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Wykaz skrótów 

Ch[Cl] - 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 - Ionic 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-β-D-galaktopiranozyd 

ATP - Adenosine Triphosphate 

ADP - Adenosine Diphosphate 

CALB - Candida antarctica Lipase B 
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Streszczenie w języku polskim 
 

Mieszaniny eutektyczne chlorku choliny typu DES oraz LTTM z roku na rok stają się coraz bardziej atrakcyjną 

grupą związków chemicznych. Wynika to z faktu ich unikalnych właściwości, takich jak niska prężność par, 

niepalność czy wysoka stabilność termiczna. Dodatkowo, fakt, że można je łatwo przygotować, bez udziału 

reakcji chemicznej sensu stricte, oraz stosunkowo łatwo modyfikować ich właściwości fizykochemiczne  

(np. wymieniając związek HBD, dodając odpowiednią ilość wody), sprawia, iż stają się poważną konkurencją 

zarówno dla cieczy jonowych, jak i tradycyjnych rozpuszczalników organicznych. Zastąpienie anionu 

chlorkowego anionami organicznymi nadaje tym związkom nowy wymiar, mianowicie pozwala modyfikować 

siłę wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie. Efektem są znaczne zmiany we właściwościach 

fizykochemicznych, co wraz z szeroką gamą dostępnych związków typu HBD powoduje, iż mieszaniny soli 

choliny znajdują zastosowanie w praktycznie każdej gałęzi chemii. Na szczególne wyróżnienie zasługuje jednak 

biokataliza prowadzona w środowisku lub przy udziale mieszanin soli choliny, która stwarza coraz większe 

możliwości przemian z udziałem enzymów, nieosiągalnych obecnie w tradycyjnych rozpuszczalnikach 

organicznych bądź cieczach jonowych. 

Hipoteza proponowanych badań zakłada, że mieszaniny eutektyczne zawierające sole choliny mogą 

znacząco wpływać na efektywność i specyficzność enzymatycznych reakcji hydrolizy. Hipoteza ta opiera się 

na założeniu, że sole choliny mogą tworzyć unikalne mikrośrodowiska, które wpływają na strukturę i funkcję 

enzymów, a tym samym na przebieg reakcji hydrolizy. W szczególności, sole choliny mogą wpływać na 

stabilność enzymów, ich aktywność katalityczną oraz selektywność wobec substratów. Dodatkowo, 

hipoteza ta sugeruje, że w zależności od anionu obecnego w soli choliny można zaobserwować różny wpływ 

na enzymatyczne reakcje hydrolizy, co otwiera możliwość optymalizacji tych reakcji poprzez dobór 

odpowiedniej soli choliny. Hipoteza proponowanych badań zakłada, że zróżnicowany skład mieszanin 

eutektycznych może mieć wpływ na parametry operacyjne badanych enzymów, a oddziaływania pomiędzy 

mieszaninami soli choliny a strukturą enzymu mogą dostarczyć podstawowej wiedzy na temat użyteczności 

mieszanin soli choliny w enzymatycznych reakcjach hydrolizy z udziałem enzymów z grupy hydrolaz. 

Wszystkie wykorzystane wyniki badań zostały przedstawione w cyklu trzech publikacji [P1] – [P3].  
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Streszczenie w języku 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 inż. Jakub Hoppe 

Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twórczych prac zawodowych oraz informacja 

o osiągnięciach dydaktycznych, współpracy naukowej i popularyzacji nauki. 

 

A. Wykaz publikacji stanowiących osiągnięcia naukowe, o których mowa w art. 13 ust. 2 

ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, 

rozprawę doktorską pt. „Enzymatyczne reakcje hydrolizy w środowisku zawierającym sole choliny 

i ich mieszaniny eutektyczne” 

 

1. Deep eutectic solvents based on choline cation - Physicochemical properties 

and influence on enzymatic reaction with β-galactosidase, International 

Journal of Biological Macromolecules, 136, 2019, 296-304 (IF = 5,482; MNiSW 

= 100). 

Wkład procentowy doktoranta szacuje się na 60%, obejmował on syntezę cieczy 

jonowej, preparatykę mieszanin eutektycznych, charakterystykę spektroskopową FT-IR 

wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiarów gęstości, lepkości, 

przewodnictwa, stabilności termicznej, pisanie publikacji, omówienie wyników w ujęciu 

całościowym oraz dyskusja z recenzentami. 

Udział procentowy pozostałych współautorów 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). 

Wkład procentowy doktoranta szacuje się na 50%, obejmował on syntezę cieczy 

jonowej, preparatykę mieszanin eutektycznych, charakterystykę spektroskopową FT-IR 
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wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiarów gęstości, lepkości, 

przewodnictwa, stabilności termicznej, pisanie publikacji, omówienie wyników w ujęciu 

całościowym oraz dyskusja z recenzentami. 

 

Udział procentowy pozostałych współautorów wynosi: Byzia E. (15%);  

Szymańska M. (5%); Smiglak, M. (20%); Drozd, R. (10%). 

 

3. An effect of choline lactate based low transition temperature mixtures on 

the lipase catalytic properties, 216, 2022, 112518 (IF = 5,268 ; MNiSW = 100). 

Wkład procentowy doktoranta szacuje się na 50%, obejmował on syntezę cieczy 

jonowej, preparatykę mieszanin eutektycznych, charakterystykę spektroskopową FT-IR 

wszystkich mieszanin eutektycznych, przeprowadzenie pomiarów gęstości, lepkości, 

przewodnictwa, stabilności termicznej, pisanie publikacji, omówienie wyników w ujęciu 

całościowym oraz dyskusja z recenzentami. 

 

Udział procentowy pozostałych współautorów wynosi: Byzia E. (10%);   

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

 

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

publikacji wynosi: 18.262 

 

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

Doktoranta: 6. 

 

D. Zgłoszenia patentowe 

1. Szymańska M., Drozd R., Hoppe J., Dutkiewicz M.  Sposób modyfikacji procesu produkcji 

celulozy bakteryjnej w obecności surfaktantów polisiloksanowych, P.428721, 30.01.2019r. 
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I. Wprowadzenie 

Mieszaniny głęboko eutektyczne – (eng. Deep Eutectic Solvents - DES), stanowią 

nowatorski obszar badań w dziedzinie zielonej chemii. Są to mieszaniny blisko związane z cieczami 

jonowymi (IL), jednakże są całkiem nową klasą "zielonych" rozpuszczalników, które zyskały na 

popularności w ciągu ostatnich lat. Rozkwit popularności zawdzięczają badaniom 

przeprowadzonym przez Abbott i współpracowników, [1] którzy zauważyli niezwykle niską 

temperaturę topnienia przy eutektycznym składzie donorów wiązań wodorowych (HBD) i 

akceptorów wiązań wodorowych (HBA). Zaobserwowane po raz pierwszy zjawisko, dotyczyło 

kombinacji ułamków molowych 1:2 (mol:mol) chlorku choliny [(chlorek (2-hydroksyetylo)-

trimetyloamoniowy); temperatura topnienia -Tm ≈ 302 °C] z mocznikiem [Tm ≈ 133 °C]. 

Mieszanina ta jest cieczą w temperaturze pokojowej (temperatura topnienia mieszaniny w punkcie 

eutektycznym, Teut = 12 °C). Rys.1 

 

Rysunek 1 Schemat preparatyki mieszaniny eutektycznej chlorek choliny:mocznik (Ch[Cl]:U); 

stosunek molowy 1:2; wiązania wodorowe zaznaczone linią przerywaną. 

Powstałe w powyższy sposób mieszaniny eutektyczne, to wyjątkowo interesujące ciecze, 

które poprzez połączenie dwóch substancji stałych w temperaturze pokojowej tworzą ciecz, o 

temperaturze topnienia znacznie niższej niż każdy z pojedynczych składników, jednocześnie 

posiadając wiele unikalnych właściwości [2]. Powstanie mieszanin eutektycznych typu DES jest 

możliwe dzięki interakcjom między związkiem będącym akceptorem wiązań wodorowych 
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(związkiem typu HBA – Hydrogen Bond Acceptor – rys.2). i związkiem będącym donorem wiązań 

wodorowych (związkiem typu HBD – rys.3)  

 

Rys. 1 Przykładowe akceptory wiązań wodorowych (HBA) stosowane do otrzymywania mieszanin DES. 

