli choliny w mieszaninie. Nie jest
to jednak wyznacznikiem sity wigzan wodorowych obecnych w mieszaninie, a efektem
struktury przestrzennej powstatej sieci wigzan wodorowych Przebadane mieszaniny
mozna uszeregowa¢ w kolejnosci chlorek > mleczan > octan > lewulinian.
Gestos¢ mieszanin typu DES i LTTM nie jest wartoscia addytywng jej sktadowych
(publikacja P1-P3).

Najstabsze oddziatywania wodorowe spos$réd badanych uktadéw sa obecne w
mieszaninach octanu choliny oraz lewulinianu choliny, w uktadach zaréwno z glicerolem
jak i mocznikiem. Mieszaniny te wykazuja nizsze wartosci E,, co sugeruje stabsze
oddziatywania wigzan wodorowych w mieszaninie. Mieszaniny z glicerolem i/lub glikolem
etylenowym w ukfadach z chlorkiem choliny lub mleczanem choliny wykazuja wigksze
warto$ci E,, co wskazuje na bardziej ztozone oddziatywania wiazan wodorowych w
mieszaninie. Najwyzsze wartosci E,sposréd badanych mieszanin eutektycznych, przypisa¢

nalezy do mieszanin zawierajacych mocznik oraz mleczan choliny (publikacja P1-P3).

Przebadane mieszaniny soli choliny typu DES i LTTM wpisuja sie w dotychczasowe badania
naukowe, wykazujac iz im mniejsza réznica pomiedzy wielkoscia kationu i anionu tym

nizsze przewodnictwo (publikacja P1-P3).

Sita wiazan wodorowych obecnych w mieszaninie jest zalezna od rodzaju anionu w soli
choliny oraz typu zwiazku HBD, co przektfada sig na stabilno$¢ termiczna tychze mieszanin.
Im wigksza sie¢ wigzan wodorowych obecnych w mieszaninie, tym wyzsza temperatura

poczatkowa procesu degradacji Tonset-s%. (publikacja P1-P3).
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W odniesieniu do drugiego celu przedstawionej pracy doktorskiej, przeprowadzone

eksperymenty pozwolity na wyciagnigcie nastepujacych wnioskéw:

1. Wozrost aktywnosci enzymatycznej jest bezposrednio zwiazany z rodzajem anionu soli
choliny oraz z oddziatywaniem anion soli choliny — zwiazek HBD oraz anion soli choliny —
powierzchnia enzymu. Niskie stezenia mieszanin soli choliny ze zwiazkami HBD, w
$rodowisku wodnym, moga stabilizowaé enzymy hydrolityczne, zwigkszajac ich stabilnos¢
termiczna. Wzrost aktywnosci enzymatycznej wynikajacy z obecnosci mieszaniny soli
choliny w medium reakcyjnym, w niskim stezeniu (<20%), przewyzsza wptyw na aktywnos¢
enzymatyczng obu zwiazkéw stosowanych osobno, w tym samym stezeniu. Potwierdza to
synergistyczne dziatanie obu zwiazkéw obecnych w mieszaninie. Dodatkowo, wptyw
stezenia mieszaniny soli choliny (ze zwiazkami HBD) na parametry operacyjne enzymu 3-
galaktozydazy jest zalezny od substratu uzytego w reakgiji.
W reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziatem B-galaktozydazy — dla reakcji hydrolizy w
$rodowisku lewulinianu choliny z glikolem etylenowym z naturalnym substratem (laktoza)
aktywno$¢ enzymatyczna byta 50% nizsza, niz dla reakcji hydrolizy z modelowym
substratem ONPG, przy tym samym stezeniu mieszaniny dla obu reakcji. (odpowiednio

300% i 600% wzrost aktywnosci wzgledem préby kontrolnej) (publikacja P1-P2)

2. Niskie stezenie mieszaniny typu DES lub LTTM soli choliny w medium reakcyjnym moze
zwigkszy¢ parametry operacyjne enzymdw w procesach biokatalizy, jest to jednak zalezne
od charakteru biokatalizatora, mechanizmu reakcji oraz od substratu uzytego w danej

reakcji (publikacja P1-P2).

3. W zaleznosci od stezenia mieszaniny eutektycznej w medium reakcyjnym, enzymy moga
zachowywac¢ stabilno$¢ jednoczesnie wykazujac aktywnos$¢ inng, niz aktywnos¢

hydrolityczna, czego przyktadem jest zdolno$¢ lipazy do prowadzenia reakcji
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transestryfikacji, w Srodowisku mieszanin LTTM powstatych przy udziale mleczanu choliny

(publikacja P1-P2).

Podsumowujac, moje badania ujawniaja znaczacy potencjat mieszanin eutektycznych w
biokatalizie, jednoczesnie zwracajac uwage na koniecznos$¢ dalszych badan, aby przezwycigezy¢
istniejace ograniczenia i petniej wykorzysta¢ ich potencjat w przemysle. Odkrycia te otwieraja
nowe mozliwosci dla optymalizacji proceséw biokatalizy, podkreslajac role szczegdtowej analizy
interakcji miedzy solami choliny, ich anionami, a enzymami. Do najwigkszych ograniczen
badawczych naleza precyzyjno$¢ oraz specyfika modelowania molekularnego oraz metody
spektroskopii "N HN-HSQC z udziatem enzyméw. Pofaczenie tych dwdch metod, moze
pozwoli¢ na gtebsze zrozumienie mechanizmu odpowiedzialnego za wzrost wydajnosci reakgji

enzymatycznej w obecnosci soli choliny.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Artide hisary: In presented study analysis of physicochemical properties of deep eutectic solvents (DESs) and their usefulness
Recelved 15 March 2019 asan element of reaction medium for B-galactosidase from Khuyveromyces lactis was conducted. Analyzed DESs
Recelved :‘ """;:‘g"“ A]ne 219 were hased on choline salt derivatives: choline chloride, choline acetate and hydrogen bond-donors (HBD) such
:"’"""’I o aﬁ': e as: glycerol, ethylene glycol, urea, thiourea and levulinic acid. Results showed that reaction medium with appro-
priate amount of DES based on choline acetate had beneficial effect on activity of B-galactosidase. The 5% (v/v)
addition of developed choline acetate:glycerol DES mixture enhanced enzyme activity almaost three fold. The re-
sults of performed experiments have also revealed that B-galactosidase activity is less affected by the organic
anion as choline acetate in ionic liquid, than inorganic anion as choline chloride. The developed green solvents
as DES based on choline acetate exhibit a wide application potential that can be used to increase efficiency of
enzyme-based industrial process.
© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introd uction designed by nature for retain and express its desired properties in mul-

In the last decades, efforts have been made to replace volatile and
taxic organic solvents often used in synthesis and chemical processes.
This approach comprises the utilization of easy recyclable and nonvola-
tile systems such as ionic liquids or deep eutectic solvents (DESs) [1}).
Considerable sdentific and economic interests have been devoted to ex-
tend the range of search for green solvents, lately, especially for natural
deep eutectic solvents. In contrast to ionic liquids - composed of one
anion and cation, DESs systems are being formed as an eutectic mixture
of salts and Lewis and Brensted acids and bases. The DESs are distin-
guished from the conventional solvents due to the fact of their proper-
ties such as limited volatility, low- to non-toxicity, biodegradability,
sustainability, and quite commonly low prod uction cost [2]. Nowadays
green solvents play a vital role espedally in pharmaceutical ind ustry
where enzymes often are used as catalysts [3]. From this reason a key
issue is to design DES, that can be a safe environment for various en-
zymes. In the search of new deep eutectic solvents, nature observation
can be a good point to start looking for optimal solution. The various
metabolites in a cell are mixed together that results in significant reduc-
tion of its melting point and formation of ionic liquids at low tempera-
tures, lower than the melting points of pure substances such as, for
example, malic acid and sucrose [2]. Enzyme structure is optimally

* Correspanding authaor.
E-mail address marcin smiglah@® ppnt poznanpl (M. Smiglak).

https:/dolarg/10.1016/} jblomac 201206 (27
0141-8130/0 2019 Hsevier B.V. All rights reserved.

ticomponentDESs occurring in living cells [4). The DESs composed from
natural amino acids, organic acids, sugars, or choline derivatives seem to
fulfil green chemistry principles that can be used as an enzymatic
biocatalysts environment. The possibility of use of homogeneous eutec-
tic mixtures as medium for chemoenzymatic reactions in case of various
proteases, lipases, peraxidases, laccases and glycohydrolases have been
reported [5-7]. However the advantages of chemoenzymatic one-pot
multistep processes with DES as solvent have high impactfor the devel-
opment of continuous effective methods that allows for applying them
in large scale industrial process where stability of biocatalyst is a key
factor. [8]. Gorke et al.,|9] have shown that lipase B and A from Candida
antarctica, retaining a high activity in DESs based on choline chloride
paired with hydrogen-bond donor species such as acetamide, ethylene
glycol, glycerol or urea. It was shown that DESs used as a co-solvents,
enhance the reaction yields and conversion efficiendes of these
hydrolases [10}. More recently Zhao et al., [11] have used biocompatible
DESs such as 1:2 choline chlaride/glycerol and 1:1.5 choline acetate/
glycerol that permitted CALB lipase, to retain high activity and stability,
that resulted in high conversions (up to 97%) in the enzymatic
transesterification of Miglyol® oil 812 with methanol in proposed bio-
diese] synthetic pathway. However the variance in formed hydrogen
network created by DES components can lead to formation of not de-
sired by-products and also affect the effectiveness of chemoenzymatic
reaction [ 12). Moreover it can be assumed that different compositions
of deep eutecticsolvents, mightlead to creating of an “enzyme-friendly™
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environment which will allow to stabilize the enzymatic reaction and
simplify separation of the obtained product and DES. Due to industrial
applicability, this is interesting field of research especially for other en-
zymes of high industrial interest. One of them is a 3-galactosidase (3
Gal) which catalyzes of O-glycosylic bond hydrolyzing in milk sugar as
lactose splitting it to glucose and galactose. Apart this activity enzyme
has ability to transglucosylation and synthesis the prebiotic galacto-
oligosaccharides [13].

The aim of this work was to prepare new group of natural compound
based DESs, their characterization and first time examination of their
usefulness as enhancers of the fungal beta-galactosidase activity.

2. Experimental
2.1. Materials and methods

2.1.1. Materials

Choline chloride (99%), Choline bicarbonate (80% in H,0), Urea
(99%), Thiourea (99%), Glycerol (99%), Ethylene glycol (99%), Levulinic
acid (99%), (25.3R4S,55,6R)-2-3-hydroxy-5- (E)-2-(4-
hydroxyphenyl)ethenyl]phenoxy]-6-( hydroxymethyl)axane-3,4,5-
triol (99%), Acetic add (99%), were purchased from Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA) and used without further purifi-
cation unless otherwise stated.

2.2.Sample preparation

2.2.1. Synthesis of choline acetate

Acetic acid (0.12 mol) was added d ropwise to solution of choline bi-
carbonate (0.12 mol) in methanol (50 mL). The reaction was carried out
in round-bottom flask equipped with a magnetic stir bar at 60 “Cover
24 h period.

After completion of the reaction, the mixture was evaporated under
reduced pressure atroom temperature to avoid thermal decomposition
of formed salt, to furnish pure product, 99% yield.

"H NMR (300 MHz, D,0): 6 (ppm) = 1.91 (s, 3H, CH5C0,), 320 (s,
9H, (CH;)3N), 3.52 (t. 2H, CH;N, | = 4.8 Hz), and 4.06 (m, 2H, CH,0H).

2.3. Preparation of deep eutectic solvents

All DESs were prepared by mixing choline's derivatives (0.1 mol)
and HBD at specific molar ratios (respectively 0.1 and 02 mol) with
continuous stirring while heating at 60 *C until the homogenous liquid
have been obtained. Molar ratios, abbreviations and appearances of all
prepared DESs are shown in Table 1.

23.1. HNMR

"H NMR spectra were recorded on a Bruker BioSpin (400 MHz) spec-
trometer using D0 as solvent with tetreamethylkilane as the internal
standard. Proton chemical shifts are shown in parts per million (6 ppm).

232 Assay of density and viscosity of DES

Viscosity were measured using rotary rheometer model equipped
with 40 mm Peltier steel plate, with shear rate of 200 s™*, gap of 1000
pm and compression velocity of 100 pm-s™ " at 25 °C (water content
of each sample did not exceed 1.75%wt and not affected the measured
values).

The density measurements were made using the laboratory scale
Radwag AS 510.3Y. Dried samples were placed in the test-tube. Sinker
(standardized glass ball with predetermined mass and volume), which
density has been determined, was first weighed in the air and next in
the tested liquid in test tube in the temperature range of 25-26 °C. Ob-
tained density data were collected.

Table 1
Prepared DES based an chaline chiaride (DES 1) and choline acetate (DES 11).

DES1 abbreviations

Molar ratio [mol: Appearance Water
mol]

content

(%]
L ChiCl}:Urea n 130
b Chidlcy* L 145
k Chid)LEthaly RiA 136
i Chid]:Urea Gly T 141
le  Chid]:ThiourexEthGly TL 170
¥ Chidl]:Urea EthGly L 156
i ChiC):Gly EthGly it 112
h  Chidl:Clylev* L 1.04
2 ChjOAc):Urea Pyt 110
b ChjoAckGl PYL 132
Hc ChjOAc)EthGly* PYL 1.06
Id Ch{OAc):Urea:Gly 11 PYL 107
lle Ch{OAc):Thicurea: B R} PYL 120

EthGly

0f ChjOAc):Urea:EthGly r1l PYL 113
g ChjOAc):Gly:EthQly r1l PYL 107
1h ChjOAc):Gly:Lev* 11l PYL 122

*Gly - glycerol;Ethgly- ethylene glycal, Lev - Levulinic ackd; TL~ wransparent liquid; PYL -
pale yellow liquid.

2.33. Conductivity assay of DES solutions

Prior to analysis samples were dried under vacuum and water con-
tent has been measured. The water content of the samples was deter-
mined by Karl-Fischer titration using a Metrohm 915 KF Ti-Touch
instrument with volumetric titration. Conductivity analyses were per-
formed using CPC-411 Elmetron conductivity meter. The measurement
was performed using conductivity meter probe placed in the test-tube
along with sample and thermometer.

2.34. Differential scanning calorimetry analysis (DSC) of DES

Determination of the thermal transitions of the samples was per-
formed using Mettler Toledo DSC 1 STARe System differential scan-
ning calorimeter, coupled with a Huber TC100 immersion cooler.
The calorimeter was calibrated for temperature and cell constants
using indium (with a melting temperature of —116.54 °C, and spe-
cific enthalpy of melting of 28.71 J/g). All data were collected at at-
mospheric pressure, with nitrogen as a purge gas, and an empty
sample pan as the reference. Masses of samples were between 6
and 15 mg. In the first heating cycle the heating ramp was set from
25 °Cto 125 *Cwith heating rate 10 "C/min. At this temperature sam-
ples were held for 5 min isotherm. In the next step samples were
cooled from 125 °C to -80 *C with cooling rate 10 *C/min, and then
were kept for 10 min at -80 °C. The last step was heating sample
from -80 °C back to 125 °C with heating rate 10 *C/min. The data
from the DSC thermograms were obtained via analysis using the
STARe Evaluation Software by Mettier Toledo.

2.35. Thermogravimetric analysis (TGA) of DES

Thermal stabilities were investigated using a TA Instrument TGA
Q50 thermogravimetric analyzer, predse to within 0.1 °C in tempera-
ture and to within 0.01% in weight. The TGA experiments were
conducted under nitrogen atmosphere and measured in the dynamic
heating regime. Samples between 5 and 10 mg were heated from 25
*C to 500 *C with heating rate of 3.5 *C/min with a 10 min isotherm at
85 °C under nitrogen atmosphere. This isotherm step was intended to
remove any remaining water present in the samples. Decomposition
temperatures reported for all materials were established as the onset
temperature for decomposition of the first 5% of the sample (Tszancee).
and as the regular onset temperature for decomposition (Tanee) for
the whole sample or for each of the consecutive steps in multistep
decomposition.
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2.36. Spectrometric analysis of DES

The spectra of pre pared deep eutectic solvents, were collected using
FTIR Broker TENSOR 27 spectrometer. Dried sample drops were placed
on the IR sensor and the spectra were collected from 4000 to
500 cm™" at room temperature.