 

 

Rys. 2 Przykładowe związki będące donorami wiązań wodorowych (HBD) stos. do otrzymywania mieszanin DES 
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Związki typu HBD, są związkami które mają zdolność do dostarczania wiązań 

wodorowych, (atomów wodoru biorących udział w tworzeniu wiązań wodorowych), ze 

związkiem typu HBA (rys.1). Przykładowo, w najpopularniejszej literaturowo mieszaninie 

eutektycznej chlorek choliny jest związkiem typu HBA, podczas gdy mocznik jest związkiem typu 

HBD. W wyniku interakcji, pomiędzy atomami wodoru w grupach -NH2 w moczniku oraz 

anionem chlorkowym w chlorku choliny, powstaje sieć wiązań wodorowych, która stabilizuje 

mieszaninę i obniża jej temperaturę topnienia (rys.1) [2].  

Jako rozpuszczalniki, mieszaniny głęboko eutektyczne często są uznawane za klasę cieczy 

jonowych (IL), ponieważ mają wiele wspólnych cech, takich jak wysoka stabilność termiczna, niska 

lotność, niskie ciśnienie pary i regulowana polarność. [3] Dzięki tym właściwościom, mieszaniny 

eutektyczne stanowią obiecujące kandydatury na potencjalne zamienniki dla blisko 600 

istniejących lotnych związków organicznych, powszechnie stosowanych w badaniach i przemyśle. 

Ponadto, ciecze jonowe mają tendencję do bycia drogimi, często nie biodegradowalnymi 

rozpuszczalnikami o różnym poziomie toksyczności, podczas gdy mieszaniny eutektyczne są 

zazwyczaj tanie, biodegradowalne, nietoksyczne i zdecydowanie łatwiejsze do przygotowania niż 

ciecze jonowe [2–4].  

Większość dotychczas przebadanych i opisanych w literaturze mieszanin eutektycznych  

klasyfikuje się w obrębie następujących grup: 

1. Typ I, który łączy czwartorzędową sól amoniową i chlorek metalu,  

2. Typ II, składający się z czwartorzędowej soli amoniowej i hydratu chlorku metalu,  

3. Typ III, składający się z soli czwartorzędowej i HBD (zazwyczaj organicznego składnika 

molekularnego, takiego jak amid, kwas karboksylowy lub alkohol 

wielowodorotlenowy),  

4. Typ IV, składający się z hydratu chlorku metalu i HBD,   

5. Typ V, który jest stosunkowo nową klasą składającą się wyłącznie z niejonowych 

związków HBA i HBD.  
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Ponieważ mieszaniny eutektyczne zawarte w grupie V, powstają z niejonowych związków 

HBA i HBD, a mimo to nadal wykazują charakterystyki punktu topnienia mieszanin głęboko 

eutektycznych, uważa się, że wiązania wodorowe są nie tylko szczególnie powszechne w 

mieszaninach typu V, ale również są podstawowym źródłem ich powstawania [5,6].  Inne rodzaje 

mieszanin, które trudno przyporządkować do tych kategorii, ale również wykazały znaczne 

obniżenie temperatury topnienia w punkcie eutektycznym, takie jak między niektórymi kwasami 

i zasadami Brønsteda-Lowry'ego sugerują, iż inne typy mieszanin eutektycznych nie zostały jeszcze 

odkryte – np. mieszaniny typu LTTM (low temperature transition mixtures [7,8]) – które 

posiadają swój punkt eutektyczny (jednakże nie tak „głęboki” jak mieszaniny typu deep eutectic 

solvents) również powstający na skutek odziaływania wiązań wodorowych. Przygotowanie 

każdego z wyżej wymienionych typów mieszanin eutektycznych jest stosunkowo łatwe. 

Najczęściej stosowaną metodą przygotowania jest podgrzewanie i mieszanie składników DES w 

atmosferze obojętnej, aż do uzyskania jednorodnej cieczy. Nie jest  w tym przypadku potrzebny 

dodatkowy rozpuszczalnik ani nie zachodzi żadna reakcja, rozumiana w tradycyjnym sensie. W 

rezultacie nie są wymagane żadne dodatkowe etapy mające na celu oczyszczenie DES. Przyczynia 

się to do wzrostu potencjału mieszanin eutektycznych jako ekonomicznie opłacalnych alternatyw 

dla konwencjonalnych rozpuszczalników organicznych i cieczy jonowych [9–12]. W metodzie 

odparowywania składniki są rozpuszczane w minimalnej ilości wody, po czym większość wody jest 

odparowywana w próżni w temperaturze 323K. Następnie, końcowa mieszanina jest umieszczana 

w komorze z żelem krzemionkowym, do czasu stabilizacji swojej masy [13,14]. W metodzie 

opartej o ucieranie, oba składniki stałe są dodawane do moździerza, a następnie mielone, aż 

powstanie przezroczysta, jednorodna ciecz, zwykle również w atmosferze gazu obojętnego. W 

metodzie liofilizacji zarówno HBD, jak i HBA są rozpuszczane w około 5% wagowych wody. Te 

dwa roztwory są mieszane, zamrażane, a następnie liofilizowane, aby utworzyć przezroczystą, 

jednorodną [9,15] ciecz.   
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Pod względem cech fizykochemicznych DES są zwykle lepkimi, transparentnymi cieczami 

o różnobarwnych odcieniach, od białego do bursztynowego koloru, lub nieprzezroczystymi 

ciałami stałymi poniżej temperatury punktu eutektycznego Teut [16,17] Charakterystyczną cechą 

rozpuszczalników eutektycznych jest również ich tendencja do witryfikacji [18,19]. 

Występowanie witryfikacji zależne jest zarówno od składu mieszaniny jak również od szybkości 

chłodzenia. Dla przykładu, mieszanina chlorek choliny:mocznik (Ch [Cl]:U) ulega procesowi 

witryfikacji przy chłodzeniu, w tempie poniżej 5°C/min. Częste występowanie zjawiska witryfikacji 

wśród wielu mieszanin eutektycznych sugeruje powiązanie między obserwowanymi 

właściwościami materiałowymi, fundamentalną dynamiką molekularną i interakcjami, które mogą 

odpowiadać za tak duży spadek temperatury topnienia mieszaniny „głęboko” eutektycznej w 

porównaniu do standardowych mieszanin eutektycznych. W literaturze przedmiotu dominuje 

przekonanie, że mieszaniny eutektyczne powstają poprzez samorzutne interakcje 

międzycząsteczkowe [20], które są spowodowane entropią mieszania, oddziaływaniami van der 

Waalsa, wiązaniami wodorowymi i/lub wiązaniami jonowymi. Wiedza na temat tego, jak 

poszczególne czynniki współdziałają, nie została jednak jeszcze opisana. Obecnie szacuje się, że 

ilość mieszanin eutektycznych może wynosić od 106 - 108 tylko dla kombinacji binarnych, jednakże 

już wiadomo, że istnieją mieszaniny eutektyczne trójskładnikowe (np. chlorek 

choliny:mocznik:glicerol) – Ch[Cl]:U:Gly w stosunku molowym 1:1:1).  

Ze względu na swoje modyfikowalne właściwości, mieszaniny eutektyczne są obiecującą 

alternatywą dla istniejących rozpuszczalników molekularnych, umożliwiając ich dostosowanie do 

optymalizacji wydajności, selektywności, rozpuszczalności, lepkości, kosztów lub dowolnej innej 

właściwości fizykochemicznej interesującej w danym przypadku [2,6,21–23]. Zważywszy na 

wspomnianą powyżej, ogromną liczbę kombinacji akceptorów oraz donorów wiązań 

wodorowych (HBA i HBD), znalezienie "optymalnych" mieszanin dla danej aplikacji jest dość 

trudne. Niemniej jednak, już dzisiaj mieszaniny eutektyczne, mają wiele potencjalnych zastosowań, 

a trwające badania często się na siebie nakładają w wielu obszarach. Ze względu na oferowane 
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zalety, takie jak niska toksyczność, biodegradowalność, niski koszt i łatwość preparatyki, 

rozpuszczalniki te, znalazły już potencjalne zastosowanie w gałęziach przemysłu takich jak:  

Metalurgia i elektroliza – metale i sole metaliczne wykazują wysoką rozpuszczalność i 

przewodnictwo elektryczne w mieszaninach eutektycznych, co czyni je pożądanymi 

rozpuszczalnikami w procesach ekstrakcji i odzysku metali w roztworze, rafinacji rudy, oraz 

procesów galwanicznych. Abbot i wsp. [13] opracowali preparatykę mieszanin eutektycznych 