237. Analysis of DES on influence on enzyme activity

As an model enzyme, the B-galactosidase from Kluyveromyces lactis
(Sigma-Aldrich, 22600 U/g), was used Samples for enzymatic reaction
were prepared with 50%, 35%, 20%, 15%, 10% 5% of DES in phosphate
buffer with pH 7.0. Activity of 3-galactosid ase was measured according
to the method described by Craven et al. with 4-nitrophenyl 3-D-
galactopyranoside (ONPG) as a substrate (Fig. 1). Reaction was con-
ducted in 15 min at temperature 30 “C. Initial concentration of ONPG
was 5 mmol/L. Prior to analysis the 3-galactosidase was diluted 1:1000
in phosphate buffer. The assay was performed by transfer ring 10 pl of di-
luted enzyme to 1.5 mL of substrate solution. After incubation time 300
ul of reaction mixture was transferred to cells on 96-well plates and ab-
sarbance was measured with use microplate reader, Thermofisher Sci-
entific Multiskan Go Microplate Photometer, at wavelength 420 nm.
One unit of enzyme liberate 1 pmol of 4-nitrophenyl per minute at
assay conditions.

3. Results and discussion

In this article we have focused on deep eutectic solvents composed
of choline salts derivatives - choline chloride and choline acetate and
hydrogen bond donars such as urea, glycerol, ethylene glycol, thiourea
and levulinic acid. The aim of this studywas to prepare and to character-
ize new DESs and determine their usefulness as a suitable medium for
hydrolase as a 3-galactosidase. In order to determine studied DESs use-
fulness as a biocompatible solvent for enzymatic reaction medium, basic
properties were determined, such as density, viscosity, conductivity as
well as thermal stability.

In presented studies two groups of DESs (1a-h Ch[Cl] and lla-h Ch
[0Ac]) were prepared and divided into the next subsets where one
group was composed of mixtures of two chemical entities and the sec-
ond group which involves mixtures of three compounds. Due to the
very simple methodology of DES preparation - mixing of two substrates
in spedific molar ratio - the most important was to pay attention to
water content, during preparation and purification, as this is major con-
taminant of the DES. All of the obtained DESs were used after determi-
nation of water content which for all mixtures was at the level of
below 2%.

3.1. Density

Density is one of the most important physical properties for a sol-
vent. Thus, it was analyzed for all of the DESs and where possible com-
pared to available literature data. Densities data for studied choline
chloride based DESs and choline acetate based DES are presented in
Table 2.

All of the studied choline chloride based DESs exhibit higher densi-
ties than water. Also it is noticeable that in case of binary mixtures,
the lowest density exhibit DES k¢ (Ch[CIEthGly), which seems to be
the outcome of the lowest density of ethylene glycol among the other
densities of HBD (glycerol and urea). In case of tertiary eutectic

HO.
e} H
o on) B-Galactosidase C["”
-
I d o
oH N

HO.
;
Noz one 2 A ko

ONPG
Fig 1. Schema of catalysed by b-gal aciosidase, hydrolysks of ester bond in o-niraphenyl-
B-Dgal e ined bk
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Table2
Density of choline chioride (1) and choline acea® (11) based DES at 25 °C.
DES HBD Molar ratio Density [p, g Density [lit]
[mal:mol] cm-3] p, gem-3]

1a Urea 1:2 125 125[19]
b Glycerol 1:2 118 1.18[20]
ic Ethgly 1:2 112 1.12[20]
1d Urea:Gly 11 120 n/a

le Thiourea:Ethgly 111 114 nja

if Urea:Ethgly 11 118 nja

1g Glycerol:Ethgly 1:11 114 n/a

th Glycerol:Lev 11 113 nfa

i Urea 1:2 117 nja

1 Glycerol 1:2 118 nja

lic Ethylene glyol 1:2 108 n/a

d Urea:Gly 11 1.15 n/a

lie Thiourea:Ethgly 11 117 nja

uf Urea:Ethgly 11 111 nja

g Glycerol:Ethgly 111 110 n/a

lih Glycerol:Lev 11 111 n/a

mixtures, the lowest density can be assigned to mixture le ( Ch[Cl}:Thio-
Urea:EthGly ) which can be due to the impact of the molar ratios within
DES — where the amount of HBD is likely to influence the strength of hy-
drogen bond network

Studied DESs based on choline acetate (Table 2) exhibit also higher
densities than water, however lower than choline chloride based DESs
which can be an outcome of greater affinity of chloride anion to the
HBDs. Also it is noticeable that the densities of the binary eutectic mix-
tures seems to be higher than tertiary eutectic mixtures for all DESs, ex-
cept for mixture lic (Ch[OAc]:EthGly) where HBD is ethylene glycol,
which can be due to not only the impact of the molar ratios of compo-
nents of DES but also because of weaker hydrogen bond structures.

32. Viscosity

Deep eutectic solvent systems are unique in their structure, as they
are composed of salts (usually with high melting points) complexed
with other compounds capable of donating hydrogen bonds [termed
hydrogen bond donors (HBDs)] to the anion of the salt[22). This com-
plexation results in the anion being distanced from its cation counter-
part of the salt. This dislocation of the anion results in lowering the
melting point of the salt used in DES [23). Depending on the molar
ratio of the HBD tothe salt, the DES may existin liquid form even at tem-
peratures much below ambient conditions. The DESs at these conditions
behave as a liquid and shows properties very similar to ionic liquids
(ILs). However, because of their high molecular weights, DESs have
higher viscosities compared with conventional solvents. The high vis-
cosity of DESs is mainly attributed to the presence of an extensive

04

i1

Viscosity [Pa®s]

Temperature [°C)

Fig 2. Viscosity of DESs based an choline chioride.
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Fig. 3. Viscasity of DESs based an chaline acetate.

hydrogen bond network between each component, which results in
lower mobility of free species within DES and also with van der Waals
and electrostatic interactions. As the viscosity describes the internal re-
sistance of a fluid to a shear stress and depends on the intermolecular
interactions (H-bonding, dispersive and Coulombic interactions) - an
increase in liquid temperature, significantly decreases the intensity of
these intermolecular forces hence the viscosity of the solvent [14].
Shown in Figs. 2 and 3 effect of temperature increase on the DES -
seems to follow the Arrhenius like behavior. As the temperature in-
creases, the viscosity decreases.

Based on the data obtained, itis observed that the mixtures contain-
ing glycerol show the most significant drop in viscosity with tempera-
ture increase, which can be due to weakening the intensity of
hydrogen bonding forces in the mixture. On the other hand the same
DESs, containing glycerol, present the highest viscosity of all observed
mixtures, which can be due to the presence of a robust 3D intermolecu-
lar hydrogen-bond netwark. Also it is worth noticing that presence of
second HBD in the mixture seems to lower the overall viscosity of
DES, probably due to the partial rupture of hydrogen bond network
[15). When mixing two substances to form a homogenous solution,
the intermolecular solute-solute forces of attraction must be less than
the solute-solvent intermolecular forces of attraction, and when these
forces of attraction are equal, these two substances become misdble.
The consequence of this physical bond breakage and formation is man-
ifested in the re-arrangement of molecules. Moreover, the way they are
packed leads in variation of physical properties such as density or

Table3
Conductivity of chaline chlaride and choline aeta® hased DES at 25 °C.
DES Malar  Conductivity Conductivity{lit]
ratio [o, fo, mSxam™']
mSxem™')
1a  ChiClj:Urea 1:2 124 180(40°C) [21]
b ChdlGheerol 12 1.07 1.05(20°C) [19]
Ic  Chid):EthGly 12 768 761(20°C)[19]
1d Ch{Cl]:Urea:Gly 1l 382 na
le Chid| eaBthGly Ll 409 na
i L ty 1Ll 407 na
g LGl nLr 321 na
th  Chid]:Gly:lev 11 1.09 na
1 ChiOAc):Urea 1:2 067 na
1 ChioAc):Qlyceral 1:2 0381 na
lic Chj0Ac): EthGly 1:2 188 na
Id  ChjoAc):Urea:Gly 1nrl 450 na
lle  Ch{OAc|:ThioUrea: 1Ll 034 na
EthGly
W ChjOAc):Urea:EthGly 1Ll 444 na
g Chj0Ac):Gly:EthQly HB) 187 na
1h  ChiOAc):Gly:Lev Ll 151 na

090

086

Fig. 4. I5C of choline chloride based DES.

viscosity. In the thermodynamics, these variations are called excess
properties. Excess thermodynamic properties of liquid mixtures are re-
lated to the inter molecular interactions between the constituents of the
mixture. Many factors affect these properties such as, for example: the
chemical structure of the components - different geometries of the un-
like molecules induce intermolecular forces as well as the rearientation
of the molecular species|16). According to the obtained data, it was ob-
served that the tertiary DES mixtures show the most significant drop in
viscosity with temperature increase, due to higher weakening the inten-
sity of hydrogen bonding forces in the mixture.

3.3 Conductivity

Due to the relatively high viscosities, most DESs exhibit weak ionic
conductivities [ 17]. Since the conductivity of DESs depends on viscosity
itis clear that significantchanges of the saltand HBD molar ratioalsoin-
fluence the conductivities of DESs, which leads to assumption that
Arrhenius-like equation can be used to predict the conductivity behav-
ior of DESs.

Choline acetate based DESs show relatively lower viscosities than
DESs based on choline chloride and since the conductivity of DESs de-
pends on viscosity there should be significant increase in conductivity
for mixtures based on Ch{OAc] DES. However the presence of acetate
ion in salt and HBD molar ratio also influence the conductivities of
DESs, which, as stated above, leads to assumption that Arrhenius-like
equation can be used to predict the conductivity behavior of DESs. Com-
paring above DESs it can be seen that choline chloride deep eutectic

00
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Temperature [°C)

Fig. 5. DSC of choline acetate hased DES.
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solvents shows higher conductivities (Table 3), which can be an out-
come of small, more mobile chloride anion.

3.4 Differential scanning calorimetry

The mixtures were characterized by DSC to determine the presence
of thermal transitions and then to compare to the raw choline chloride
or choline acetate, as well as, to other mixtures of chaoline salts and
HBD's used in those mixtures. The DSC of choline chloride is dominated
by the presence of a endothermic peak at86.31 °C, which comes from a
crystallographic arrangement phase transition [ 17). This peak is not ob-
servable in any DES mixture — what could be indicative of lack of molar
excess of chaline chloride in the mixtures (Fig 4). This means that all
choline chloride molecules are involved in molecular interactions and
the mixtures ratios are optimal for obtaining deep eutectic solution.
For mixtures where urea was used as a HBD there is a glass transition
observable at respectively —55.73 “C for la (Ch[Cl]:Urea) and at
—67.67 °C for M (Chol:Urea:Glycerol). For the mixtures where as a hy-
drogen bond donors liquid substrates were only used (ethylene glycol,
glycerol, levulinic acid), there were no observable phase transition
changes within investigated temperature range. This behavior is also
present for the mixtures where thiourea was used as a HBD with ethyl-
ene glycol. There is a chance that phase transition could be observed at
lower temperatures (beyond our instrument capability) - that kind of
shift to lower temperatures is observable for mixtures containing urea
and mixtures containing glycerol:urea as a HBD [17}.

The DESs mixtures based on choline acetate were also characterized
by DSC (Fig. 5) to determine the presence of thermal transitions and
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Fig 7. TGA chart for choline chloride based DES containing 3 maleties.
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Fig. 8. TGA chart for choline acetate based DESs cantaining 2 maleties.

then to be compared to pure choline acetate and other mixtures of
choline acetate with HBDs. The DSC of choline acetate presents endo-
thermic peak with the maximum atlower temp then that presented
in choline chloride due the presence of different/bigger acetate
anion. This peak is not observable in any other mixture — which
could indicate that there is no molar excess of choline acetate
present in the mixture, all choline acetate molecules are involved
in molecular interactions, and the mixtures ratios are optimal for
abtaining deep eutectic solvent.

For mixtures where ureawas used asa HBD there is a glass transition
state obsevable at respectively —67.05 °C for lla (Ch[OAc]Urea) and at
—68.51 °C for Nd (Ch[OAc]:Urea:Gly) and at —61.12 °C Hle
(CholineOAc:Thio Urea: EthGly). The shift of the temperature of glass
transition phase to higher temperatures (compared to choline chloride
based DES) comes probably from the presence of urea or thiourea mol-
ecules interacting with acetate anion which is not only bigger but also
weaker in terms of being hydrogen bond acceptor. The created hydro-
gen bonds with acetate anion are weaker than those made with chloride
anion which leads to weaker counteraction. For the mixtures where as a
hydrogen bond donars liquid substrates where only used (ethylene gly-
wl, glycerol, levulinic acid), there were no observable phase transition
changes in the considered temperature range.

35. Thermogravimetric analysis

Fig. 6 presents TGA slopes for the DESs based on choline chloride
containing only two components la (Ch[ClJ:Urea), Ib (Ch[CI]:Gly),
and Ic (Ch[ClJ:Ethgly). As can be seen on Fig. 6 the highest thermal
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Fig. 9. TGA chart for choline acetate based DESs cantaining 3 maleties.
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Table4

Thermogravimetric analysks of chaline chioride based DES
DES HR [Umin] T J°C] Tooend®d TIT] TfC  Tompw
1a 35 16136 15329 BB - 1725 [22]
i 35 16204 15393 24740 - 1838 [22]
e 35 9299 7884 2623 27036 107.1[22)
1d 35 15416 14545 24021 26184 nfa*
le 35 11041 10488 19051 23524 n/a*
i 35 8059 7656 14927 24698 nf*
g 35 10949 104.01 187.78 24944 n/2*
1h 35 1487 14126 24242 28893 na*

HR* - heating rate.

stability can be assigned to la (Ch[Cl]:Urea) mixture, because ofits first
onset point being at higher temperature comparing to other DESs. At
the same time it has the lowest decomposition temperature of choline
chloride itself. According to this finding one can conclude that the DES
l1a Ch[Cl]:Urea, even though has narrowest thermal stability window,
it is the most temperature stable DES consisting of choline chloride
and one HBD described in this article.

Fig.7 shows the TGA slopes for the DESsbased on choline chloride
containing three moieties - i (Ch[Cl]:Urea:Cly), le (Ch[Cl]:Thio-
Urea:EthGly), If (Ch[Cl]:Urea: EthGlyl), Ig (Ch[CI]:Gly:EthCly), Th
(Ch[Cl]:Lev:Gly). It can be concluded, that the DESs containing as a
HBD only ethylene glycol are the least stable of all the eutectic mix-
tures analyzed due to the relatively high vol atility of ethylene glycol
Onthe other hand, the most stable. DESs are those formed from HBDs
with high thermal stabilities and boiling points such as urea, thio-
urea and glycerol.

Fig. 8 presents TGA slopes for the DESs based on choline acetate con-
taining only two moieties lla (Ch[OAc]:Urea), 11b (Ch[OAc]:Gly) and lic
(Ch{OAc):Ethgly). As can be seen the highest thermal stability can be
assigned to the DES lla (Ch[OAc]:Urea), probably because of the high
thermal stability of urea.

Fig. 9 presents the TGA slopes for the DESs based on choline acetate
containing three moieties - lld (Ch{ OAc):Urea:Gly), Ile (Ch{ OAc): Thio-
Urea:EthGly), IIf (Ch{OAc):Urea:EthGly), llg (Ch|OAc]):Gly:EthGly), Ith
(Ch{OAc):Lev:Gly). Presented curves shows that the highest thermal
stability can be assigned to lle (Ch{ OAC]:ThioUrea:EthCly) mixture, be-
cause of its first onset point being at higher temperature comparing to
other DESs. However all of presented DESs shows similar thermal stabil-
ity, which is probably an outcome of thermal stability of Ch{ OAc] and its
weaker ability of hydrogen bonding creation. Obtained results showed
that the DESs based on choline acetate (Table 4) are less stable than
those based on choline chloride (Table 5). Most of them show lower
thermal stability than pure choline acetate except the DES lla (Ch
|OAc]:Urea). This indicates that to obtain the DESs with high stability,
it is recommended using choline salts with small anion and HBD with
low volatility and high thermal stability such as urea or thiourea. It is
also worth noting that the ability to create hydrogen bonds are much
higher for the chloride anion in choline salts than for acetate anion,
thus deep eutectic solvents based on choline acetate, as expected,
show lower thermal stability, because of weaker, less robust hydrogen

Tables

Thermogravimetric analysis of chaline acetate based DESs.
DES HR* [C/min] Toued®Cl Tomsad™] Ti%C]  Tome prut scmin foroise)
1 35 14883 14138 22306 n/a*
1 35 19022 180.70 - n/a*
lic 35 11187 10637 18523 n/a*
M 35 14508 13782 23948 /2"
lie 35 16834 1892 22675 nfa*
n 35 13718 13032 20989 n/a*
g 35 11524 18.47 19754 nfa*
1th 35 10670 10136 - na*

HR* - heating rate.
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Fg 10. FTHIR spectra of choline chioride based DESs

bond network, which can be easier destabilized by increasing
temperature.

3.6 Infrared spectroscopy

Compared spectra of each DES show many changesin the frequency
shifts, bands widths and absarbance values. In the range of high wave
number, the stretching vibration absorption peaks of hydroxyl groups
(-OH) between 3500 and 3000 cm™ are almost the same. One can
also observe that the peak in DES i (Ch[Cl]:Urea:Clycerol) is a bit
broader than in any other DESs which could indicate that hydrogen
baonds were for med betweenglycerol hydroxylgroups and choline chlo-
ride (H-0...H and OH.. 1), and that there was more hydrogen bonds
than in other DESs (Fig. 10). Also, the —CH3 of chaline chloride shifted
to 1437 an ™" (from 1480 cm™" in DES containing only glycerol as
HBD and from 1442 cm™" in DES containing only Urea as HBD) respec-
tively. It is also observable that stretching of bands of functional groups
have been downshifted to 1108 an™, 1037 cm™, and 862 cm ™!
(namely C—O stretching, C-C-O asymmetricstretching, and C-C-0 sym-
metric stretching).

The downshift and intensity of characteristic group could be in-
dicative of a large number of hydrogen bonds network formed be-
tween the components of DESs. In the light of the above it can be
concluded that the DESs containing both urea and glycerol seem to
have the most robust hydrogen bond network of all analyzed DESs
in this article.

Presented in Fig. 11 spectra of DESs based on choline acetate shown
changes in the frequency shifts, bands widths as well as in absorbance
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Fig 11. FTHR spectra of choline acetate based DESs.
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values. In the fields of high wave number, the stretching vibration ab-
sorption peak of hydroxy! group (-OH) between 3500 and 3000 cm ™!
are almost the same except the DES Hic (Ch[OAc]:EthGly) which is the
most narrow. It could indicate that there are less hydrogen bonds than
in other DESs. It is also observable that there is small to none stretching
of bands of functional groups, which should be seen accordingly at
1050-1430 an~' (namely C—O stretching, C-C-O0 asymmetric
stretching, and C-C-O symmetric stretching). The lack of an intensity
of characteristic groups could be indicative of the fact that there are
not many atoms which are being part of hydrogen bond network
formed between the components of DESs. In the light of the above it
can be conduded that the DESs made of choline acetate do not form ro-
bust hydrogen bond network which corresponds with other aspect of
the DESs formation, that the main factor for choline salts based DESs is
the chloride anion.

3.7. Influence of DES on enzyme activity

As a model enzyme, glycohydrolase pB-galactosidase from
Kluyveromyces lactis was used, which split O-glycosylic bonds between
glucose and galactose in lactose. The activity assay was performed
with p-nitrophenyl-B-galactoside as substrate at pH 7.0. The result
clearly showed that kind of HBD and kind of ions in DES play circu-
lar role in altering of tested enzyme activity. The DES based on Ch
|Cl] strongly inhibited the activity of 3-Gal even atlow concentra-
tion of DES in reaction solution. The highest negative impact was
noted for Ch[Cl] based DES le (Ch[Cl}:ThioUrea:EthCly) and the
lowest for Ic (Ch[C1J:EthGly) (Fig. 12). As it occurs, along with
the decreasing amount of DESs based on Ch{Cl] towards water, it
can be observed, that the enzyme activity is increasing in Ch[Cl]-
based DES groups however never reaching the enzyme activity as
in control It can be explained by decreasing concentration of pro-
tein denaturing agent, especially urea which was a component of
Ch|Cl] DES l1a (Ch[Cl]:Urea) and i (Ch[Cl]:Urea:Gly) and If (Ch
[Cl]:Urea:EthGlyl).

However the beneficial effect on hydrolytic 3-Gal activity was noted
for DESs based on choline acetate (Fig. 13). In this case, the scope of re-
search was extended to analyze wider range of DES concentrations be-
cause of promising results. The activity assay was performed within six
concentrations 5%, 10%, 15%, 20%, 35% and 50% of DES added to buffer
solution. The enzyme activity, in almost all of DESs based on choline ace-
tate, even with urea, at percentage ratio between 5% and 20% (v/v) DES
(95%-80% buffer), exhibit far more increased activity compare to con-
trol (except DES Hle ((h[OAc):ThioUrea:EthGly)). In tested DES |with
5% (v/v) DES), where as a HBD polyols were used (lib, lic, Iid, IIf, 1lg),
the enzyme activity is being enhanced twice or more than twice com-
pare to control (Fig. 13). The most stimulating for 3-Gal activity, almost
275% fold increase in activity, was observed for the enzymatic reaction
performed in mixture containing 5% of DES 11b (Ch[OAc]:Gly), IIf (Ch
[0Ac]:Urea:EthGly) and Hig (Ch[OAc]:EthGly:Gly). Similar activity can
be observed in cases between 10% to 20% (v/v) DES concentrations.
In case of higher concentrations, above 20%, the enzyme activity
significantly drops below the activity of enzyme in reference sam-
ple. Also it is noticeable, that in case of Ch|OAc] based DESs, con-
taining urea as a HBD (l1a, 11d), there is also increase of enzyme
activity, quite significant - almost twofold if ureais a single HBD
and more than twofold if there are two HBDs (urea and glycerol).
Since ureais already known as acompound responsible for proteins
inhibition/denaturation [ 18], this suggests, that primary reason of
enzyme activity enhancement lies in the protective role of Ch
[OAc] on enzyme structure contrary to Ch[Cl], where even low con-
centration of DES probably negatively influences enzyme structure.
Nevertheless, further research is needed to determine the origin of
observed phenomenon of observed increasing of enzyme activity in
presence of choline acetate based DES. The possibly mechanismcan

be connected both with enzyme structure modification or indirect
influence on intermediate state in catalysed reaction.

4. Conclusion

The goal and concept of this work was to prepare new group of
natural-based DESs, examine their basic properties and test the pos-
sibility of using such DESs, as an enzymatic reaction media additive.
Prepared DESs, were examined for their basic properties and used as
a water/buffer additive in the test of activity of 3-galactosidase en-
zyme. Obtained result shows that, the addition of DESs to reaction
medium has significant influence on the enzyme activity. The most
enhancement of activity can be observed when as an additive, DESs
based on choline acetate were used. Also, it can be concluded that
not only presence of different anion in ionic liquid exerts influence,
but also the presence of different HBD. In almost every case, the ad-
dition of polyols seems to have great impact on the enzyme stability
and activity regardless of used ionic liquid. Taking into consider-
ation, it is worth noticing, that in case of DES where as HBD urea or
thiourea, where polyols seems to diminish the negative impact of
such compounds. However, to explain this phenomenon further re-
search is needed. The main findings of performed research suggest
a great potential of choline acetate based DES as effective enhancer
of B-galactosidase activity. The 3-Gal nowadays is important enzyme
for food processing industry and pharmacy. The ability of synthesis
of prebiotic galacto-oligosaccharides (GOS), that are desired addi-
tives to many milk-based food product, press to continuous looking
for effective methods, which allow increasing yield of the production
process. The observed increased activity of 3-Gal leads to supposi-
tion that DESs modify the catalytic mechanism and can also have in-
fluence on final product composition, espedally structure of formed
GOS, that is critical factor for further their application. However for
confirm this hypothesis further research is necessary.
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Keywards: Amdmdmmmﬂmhxdmmmlmmmdmwwdonmm
Deep eutectic solvents prepaudandchmmnsedbyHNMk.PT-lR,TO and DSC. In particular, their ph b
Enzymes 2  and thermal stability) were determined and their uasbility 3s an enhancing
”“"““"':ﬂm Aditive to the ; i for the waa checked. It has been chown, that prepared DES,
Lictose exhibits low viscosity (at 40 °C within the range 0.1-0.8 Pa-), high thermal stability (in almost all cases above
p-Galactosidase lSO"CJ,andd:nntyvndnndaexangell—lecm”Alnoxthnbeendwwn,thnobmnedmman
atabilize the and p ly infl on itz activity. The addition of up to 15% (v/v) of DES mixture
d of choline levuli thylene glycol, enhanced more than threefold lactose hydrolysis yield by
P—phcmdau.mpulem-mdylhmthznlzvxnceofdmnewlydmgnedbmmfmampmmgm:ym
properties with the p 1 to apply in the effect: ion of food p g origin
1. Introduction industry as a functional used in b ages, milk products,
bakery products, and meat products (Splechtna et al., 2006; Patel &
Food p ing aimed at imp; of its nutrition and safety has Goyal, 2011). On the other hand lactose, primarily present in many
been of great i to many h Of particular importance is dairy products, in the presence of lactase deficiency in humans, may
the so-called funcnonal food that besxdes basics nutritional values are cause a range of health problems, including abdominal cramps, bloating,
enriched with special ingredi having a specific beneficial effect on flatulence, loose stools, and diarrhea (He et al., 2008; Turnbull et al_,
human health. This group of food prod includes pro-and prebiotic 2015). Ongofthewayslodealthhthnpmblemlstoteducethenskuf
that improves overall human health by affecting the position of 1 by producing 1 free foods. It can be achieved
intestines microbiota (Sir6 et al., 2008). One oft.he more important by using enzymes that specifically hydrolyze this di haride or
groups of prebiotics is that of g: lig! harides (GOS) which are convert it to more useful food additives such as GOS. The P-galactosi-
dmvanmofhcmethatcanbe thesized by f-gal idase thanks dases are known to cleave the O-glycosylic bond in lactose, splitting it
to its transglycosylation activity. 'l'he prebiotic properties of GOS make into galactose and glucose. lnappmpnane conditions, p-galactosidases
themvaluable additives of infant milk formulas. The main role of GOS is can also perform gl leading to the formation of gal-
g the devel of i inal bacterial flora (Bifidob ium 1i harides (Jurado et al., 2004; Gue'rero et al., 2015). The

spp., Lacmbacilbu spp) while inhibiting the growth of non-beneficial acnvuy of p-galactosidasze depends upon the assay conditions, such as
bacteria like clostridia and enterococci ,(Lamsal et al., 2012; Sangwan PH and temperature (Becerra et al., 1998), hence the stability and ac-

et al, 2011). Additionally, by high stability in the acidic environment tivity of p-gal idase also greatly depends on the solvent, which is
during the food p ing, their Ilent taste quality, relatively low used as the ¥ i i di R ly, in an attempt to
and low calories value they are desired in the modern food follow the rules of green chemistry, much at ion has been paid to
Abbreviations: Ch[Lev], choline levulinate; U, urea; Gly, glycerol; Eth gly, ethylene glycol; f-gol, beta-gal idase; HBA, hydrogen bond ptor; HBD,
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non-volatile and nontoxic solvents which could replace water or
currently used organic solvents in biosynthesis. Known for years ionic
liquids (IL) still occupy the first place of this interest, as the most suitable
and designable replacement for solvents for enzymatic reaction pro-
cesses (Gorke et al., 2010). Apart from IL, a new group of solvents such
as deep eutectic solvents (DES) has emerged. Different from conven-
tional solvents, DESs are in many ways similar to ionic liquids. They
exhibit low to non-volatility, low toxicity, and on contrary to many ionic
liquids, they are often biodegradable and cheap in terms of production
cost (Choi et al, 2011). Ease of preparation is another advantage. DESs
can be obtained by simply mixing quaternary ammonium salts with
proper hydrogen bonds donors (}-lBDs) at specific molar ratios. 'l'hg
crucial part is to design 1 pecific sol - by ch
proper substrates. The important part of this undertaking is to obmn a
solvent that will behave exactly as desired yet be green (non-toxic,
cheap, biodegradable) at the same time and show the predicted and
desired properties. One of the most promising areas of application of
these deep eutectic solvents is as an environment for enzymatic reaction
(itoh, 2017; Gonzalo et al., 2020). DES has been successfully applied as a
of haloalk , benzaldehyde lyase and phospho-
lipase D. DES improved their thermal stability and reaction yield by
increasing the substrate solubility (¥u et al.. 2017). Similar benefits have
been found for protease catalyzed reactions. The transesterification ac-
tivity of the crosslinked proteases subtilisin and a-chymotrypsin,
immobilized on chi was individually examined in DES consisting
of a 1:2 M ratio mixture of ChCl:Glycerol containing 3% (v/v) water.
Crosslinked subtilisin exhibited an llent activity in conjunction with
a selectivity of 98% in the transesterification reaction of N-acetyl-i--
phenylalanine ethyl ester with 1-propanol (Zhao et al, 2011). Another
example of a positive influence of DES has been reported in the study of
the lipase-catalyzed hydrolysis reaction of para-nitrophenyl palmitate.
The enzyme was mostly deacdvated in pure DES, however, in an
lution of ChCl/gly 1, the half-life of lipase at 40 °C was
enhanced by 9.2 times when compared to the control sample (Fim et al_,
2016). The above reports have demonstrated a high potential in the use
of deep 1 as ymatic reaction media (Ibn Majdoub
Hassani et al., 2019; Gotor-Fernandez & Paul, 2019; Tan & Dou, 2020;
Patzold et al., 2019). In the light of the above, it can be assumed thatitis
possible to stabilize the enzyme reaction and obtain high levels of yields
with the possibility of easy separation of the obtained product, by pre-
paring an “enzyme-friendly” DES composition. However, not every hy-
drolaze enzyme is stable and active in DES. According to literature
findi the enh d activity ph can be add: d to cation,

dehal
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2.2. Choline levulinate synthesis

Levulinic acid (0.12 mol) was added dropwise to a solution of choline
bicarbonate (0.12 mol) in water (50 mL). The reaction was carried out in

a d-b flazk equipp ‘wit.ha ic stir bar at 40 °C over a
24hpenod After the reaction pletion, the mi was d
under d at room —toavoxdt.hexmaldecom

position of the formed zalt, to furnish the pure product, 99% yield.

2.3. Prep

of choline levul based deep eutectic solvents

All deep eutectic were prepared by mixi holine levuli-
nate (0.1 mol) and suitable HBD at specific molar ratios (respectively 0.1
and 0.2 mol) upon continuous stirring at 60 °C. Obtaining a homoge-
neous mixture determined the readiness of the DES.

The substrates before mixing were dried (HBD and choline levuli-
nate) separately in order to remove water. The prepared DES were
finally dried again and stored in a glass ¢ at room P ure.
Molar ratios, abt ions, and app of all prepared DESs are
presented in Table 1. The 'H NMR spectra of choline levulinate based
DES are presented in supplementary materials — Figs. 56-811

2.4. 'H NMR analysis of choline levulinate

'H NMR spectra of developed choline levulinate were recorded on a
Bruker Avance 400 spectrometer (400 MHz) using D,0. Proton chemical
shifts are shown in parts per million (5 ppm). The 'H NMR spectrum of
choline levulinate iz prezented in supplementary materials — Fig. 55

2.5. Density and viscosity assay of DES

The densities and viscosities of DES:z were measured using a
laboratory-scale Radwag AS 510.3Y and TA Instruments AR2000EX
rh at at h The p ure accuracy was
contmlled to £0.1 °C The accuracy of the density value was + 0.001
gem” 3_Before the measurements, the density apparatus was calibrated
with distilled water and dry air. The uncertainties of the viscometer
were estimated to be = 2%. In each water
was below 1.5%wt. However, even though this value could influence the
measured property, it was not possible, even after ded drying pe-
riods and using various drying techni to d the water
in prepared zamples to below 1. 13%

anion, or HBD compound as well. Acquiring knowledge of v
behavior in the DES environment might lead to an increase not only in

2.6. Conductivity assay of DES solutions

the reaction yields but also alternation in the selectivity of sub
This also might lead to lower the cost of production and perhaps open
new routes for the many industries, where the enzymatic reactions are
present (Toledo Hijo et al, 2016). Especially in the food Industry po-
tential benefits can be achieved with such methods in the field of food
‘hemistry and gal lig: harides, h , it is yet to study.
The aim of this study was to analyze the effects of a new kind of
eutectic solvents based on choline levulinate ionic liquid, on the cata-
Iytic properties of microbial p-galactosidase.