(DES) składających się z chlorku choliny jako akceptora wiązań wodorowych (HBA) i różnych 

kwasów karboksylowych jako donorów wiązań wodorowych (HBD), wykazującymi dobre 

właściwości do rozpuszczania tlenków metali (ZnO, CuO i Fe3O4), z potencjalnym 

zastosowaniem w procesie ekstrakcji metali, potwierdzając również, że rozpuszczalność 

każdego tlenku metalu jak np., TiO2, V2O5, Cr2O3, MnO, Fe2O3, ZnO, Cu2O itp. zależy od 

użytego DES, co może być wykorzystane do selektywnego ługowania metali [24]. Ta sama 

grupa badawcza Abbot i wsp. [25] opisała proces umożliwiający ługowanie metali (Zn, Pb, Cd 

itp.) z pyłów powstających podczas produkcji stali w piecu łukowym elektrycznym. Zawarte 

w tego rodzaju pyłach toksyczne metale (Zn, Pb, Cd itp.), obecne są jako tlenki. Autorzy pracy 

wykazali możliwość ługowania tych metali z pyłów za pomocą DES składających się z  

1M chlorku choliny, 0.5M mocznika + 2M glikolu etylenowego. Wydajność ekstrakcji cynku 

(Zn) wyniosła w tym eksperymencie 70% (wag.). Odzyskiwany metal wytrącano w postaci 

chlorku cynku, poprzez dodanie amoniaku do mieszaniny eutektycznej. Podobne wyniki badań 

przedstawiono w pracy Topçu i wsp. [26] . Opisany proces ekstrakcji metali z żużla z 

konwertora miedzi, za pomocą mieszaniny eutektycznej (chlorek choliny mocznik w stosunku 

molowym 1:2), stosowanej jako środka do ługowania miedzi i cynku. Zoptymalizowane 

warunki (368 K, 48 h) dla procesu ługowania, pozwoliły uzyskać ekstrakcję na poziomie 89,9% 

Cu (wag)  i 65,3% Zn (wag).  

1. Separacja – mieszaniny eutektyczne mogą być stosowane w zakresie różnych procesów 

separacyjnych [27–29], obejmujących fizyczną separację dwóch lub więcej składników od 

siebie. Jednym z przykładów jest badanie mieszanin eutektycznych w celu ekstrakcji ciecz-
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ciecz mieszanin azeotropowych. W badaniu przeprowadzonym przez Oliveirę i wsp. 

mieszaniny eutektyczne na bazie chlorku choliny zostały zbadane pod kątem zdolności do 

separacji mieszaniny azeotropowej etanol-heptan, umożliwiając całkowity rozdział 

azeotropu [30]. W innych badaniach, hydrofobowe mieszaniny eutektyczne wykazały 

szczególnie obiecujące wyniki separacji różnych substancji, w tym kwasów tłuszczowych 

lotnych, jonów metali przejściowych i jonów promieniotwórczych z rozcieńczonych 

roztworów wodnych, w układach ciecz-ciecz. [27,31]. Ponad to, mieszaniny eutektyczne 

oparte na chlorku choliny, stanowią podstawę wielu badań z zakresu pochłaniania CO2 

oraz SO2. Powodem tego są modyfikowalne właściwości mieszaniny, które można 

optymalizować w celu poprawy rozpuszczalności separowanych gazów [27].   

2. Systemy energetyczne i technologie baterii – powszechność stosowania baterii 

wielokrotnego ładowania w komputerach i smartfonach, powoduje duże zapotrzebowanie 

na materiały umożliwiające poprawę technologii magazynowania i przetwarzania energii, 

przy jednoczesnym zachowaniu funkcjonalności i bezpieczeństwa [32]. Mieszaniny głęboko 

eutektyczne są rozważane jako potencjalne elektrolity [33] dla baterii litowo-jonowych 

[34,35], właśnie  ze względu na swoją niską palność, szeroki zakres temperatury topnienia 

oraz wysokie przewodnictwo. Przykładowo, mieszanina eutektyczna acetamid:LiNO3 jako 

elektrolit, w obecności katody LiFePO4, pozwoliła stworzyć baterię o pojemności 150 

mAh/g z wydajnością ładowania/rozładowania wynoszącą 99%. Szczególną zaletą mieszanin 

eutektycznych dla systemów magazynowania energii jest fakt, iż w przeciwieństwie do 

obecnie stosowanych elektrolitów, rozpuszczalniki te, są jednocześnie łatwe w 

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

Wśród moich zainteresowań, najciekawsze jednak zastosowanie mieszanin eutektycznych 

znajduje się w obszarze biokatalizy. Biokataliza jest dynamicznie rozwijającym się  działem chemii 

organicznej, w którym wykorzystuje się enzymy lub odpowiednio zmodyfikowane 

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

epoksydacja, transestryfikacja, amidacja, hydroliza, czy reakcja tworzenia wiązań typu C-C (węgiel-
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węgiel) [38,39]. Biokataliza obejmuje również badanie naturalnych systemów, w których zachodzą 

te procesy, oraz próby odkrycia nowych reakcji, które mogą być katalizowane przez enzymy. 

Procesy te zwykle prowadzone są w roztworze wodnym, dlatego też ostrożny wybór zarówno 

enzymu, jak i rozpuszczalnika, jest kluczowy, aby wytworzyć przydatne produkty. Ponownie, 

również w tym aspekcie, mieszaniny eutektyczne wydają się być bardzo obiecującymi 

rozpuszczalnikami [38,40]. Posiadają one kilka kluczowych cech, które wskazują na duży potencjał 

w kreowaniu nowych właściwości biokatalitycznych enzymów [41,42]. Właściwości mieszanin 

eutektycznych, umożliwiające rozpuszczanie szerokiej gamy zwykle hydrofobowych substratów 

[43], enzymów, oraz innych rozpuszczalników bioaktywnych, czynią je potencjalnymi kandydatami 

do zastąpienia obecnie stosowanych rozpuszczalników organicznych czy też cieczy jonowych. 

Mimo iż biokataliza zwykle jest prowadzona w roztworze wodnym, mieszaniny eutektyczne, 

można również z powodzeniem wykorzystać jako alternatywne środowisko reakcji, jako 

rozpuszczalniki do trudno rozpuszczalnych w wodzie substratów czy też jako 

współrozpuszczalniki w środowisku reakcji [44]. Badania przeprowadzone przez Patzolda i in. [38] 

wykazały, iż możliwe jest również tworzenie mieszanin eutektycznych z substratów, będących 

jednocześnie substratami docelowej reakcji enzymatycznej. Odkrycie to podkreśla aspekt 

wspomnianych mieszanin jako potencjalnych "niestandardowych mediów reakcyjnych". Przy 

odpowiednim wyborze składników, mieszaniny eutektyczne mogą służyć zarówno jako medium 

reakcji (dla substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie), jak również jako mieszanina substratów, 

ułatwiając w ten sposób reakcje, które nie mogą być przeprowadzone w roztworze wodnym.  

Biokataliza jest obecnie postrzegana jako alternatywa zawierająca się w tzw. zielonych 

technologiach, mogąca z powodzeniem zastąpić wiele procesów w chemii organicznej. Stosowane 

dotychczas jako medium reakcji enzymatycznych układy woda : systemy buforowe (składające się 

z soli kwasów organicznych i nieorganicznych) mają bardzo często liczne ograniczenia, związane z 

niską rozpuszczalnością niektórych substratów reakcji, co poważnie ogranicza zastosowania 

enzymów w syntezie organicznej, w skali istotnej przemysłowo [45]. W przypadku reakcji 

katalizowanych przez enzymy, idealny rozpuszczalnik powinien być nietoksyczny i łatwo 
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biodegradowalny. Ponadto powinien gwarantować stabilność oraz nie zaburzać sprawności 

katalitycznej enzymu [46–48]. W tym kontekście, w literaturze udokumentowano użycie 

hydrofobowych rozpuszczalników organicznych, nadkrytycznych cieczy i cieczy jonowych (IL) 

[49–51]. Podobna sytuacja, ma również miejsce w przypadku mieszanin głęboko eutektycznych 

[40,52]. W przeciwieństwie jednak do rozpuszczalników organicznych czy też cieczy jonowych, 

mieszaniny eutektyczne są uznawane obecnie w literaturze, za rozpuszczalniki zdolne do 

przezwyciężenia większości głównych ograniczeń, napotykanych przy użyciu wspomnianych 

tradycyjnych rozpuszczalników organicznych [44]. Zgodnie z badaniami, opisanymi w literaturze, 

związki tworzące rozpuszczalniki eutektyczne są w wielu przypadkach jednocześnie pierwotnymi 

metabolitami organizmów żywych, tj. aminokwasami, kwasami organicznymi, cukrami lub 

pochodnymi cholinowymi [53,54]. Powstałe z nich mieszaniny eutektyczne mogą tworzyć 

środowisko reakcji dla enzymów podobne do cytoplazmy, co w praktyce oznacza, że enzymy 

mogą przekształcać nienaturalne substraty w naturalnym środowisku (lub bardzo do naturalnego 

zbliżonym). W szczególności ma to znaczenie dla enzymatycznej hydrolizy. 