2. Materlals and methods
2.1. Materials

Choline bicarbonate (80% in H;0), Levulinic acid (99%), Urea
(99%5), Glycerol (99%), Ethylene glycol (99%) Lactose (99%), and so-
lution of f-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Lactozyme L, > 2600
U per gram of preparation), were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA). All chemicals were used without
further purification.

Conductivity lyses were made using the CPC-411 Elmetron con-
ductivity meter. The DES: were enclosed in a sealed chamber with a
meter probe, at a temperature-controlled by a thermostatic water bath.
Each measurement was performed 3 times. Prior to analysis, the water
content of DES samples was determined using the Karl-Fischer titration
Metrohm 915 KF Ti-Touch instrument. The measurements were per-
formed at 25 °C.

2.7. Differential scanning calorimetry analysis

Differential Scanning Calorimetry (DSC) measurements were per-
formed using a Mettler Toledo DSC 1 STARe System differential scan-
ning calorimeter, coupled with a Huber TC100 immersion cooler. The
assays were made at atmospheric pressure, with nitrogen as a purge gas,
and an empty sample pan as the reference. The sample masses were
between 6 and 12 mg. The samples were scanned in 3 cycles. The first
heating cycle was from —25°C to 125°C. At 125 °C, samples were held
for 10 min isotherm. Then the les were cooled from 125 °C to
—80 °C, held at this temperature for 10 min, and heated in the third
heating cycle from —80 °C to 125 °C. In each cycle, the temperature
change rate was 10 °C/min.
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Table 1
DES ol based on choline levul
HBA HBD Eutectic Solvent Code HBA:HBD [ ) Name App Water content (%]
(o] In 12 Ch[Lev]:U* 14 1.44
E ik
| o\r(\)j\ HN™ NH b
OH b 1:2 Ch[Lev]: TL 113
o HO\A/OH
HOL_~ 0, Ie 12 Ch[Lev]:EthGly® TL 1.46
j.j\ d 111 Ch[Lev]:U:Gly TL 1.36
HNT TNH,
OH
HD\.)\./OH
[¢] Ie 111 Ch[Lev]:U:EthGly TL 1.44
H,N’U\NH2
HO\/\ OH
"'0\_/\0'4 1§ 1:1:1 Ch(Lev]:Gly:EthGly TL 1.41

a - Urea; b - Glycerol; c — Ethylene glycol; d - tranzparent liquid; HBA- hydrog:
2.8. Thermogravimetric analysis (TGA) of DES

Thermal stabilities of the obtained DESs were determined by ther-
mogravimetric analym using a TA Instrument TGA Q50 thermogravi-
metric lyzer, p measurements to the accuracy of
01°Candmzsstomeaecn:acyof00196.AllTGAmeammmenmwem
made in the dy ic heating ., under ph A
dynamcmodemﬂnempenmmranget‘mm%“CmSOO’Cna
heating rate of 3.5 °C/min. was used to determine the onset of decom-

bond , HBD-hydrogen bond donor.

2.10. Analysis of DES influence on f-galactosidase enzyme activity

Solutions for ic with f-gal id from Kluyver-
omyces lactis were prepared in the following ions: 5%6, 109,
15090, 20% of DES in phosphate buffer (v/v) at a constant pH of 7.0. The
enzyme activity was measured according to modified method described
by Craven et al. (1965). The substrate was 4-nitrophenyl p-p-galacto-
pyrancside (ONPG) (Fig. 1). The initial concentration of ONPG was 5
mmol/1 and the reaction time was 15 min. at 30 °C. Prior to analysis,

position temperatures. Since the obtained DESs were very hyg P

F-gal idase was diluted 1:1000 in phosphate buffer. The assay was

pezformedhytnnsfexnnglOplof:hedﬂutedemymemlSmLofﬂm

before all 1 wemhe.ldforlOmma(SS“Cunder

nitrogen phere, to any water. Di p
temperatures mponed for all DESs studied were established as the onset

perature for d ition of the first 546 of the sample (Ts%onset),
and as the regular onset temp for d position (Tggge) for the
entire sample or each of the consecutive steps in multistep
decomposition.

2.9. Spectrometric analysis of DES

For each of the prepared deep eutectic solvents, the FTIR spectra
were measured using an FTIR Broker TENSOR 27 spectrometer. Dried
sample drops were placed on the IR sensor and the spectra were taken
from 4000 to 500 cm™! at room temperature.

b solution. After incubation time, 300 pl of the reaction mixture
was transferred to cells on 96-well microplatez and absorbance was
measured with the use mmplz.ne reader, Thermofisher Scientific Mul-
tiskan Go Microplate Ph at length 420 nm. One unit of the
enzyme was found to liberate 1 ymol of 4-nitrophenyl per minute in the
assay conditions.

The other sulmrate for p-Gal was lactose. Solution of lactose in DES
were pr d using 1 stock in sodium phosph buffer to have
theﬂna]concenuanonofBOmMTherequuedevahn (pH 7.0) was
adjusted using 1 M NaOH. Solutions of DES (209, 15%, 10% 5%) con-
taining lactose substrate and controls (80 mM lactose solution in sodium
phosphate buffer, pH 7.0) were transferred to 96-well microplates in
wvolume 300 yl per cell. The assays were initiated by addition to each cell

H
@0%0 b-Galactosidase ©\/°H OEH Eo
(e) DES
NO, OH NO,
o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside o-nitrophenyl galactose
OH OH
OH _OH OH OH
m b-Galactosidase OH OH
\oH + uoﬁ7
DES
lactose galactose glucose
Fig. 1. Catalyticp by p-galactosidase used in this work, 3) hydrolyais of ester bond in o-nitrophenyl-f-i-galactopyranoside used aa sut and b) hydrolysi

of p-1-4 glycosidic bond in lactose used aa a substrate.
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10 pl of the app iate diluted sol of the y The ot
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thyl glycol at 298.15 K are 1.12 and 1.10 g/cma, respectively. The

were stirred and incubated for 15 min. at 25 °C. Next 30 plofthene-
action mixture or control were transferred to 300 pl of the glucose test
reagent (BioMaxima) on a 96-well microplate. After 10 min. of incu-
bation at 25 °C, absorbances (500 nm) were ded with a micropl
reader. One unit of f-gal idase lib 1pmol of gl from
lactose per ml per minute in the assay conditions.

3. Results and discussion

The stability and effectivity of enzymes for application in food pro-
cessing is the most important factor that determines its usefulness
(Chapman et al, 2018). One of the possibilities of obtaining a positive
effect on the biocatalyst is the use of ionic liquids or deep eutectic sol-
vents showing a stabilizing effect on enzymes (Wemcarmer etal., 2012).
The milk and milk derivates product valorizati L intol-
erance is nowadays an especully important topic (Rochn & Guerra,
”0"0) The enzymatic conversion of milk sugar, lactose by fungal
F-g. idase iz a well-kn hod for the reduction of side effects
of dairy prod ption. Ho , this Y stability and
catalysis in this process can be affected by process conditions or the
properties of milk derivatives. (Dutra Rosolen et al., 2015; BOSSO et al,,
2016). The improvement of its operational stability using factors and
methods safe in food p ing is a challeng , the use of ionic
liquids with their unusual properties could be conadered for solving the
problem (Toledo Hijo et al,, 2016). The prepared group of new DESs
based on choline levulinate salt was divided into two subsets. The first
subset included eutectic solvents made of choline levulinate and one
hydrogen bond donor. The other subset comprised eutectic solvents
made of choline levuli and two hyd bond d (Table 1).In
the process of DES mixture preparation, utmost care was taken to
eliminate water, as this iz the main impurity of the deep eutectic zol-

vents, to allow of physi 1 properties.
All physi 1 assays were di d after securing water content
below the level of 2%.

3.1. Density, viscosity, and di ty assay of choline levulinate based

DESs

One of the most l.mpon'ant phy:lcal propernes of a liquid is densxty,

samples containing these HBD show densities similar to those of their
pure HBD components and slightly lower than pure ionic liquid. The
density of pure choline levulinate with 1.49 % water contentis 1.136 g/
cms, which shows that, in this case, density is not an additive parameter.

3.1.1. Viscosity of choline levulinate based DESs
Viscosity is a measure of a liquid‘s resistance to shear stress and
arises from the liquid particles’ ability to slide past each other. Since the
viscosity of mixtures depends greatly on density, it is understandable,
that in this regard, viscosity mostly depends on am'acnve electrostatic
forces. For substances of high densities, the el forces require a
high amount of energy to disrupt, which explains the great shear resis-
tance. H , the diffes in density g all DESs tested in this
study are relatively small, thus total electrostatic attractions per unit
volume among the tested comp ds will be simi so this
entirely explain large differences in viscosity. Since deep eutectic sol-
vents are composed of complexed quaternary ammonium salts with
wvarious hydrogen bond donor compounds (Sheldon, 2016), according to
Stefanovic et al. (Stefanovic et al.. 2017) it is important to consider
differences in viscosity in DES also through the presence and size of
hydrogen bond network in each DES. Thiz approach enables under-
ding of this ph pecially, taking into consideration the
relative hydrogen bond capacities of each HBD - urea can donate four
hydrogen bonds, glycerol - three and ethylene glycol - only two
hydrogen bonds. This explains that even though the densities are
similar, the hydmsen bond ne:woxks among ﬂte tested DESz are
different. The acqui di that containing
u.ma and glyceml as HBD (mgether or separately) show the highest
in vi y with i g ature (see supplementary
materials Fig. 51). This is the outcome ot' weakening the intensity of
hyd:ogenbondmgfomesmthemxmbetweenwmchqmd and HBD,
andweakgmngonhe y of hydrogen bondi particles
of HBD only, respectively. In q the molar ratio of mixtures
containing two moieties (only one HBD) exhibits a higher viscosity drop
than mixtures containing three moieties (two different HBD). According
to Abbott etal (2011), thep of the d HBD probably causes
partial rupture of the hydrogen bond network (Abbottetal,, "01 1). This
iz due to the fact, thath gt q that the intermo-
lecular solute-solvent forces of attraction are greater than or equal to the
solute-solute forces of attraction to enable two substances to become

whose values d lev based deep ible. The
solvents are collected in Tab.e 2. According to the results presented in R
Table 2, all ined eutectic sol , bazed on choline levulinate have

densities greater than that of water. Interesting observations were made
for the two HBD - glycerol and ethylene glycol. Densities of glycerol and

Table 2
The dengities and cond of choline levulinate based DESs at 25°C.
HBA: Density Conductivity (o, mS
HBD em™)
HBA HBD [mol: X3
mol} cm™?)
I Chol - - 1.14 1.56
[Lev]
la Chol Urea 1:2 1.16 029
[Lev)
b Chol Glycerol 1:2 112 0.53
[Lev)
le Chol EthGly 1:2 1.10 193
[Lev)
Id  Chol Urea: 1:1:1 117 0.57
[Lev) Glycerol
le Chol Urea:ExhGly 1 1.14 1.02
[Lev)
If Chol Glycerok 1:1:1 111 136
[Lev) EthGly

A- hydrogen bond acceptor, HBD-hydrogen bond donor.

of two different HBDs in DES forces reorgani-
zation of the molecules in the mixtures (compared to DES with only one
HBD) which affects the way the molecules are packed. The of
this behavior of molecules iz the dlﬂFerennanon of viscosities. (Mjalli &
Ahmed. 2016). As follows from the results, the eutectic mixtures
composed of three moietiez have low viscosities, to begin with, there-
fore, the temperature increase does not lower them significantly. It can
be treated like evidence that tertiary mixturez do not have a robust
hydrogen bond network.

3.1.2. Conductivity of choline levuli based DESs

Choline levulinate-based DESs show relatively low viscosities, which
as mentioned above, results from the y weak hydrogen bond
network. The conductivity of DESs depends on viscosity, it is clear that
the HBD molar ratio also infl the ivities of DESs. This also

leads to the ption that the Arrh like equation can be used to
predict the ductivity beh of DESs. As shown in Table 2, the
luctivities of the p d DESg are significantly lower than that of

the pure ionic liquid choline levulinate. Moreover, for DES made of three
moieties, the drop in conductivity compared to that of pure Ch[Lev] is
lower than for the two-compound mixtures. The most interesting
behavior was observed for the mixtures containing ethylene glycol. For
DES Ch[Lev]:EthGlyl (Ic) a significant increase in conductivity was
noted. Also, for the eutectic solvent composed of 3 moieties (le, If) that
incorporate ethylene glycol in the structure, the results show an increase
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in conductivity, compared to that of the DES d of two Table 8

(I3, Ib). Since the structures of the polyols are si it can be exp d Th gravi i lyzis of choline levuli baszed DESa

that hydrogen bond networks in Ch[Lev]:EthGly and Ch[Lev]:Glycerol HBA- HR®  Tome  Tome  Tod

are also similar, and different from the hydrogen bond network in Ch HBD o

[Lev):Urea. The same effect should be expected in the DESs containing = HA D L: W_ [._q W ral .

two HBD, h X ding to S et al (Stefanovic et al,, mol) min)

2017), there are also HBD self-interactions that can change the structure 1 & 3 3, s 18827 17962 -

of the hydrogen bond k. A g to the previous work of Hayes, [Lev)

et al. different structures between an ionic liquid and different HBD may Ia Ch Urea 12 5 13666 10539 198.60

lead to the different behavior of the fluid, that for instance is manifested [Lev)

as a higher conductivity (Hayes et al. | 2015). Thus, is possible that there B c[:l:v] Giycaol 12 E 15326 12311 -

is a direct correlation between the strength and nature of the hydrogen & Ch EthGly 12 5 10262 8647 194.07

bond network in the bulk liquid and its physical properties, e.g. con- [Lev)

ductivity. Despite the si ity in the of the glycerol and d Ch UreaGlyceral 1:1:1 5 177.77 15885  204.06

ethylene glyeol, 2 mmilar effect waz oot obesrved. Ie Clnf'l UreaEthGly 1:1:1 5 126.11 101.13 207.61

3.2. Thermal stability of choline levulinate based DESs ¥ g:' ! Glycerok: 1:1:1 5 10055 8497 208.62
[Lev]  EthGly

3.2.1. Differential scanning Calorimetry * — onset temperature for the second d ition atep ob d

All the prepared DES were investigated by DSC (supplementary
materials Fig. 52.) to ascertain if any thermal transitions occur within
the studied temperature range. The obtained results were analyzed and

d to those obtained for pure choline levulinate and other DES
mixtures from the studied group. The DSC of pure choline levulinate
shows only a glass transition step at 68.42 °C. There are no other peaks,
which means that there are no other thermal transitions steps in the

emp ure range idered. . For the sample Ch[Lev]:Urea (la) the
glass transition step was observed at —39.28 °C, for Ch[Lev]:Urea:
Glycerol (Id) the glass transition step occurs at —58.37 °C and for Ch
[Lev]:Urea:EthGly (le) at —66.62 °C. . Also, for these samples no other
peaks are observed. It could indicate that the addition of urea shifts the
glass transition point to higher temperatures, however when urea is
present in DES together with another HBD (glycerol or ethylene glycol)
the glass transition point is shifted to higher temperatures, hence not as
high as for the mixture with only urea as an HBD. In all investigated
samples containing urea as an HBD, only glass transitions are observed.
For the DES samples with only liquid substrates used as a hydrogen bond
donor (Ch[Lev]:Glycerol (Ib), Ch[Lev]:EthGly (Ic), Ch[Lev]:Glycerol:
EthGly (1f), no phase transition changes occurred. There is a possibility
that phase transition could occur at lower temperatures (beyond the
access of our instrument), h , since the mi are h g
and no phase transitions such as crystallization or melting take place, lt
can be presumed that molar ratios of used substrates are at the optimal
level for the preparation of eutectic solvent.