I.I Biokataliza z udziałem enzymów. 

W porównaniu z tradycyjną hydrolizą kwasową czy też zasadową, hydroliza enzymatyczna 

wymaga mniejszej energii aktywacji i względnie łagodniejszych warunków prowadzenia reakcji (w 

przybliżeniu, w zakresie temperatury 40–60°C i pH 4–9) [55]. Ponad to, w przeciwieństwie do 

typowej reakcji hydrolizy kwasowej i zasadowej, reakcje z udziałem enzymów hydrolitycznych 

zwykle nie prowadzą do wytwarzania toksycznych produktów pośrednich zapewniając tym samym 

niski stopień degradacji i korozji instalacji, brak produktów ubocznych, i brak szkód 

środowiskowych. Hydrolazy to grupa enzymów zdolnych do katalizowania rozkładu różnego 

rodzaju wiązań chemicznych przy użyciu wody. Naturalną ich rolą w organizmach żywych, jest 

dekompozycja składników odżywczych poprzez rozkładanie ich na mniejsze cząsteczki (np. 

cząsteczka laktozy hydrolizowana jest przez β-galaktozydazę do podjednostek 
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monosacharydowych jak glukoza i galaktoza). Dodatkowo enzymy w tym oczywiście 

hydrolityczne, wykazują wysoką stereoselektywność. Ze względu na ich wszechstronność pod 

względem właściwości katalitycznych, hydrolazy są kluczowymi enzymami w wielu procesach 

prowadzonych na skalę przemysłową. Mechanizm ich działania oparty na hydrolizie kwasowo 

zasadowej wymaga obecności nukleofilowej grupy funkcyjnej w miejscu aktywnym (np. grupę 

karboksylową kwasu asparaginowego w pepsynie, grupę hydroksylową seryny w proteazach 

serynowych lub tiolową cysteiny w proteazach cyteinowych/tiolowych jak np. papaina), która 

„atakuje” odpowiedni substrat elektrofilowy, tworząc kowalencyjny, stan przejściowy acylo-

enzym [56–58]. Następnie, cząsteczka wody lub inny nukleofil, wykorzystywana jest do hydrolizy 

wiązania acyl-enzym w wyniku czego uwalniana jest cząsteczka substratu a enzym może ponowie 

rozpocząć poprzez związanie substratu kolejny cykl katalityczny [59]. 

Należy jednak podkreślić, że opisany powyżej mechanizm reakcji, posiada specyficzne 

obostrzenia, które są pochodną struktury katalizatora. Kluczowym elementem struktury 

molekularnej enzymu-ów jest centrum aktywne, którego budowa pozwala na prowadzenie reakcji 

z niższym nakładem energii w porównaniu do tradycyjnych katalizatorów stosowanych w syntezie 

różnego rodzaju związków chemicznych. Struktura przestrzenna centrum aktywnego enzymów 

pozwala na szybkie i (unieruchamianie) substratu i optymalną orientacje względem grup 

funkcyjnych aminokwasów bezpośrednio zaangażowanych w przekształcanie go w produkt. 

Ponadto struktura obszaru katalitycznego enzymu pozwala na destabilizacje struktury substratu, 

co często jest kluczowym etapem aktu katalitycznego [58]. Za ten mechanizm odpowiadają m.in. 

rozkład ładunku w centrum aktywnym i jego pobliżu oraz ilość obszarów/grup hydrofilowych i 

hydrofobowych w strukturze centrum aktywnego enzymu. Wymienione właściwości obszaru 

katalitycznego enzymów determinują ich specyficzność i selektywność, a także odpowiadają za 

zdolność tych biokatalizatorów do „rozróżniania” nawet bardzo zbliżonych strukturalnie 

związków chemicznych, takich jak cząsteczki substratu. Dzięki temu enzymy można stosować jako 

katalizatory chemoselektywne, regioselektywne i stereospecyficzne. Wśród enzymów z klasy 

hydrolaz dotyczy to przede wszystkim grup: 
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• Glikozydazy (EC 3.2.1): katalizujących hydrolizę wiązań glikozydowych wysoce 

regioselektywne i stereospecyficzne. Na przykład, β-galaktozydaza z Escherichia coli jest 

znana ze swojej zdolności do specyficznej hydrolizy wiązań β-glikozydowych, co jest 

kluczowe w procesie wspomnianego wcześniej, metabolizmu laktozy [60]. Nie jest w 

jednak zdolna do przeprowadzić hydrolizy cellobiozy mimo takiego samego typu wiązania 

glikozydowego – gdyż istnieją zbyt duże różnice strukturalne pomiędzy wspomnianymi 

disacharydami.  

• Lipazy (EC 3.1.1.3): katalizujących hydrolizę estrów glicerolu. Są one wysoce 

chemoselektywne, regioselektywne i stereospecyficzne. Na przykład, lipaza z Candida 

antarctica (CALB) jest znana ze swojej regioselektywności i stereospecyficzności w 

produkcji estrów enancjomerycznie czystych [61]. CALB jest często stosowana w 

przemyśle do produkcji biodiesla, gdzie katalizuje transestryfikację trójglicerydów z 

metanolem do formowania estrów metylowych [49,62]. 

• Proteazy (EC 3.4): katalizujących hydrolizę wiązań peptydowych. Są one wysoce 

chemoselektywne, katalizując hydrolizę specyficznych wiązań peptydowych. Na przykład, 

trombina jest proteazą, która specyficznie rozpoznaje i hydrolizuje wiązania peptydowe 

po argininie w sekwencji peptydowej [63]. 

 

Dodatkowo należy zauważyć, iż struktura enzymu może ulegać istotnym zmianą podczas 

katalizy wynikającym z konieczności optymalizacji właściwości środowiska reakcyjnego jakim jest 

obszar katalityczny (centrum aktywne ) w strukturze enzymu. W ten sposób centrum aktywne  

„dostosowuje” się właściwości fizykochemicznych określonego rodzaju substratu, gwarantując 

stabilne jego wiązanie [64]. W zależności od potrzeb struktura enzymu może ulegać większym 

bądź mniejszym zmianom konformacyjnym, w zależności od właściwości fizykochemicznych 

substratu oraz charakteru katalizowanej reakcji. W trakcie, gdy substrat oddziałuje z enzymem, 

odpowiednio rozmieszczone łańcuchy boczne aminokwasów tworzących miejsce aktywne, 

umożliwiają prowadzenie wydajnej katalizy. W przypadku niektórych enzymów, takich jak np. 
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glikozydazy, w skutek oddziaływań z enzymem cząsteczka substratu również nieznacznie zmienia 

kształt, zbliżając się do miejsca aktywnego. Tego typu indukowane dopasowanie zwiększa 

wierność rozpoznania molekularnego substratu w obecności konkurencji gwarantując, poprzez 

mechanizm korekty konformacyjnej, specyficzność substratową biokatalizatora [65].  Z punktu 

widzenia klasycznej syntezy chemicznej, opisana powyżej selektywność jest bardzo pożądaną 

właściwością i cechą biokatalizatorów. Mimo, iż każde zdarzenie katalityczne składa się z minimum 

trzech etapów (zazwyczaj większej liczby) niemniej jednak główną zaletą enzymów, jest ich 

zdolność do katalizowania reakcji ze zdumiewającą szybkością - wszystkie one zachodzą w 

przeciągu kilku milisekund. Najbardziej wymagającym z wspomnianych etapów cyklu 

katalitycznego, jest efektywna stabilizacja stanu/-ów przejściowych. Jest to etap biokatalizy 

decydujący o przebiegu całego procesu, charakteryzujący się powstaniem tak zwanej struktury 

stanu przejściowego, która znajduje się pomiędzy strukturami chemicznymi substratów i 

produktów. Przyjmuje się, że stany przejściowe reakcji enzymatycznych charakteryzują się czasem 

trwania rzędu 10-13 sekundy (tj. czasu drgań pojedynczego wiązania), co obrazuje, dlaczego 

struktura stanu przejściowego ma kluczowe znaczenie dla katalizy enzymatycznej. Wszelkie 

zaburzenia tego stanu, (na przykład zmiany konformacyjne białka wynikające z wpływu środowiska 

reakcji – nowego rozpuszczalnika), modyfikują zdolności operacyjne biokatalizatora, bądź też, w 

ostateczności, prowadzą do jego całkowitej inaktywacji. W tym miejscu warto wspomnieć, iż 

zmiany konformacyjne enzymu, wynikające z wpływu rozpuszczalnika, w którym wspomniane 

białko się znajduje, mogą prowadzić do „aktywowania” innej zdolności katalitycznej niż natywna 

aktywność katalityczna w środowisku wodnym. Jednymi z bardziej znanych enzymów 

posiadających takie właściwości są lipazy, katalizujące nie tylko reakcje hydrolizy estrów, ale 

również katalizujące reakcje estryfikacji, transestryfikacji, reakcje syntezy amidów bądź też reakcje 

aminolizy. Zdolności te, wynikają z unikalnej właściwości biokatalizatorów, a mianowicie z tak 

zwanej “pamięci kształtu” w zależności od wartości pH środowiska [66]. Grupy jonogenne białek, 

zachowują bowiem swój ostatni stan jonizacji zarówno po odwodnieniu, jak i po umieszczeniu w 

rozpuszczalnikach organicznych. Dzięki temu, enzymy zliofilizowane z wodnych roztworów o pH 

optymalnym do katalizy danej reakcji, pozwalają zwiększyć, czasem setki razy, szybkość reakcji w 
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rozpuszczalnikach organicznych. Opisany stan jonizacji, w rozpuszczalnikach organicznych można 

również optymalizować, (tym samym maksymalizować aktywność enzymatyczną), przez dodanie 

odpowiednich par buforowych kwasów i ich sprzężonych zasad [66]. Badania nad zastosowaniem 

enzymów w tradycyjnych rozpuszczalnikach organicznych takich jak toluen, heptan, heksan, 

DMSO czy acetonitryl,  udowadniają, że nie dochodzi do denaturacji białka, przeciwnie, enzymy 

pozostają stabilne i aktywne [67]. Jednym z bardziej popularnych przykładów takich enzymów są 

lipazy (EC 3.1.1.3) katalizujące hydrolizę estrów. Enzymy te dodatkowo, w zależności od 

rozpuszczalnika, mogą również katalizować reakcje niemożliwe do przeprowadzenia w 

środowisku wodnym. W tym aspekcie wyróżnić szczególnie należy lipazę izolowaną z komórek 

drożdży Candida antarctica (CALB), która jest jednym z najczęściej stosowanych enzymów w 

chemii organicznej oraz w przemyśle [61]. CALB jest znana ze swojej stabilności w 

rozpuszczalnikach organicznych takich jak toluen, heptan, acetonitryl, DMSO, jak również w 

niektórych cieczach jonowych np. [BMIM+][Br-] czy [EMIM+][EtSO3
-] [68].  Dzięki tej właściwości, 

możliwe jest prowadzenie reakcji estryfikacji, transestryfikacji czy amidacji z udziałem 

wspomnianej lipazy. Podobnie subtylizyna (proteaza serynowa) – wytwarzana przez  

Bacillus subtilis, znana jest ze swojej stabilności w rozpuszczalnikach organicznych takich jak 

DMSO, N,N-dimetyloformamid, glikol propylenowy, dioksan czy glicerol. Stabilność wspomnianej 

proteazy, umożliwia prowadzenie reakcji syntezy peptydów, w rozpuszczalniku DMF. Warto przy 

tym zwrócić uwagę, iż stosowanie rozpuszczalników organicznych oraz ich mieszanin, pozwala 

skutecznie wpływać na selektywność enzymatyczną, w tym substratową stereo- regio- i 

chemoselektywność, umożliwiając w ten sposób prowadzenie reakcji odwrotnej w stosunku do 

reakcji w wodzie. Przykładem wspomnianych powyżej właściwości, są między innymi reakcje 

katalizowane przez zarówno lipazy jak i proteazy. Synteza maślanu butylu z maślanu winylu i 1-

butanolu katalizowana przez lipazę (CALB) w środowisku cieczy jonowej [BMIM+][PF6−] z 

dodatkiem trimetyloaminy cechuje 95% regioselektwyność w stosunku do 80% wobec reakcji 

prowadzonej w czystej cieczy [BMIM+][PF6−] [68]. Niestety, większość enzymów hydrolitycznych, 

wykazuje zdecydowanie niższą aktywność w rozpuszczalnikach organicznych niż w wodzie. 

Wynika to z obniżonej elastyczności strukturalnej enzymu, gdyż w środowiskach wodnych 
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enzymy posiadają ruchliwość konformacyjną niezbędną do optymalnej katalizy, czego nie posiadają 

w środowisku pozbawionym wody. Co ciekawe, w przypadku roztworów wodnych mieszanin 

eutektycznych, aktywność katalityczna enzymów, bardzo często osiąga wyższe wartości, niż w 

przypadku tradycyjnego środowiska wodno-buforowego [69–71]. Jednym z ciekawszych 

przykładów prowadzenia reakcji enzymatycznych w środowisku wodnym zawierającym 

dodatkowo mieszaninę eutektyczną, jest Praca Cao i wsp. opisująca asymetryczną biokatalizę 1,2-

epoksyoktanu, który został zhydrolizowany do (R)-1,2oktanodiolu przy użyciu hydrolazy 

epoksydowej soi (SEH) [72]. Opisana reakcja w środowisku zawierającym mieszaninę eutektyczną 

(Ch[Cl]:U;PBS 15% v/v), osiągnęła wydajność 41% oraz czystość enancjomeryczną na poziomie 

81%. Podobne obserwację poczyniono w badaniach autorstwa Weiza i wsp., w których to 

wykorzystano diglikozydazę do przeprowadzenia hydrolizy hesperydyny. We wspomnianej reakcji 

mieszanina eutektyczna została wykorzystana jako współrozpuszczalnik, aby zniwelować problem 

niskiej rozpuszczalność flawonoidów w środowisku wodnym [73] Reakcja deglikozylacji w 

środowisku mieszaniny eutektycznej chlorek choliny: glicerol lub chlorek choliny:glikol etylenowy 

(stosunek molowy 1:2)] przeprowadzona została w układzie 40%  – 60% bufor NaHPO4  (v/v)]. W 

badaniach tych autorzy wykazali wpływ poszczególnych składników wspomnianej mieszaniny 

eutektycznej na przebieg reakcji jak i na stabilność oraz aktywność enzymu, wskazując, iż zarówno 

mieszaniny z gliceryną jak i glikolem etylenowym są w stanie znacznie zwiększyć aktywność 

enzymu. Podobnie Peng i wsp. badali wpływy różnych ilości rozpuszczalników eutektycznych na 

hydrolazę epoksydową z fasoli mung, w buforze fosforanowym [74]. Wykazali oni, iż 10% (v/v) 

dodatek układu chlorek choliny:glikol trietylenowy (TEG) (stosunek molowy 1:4) spowodował 

poprawę czystości enancjomerycznej produktu z 83% do 88%. W przypadku zwiększonej ilości 

mieszaniny eutektycznej w środowisku reakcji (z 10% do 30%), uzyskano wzrost czystości 

enancjomerycznej z 88% do 94% (niestety kosztem obniżonej wydajności). Podobne obserwacje 

w reakcji hydrolizy enzymatycznej opisane zostały w pracy Xu i wsp. Uzyskane wyniki badań nad 

aktywnością  

β-glukozydazy w układzie mieszanina eutektyczna : bufor fosforanowy [(Ch[Cl]:glikol 

propylenowy 1:2; bufor NaHPO4 w stosunku 50:50 (v/v)] dla reakcji hydrolizy p-nitrofenylo-β-
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glukopiranozydu wykazały, iż aktywność biokatalizatora wzrosła o 225% względem reakcji w 

czystym buforze fosforanowym [75]. Dodatkowo, powyższe badanie wykazało, iż w przypadku 

czystej mieszaniny eutektycznej, dochodzi do dezaktywacji enzymu, podczas gdy 6% dodatek 

wody (v/v) eliminuje ten efekt, maksymalizując parametry kinetyczne enzymu. Podobnie Yang i 

wsp. w 2019 roku przeprowadzili hydrolizę oleju z orzeszków piniowych w mieszaninie 

eutektycznej, używając jako biokatalizatora lipazy PS do przygotowania wolnych kwasów 

tłuszczowych. Hydroliza była przeprowadzana przy użyciu mieszaniny chlorek choliny:mocznik  

(stosunek molowy 1:2) jako współrozpuszczlanika w wodzie, gdzie eutektyk stanowił dodatek na 

poziomie 43%. Prowadzona reakcja, pozwoliła uzyskać wydajność reakcji hydrolizy na poziomie 

89% - przeliczając na zawartość wolnych kwasów tłuszczowych otrzymanych jako produkty [76]. 