3.2.2. Thermogravimetric lysis of choline levulinate based DESs
The thermogravimetric analysis of the new developed DES showed
their high variability following from their different structures TGA
thermograms (Table 3; supplementary materials Fig. 53) for the DESs
based on two moieties - choline levulinate and a single HBD, compounds
Ia, Ib, Ic, (Ch[Lev]:Urea), (Ch[Lev]:Glycerol), and (Ch[Lev]:Ethylene
glycol) exhibit differences in their thermal decomposition. . TGA ther-
mogram for the eutectic solvent Ch[Lev]:Urea (la) shows two different
slopes. At 136.66 °C the first decomposition step of urea into cyanic acid,
ammelide, and biuret takes place (Bernhard et al., 2012), which over-
laps the decomposition step of Ch[Lev] starting at around 188 °C. This
step also overlaps the decomposition of biuret which, can be seen as a
long linear drop above 198 °C. Ch[Lev]:Glycerol mass loss caused by
evaporation of glycerol begins above 131 “C, takes place in one step to
thermal decomposition of Ch[Lev], shifting thermal stability of this DES
to lower values. It was observed that both processes occur in a single
narrow step, significantly below the glycerol boiling point (290 °C) and
cloze to the Tgqe.. temperature of Ch[Lev] at 188.27 °C. For Ch[Lev]:
EthGly (Ic) evaporation of ethylene glycol takes place at 102.62 °C at
which the first mass loss is manifested. The second event of mass loss
(T20d), with an onset point at 194.07 °C, iz attributed to the

decomposition of Ch[Lev]. Analysiz of the thermographs shown in
Fig. 53.A indicates that Ib (Ch[Lev]:Glycerol) mixture is characterized
by the highest thermal stability of binary eutectic mixtures investigated
in this study as the onset of its mass loss signal occurs at the highest
p Fig. 83Bp the TGA ther of the DES mix-
tures d of choline levuli and two different HBD, samples Id,
le, If, (Ch[lgv] Urea:Glycerol), (Ch[Lev]:Urea:BthGlyl), (Ch[Lev]:Glye-
erol:EthGly). The thermogram of Ch[Lev]:Urea:Glycerol (Id) mixture
presents a wide mass loss signal corresponding to the simultaneous
decomposition of all DES components. It can be also concluded that the
onset temp ofd ition of this DES is limited by the thermal
stability of the pure ionic liquid. The TGA curve for DES Ch[Lev]:Urea:
EthGlyl (le) is similar to that of DES Ch[Lev]:EthGly (Ic), however, with
the higher onset temperatures of both signals, which is a result of urea
presence. The first mass loss signal between 101.13 °C - 126.11 °C
ds to evap ion of ethylene glycol, while the second one at
arouml 198 °C to the decomposition of urea. The signal corresponding to
the decomposition of Ch[Lev], overlaps that assigned to the decompo-
sition of urea. The TGA thermogram for Ch[Lev]:Glycerol:EthGly (If)
presents two mass loss signals. . The first one between 84.97 °C -
100.55 °C which is due to evap and d position of ethyl
glycol, while the second one at around 203.62 °C which is the beginning
of evaporation of glycerol along with the decomposition of Ch[Lev]. As
follows from the presented data, the deep eutectic solvents containing
ethylene glycol, due to their volatility, are the least stable eutectic sol-
vents studied. On the other hand, due to the high thermal stability of
HBD such as urea and glycerol, the eutectic mixtures containing them
exhibit the highest thermal stability. Consequently, Ch[Lev]:Urea:Gly
(Id) shows the highest thermal stability, although it is limited by the
stability of choline levulinate. It is also worth noting that the tempera-
ture of decomposition onset of each DES was lower than that of pure
choline levulinate. Az can be concluded from the above data, to acquire
a eutectic solvent with elevated thermal stability, (which in this case is
strictly li d by choline levuli ionic liquid) it is recommended to
use an HBD with low volatility and high thermal stability - such as urea
or glycerol. An interesting point is that besides high thermal stability,
these compounds can create a robust hydrogen bond network which also
increases thermal stability. For le urea can deliver four hydrog:
bonds (Migliorati et al, 2019) at the same time, presenting high thermal
stability and non-volatility. The ability to create hydrogen bonds,
however, not only depends on the HBD compound but also on the anion
structure as well as on the hydrogen bond acceptor sites of the anion.
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3.3. FT-IR spectroscopy

Fig. 54 (suppl ary materials) the FT-IR of all DES based
on choline levulinate used in this study. As can be seen, the differences in
frequency shifts, absorbance values, and bandwidths are small to none.
From among the spectra of all tested DESs, the one recorded for Ch[Lev]:
Urea (Ia) stands out. This spectrum presents the broadest peak covering
the range 3500 cm™! —3000 cm™! and is assigned to the stretching vi-
brations of a hydroxyl gmnp (—OH) from the choline cation. This can be
a result of the ngest hyd. bond k from g the tested
DBSsasmllasﬂnehighhygxmpricityonhizDBSmcompmmthe
DESs with polyols. Small to none frequency shifts were detected for the
bands corresponding to the stretching vibrations of functional g in
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f-galactosidase stability has been carried out in all presented solvents.
The enzyme have been first incubated in each solw Y for a
spec:ﬂcnme(SOandGOmm)atdﬁumtmmperamu(SOandW’C)
and then ferred to a dard buffer ion in which the en:
mancmcdnnwasmnedouLTheremllxwemexpmmdasmlmve
activity referred to that of the control sample without eutectic mixture
aﬂerenzymemmbannnforlSmm These tests were used to determine
the time-dep d in the ",oftlm and the
ds dent d in the y while being stored in a
soluuonwld:DB present. Tahn;mtoaccountmsulu&omtheeaﬂm
study (Hoppe et al., 2019) as well as the study of Toledo et al. and Xu
et al. it was hypothesized that the presence of specific organic anion
i d of inorganic anion in quaternary ammonium salt, along with the

the range of 1050-1430 cm™! (C—O stretching, C—C—0 ic

and symmetric stretching). Mlackofmmmyofaspec:ﬂcgmupn
P ly an of the limi of atoms involved in
forming a hyd: bond k in the studied DESs (Delgado-Mellado
et al.. 2019). According to the above data, the deep eutectic solvent
based on choline levulinate, presented in this study, does not form
strong hydrogen bond networks, as may be found in the DESs based on
choline chloride (Hoppe et al., 2019).

3.4 Effect of DES on f-galactosidase stability

The enzyme stability is a key parameter that determines its further
2018). Therefore, evaluation of

industrial application (Xavier et al,
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P of polyol HBD, exerts a significant influence on enzymatic
activity, especially when added in a small volume (Toledo et al., 2019;
Xu et al, 2018). To confirm this, in the present work, a similar con-
centration of DES mixture has been prepared. The obtained results are
ptwemzda:mmsfmmﬂueempumdexpenmmmtymcalnmsm

producibility. f-gal exhibited low thermal stability and high
storage stability at 30 °C in all tested eutectic systems, relative to the
stabilities in the control sample. As shown in Fig. 2A, after 30 min of
incubation, the highest loss of activity occurs only in the mixture con-
taining pure ionic liquid Ch[Lev] and those containing eutectic systems
with urea. For all other samples, the enzyme stability in solvents con-
taining doped with eutectic solvents not only remains at the same level
as for the control sample but in many cases, shows increased relative
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Fig. 2. Stability of f-galactosidase at 30 °C [after 30 min (A) and 60 min (B)] and at 40 °C [after 30 min (Q) and 60 min (D)]. The activity is relative to the initial rate
after 15 min of incubation of the control zample. Points are an average of triple runs with an 8D error bar.
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activity. It is worth emphasizing that for the samples with a small con-
centration (5% or 10%) of the eutectic mixtures (even for the solvents
containing urea), the enzyme stability iz being positively affected, also
after one hour of incubation (Fig. 2B). This is a rather unexpected
observation, as urea is known to be a denaturing agent. Analysis of the

results also shows that irrespective of incubati ﬁ_mg,ﬂ;e‘-':
mlativeacﬁvitywas b d for the with
1g polyols — ethylene glycol and gly It is the most evident

for the mixture with Ch[Lev]:EthGly: Gly (If) regardless of the amount of
the DES added. It iz well } , that gly isan stabilizing
agent, (Ruan et al., 2003), but an interesting fact is that ethylene glycol
gives similar or even better results especially in the presence of choline
levulinate. However, as can be seen in Fig. 2C and Fig. 2D, at 40°C, the

hyl glycol ph disapp and only the sy
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hydrolytic activity of p-gal idase, with the highest activity deter-
mined for the eutectic mixtures containing polyols, in particular
ethylene glycol, in concentrations below 20%. As shown in Fig. 3A, the
addition of the pure ionic liquid Ch[Lev] to the enzymatic reaction

dium also enh d the activity of the examined enzyme. In
all tested pl 1g DES [in of 5%, 109, 15%,
20% (v/v)] added to a buﬁer solunon (enzymznc reaction medium) the
hydrolytic activity of f-gal was d. Even for Ia Ch
[Lev]:Urea, in concentrations between 5% and 20% (v/v) added to 95%-
80% buffer, the activities of p-gal idase were higher than in the
blank test. In almost all cases, whereas HBD polyols were used (Ch[Lev]:
Gly (Ib); Ch[Lev]:EthGly (Ic), Ch[Lev]:EthGly-Gly (If), Ch[Lev]:U:Gly
(ld) Ch[l.ev] U:EthGly (le)), the enzyme activity is being significantly

ing eutectic mxnum vnth the highest glycerol concentration allow the

to inits y. In Ch[Lev]:Gly (Ib); Ch[Lev]:EthGly-Gly
(ID even though the relative actxvxty of P-galactosidase. remains at low
levels and diminishes over time, it is still ively high pared to

d in ison to 1 ple (Fig. 3A). The most signifi-
cant result can be observed in the reaction medium with 15% Ch[Lev]:
EthGly (Ic) in which the activity of p-gal idase was i d almost
5.5-fold. }tmwonhnonngthataslmﬂareffec(wasabonomdforbks

control samples. The highest activity was obtained for Ch[Lev]:Gly (Ib)
and as mentioned above, this effect is due to the presence of glycerol

3.5. Effect of DESs composition on f-Gal activity

The enzyme f-galactosidase from Kluy tyces lactis belongs to the
fznu.ly of hydmlases. As a hydrolytic enzyme, it splits O-glycosylic bonds
and gal. inlk inthep of water. In our

study p—nm‘opbenyl-ﬁ-galacmde was used as a model substrate. The
enzyme activity was analyzed at pH 7.0. The changes observed in the
enzyme activity were found to depend both on the concentration and

type of HBD in DES. All eutectic mixtures had a favorable impact on the

600 -

g

g

Relative activity [%)
§ 8

o

g urea. As d abowve, urea is well known for
protein denatunnon (Almarza etal., 2009), yet, DES mixtures with urea
as an HBD also exhibit enhancing properties on p-galactosidase activity.
In the light of the above data it can be expected, that the increase in

ymatic activity is related not only to the protective role of Ch[Lev]
but also depends on the used HBD compound. To confirm this hypoth-
ezis, a model reaction was carried out, with lactose which is a natural
substrate for f-galactosidase used as a substrate. The eutectic systems in
concentrations expected to give the best results, based on the study with
ONPG sub were selected to ¢ a positive effect of Ch[Lev]:
EthGly (Fig. 2 B). In general, all eutectic systems, even with urea, at a
percentage ratio of 5% (v/v) eutectic solvent and 95% buffer, exhibit
increased activity of f-gal id d to the 1 sample.
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Fig. 3. The effect of Ch[Lev] DES on §-Gal hydrolytic activity with : (A) ONPG as a substrate; (B) Lactose a0 a substrate for the most effective concentrations of DES

doping for ONPQ substrate (A). Influence of DES Ch[Lev]:EthGly in different

on f-Gal hydrolytic activity with lactose as a substrate (C). Presented bara

fi to 100% relati of control scample.
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Again, in all experiments with eutectic in rations of
5%,109,15%,20% (v/v) only polyols used as HBDs (Ch[Lev]: Gly (Ib),
Ch[Lev]:EthGly (lc), Ch[hv].ElelyGly (1f), Ch[Lev]:U:EthGly (le)),
the activity of f-Gal idase was i d almost two- to threefold in

yme activity and stability in the reaction medium with ionic liquids.
Also, Yang etal. (Yang, 2009) have shown that the kosmotropic effect of
the anion from the ionic liq\u'dx on the enzymes, may hold for diluted

comparison to that in the control sample (Fig. 3B).
Increased activity of f-galactosidase was observed in all tested syx-

1 of ionic liquids. A confirmation of this hypothesis can
be the enhanced pf-gal acnvuy in particular after comparing the
enhanced activity of the enzyme in pure ionic liquid and the eutectic

tems and reached the highest value for the ¥ ic
with Ch[Lev]:EthGly (Ic) ic sol - i d with i
ation of this sy (5% to 20%) (Fig. 3C). A more than
threefold i in f-gal ymatic activity was noted for
the solution with 20% of Ch[Lev]:EthGly (lc). In line with the earlier
report by Hoppe et al., this phenomenon can be interpreted as a result of
the interaction of the anion of the ionic liquid with the enzyme and HBD.
Cond d h led that hydrolysis reaction in the environ-
ment containing a small amount of ethylene glycol (concentration 5% —
20%%6) exhibits a higher yield, than the reaction conducted in the control
sample— Figs. 511 and 512. This explains the origin of the best results of
choline levulinate: ethylene glycol DES mixture. The synergy effect of
p ds occurs and ob ym.lds(lOO%) of hydrolysis reaction are
the highest for this This is especially i ing in terms of DES
molecular structure. According to Hammond et al. (H:unmond et al,
2017), an unusual transition from ionic mixture to aqueous solution
occurs when DES is being diluted. The presence of strongly coordinated
DES compoenents may hinder the interaction of those with the protein

and water probably popul the p interface. However, it is
known that the DES p i with the protei
instead of water. The mtencuon hrough hydrogen bonds or el
static forces may cause a p. interaction b p in resi-
dues and specific DES comp This is ly observed in
diluted DES (>50 wt% water), where ion-ion and protein behavior in

deep i )\ ion-hydrogen bond donor correlations vanish,
and the solvent becomes a solution of the discrete DES constituents. In
that regard, dilute DES has been shown to affect the local structure of
horseradish peroxidaze through protein-solvent interactions (Har-
if-Mood et al., 2017; Wu et al, 2014). Furthermore, specific ion effects

based on this ionic liquid. The possible mechanism of changes in
the catalytic properties of the enzyme can be related to modification of
the p-galactosidase structure or indirect influence of DES on the stability
of the critical transition state.

4. Concluslons

The aim of this study was to develop a new group of natural eutectic
solvents, examine their physicochemical properties, and evaluate the
performance of such as additives to enzymatic reaction media.
All eutectic solvents used in this study were subjected to the charac-
terization of their physicochemical properties and used in the exami-
nation of f-galactosidase activity. The results indicate that the

reaction medi admixture with the eutectic solvents has a
posmve effect, on enhancing the enzyme activity. The highest values of
enzymatic activity of f-gal were obtained for the i
solvents based on choline levulinate and two polyols: ethylene glycol
and glycerol ( her and indivi y). In particular, the greatest
impact on the stability and activity of the f-galactosidase enzyme was
found to have the presence of ethylene glycol as an HBD in the DES used.
It can be also luded, that the p of ethylene glycol or gly
as a second HBD along with urea reduced the negative denaturing
impact of the latter compound. These observations indicate that the
presence of polyols allows the enzyme to keep its structure intact and not
be involved with urea hyd: g activity. Nevertheless, further
reseuchlxmdedtocmﬂmdxmexplananons. Apart from the
enhanced yield of 1 g by f-g id in the
levulinate-based DES reaction sysnem food safety iz also an important
issue. The studies on the toxicity of various choline salts, show, that the

hondi

were observed when using either choline chloride or choli as

holine levuli based DES, ibits low toxicity with LD50 values

the halide zalt in the diluted DES systems. The presence of choline ac-
etate resulted in a different protein secondary structure than choline
chloride, also affecting protein function (Wu et al, 2014). This dem-
onstrates that the discrete DES components interact with the protein
potentially depending on their hydrophilicity/hydrophobicity, as
observed in ILs which roughly comply with the traditional Hofmei

between the 500-5000 mg/kg that classify it to acute category III
(Markiewicz et al., 2016). The safety of the rest components of the
analyzed DES needs further analysis. However, the most powerful
feature of eutectic mixtures is the flexibility to adjust their composition.
The most powerﬁl.lfeature of eutectic mixtures is the flexibility to adjust

series (Zhao et al., 2016). Also described by Zhenkov et. al the inter-
molecular interactions of DES and water systems, and the peculiar effect
of water on deep eutectic solvents described by Ma et al. suggest, that
despite the dilution of DES, the protein surface interactions with DES
constituents, may lead to the formation of DES system around the sur-
face of the enzyme — which is being manifested as increased activity and
stability of the studied enzyme in a water environment. (Zhekenov etal
2017; Ma et al, 2018)

The effect of DES on the activity of the P-galactosidase was not
widely studied especially in field of food processing. In most cases, the

results were obtained for the i with i bilized p-gal -
dase. '\er. et al l"oo )mpomed 90% of lactose hydmlywz with usma
p-gal c y attached to a polysil polyvinyl al

magnetic composite as a carrier and the immobilized enzyme was more
effective in lactose cleavage than its soluble form. Reiikumar and Devi
(2001) showed f-galactosidase that using cross-linked poly(vinyl
alcohol) was able to 95% of hydrolysis of lactose. Similarly, Pessela et al.
(Pessela et al, 2003) obtained 98% conversion of lactose using
p-galactosidase immobilized on sepa beads. The increased activity was

plained by the beneficial effect of the immobilization on enzyme
stability and increased resistance to reaction conditions. Having in
mind, that a similar effect for the reaction medium admixture with ionic
liquids only, has been observed and discussed by Zhao et al. (2006) who
suggested that Hofmeister effects could be responsible for the enh d

their P d results sh d, that the ch of HBD
from et.hy‘lene glycol to glycerol (which is non-bouc) in Ch[Lev]: Gly
might also be used with success for significantly enhancing the B-Gal
activity. Moreover in the food industry, with of course higher scale of the
pmcess the products of the reaction can be easily separated using well

hange L thod. This solution allows
for quick and selective separation of all the DES components from the

marahnn

final product of the 1 Y ic o reaction. Currently,
this type of solution is offered by many companies as a ready-to-use
system for many food ind ies and is ially ilabl

Presented results suggest that there is a great scientific and industrial
potential in eutectic sol based on choline levulinate as f-galacto-
sidase activity enhancers also in the field of food chemistry.
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Figure S1. Viscosity of DESs based on choline levulinate depend on used HBD.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: A new series of low (LTTM) baszed on choline lactate g v jum salt
Lipese mdnmunhydxogmbonddmnw d and ch ized dz their phyzicochemical propert
Low transition temperature mixtures and usability 22 an ; ixture for lipase-catalyzed ification Studies of low
Ionicliqnlft have shown a long-term stabilizing effect for lipaze az well 2z a positive influ-
Hidrol . " 1 stability mcemhpmd)emllnhdny In the case of Ch[Lac]: Oly'BthOlymaea-ngthemblhtyofhpanby8°C(va

55.2 °C) compared to the control sample. Conducted

ification were ch ized by high

yields - up to 98% — and high purity of the obtained products.

1. Introduction

Biocatalysis iz considered to be a green and sustainable alternative
nechnologylehngmdnntbe--- iples of green chemistry (1. In bio-
catalync i the application of a suitable ol is crucial
to f: y efficiency of cond dp In the recent
years high emphaals was also placed on replacing toxic and volatile

organic solvents with more eco-friendly ionic liquids [2]. Last decades,

constituents which plays a vital role in the enhancement of enzyme
activity and stability [6,7]. Both DES and LTTMs share compmble
properties of ionic liquid: yenhey,. d such

as wide liquid range, water compatibility, low vapor pressure,
non-flammability, biocompatibility, and biodegradability. Moreover,
both of those solvent groups (DES and LTTMs) consist of at least one
hydrogen bond donor (HBD) and one hydrogen bond acceptor (HBA)
counterpart that not only results in the formation of a liquid mixture, but
also i with the enzy surface. Since LTTM mixtures do not

many efforts have been undertaken to use ionic liquids as a suitabl
mednun for biocatalytic reactions [!-3]. However, even t.houghlomc
liquids are id 'gmen 1 and an 1l to

4 hi.

ytic reactions, they are still expensive and,
in most cases, eco-toxic. Alternative to ionic hqulds (ll.) are deep
eutectic solvents (DES) and low perature

(L'l'l'M) which are oﬁen regarded as a kind of ionic liquids, although
their physicoch prop significantly differ from IL [4]. Having
in mind the possibility to ov the downsides of ionic liquids, a new
class of solvents known as deep eutectic solvents (DES) and
low-temperature transition mixtures (LTTM) emerged as an alternative
medium for biocatalysis [5]. Those sol are more i ting than
ionic liquids, because of the hydrogen bonding ability of their

Abbreviations: LTTM, Low-Transition T Mi
* Corresponding xuthor.

exhibit such a significant drop in melting p e of their

uents, they are especially interesting in the case of biocatalysis, because
of weaker interactions of hydrogen bond network with enzyme surface.
In contrast to typical DES based on choline chloride and urea or glycerol
used as HBD, LTTM mixtures exhibit a significantly weaker hydrogen
bond network p to their consti 5. Also, there are many
nano structural differences of the formed solvents which comes from
different anion counterpart in HBA [5,9]. This approach enables a more
projectable behavior of the solvent towards the enzyme surface and may

lead to a better und ding of the ph of amplified activity
or stability of the enzyme in a new environment. Nowadays, one of the
most imp in the industry are lip which have the

; DES, Deep Eutectic Solvents; CALB, Candida Antarctica Lipase B.
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ability to conduct esterification, transesterification, and hy ysis re-

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 216 (2022) 112518

Meth

actions [10]. Apart from their obvious ability to degrade ester bonds,

P (99%) 1-p 1 (99%) y 1 (99.8%) and
lipase from Candida antarctica (CALB, Sigma-Aldrich, >2600 U/g), were

attention is paid to the usefulness of lip in the synthesis of biodiesel
various biosurfactants, and biodegradable polyeuers [11-15]. Gorke at
al, were one of the first who lied the deep nts based on
choline chloride as a solvent for esterification reaction catalyzed by
lipase B from Candida antarctica (CALB) [15]. Obtained results revealed

that choline DES composed of choline chloride and ethylene glycol allow
to obtain a product yield of 80% which is higher than previously ob-
tained in hep Guajardo et al. d d esterification of benzoic

acid and glycerol using immobilized on acrylic resin lipase B from
Candida antarctica (Novozym 435) in choline chloride:glycerol: water
mixture — obtaining b with rate at
99%. [17,18]. Lozano et al. used Ntwuzym 435 preparation in DES to
conduct esterification of panthenol with free fatty acids, having in up to
83% conversion yield and 98% selectivity proving [15]. However,
lipase-catalyzed hydrolyszis reactions in DESs have rarely been reported
in the literature. Kim et al. systematically evaluated the influence of
thirteen types of DESs on the activity and stability of lipase by studyum
the Candida rugosa lipase (CRL), yzed hydrolysis of p yl
palmitate as a model reaction. Obtained results, show, that the su'uctum
of the HBA and HBDs and DES concentration is crucial for the stability
and activity of lipase. Also, it has been lished that DES ¢ i
glycerol are superior compared to DESs with amides for promoting
lipase activity [19]. In the field of transesterification reactions with
lipase, Durand et al. sh d that DES cc glycerol or urea are
superior in case of obtaining high activities and selectivity of lipase
catalyzed reactions [20)]. Durand et al, also conducted trans-
esterification of methyl p-coumarate and methyl ferulate with octanol
using Novozym 435 in choline chloride: urea (with 10% water content
w/w) as reaction media, obtaining phenolipids with high level of sub-
strate conversions [21]. A similar reaction was conducted by Shi et al.

where the same immobilized lipase B preparation was used to y

hased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA).
All chemicals were used without further purification.

2.2. Choline lactate synthesis

Lactic acid (0.12 mol) was added dropwise to a solution of choline
bicarbonate (0.12 mol) in water (50 ml). The reaction was carried out in
a round-b flask equipped with am ic stir bar at 40 °C over a
24 h period. After completion of the reaction, the mixture was evapo-
rated under reduced p at room p to avoid thermal
decomposition of formed salt, to furnish pure product, 99% yield.

1 H NMR (400 MHz, DMSO):d (ppm) = 1.54 (d, 3 H, -CH3), 3.16 (5,9
H, (CH3)sN-), 3.62 (t, 2 H, -CH2N(CHg)s), J = 4.8 Hz), 3.72 (5, 1 H, -OH),
4.53 (t, 1 H, -CH(CH3)(OH)) and 6.84 (s, 1 H, -OH).

2.3. "H NMR analysis of choline lactate

'H NMR spectra of prepared choline lactate were performed on a
Bruker Avance 400 spectrometer (400 MHz) using d6-DMSO. Proton
chemical shifts are shown in parts per million (5 ppm).

2.4. Preparation of choline lactate base LTTM

All zol were prepared by mixing choline lactate (0.1 mol) and
suitable HBD at specxﬂc molar ratios (respectively 0.1 and 0.2 mol) with
continuous stirring at 60 °C. Obtaining a homogeneous mixture deter-
mined the readiness of the LTTM. The substrates before mixing were
dried (HBD and choline lactate) separately to remove water. The pre-
pa!edLTl‘Mwemﬂnanyagamdned and stored in a glass container at
room temp in dark Prior to analysis water of LTTM

les was d ined using Karl-Fischer titration Metrohm 915 KF

the alcoholysis of methyl ferulate with fatty alcohols, to afford ferulic
acid alkyl esters with significant yields (76-90%) in a ternary DES (Ch
[CI]-urea: glycerol 1:1:1) containing 10% (w/w) of water [22
Furth chloride:urea DES 10% (v/v) water
wasfonndtobeasupuxormedmmfortheNovozym435—catalyzed
synthesis of 1-caffeoylglycerol under continuous microflow conditions,
delivering a total yield of 96.5% [23]. Also according to the literature
and our previous study Hoppe et al, it is noticeable that the anion
structure as well as the concentration of DES towards water also plays
significant role in the enh h [24,25]. The small
amount of DES or LTTM mixture doped to the reaction medium can
significantly enhance the enzyme stability and hydrolytic activity. Ac-
cotdmgm:hememwork of Toled et al. this might be an outcome of the

of hy vl groups of DES constituents [25]. The lipase cata-
Iyzed reactions are being conducted usually in typical DES environments
that consist of choline chloride or choli HBA pound [20].
Due to that, understanding the factors that govern lipasze behavior in
solvents, where the hydroxyl group is also present in HBA is crucial.
Even though the activity enhancement lies within similar chemical
compounds used to obtain a DES or LTTM, there is yet impossible to
predict the best mixture to a sel d yme. This is especially inter-
esting from the chemical point of view as it might lead towards the
possibility of mimicking nature fluids more precisely [25]. Presented
study aimed to analyze the influence of a new kinds of low transition
temperature mixtures based on choline lactate, on the catalytic prop-
erties of lipase from Candida antarctica.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Choline bicarbonate (80% in H,0), Lactic acid (99%), Urea (99%),
Glycerol (99%), Ethylene glycol (99%) Propyl propionate (99%) Pentyl

Ti-Touch instrument. Molar ratios, abbreviations, appearances, and
water ofall p d LTTMs are p d in Table 1

2.5. Density and viscosity assay of choline lactate LTTM

The densities and viscosities of LTTMs have measured with the lab-
oramry scale Radwag AS 510.3Y and TA Instruments AR2000EX
at at r‘ P The p ure y was
controlled at + 0.1 “C. The precision of the density values + 0.001
g»cm'a. Before the measurements, the density apparatus was calibrated
with distilled water and dry air. The uncertainties of the viscometer
were estimated to be + 2%. In each measurement, water contamination
was below 1.5%wt. However, as this value could influence the measured
property, it was not possible, even after ded drying periods and
using various drying techniques, to decrease the water content in pre-
pared samples to below 1.13%.

2.6. Conductivity assay of choline lactate LTTM solutions

Conductivity analyses were performed by CPC-411 Elmetron con-
ductivity meter. The LTTMs were enclosed in a sealed dnmber mth a
meter probe, and the ature was lled by a th
water bath. Each of the measurements was performed three times.

2.7. Choline lactate LTTM differential scanning calorimetry analysis

Differential Scanning Calorimetry (DSC) measurements were per-
formed using the Mettler Toledo DSC 1 STARe System differential
scanning calorimeter, coupled with a Huber TC100 immersion cooler.
The assay was d d at heric p , with nitrogen as a
purge gas, and an empty sample pan as the reference. Masses of samples
were between 6 and 12 mg. Samples were scanned in three cycles. First
heating cycle from — 25-125°C. At a maximum temperature of 125 °C,
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samples were held for 10 min isotherm. Next, samples were cooled from
125°C to — 80 °C, held isothermal for 10 min at — 80 °C and again, in
the third heating cycle, heated from — 80-125 °C. Bach cycle (heating or
cooling) was at the rate of 10 °C/min.

2.8. Thermogravimetric analysis (TGA) of choline lactate LTTM

Thermal stabilities of the LTTMs were determined by thermogravi-
metric analysis using a TA Instrument TGA Q50 thermogravimetric
analyzer, precize to within 0.1 °C in temperature and to within 0.01% in
weight. All the TGA experi. were d in the dy ic heating
regime and performed under a nitrog h A dy ic mode
with a temperature range from 25 °C to 500 °C with a heating pace rate
of 3.5 °C/min. was used to determine the onset decomposition tem-
peratures. Since LTTMs are very hygr pic, prior to , all
samples were held for 10 min isotherm at 85°C under nitrogen atmo-

here, to water. Dec ition

)

any
reported for all LTTMs were established as the onset temperature for

atures
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prepared LTTMs (5 ml) with the addition of substrates — propyl prop-
anoate (1 mM) and 1-pentanol (1 mM) Fig. 1.

Prepared solvents were set at 30 °C and after stabilization of tem-
perature. To start the 200 pl of enzy lution was added.
Reaction was conducted for 24 h in sealed flasks with continuous stir-
ring. After incubation time, 100 pl of each reaction mixture was trans-
ferred to a wvial containing 1 ml of anhydrous methanol to lipase
deactivation and products extraction. GC analysis of extracted reaction
mixture compounds was performed using a Bruker 436-GC chromato-
graph equipped with a BR-VOC capillary GC column (L x LD.
20 m x 0.18 mm, df 1 pm). The initial temperature of separation was
80 °C (3 min) and increased with the rate of 20 “C/min up to 160 °C and
was maintained for the next 8.5 min. The total analysis time was 16 min
with helium as carrier gas at a constants flow rate of 0.8 ml/min. The
efficiency of lipase catalysed transesterification was calculated accord-
ing to changes in concentration of the 1-pentanol.

2.12. Software

decomposition of the first 5% of the sample (Tgsopset), and as the regul
onset p for dec (Tonser) for the entire sample or
each of the ive steps in i d ition

2.9. Analysis of choline lactate LTTM on influence on CALB hydrolytic
activity

The substrate solution for lipase hydrolytic activity in presence of
LTTMs was prepared by adding a 10 pl of p-nitrophenylbutyrate (pNPB)
stock solution (16.6 mM) to 3.3 ml of isopropanol and then the mixture
was mixed with 30 ml of 50 mM phosphate buffer pH 7.2 containing
0.01% of Triton X-100 and appropriate amount of LTTMs. To start the
assay the working substrate solution was transferred to microplate wells
and equilibrated to the appropriate temperature (30 °C) over 5 min.
Next 10 pl of lipase solution in PBS (50 mM, pH7.2) was added and
change in absorbance at 348 nm was monitored in kinetic mode with 1
min's intervals over 15 min [26]. All aszays were conducted at least in
triplicate. One unit of lipase activity was defined as the amount of lipaze
required to release 1 pmol of p-nitrophenol per minute, under assay
conditions.