Podobnie w przypadku eksperymentu opisanego w pracy Zang i wsp. obecność mieszaniny 

eutektycznej w środowisku reakcji okazała się kluczowa, dla hydrolizy kwercetyny za pomocą 

enzymu hydrolizującego rutynę, ponieważ rozpuszczalność kwercetyny w mieszaninach 

eutektycznych jest nieporównywalnie większa niż w wodzie [0.00215 g/L – w wodzie; 35.5 g/L w 

układzie Ch[Cl]:1,2-Propanodiol-woda (7%)]. Najwyższa efektywność hydrolizy, w opisywanej 

reakcji, wynosząca 291,57 mg/g została osiągnięta przy  80%  stężeniu mieszaniny eutektycznej 

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

Opisane powyżej przykłady wykorzystania nietradycyjnych rozpuszczalników w procesach 

z wykorzystaniem biokatalizatorów to fragment obecnie opisanej wiedzy w tym zakresie. 

Niemniej jednak stanowią one dowód na znaczący postęp w rozwoju bardziej zrównoważonych 

procesów oraz pokazują potencjał enzymów jako skutecznych biokatalizatorów oraz zalety 

prowadzenia reakcji biokatalizy w środowisku zawierającym mieszaniny eutektyczne.   
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II Cel pracy 

Hipoteza proponowanych badań zakłada, iż mieszaniny eutektyczne zawierające sole choliny 

mogą znacząco wpływać na efektywność i specyficzność enzymatycznych reakcji hydrolizy. 

Hipoteza ta opiera się na założeniu, że sole choliny, mogą tworzyć unikalne mikrośrodowiska, 

które mogą wpływać na strukturę i funkcję enzymów, a tym samym na przebieg reakcji hydrolizy. 

W szczególności, sole choliny mogą wpływać na stabilność enzymów, ich aktywność katalityczną 

oraz selektywność wobec substratów. Dodatkowo, hipoteza ta sugeruje, że w zależności od 

anionu obecnego w soli choliny można zaobserwować różny wpływ na enzymatyczne reakcje 

hydrolizy, co otwiera możliwość optymalizacji tych reakcji poprzez dobór odpowiedniej soli 

choliny. Hipoteza proponowanych badań, zakłada, iż zróżnicowany skład mieszanin 

eutektycznych może mieć wpływ na parametry operacyjne badanych enzymów, a oddziaływania 

pomiędzy mieszaninami soli choliny oraz strukturą enzymu, mogą dostarczyć podstawowej 

wiedzy na temat użyteczności mieszanin soli choliny w enzymatycznych reakcjach hydrolizy z 

udziałem enzymów z grupy hydrolaz. 

Hipotezy: 

1. Rodzaj anionu obecnego w soli choliny determinuje zdolność soli choliny do tworzenia 

wiązań wodorowych oraz mieszanin typu DES i LTTM, co bezpośrednio przekłada się  na 

właściwości fizykochemiczne tychże mieszanin (publikacja P1-P3). 

2. Rodzaj związku HBD ma bezpośredni wpływ na właściwości fizykochemiczne mieszanin 

soli choliny (publikacja P1-P3). 

3. Interakcje anionu obecnego w soli choliny oraz rodzaj użytego związku HBD, bezpośrednio 

wpływa na właściwości fizykochemiczne mieszanin soli choliny oraz na ich zdolność do 

stabilizacji enzymów. (publikacja P1-P3). 
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4. Stabilność termiczną mieszanin soli choliny ze związkami HBD,  jest odzwierciedleniem siły 

wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie oraz jest zależna od anionu obecnego w 

danej soli choliny (publikacja P1-P3). 

5. Stężenie mieszaniny soli choliny ze związkami HBD, w środowisku wodnym, determinuje 

stabilność oraz aktywność enzymów hydrolitycznych w medium reakcyjnym (publikacja 

P1-P2). 

6. Mieszaniny soli choliny, w zależności od stężenia w medium reakcyjnym, wpływają na 

zwiększenie parametrów operacyjnych enzymów hydrolitycznych, w procesach 

biokatalizy (publikacja P1-P3). 

 

Cele badawcze: 

Głównym celem publikacji wchodzących w skład osiągnięcia naukowego i stanowiących 

podstawę do ubiegania się o stopień naukowy doktora, było: 

1. Synteza i charakterystyka mieszanin typu DES i LTTM powstałych z różnych soli 

choliny  

2. Badania nad wykorzystaniem mieszanin DES i LTTM jako nowego środowiska lub 

modyfikatora środowiska reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziałem wybranych 

enzymów z grupy hydrolaz 

Cele szczegółowe: 

1. Ocena wpływu strukturalnych cech anionów soli choliny na właściwości fizykochemiczne 

mieszanin soli choliny ze związkami HBD (publikacja P1-P3). 

2. Ocena wpływu typu związku HBD na właściwości fizykochemiczne mieszanin soli choliny 

ze związkami HBD (publikacja P1-P3). 

3. Ocena wpływu soli choliny na aktywność i stabilność enzymów hydrolitycznych  

(β-galaktozydazy oraz lipazy) w procesach biokatalizy (publikacja P1-P3). 
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4. Ocena wpływu niskich stężeń mieszanin soli choliny ze związkami HBD na stabilizację i 

aktywność enzymów hydrolitycznych β-galaktozydazy oraz lipazy (publikacja P1-P3). 

5. Ocena przydatności mieszanin soli choliny ze związkami HBD jako środowiska reakcyjnego 

w biokatalizie, ze szczególnym uwzględnieniem zwiększenia wydajności i stabilności 

enzymów (publikacja P1-P3).  
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III Omówienie wyników badań 

Praca doktorska opisuje preparatykę soli choliny oraz ich mieszanin ze związkami HBD, 

charakterystykę fizykochemiczną nowopowstałych mieszanin oraz ich zastosowanie w reakcjach 

hydrolizy z udziałem wybranych enzymów z grupy hydrolaz – β-galaktozydazy oraz lipazy. 

Wykorzystane wyniki badań przedstawione zostały w cyklu trzech publikacji: 

 

[P1] Jakub Hoppe, Radoslaw Drozd, Ewa Byzia, Marcin Śmiglak, Deep eutectic solvents 

based on choline cation - Physicochemical properties and influence on enzymatic 

reaction with β-galactosidase,  

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

Volume 136, 1 September 2019, Pages 296-304 

[P2] Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Magdalena Szymańska, Radosław Drozd, Marcin Smiglak, 

Acceleration of lactose hydrolysis using β- galactosidase and deep eutectic solvents  

Food Chemistry, IF = 7.51 MEiN = 200  

Volume 384, 1 August 2022, 132498 

[P3] Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Magdalena Szymańska, Patryk Bielecki, Radoslaw Drozd, 

Marcin Śmiglak 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 porównania wpływu poszczególnych układów mieszanin chlorku 

oraz octanu choliny na reakcje hydrolizy z udziałem enzymu β-galaktozydazy. Otrzymana w ten 
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sposób grupa związków została scharakteryzowana fizykochemicznie pod względem gęstości, 

lepkości, przewodnictwa, stabilności termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak 

również pod względem wpływu na stabilność oraz aktywność enzymatyczną β-galaktozydazy, w 

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

Druga publikacja [P2] dotyczy analizy wpływu układów mieszanin lewulinianu choliny ze 

związkami HBD na reakcje hydrolizy z udziałem enzymu β-galaktozydazy. Otrzymana w ten sposób 

grupa związków została scharakteryzowana fizykochemicznie pod względem gęstości, lepkości, 

przewodnictwa, stabilności termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak również 

pod względem wpływu na stabilność oraz aktywność enzymatyczną. Dodatkowo, wyznaczona 

została kinetyka reakcji dla naturalnego substratu – laktozy – dla enzymu β-galaktozydazy.   

  

Trzecia publikacja cyklu [P3] dotyczy analizy wpływu układów mieszanin mleczanu choliny ze 

związkami HBD na reakcje hydrolizy z udziałem enzymu lipazy. Otrzymana w ten sposób grupa 

związków została scharakteryzowana fizykochemicznie pod względem gęstości, lepkości, 

przewodnictwa, stabilności termicznej oraz temperaturowych przemian fazowych, jak również 

pod względem wpływu na stabilność oraz aktywność enzymatyczną. Dodatkowo, wyznaczona 

została temperatura rozfałdowania enzymu oraz wydajność reakcji transestryfikacji z użyciem 

enzymu lipazy candida antarctica. 