2.10. Analysis of influence the choline lactate LTTM on thermal stability
of CALB

Thermal influence of LTTM on the thermal stability of CALB was
performed by the nano-format differential scanning fluorimetry (DSF)
method with the use of Prometheus NT.48 devnce (NanoTper Tech-

All spectra have been processed using Origin Graph Pro 2020.
3. Results and discussion

3.1. Physicochemical properties of choline lactate LTTM

The stability and effect of lip for application in industry is
the most important factor that determines their usefulness [27]. To
overcome this, it is crucial to p a dedi d solvent/reaction me-

dium which can enzure that both of those factors are kept at the desired
level. To answer these needs, a group of new low transition temperature
mixtures solvents based on choli was p d. Obtained
mixtures were divided into two subsetx The first suhset was low tran-
sition mixtures ing of choline lactate and one
hydrogen bond donor. The second subset — LTTMs consisted of choline
lactate and two hydrogen bond donors (Table 1). During the mixture
preparation process, close attention was paid to the necessity to elimi-
nate water, as this is the main impurity of the LTTMs, to allow accurate

of physicochemical properties. All physicochemical as-
says were conducted after establishing water content below the level of
2%.

3.1.1. Density and viscosity assay of lactate LTTM

31 1.1. Density of choline lactate LTTM. It is well known that density is

p physical property of a liquid, due to its effect on design and

logies). In this method, the perat 4, p folding

profile iz d by ing the chang inu,.. fl
at emission wavelengths of 330 and 350 nm. Prior analysis, 10p.lofr.he

operation p Table 1 p the densities measured in the
25 °C temperature. Obtained results, shows that all examined mixtures,

CALB solution in phosphate buffer (50 mM, pH7.2) was transferred to

P densities higher than water. Among the mi mposed of

200 pl LTTM and mixed vigorously. Then, 10 pl of the enzyme-DES
mixture was loaded to sample handling capillary. Next, ready samples
were moved immediately into Prometheus NT.48 device. The tempera-
ture increase ramp was set at 2.0 °C/min in a range from 20°C to 85°C.

The infl of extended incub of CALB in DES depending on

two moieties, the highy is being observed for the mixture
containing urea (Ia) and for three moieties for the mixture containing
urea and glycerol (Id). It iz also worth to notice that the except mixture
Ia, the densities of all mixtures exhibit density lower that density of pure

holine lactate, which could indicate, that in this case, the density value

temperature on its hydrolytic activity was analyzed as follows; The 10 pl
of the CALB solution in phosphate buffer (50 mM, pH 7.2) was trans-
ferred to 200 pl LTTM and mixed vig ly then incubated at certain

mp ures. The ch in activity were monitored periodically for
24 h according to the CALB hydrolytic activity assay protocol. The ac-
tivity changes were expressed in % where the activity of CALB in
phosphate buffer (control) was assumed as 100%.

2.11. Analysis of choline lactate LTTM influence on CALB
transesterification activity

The transesterification reaction with CALB was conducted in

is not additive.

3.1.1.2. Viscosity of choline lactate eutectic solvents. Similar to density,
the viscosity of solvents is a prominent issue that needs to be addressed,

pecially when idering sol for an enzymatic reaction medium.
Since the vi ity depends ond ',,thus:heab:htyothmdparnclez
to slide past each other, relies on the el c forces. H L in
case of low transition temperature mixtures, based on ionic liquid and
hydrogen bond d , it is 'y to also ider the p of
hydrogen bond network in the mixture. Hence, the mixture with high
density, requires energy to disrupt not only electrostatic forces but also
hydrogen bond network between particles of ionic liquid and HBD.
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Fig. 1. Schema of catalyzed by CALB, ification of propyl prop with 1-p 1
Table 1
Developed LTTM solvents based on choline lactate.
Eutectic . Water
HBA HBD Solvent HBAjHBD Name (abbreviation) Appearance content
[mol:mol] .
Code [%]
0
I Ia 1:2 Ch[Lac]:U* TL! 1.24
HN7 NH,
oH
no._L__on Ib 1:2 Ch[Lac]:Gly® TL 1.33
Reai HO_~ o Ie 122 Ch[LacEthGly* TL 1.76
N
= \/\on 5
o NJLNH T
H e Id 1:1:1 Ch[Lac]:U:Gly I'L 1.68
= Ho\/T\/OH
o
<}
H,NJLNH, le 1:1:1 Ch[Lac]:U:EthGly I'L 1.73
”‘)\/\oH
”O\/\OH
OH If 1:1:1 Ch[Lac]:Gly:EthGly TL 1.71

a - Urea; b - Glycerol; c — Ethylene glycol; d - TL - Transparent liquid;
A- hydrogen bond acceptor, HBD-hydrogen bond donor

Having in mind that there are no major differences in values of densities
of examined itcan be luded that significant differences in
viscogity comes mostly from the presence of hydrogen bond network and
its size. According to Stefanovic et al. the amount of hydrogen bonds
depends strictly on HBD, and urea can donate four hydrogen bonds
where ethylene glycol only two. Moreover Mjalli et al. showed that
p of d HBD pound in mixture may break the primary
hydrogenbondnetwork,whxchcouldexphm:helowmomtyof
mixtures posed of three [28]. Ob d results

that solvents Ia Ch[Lac]:U and Ib Ch[l.ac] :Gly exhibited the lnghest
viscogity in studied group, and on contrary — solvents le Ch[Lac]:U:
EthGly and If Ch[Lac]:Gly:EthGly (with two HBD) had a lower vis-
cosity, than mixtures with one HBD. This theory is also confirmed when
glycerol and urea together are being used as an HBD. As can be seen on
Fig. &1 solvent Id Ch [Lac] :U:Gly also exhibit high viscosity — which is,
according to this theory, due to robust hydrogen bond network. This is
no surprise, becausze as stated above, urea can donate four hydrogen
bonds and glycerol can donate three. In this case the possibility of
hydrogen bonding iz quite high, yet at the same time, the presence of
two different HBD compounds disrupts the primary hydrogen bond
network. This is also being explained with the y data of Ic Ch
[Lac] :EthGly. The ethylene glycol is able to d only two hydrog
thus the mixtures Ie Ch[Lac]:EthGly le Ch[Lac]:U:EthGly and If Ch
[Lac] :Gly:EthGly possess the lowest viscosity in studied mixtures.

3.1.2. Conductivity of choline lactate based LTTM
It is known that viscosity, which relates to the degree of fluidity of a

liquid, the less the motion of the ionic species — thus the lower con-
ductivity of the fluid [29]. In the structure of the polyols, it could be

p d that hydrogen bond ks in Ch[Lac]:EthGly and Ch[Lac]:
Glycerol should be similar enough to each other, and the conductivity
should not be significantly different. However, HBD self-interactions can
change the structure of hydrogen bond network and as such, according
to Hayes, et al., different structures between ionic liquid and different
HBD may lead to different behavior of fluid, for instance manifests itself
with higher conductivity [30]. Thus there s a possibility that there is
direct correlation between strength and nature of the hydrogen bond
network in the bulk liquid and its physical properties, in this case con-
ductivity. Despite the similarity in the structure between the glycerol
and ethylene glycol, a similar effect was not observed. The results pre-
sented (Table 52) indicate that a simple change (by g it with the
appmpnate HBD compound) may be useful to achieve the desired
d d) of the pure ionic liquid.

- q

y or

3.1.3. Thermal stability assay of choline lactate based LTTM

3.1.3.1. Thermogravimetric analysis of choline lactate based LTTM. To
perform a reaction in any liquid, it is imp to ch ize the
thermal stability of it. This knowledge iz of i
especially in case of reactions where additional heating n'.ught be
needed. Fig.82A presents TGA slopes for mixtures composed of two
— choline L and one HBD - mixtures Ia Ch [Lac]:U, Ib
Ch[l.ac] :Gly and Ic Ch[Lac]:EthGly and pure ionic liquid Ch[Lac].
Kxceptmlxtu:elaandlbwhemsmgleslopescanbeobsewedauother

liquid, has direct infl on the d y. The more vi the

two d: ition steps. For mixture Ic Ch[Lac]:
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EthGly first decomposition step comes from evaporating ethylene glycol
at 117.26 °C and second step, which starts at 212.72°C comes from
decomposition of Ch[Lac]. This is not surprised as for pure Ch[Lac]
Toeset is 212.54°C. For the sample Ia Ch[Lac]:U the decomposition
curve shows only one step which begins at 195.98°C. According to
Bernhard et al. the d ition of Urea p ds with two steps —
decomposition of urea into cyanic acid, ammelide and biuret and
decomposition of biuret. In this case however, it is not observable
because of overlappmg step of Ch[Lac] decompounon within the same

emp ure range as d position of urea. ting h is the
fact, that the addition of urea lowers the thermal stability of the mixture.
In case of mixture Ib Ch [Lac] :Gly it can be notice that there is also one
decomposition step which starts at 211.88 °C, where evaporation and
decomposition of glycerol overlaps with the decomposition of Ch[Lac].
It is worth to notice that this is in contrary to our previous work, where
presence of urea was increasing and presence of glycerol was decreasing
the thermal stability of the eutectic solvent [31].

Flg.S2B presents TGA curves for the mixtures composed of three
moieties — quaternary ammonium salt and two different HBD. As it can
beseen,inaucasesche‘ ition ures shift to lower
values d to the di ition ures of two comp: d
mixtures. For mixture Id Ch [Lac] :U:Gly the decomposition curve pre-
sents two slopes, with two onset temperatures, first at 178.70 “C. which
comes from ing and di ition of glycerol and second at
204.20°C ible for d ition of Ch[Lac]. Similar situation
occurs with mixture fe Ch[Lac] :U:EthGly and If Ch [Lac] :Gly:EthGly
where decomposition of mixture begins with evaporation and decom-
position of ethylene glycol HBD, at 121.06 °C and at 103.34 °C respec-
tively, which in second step overlaps with decomposition of Ch[Lac] at
209.49 °C for le Ch[Lac] :U:EthGly and 221.24 °C for If Ch [Lac] :Gly:

P

ap
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Table 2
Thermal stability profile of CALB in of choline lactate based LTTMa.
Sample HR' PG/ Tomet °C]  Inflection point temp
min] [°C)

I Chilac) 20 31.7°C 347°C
=04

Ia  Chllac)U 20 31.9°C 51.5°C
0.2

b Chilac)-Gly 20 48.7°C 598°C
0.2

lc  Ch{Lac]-BthGly 20 51.8°C 78.2°C
02

Id  Ch{lacl-UGly 20 3s7°C §8.0°C
+03

le  Ch{lac)-U:BthGly 2.0 307°C 458°C
0.1

If  ChlLac)-Gly: 20 §5.2°C €6.2°C

EhGly +02

C Coatrol® 20 47.1°C 61.2°C
02

* HR - heating rate

¥ Az control was taken lution in phosphate buffer pH 7.0.

solvents Ia Ch[Lac]:U and Id Ch[Lac]:U:Gly at 31.9°C and 38.7 °C,
respectively. It is worth to notice, that in case of mixture Id Ch [Lac]:U:
Gly, even though the gly P , which is k as a stabilizing
agent for protein structure [32], the environment is still not suitable
enough and the v is ble to with ds the i of tem-
perature as in the case with a 1 le. For ini
polyols — glycerol and ethylene glycol (together or apart) the unfolding

p iz being shifted towards higher temperatures compared to
control sample. However, despite the stabilizing properties of glycerol
and unfolding temperature 48.7 °C for sample Ib Ch [Lac] :Gly the most

EthGly. Comparing d results, it should be noted, that all the
mixtures express similar d position P which are alway
lower than the d position of pure quaternary ammo-

nium salt and that the two molenes mixture exhibt higher thermal sta-
bility than three moieties’ mixtures.

3.1.3.2. Differential scanning calorimetry assay of choline lactate based
LTTM. DSC analyzed all mixtures to determine the presence of phase

beneficial effect can be observed for sample containing as a HBD glye-
erol and ethylene glycol together Ih Ch[Lac]:Gly:EthGly — with the
onset temperature at 55.2 °C. Also, mixture Ic Ch [Lac] :EthGly exhibit
more beneficial effect on lipase stability than sample with glycerol only
— with onset temperature at 51.8°C. Obtaining high yields for many
reactions require time.

To perform time-demanding reactions or to perform reaction in

transitions. Acquired results were analyzed in the studied p

range in comparison to all other mixtures as well as to the pure choline
lactate itself. Presented plots of Fig.53 show, that the only phase tran-
sition which occurs in studied mixtures is the glass transition step, which
occurs in all mixtures except Ie Ch [Lac] :EthGly and If Ch [Lac]:Gly:
EthGly. The lowest glass transition temperature was noted at
— 73.04 °C for the mixture le Ch [Lac] :U:EthGly which is shghﬂy lmvu
than pure ionic liquid (Ch[Lac]) glass & step — d at
— 69.83 °C. In the case of mixtures Ia Ch[l.ac] :U and Ib Ch [Lac] :Gly,
the glass step also appears in a si emp ure range at
— 51.55°C and — 52.93 °C. For the Id Ch[Lac]:U:Gly the glass tran-
sition step occurs at — 66.62°C. For samples If Ch [Lac] :Gly:EthGly and
Ic Ch[Lac]:EthGly no phase transition was recorded within studied
temperature range. Taking into ion all ob d results, it can

conti flow, it is 1, to know the long-term stability of cata-
lyst. To gain such data, long term stability assay of lipase in selected
solvents was conducted. According to acquired results (Table.5;Fig.54),
the most desirabl p ure for r ion in studied sok is30°C.
where, no denaturation occurs for any of selected solvents except le Ch
[Lac] :U:EthGly, where denaturation beginz slightly above this tem-
perature. Presented results on Fig.5 exhibit that, solvents Ib Ch[Lac]:
Gly, le Ch[Lac]:U:EthGly, If Ch[Lac]:Gly:EthGly have beneficial
influence on enzyme stability, which corresponds with results from
thermal stability experiment (previ ion). H , in the case of
Ib Ch[Lac]: Gly the beneficial effect, iz being observed after 24 h
period. According to the literature, this iz an outcome of the enzyme
structure adaptation (especially intermolecular H-bonds b sol-
vent and enzyme surface) to the hydrogen bonding network in a new

be concluded that mixture containing two HBD shows lower tempera-
ture glass transition step than systems composed of ionic liquid and one
HBD [5].

3.1.4. Thermal stability of lipase in of choline lactate based LTTMs
Fig.S4A presents plots of thermal stability of lipase in resean:hed
mixtures and pure Ch[Lac] within studied ure range. Acq

envi [33,34]. Pr d long-term stability studies using [Ch]
[Lac] based LTTM mixtures, showed also that it takes time for the lipase
to adapt to the medium regardless of the LTTM mixture used. Moreover,
itz hydrolytic activities change with the exposure time. These results
confirm the need for an equilibration period to stabilize the conforma-
tional structure of the lipase. Similar trends were obtained for all the

results shows (Table 2) that all LTTMs conrammg urea, shifts the
unfolding temperature, to the lower values compared to the control
sample containing only water and PBS as well as the pure ionic liquid
which begins to denature the enzyme at 31.7 °C. In case of systems
containing urea, the most destabilizing zolvent iz Ie Ch [Lac] :U:EthGly
where denaturation begins at 30.7 °C. Likewise situation occurs for

d LTTMs studied (Fig. 2). This ph can be attrib i to the
pr of the cholinium cation with a hydroxylated ion and the HBD
P ds that the hydrogen bonding functionality of water

molecules and helps the enzyme return to its flexible, active confor-
mation [35]. Xue et. al evaluated the effect of ionic liquids on the ac-
tivity of lipase from Candida rugoza and demonstrated that the oxygen
atoms of the cholinium cation and the acetate anion can form hydrogen
bonds with water molecules around the lipase, increasing the
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Fig. LTmedependentnuhﬂnynfCAleLTTMmlm CALB was incu-
bated at 30 °C and resid wao d at several time intervala.

nucleophilicity of the water and, consequently, increases the catalytic
efficiency of the enzy [36]. Furth , the authors also evaluated
the individual activating effect of each ion, concluding that the cation
has a stronger activation effect than the anion. Those results exhibits,
that the stability of proteins in LTTMs is a result of a careful balance
between the competitive interactions among the water, HBD com-
pounds, the protein surface, and the ions of the ionic liquids and the
ion's surface charge [37].