 

III.1 Selekcja oraz preparatyka wybranych soli choliny oraz ich 

mieszanin  

Wspomniana wcześniej specyfika prowadzenia reakcji enzymatycznych, jak również swoista 

„delikatność” samego biokatalizatora, powoduje, iż większość prowadzonych obecnie badań nad 

reakcjami enzymatycznymi w nowych rozpuszczalnikach, skupia się wokół dość wąskiej grupy, 
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zarówno samych rozpuszczalników, jak i enzymów [2,6,22,45,78]. Podyktowane to jest,  

podstawowym kryterium operacyjnym prowadzenia reakcji biokatalizy – stabilnością oraz 

aktywnością danego biokatalizatora w danym/nowym rozpuszczalniku [79,80]. Niestety, na 

chwilę obecną nie istnieje żadna metoda, pozwalająca przewidywać zachowanie wybranego 

enzymu w wybranym rozpuszczalniku, a większość badań prowadzonych jest metodą 

przesiewową [38]. Niemniej jednak, ze względu na specyfikę zarówno cieczy jonowych jak i 

mieszanin eutektycznych (opartych o czwartorzędowe sole amoniowe), za relatywnie dobry 

punkt startowy do badań wpływu mieszanin eutektycznych soli choliny na zdolności operacyjne 

koenzymów hydrolitycznych, przyjąłem miejsce danego jonu (kationu i anionu) w szeregu 

liotropowym, zwanym szeregiem Hofmeistera. Szereg Hofmeistera to klasyfikacja jonów według 

ich właściwości liotroficznych, co oznacza zdolność wsalania i wysalania białek. Skutki tych zmian 

zostały po raz pierwszy opracowane przez Franza Hofmeistera , który badał wpływ kationów i 

anionów na rozpuszczalność białek w roztworach wodnych. Hofmeister odkrył szereg soli, które 

mają spójny wpływ na rozpuszczalność białek, oraz na stabilność ich 

struktury drugorzędowej i trzeciorzędowej. Opisane dotychczas wyniki badań wykazały, że u 

podstaw mechanizmu szeregu Hofmeistera, leży zmienność energii solwatacji między jonami, a 

otaczającymi cząsteczkami[81,82]. Badania chemii kwantowej sugerują natomiast, iż 

pochodzenie szeregu Hofmeistera, wynika z oddziaływań elektrostatycznych. Warto w tym 

miejscu zwrócić uwagę, iż ze względu na różny charakter jonów 

(hydrofobowy/hydrofilowy/amfifilowy), czwartorzędowe sole amoniowe (w tym sole choliny) 

oddziałują z niepolarnymi/polarnymi oraz naładowanymi obszarami powierzchni białek na swój 

własny, specyficzny sposób.  

Wiele opisanych w literaturze badań, wykorzystujących metody dynamiki molekularnej, 

pokazuje (Rys. 3-8), że stężenie kationów przewyższa stężenie anionów na powierzchni białka, 

niezależnie od ładunku białka [83]. Zaobserwowane zależności oraz opisane wyniki badań, 

tłumaczone są występowaniem sieci wiązań wodorowych głównie pomiędzy anionami soli, a 

rozpuszczalnikiem (wodą). Kationy, ze względu na swoje właściwości fizykochemiczne, nie są w 

stanie w pełni uczestniczyć w sieci wiązań wodorowych z wodą, w taki sam sposób jak aniony. 

Mogą oczywiście tworzyć wiązania wodorowe z cząsteczkami wody, ale zdolność do tworzenia 
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tych wiązań jest często ograniczona przez strukturę kationu oraz dystrybucję ładunku. Kationy z 

długimi łańcuchami alkilowymi mogą mieć ograniczoną zdolność do tworzenia wiązań 

wodorowych z wodą, nie tylko ze względu na hydrofobowy charakter tych łańcuchów. 

Dodatkowo, ładunek kationu, który może być na tyle mocno rozproszony, że nie ma wystarczająco 

silnego pola elektrycznego w pobliżu konkretnych atomów, które mogłyby utworzyć wiązania 

wodorowe.  

Aniony natomiast, które mają dodatkowe elektrony, tworzą silniejsze pola elektryczne 

wokół swoich atomów, co zdecydowanie ułatwia tworzenie wiązań wodorowych i faworyzuje w 

efekcie udział anionów w tworzeniu sieci wiązań wodorowych z rozpuszczalnikiem (wodą). W 

rezultacie, kationy w zdecydowanie mniejszym stopniu biorą udział w tworzeniu sieci wiązań 

wodorowych, co w przypadku reakcji biokatalizy w wodzie, powoduje, iż kationy są niejako 

zmuszone do interakcji z białkiem, gdyż woda tworzy sieć wiązań wodorowych głównie z 

anionami. Białka, podobnie jak kationy, ze względu na swą strukturę oraz rozkład ładunku, nie są 

w stanie w pełni uczestniczyć w sieci wiązań wodorowych z anionami i cząsteczkami wody, co 

czyni je atrakcyjnym miejscem dla kationów do interakcji. Oczywiście, negatywnie naładowane 

aminokwasy przyciągają więcej kationów do powierzchni enzymu, ale nadal są w konkurencji z 

cząsteczkami wody, które mogą tworzyć wiązania wodorowe z aminokwasami 

powierzchniowymi, w przeciwieństwie do kationów.   
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Rys. 3 Schemat interakcji kationu (z lewej) oraz anionu (z prawej), z niepolarnym oraz polarnym 

fragmentem powierzchni. Po lewej oddziaływania pomiędzy hydrofobowymi aminokwasami przy 

powierzchni białka, a hydrofobowymi łańcuchami obecnymi w kationie. Po prawej oddziaływania 

wynikające z tworzących się pomiędzy aminokwasami przy powierzchni białka, a anionem lub 

kationem z użyciem wiązań wodorowych [84–86]. 

Chociaż stężenie kationów przy powierzchni białka podawane w literaturze jest jako 

zwykle wyższe niż anionów to jednak średni czas przebywania anionu przy powierzchni białka 

opisany jest jako znacznie dłuższy. Ze względu na silne interakcje anionów (m.in w postaci wiązań 

wodorowych), zarówno z rozpuszczalnikiem jak i z dodatnio naładowanymi aminokwasami na 

powierzchni białka, w wielu  badaniach obliczeniowych podkreśla się właśnie rolę anionów, jako 

ugrupowań o największym wpływie na białko [83,85,87,87].  

 

Rys. 4 Schemat interakcji kationy (z lewej) oraz anionu (z prawej), z ujemnie oraz dodatnio 

naładowaną powierzchnią białka, wskutek oddziaływań elektrostatycznych, przy jednoczesnym 

konkurencyjnym zachowaniu wody i jej zdolności do wiązania się z białkiem z użyciem wiązań 

wodorowych. [84–86] 
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Rys. 5 Schemat interakcji anionu, z dodatnio naładowaną powierzchnią białka, w skutek 

oddziaływań elektrostatycznych, przy jednoczesnym zachowaniu wiązań wodorowych z wodą 

[86,88]. 

Przykładem opisanych powyżej oddziaływań, jest praca Liem Bui-Le i współpracowników, 

analizująca, przy użyciu spektroskopii NMR, oddziaływania pomiędzy białkiem zielonej 

fluorescencji, a cieczami jonowymi. Przebadane zostały ciecze jonowe z kationem 1-butylo-3-

metyloimidazoliowym oraz 1-butylo-1-metylopirolidyniowym wraz z anionami: chlorkowym, 

octanowym oraz trfilatowym (−OSO2CF3)].  Opisane wyniki badań pokazują, że w przypadku obu 

cieczy jonowych z anionem octanowym, największe przesunięcia wystąpiły głównie wewnątrz 

białka, bez wyraźnej preferencji dla polarnych czy hydrofobowych łańcuchów bocznych 

aminokwasów. Podobnie, w przypadku cieczy z anionem chlorkowym, nie było wyraźnej 

preferencji dla polarnych czy hydrofobowych reszt aminokwasowych. Natomiast w przypadku 

cieczy z anionem trfilatowym – zaobserwowano znaczące zmiany w przesunięciach sygnałów na 

widmie 15N NMR. Sygnały pochodzące od hydrofobowych reszt aminokwasów na powierzchni 

białka, oddziałujące silnie z anionem – tłumaczą tym samym efekt rozfałdowania białka w 

obecności wspomnianych cieczy. [89] 
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Rys. 6 Schemat mechanizmu rozfałdowania enzymu na skutek oddziaływań pomiędzy anionem 

czwartorzędowej soli amoniowej, a powierzchnią białka [6,86,89].  