3.1.5. Influence of choline lactate based LTTMs on hydrolytic activity of
lipase

Lipase is hydrolase, enzyme to catalyze a chemical bond with water
as co-substrate. Having that in mind as well as taking into account our
previous work [35] it was essential, to test hydrolytic activity of lipase in
environment doped with LTTM. In case of b-galactosidase enzyme, the
doping of a small amount of LTTM was crucial to amplify the hydrolytic
activity of an enzy H , the acquired data p d in Fig.85
shows that in case of lipase, thennsnobeneﬂculeﬂ'ect.lncmofall
reaction medium doped with 5% and 109 of LTTM, obtained results am
not satisfactory, and despite the used of doping, the enzy
activity is lower than in the control sample. Interesting is the fact, that
the lowest activity can be addressed to the samples containing polyols
only Ib Ch[Lac]:Gly and Ic Ch[Lac]:EthGly. In case of mixture
composed of two moieties - 73% and 62% of relative activity at doping
amount of 10% for Ib Ch[Lac]:Gly and Ic Ch[Lac]:EthGly respec-
tively and in case of mixture of three moieties If Ch [Lac] Oly'deGly -
47% of relative activity of CALB. On y, mixtures ining urea
as an HBD, exhibits significant drop on relative activity values compared
to mixtures with polyols, yet still at a lower level than control sample.
The best Its can be add: d to the ple containing urea only - Ia
Ch [Lac] :U which is approximately 83% in reference to control sample.
In both cases, 5% and 109t doping, the result is almost the same - 83.2%
and 83.5% respectively. Interesting is the fact, that urea is being known
as a denaturing agent, and glycerol on contrary is known as a lipaze
stabilizing compound, in this h the opp effect is observed.

3.1.6. Assay of transesterification activity of lipase in choline lactate based
LTT™M

It is known that lipase in absence of water has ability to conduct
transesterification reaction. Having in mind, that at room temperature,
the enzyme iz stable in examined solvents, interesting was to determine
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whether the transesterification reaction can be performed in those sol-
vents. The catalytic activity of lipase was determined on the reaction
between 1-pentanol and propyl propionate in 1:1 molar ratio. Obtained
mu!tx (Fig. 3) shows that the best msult can be obtain, whereas reaction
low tr ining urea or glyc-
erol as an HBD being used (toge:her or separately). The highest yield can
be addressed to sample Ib Ch[Lac]:Gly with 96% conversion rate
which is slightly higher than for samples Ia Ch [Lac]:U and le Ch[Lac]:
U:Gly with yields 94% and 93% respectively. On the contrary, samples
containing ethylene glycol as a HBD - among studied samples - always
diminish the efficiency of conversion. This can be seen for the sample Ig
Ch [Lac] :U:EthGly which exhibits the lowest yield — 48% of conversion
rate. This could indicate that, despite stability of lipasze in solvents
containing ethylene glycol as a HBD, the enzyme transesterification
activity is being i d. This is similar to hy ytic activity inhibition
- as hydrolytic activity in dium doped with LTTM containing
ethylene glycol also exhibit the lowest relative activity values.

4. Discussion

Despite the enzyme stability in prepared solvents, it occurred that
the hydrolytic activity of CALB in prepared solvents exhibit lower values
than in control sample — in phosphate buffer solution. The activity
prevails however, the achieved activity is at best 83% of relative activity
(in sample Ia Ch [Lac] :U) in reference to control sample, while samples
containing polyols (glycerol or ethylene glycol also together or apart)
exhibit even lower values. Those results are on contrary to Kim et al.,
who used DES based on choline chloride and glycerol to promote lipase
hydrolytic activity [19]. This might indicate, anion in choline salt play’s
vital role in promoting and stabilizing lipase in DES or LTTM solution.
Also according to Fredes et al. lipase (in this case Novozym 435) is more
stable in a DES:buffer solution than in 100% phosphate buffer or pure
DES which is also on contrary to this research[39]. Table 2 shows that

ples of choline L mixed with polyols exhibit amplifying influ-
ence on lipase stability — The onset temperature, for sample If Ch [Lac]:
Gly:EthGly is 15% higher than for control sample (55.2 °C vs 47.1 °C
respectively). This might lead to assumption that most of the influence
of enzyme behavior comes from the anion of choline zalt In case of
tramestznﬁcanon activity of CALB obtained results shows, that

ytic t ins unaffected for sol-
vemxcomammgmaa.ndglytemLTbuconespondsmmtheworkof
Durand et al. well as with the work of Shi et al. where obtained results,
were at best conversion rates in the presence of urea and glycerol (used

[ Jchragu [ Chilac]Gly 7] ChiLac) EhGly
[_lch[Lacu-Gly[] ChiLac)U:EthGly[ | ChiLac}Gly-EthGly
100%
; .
80% 1
£
2 il =
® 60%
5
I T
D 40% -
8
20%
0%
Fig. 8. The yields (%) of pentyl prop in rification using
lipase in choline lactate based LTTMs.Error bars rep dard &
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as a HBD in eutectic t) [21]. Obtained lts of 'y trans-
esterification i lyzed in p d LTTMs by analyzed CALB

malsoconnmdwnhobtamedforhue(dandbnmdetuwhem

of methyl caffeate and glycerol with yield of 96.5%
where reported [23]. Also immobilized CALB on polystyrene resin
(Novozym 435) have shown beneficial role on its activity DES Ch[Cl]:
Urea solution (10% water, w/w) in transesterification reaction of methyl
p-coumarate and methyl ferulate with octanol with yield 98% and 90%
respecnvely["] I. According to Cao et al. [36] to prepare the most

for rification reaction using CALB it is best to
use hydmphoblc mixtures (DES or LTTM) with the significant of
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hydroxyl group present in the HBD compound. This research exhibit,
that the amount of hydroxyl group in anion of choline salt also plays a
vital role in t ification ion and that the hydrophilicity of
prepared mixtures haven't influenced the yield of transesterification.
Taking above into account as well as the results of transesterification of
propyl prop with 1-p 1 described in this work, in can be
assumed that LTTMs based on choline lactate are suitable for bio-
catalytic transesterification reaction with lipase.

5. Conclusion

The goal and concept of thiz work was to prepare new group of
natural-based low transition temperature mixtures, examine their basic
propemes and evalum the pombmty of using such LTTMs, as an

Prepared LTTMs, were examined for their
baalc properties and used as a water/buffer additive in the test of activity
of hydrolytic activity of lipase a well as a reaction medium (pure LTTMs)
in the test of transesterification activity. Obtained result shows that, the
stability of enzyme iz being unaffected at room temperature for any of
studied LTTMs, however the composition of LTTM influence the thermal
stability of CALB significantly, especially at el d atures. Also,
thiz work has proven that the addition of small vok of studied
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Table S1. Density of choline lactate based LTTM

HBA:HBD Density
HBA HBD [mol:mol] [p, gecm3]
I Ch(Lac] - - 1.1947
la Ch(Lac] Urea 1:2 121
Ib Ch(Lac] Glycerol 1:2 1.18
Ic Ch(Lac] EthGly 1:2 1.12
Id Ch[Lac] Urea:Glycerol 1:1:1 1.15
le Ch{Lac] Urea:EthGly 1:1:1 114
If Ch(Lac] Glycerol:EthGly 1:1:1 1.13
Table 52 Conductivity of choline lactate based LTTM solvents at 25 °C
HBA:HBD Conductivity
HBA HBD [mol:mol] [o, mS em™?)
I Ch(Lac] - - 117
la Ch[Lac] Urea 1:2 0.43
Ib Ch(Lac] Glycerol 1:2 0.53
Ie Ch(tac] EthGly 1:2 1.28
Id Ch[Lac] Urea:Glycerol 1:1:1 0.59
le Ch(Lac] Urea:EthGly 1:1:1 111
If Ch(Lac] Glycerol:EthGly 1:1:1 0.92

144

S2



1.0+

0.8 ~

0.6

0.4 -

Viscosity [Pa*s]

0.2 4

0.0

Ch[Lac]:U
——— Ch[Lac]:Gly
Ch[Lac]:EthGly
—— Ch[Lac]:U:Gly
Ch[Lac]:U:EthGly
—— Ch[Lac]:Gly:EthGly

Temperature [°C]

Figure S1. Viscosity of LTTMs based on choline lactate depend on used HBD.
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Table S3 Thermogravimetric analysis of choline lactate based LTTM

HBA:HBD HR? Tonset Torsets%  Tond”
HBA HBD [mol:mol] [C/min] (°C] (] [°C]
[ ChiLac] - - 35 21254  139.62 -
la Ch(Lac] Urea 1:2 35 195.98 149.85 -
Ib Ch(Lac] Glycerol 1:2 35 21188  146.87 -
lc Ch(Lac] EthGly 1:2 35 117.26 10234 212.72
Id Ch(Lac] Urea:Glycerol 1:1:1 35 178.70 15912 204.20
le ChlLac] Urea:EthGly 1:1:1 35 121.06 102.03 209.49
If Ch(Lac] Glycerol:EthGly 1:1:1 35 103.34 8607 22124
A — ac] B — ac
100 - —_ aclU 100 - acU:Gly
ac] ac):U-EthGly
ac] Gly EthGly
z
"
%
K]
=
0 e —— o
100 200 00 100 200 300
Temperature [°C] Temperature [°C]

Figure S2. TGA charts based on choline lactate containing (A) 1 HBD and (B) 2 HBD
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Figure S3. DSC chart of choline lactate based LTTMs
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Figure S4. Thermal stability profile plot of CALB in choline lactate based LTTMs
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Figure S5. Influence of choline lactate based LTTM on hydrolytic activity of lipase. The assay
was performed at 25°C.
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beta-galactosidase and deep eutectic solvents, Food Chemistry, 384, 2022, 132498.

DOI https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132498.

Jako wspétautor, méj udziat polegat na dyskusji nad konceptem badan oraz na dyskusji nad analiza
wynikéw.

Méj udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 10%.

/]
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Szczecin, 15.06.2022
mgr in2. Magdalena Szymariska
Centrum Dydaktyczno - Badawcze Nanotechnologii
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii
Al Piastéw 45
70-311 Szczecin

OSWIADCZENIE
W zwiazku z postgpowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, oswiadczam, ze w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymariska M., Drozd R., M., Smiglak M. Acceleration of lactose hydrolysis using
beta-galactosidase and deep eutectic solvents, Food Chemistry, 384, 2022, 132498.

DOI httgs:[[doi.org[10.1016[|.foodchem.2022.132498.

Jako wspétautor, méj udziat polegat na wykonaniu pomiaréw stabilnosci termicznej enzymu.

M6j udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 5%.

Yagpabesn oo
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Dr Ewa Byzia

Material Synthesis group

Fundacja Uniwesytetu im.A.Mickiewicza
ul.Rubiez 46

61-612 Poznan

Polska

OSWIADCZENIE

W zwigzku z postepowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, o$wiadczam, ze w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymariska M., Drozd R., M., Smiglak M. Acceleration of lactose hydrolysis using
beta-galactosidase and deep eutectic solvents, Food Chemistry, 384, 2022, 132498

DOl https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132498

Jako wspdtautor, moéj udziat polegat na wkonaniu pomiardw stabilnosci i aktywnosci enzymatyczne;j
oraz na opracowaniu wynikéw.

Moéj udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 15%.
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Dr hab. Inz. Marcin Smiglak

Material Synthesis group

Fundacja Uniwesytetu im.A.Mickiewicza
ul.Rubiez 46

61-612 Poznan

Polska

OSWIADCZENIE

W zwigzku z postepowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, oswiadczam, ze w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymanska M., Drozd R., M. Smiglak. Acceleration of lactose hydrolysis using beta-
galactosidase and deep eutectic solvents, Food Chemistry, 384, 2022, 132498

DOI https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132498

Jako wspétautor, méj udziat polegat na dyskusji nad analizg wynikdw oraz dyskusji z recenzentami.

Mj udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 20%.

Signed by /
Podpisano przez:

Marcin Smiglak
Date / Data:

2024-06-27
15:42
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Szczecin, 15.06.2022
mgr ini. Magdalena Szymariska
Centrum Dydaktyczno - Badawcze Nanotechnologii
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii
Al. Piastow 45
70-311 Szczecin

OSWIADCZENIE
W zwigzku z postepowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, oéwiadczam, ie w pracy:

Hoppe J,, Byzia E., Szymariska M., Drozd R., M., Smiglak M. An effect of choline lactate based low
transition temperature mixtures on the lipase catalytic properties, 216, 2022, 112518.

DOI https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2022.112518.

Jako wspélautor, méj udziat polegat na wykonaniu pomiaréw stabilnosci termicznej enzymu.

Méj udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 5%.

Hagsotens Shppeniiis.
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Dr Ewa Byzia

Fundacja Uniwesytetu im.A.Mickiewicza
ul.Rubiez 46

61-612 Poznan

Polska

OSWIADCZENIE

W zwigzku z postepowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, oswiadczam, ze w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymanska M., Bielecki P., Drozd R., M., Smiglak M. An effect of choline lactate
based low transition temperature mixtures on the lipase catalytic properties.
Colloids and surface B: Bioinerfaces 216, 2022, 112518

DOI https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2022.112518

Jako wspotautorka, mdj udziat polegat na wkonaniu pomiaréw stabilnosci i aktywnosci
enzymatycznej.

M6j udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 10%.
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Dr int. Radoslaw Drozd S
Centrum Dydaktycino - Badawcze Nanotechnologll

zachodniopomorskl Uniwersytet Technologlciny w Szcrecinle

Wydzlal Biotechnologil | Hodowli Zwierzqt

Katedra Mikroblologil | Biotechnologli

Al Plastow 45

70-311 Secrecin

OSWIADCZENIE

W zwigzku 2z postgpowaniem doktorskim mgr Inz, Jakuba Hoppe, ofwiadczam, te w pracy:

Hoppe J., Byzla E., Szymariska M., Blelecki P., Drozd R., M., Smiglak M., An effect of choline lactate based
low transition temperature  mixtures  on the lipase  catalytic  properties,
Colloids and surface B: Blointtterfaces 216, 2022, 112518,

DOI https: 1,org/10.1016/j.colsurfb.2022.112

Jako wspélautor, mé) udzlal polegal na dyskus)i nad konceptem badan oraz na dyskusji nad analiza
wynikéw.

Mé) udzlat w powstaniu ninlejsze] publikacji ocenlam na 10%.
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Dr Patryk Bleleckl Poznan, dnia 2606201"

Fundacja Uniwersytetu Im. A. Mickiewlcza w Poznaniu
ul. Rubiet 46

61-612 Poznan

Polska

OSWIADCZENIE

W zwiazku 2 postgpowaniem doktorskim mgr Ini. Jakuba Hoppe, o$wiadczam, te w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymaniska M., Bielecki P., Drozd R., M., Smiglak M. - An effect of choline lactate
based low transition temperature mixtures on the lipase catalytic properties, 216, 2022, 112518

DOI https://doi.org/10.1016/i.colsurfb.2022.112518

Jako wspdlautor, méj udzial polegal na przygotowaniu i analizie chromatograficznej probek oraz
wspotuczestniczeniu w pisaniu publikacji.

M6j udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 10%.

Bleclut
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Dr hab. Inz. Marcin Smiglak

Material Synthesis group

Fundacja Uniwesytetu im.A.Mickiewicza
ul.Rubiez 46

61-612 Poznan

Polska

OSWIADCZENIE

W zwigzku z postepowaniem doktorskim mgr Inz. Jakuba Hoppe, oswiadczam, ze w pracy:

Hoppe J., Byzia E., Szymanska M., Bielecki P., Drozd R., M., Smiglak M. An effect of choline lactate based
low transition temperature mixtures on the lipase catalytic properties.
Colloids and surface B: Bioinerfaces 216, 2022, 112518

DOl https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2022.112518

Jako wspétautor, mdj udziat polegat na dyskusji nad koncepcja badan, oraz dyskusji z recenzentami.

Méj udziat w powstaniu niniejszej publikacji oceniam na 15%.

Signed by /
Podpisano przez:

Marcin Smiglak
Date / Data:

2024-06-27
15:31
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