Podobne obserwacje opisał w swej pracy  Weingartner i wsp. odnosząc się szeregu Hoffmeistera, 

oraz czwartorzędowych soli amoniowych [90]. Zaproponował on podział cieczy jonowych, ze 

względu na wpływ struktury kationu i anionu na stabilność białka ribonuclease A, zgodnie z 

szeregiem dla kationów: 

N1111
+ || Ch+ > N2222

+ ≈ C2mim+ ≈ Gua+ > C4C1py+ > C4mim+ ≈ N3333
+ > C6mim+ ≈ N4444

+
  

gdzie Ch+ - kation choliny, Gua+ - kation guanidyny  

oraz dla anionów: 

 SO4
2- > H2PO4

- > CH3COO- > Cl- || EtSO4
- > BF4

- > OTf- > SCN- ≈ N(CN)2
- >> NTf2

- 

Weingartner wykazał, iż jony po lewej stronie || stabilizują rybonukleazę, podczas gdy 

jony po prawej destabilizują. Odkrycie to odpowiada klasycznemu szeregowi Hofmeistera, 

opisującego fakt, że jony kosmotropowe (po lewej) zwiększają, a jony chaotropowe (po prawej) 

zmniejszają stabilność białka [91–93]. Zarówno pozycja kationu choliny w powyższym szeregu, jak 

i dotychczas opisane w literaturze oddziaływania czwartorzędowych soli amoniowych z enzymami 

z klasy hydrolaz, stanowią istotny kontekst dla opisanych w tej pracy badań. Analizując dostępne 

w literaturze wyniki badań, w szczególności opisujące dotychczasową wiedzę, dotyczącą 

oddziaływania cieczy jonowych na struktury białkowe oraz rozpatrując opisane szeregi liotropowe 

dla kationu choliny, w celu zbadania wpływu mieszanin eutektycznych soli choliny na środowisko 
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reakcji enzymatycznych oraz operacyjność enzymów z klasy hydrolaz, przygotowane zostały 

mieszaniny przedstawione w tabeli 1.  

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

HBA HBD 

 

Kation choliny 

I Cl- 
anion chlorkowy 

A B C 

 

 

karbamid 

 

propano-

1,2,3-triol 

 

1,2-

etanodiol 

II 

 

 

anion octanowy 

III 

 

 

anion lewulinianowy 

IV 

 

 

anion mleczanowy 

 

Przedstawione w powyższej tabeli sole choliny wybrane zostały ze względu na możliwość 

analizowania soli choliny, względem anionu. Obecnie dostępna wiedza naukowa skupia się, 

głównie na wyjaśnieniu rodzaju oddziaływań w chlorku choliny oraz na aplikacyjności 
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wspomnianego związku. Przypisywany przez Abbot i wsp. fenomen dużej depresji temperatury 

topnienia mieszaniny chlorku choliny z mocznikiem, wynika z oddziaływań pomiędzy anionem 

choliny (w tym wypadku chlorkiem), a dwoma molami mocznika. Powstające wiązania wodorowe 

pomiędzy chlorkiem choliny a mocznikiem, odpowiedzialne za powstawanie mieszaniny 

eutektycznej, powstają również, w przypadku mieszaniny octanu choliny z mocznikiem. Jonowy 

charakter czwartorzędowych soli amoniowych sprzyja bowiem powstawaniu wiązań wodorowych 

[88,94–97]. Wspomniane mieszaniny eutektyczne, powstają w wyniku interakcji związków typu 

HBA i HBD. Rozpatrując wpływ anionu (element HBA) na mieszaninę eutektyczną, najważniejszą 

z punktu widzenia powstawania mieszaniny jest energia entalpii tworzenia. Entalpia tworzenia 

mieszaniny (ΔHDES) może być postrzegana jako energia związana z tworzeniem mieszaniny z 

dwóch lub więcej składników. W termodynamice, entalpia jest miarą całkowitej energii systemu, 

a entalpia mieszania odnosi się do zmiany entalpii, która zachodzi, gdy określone ilości substancji 

są mieszane razem przy stałym ciśnieniu. Jest to ilość energii absorbowanej lub wydzielanej 

podczas procesu mieszania, co może odbywać się z absorpcją ciepła (proces endotermiczny) lub 

jego wydzielaniem (proces egzotermiczny). W kontekście mieszaniny eutektycznej ΔHDES 

obejmuje wszystkie zmiany energetyczne wynikające z oddziaływań między cząsteczkami 

składników mieszaniny, w tym tworzenie i/lub rozrywanie wiązań międzycząsteczkowych. Na 

przykład, w przypadku mieszanin, gdzie składniki dobrze się ze sobą mieszają i tworzą silne 

oddziaływania międzycząsteczkowe, takie jak wiązania wodorowe lub oddziaływania dipol-dipol, 

ΔHDES  może być ujemna (proces egzotermiczny), co wskazuje na to, że energia jest wydzielana do 

otoczenia. Z drugiej strony, jeśli oddziaływania między składnikami są słabsze niż oddziaływania 

między cząstkami tych samych substancji, proces mieszania może wymagać absorpcji energii 

(proces endotermiczny), co skutkuje dodatnią wartością ΔHDES. W przypadku mieszanin 

eutektycznych soli choliny, ilość energii entalpii związanej z tworzeniem mieszaniny z czystych 

składników (odzwierciedlającą różnicę między energią oddziaływań w mieszaninie, a energią 

oddziaływań w czystych składnikach), obrazuje siłę wiązań wodorowych obecnych w danej 

mieszaninie. Siłę tę również, można zaobserwować podczas dynamicznego pomiaru lepkości 

danej mieszaniny. Rozpatrując entalpię tworzenia wiązań wodorowych w mieszaninie, z punktu 

widzenia wyboru anionów w soli choliny, należy zwrócić uwagę, na następujące zależności.  
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Tabela 2 Interakcje pomiędzy związkami HBA i HBD w zależności od grup funkcyjnych, 

HBA  HBD  

Sól choliny Mocznik Glicerol Glikol etylenowy 

Chlorek 

choliny 

Akceptor: Cl⁻;  

Donor: NH2 

Akceptor: Cl⁻;  

Donor: 3x -OH 

Akceptor: Cl⁻;  

Donor: Kation choliny -OH 

Octan choliny 

Akceptor: -COO⁻;  

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor: -COO⁻; ‘ 

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor: -COO⁻;  

Donor: Kation choliny -OH 

Lewulinian 

choliny 

Akceptor: -COO⁻, CO;  

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor: -COO⁻, CO;  

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor: -COO⁻, CO;  

Donor: Kation choliny -OH 

Mleczan 

choliny 

Akceptor: -COO⁻;  

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor i Donor: -OH, -COO⁻; 

Donor: Kation choliny -OH 

Akceptor i Donor: -OH, -COO⁻; 

Donor: Kation choliny -OH 

Zestawiając powyższe interakcje pomiędzy związkiem typu HBA, a HBD z obecną literaturą [88], 

potencjalne interakcje mieszanin eutektycznych z enzymem, rozważane są głownie z punktu 

widzenia ilości oraz siły wiązań wodorowych, obecnych pomiędzy związkami typu HBA i HBD, 

wynikających zarówno z obecności specyficznych grup funkcyjnych, jak i z rozkładu ładunku na 

powierzchni HBA. Silniejsze interakcje – niższa wartość entalpii tworzenia mieszaniny ΔHDES 

pomiędzy składnikami mieszaniny oznaczają większą „łatwość” powstawania mieszaniny 

eutektycznej.  

Tabela 3 Entalpia ΔHDES wybranych soli choliny oraz związków typu HBD 

HBA  Entalpia ΔHDES    

Sól 

choliny Mocznik Glicerol 

Glikol 

etylenowy 

Potencjalne interakcje z 

aminokwasami 

Chlorek 

choliny -97 J/mol  -78 J/mol  -108 J/mol  

głównie z aminokwasami 

hydrofobowymi jak leucyna lub 

izoleucyna, ze względu na silne 

wiązania wodorowe z Cl⁻. 

Lewulinian 

choliny 

Niska: Silne 

wiązania z 

grupami -COO⁻ i 

CO 

Niska: Bardzo silne 

wiązania z 

grupami -COO⁻ i 

CO 

Niska: Silne 

wiązania z 

grupami -COO⁻ i 

CO 

Silne interakcje z aminokwasami 

polarnymi jak seryna, treonina; oraz z 

aminokwasami o charakterze 

zasadowym, przez grupę -COO⁻, np. 

lizyna, arginina. 

Mleczan 

choliny 

Bardzo niska: 

Wielokrotne 

wiązania 

wodorowe 

Bardzo niska: 

Wielokrotne, 

bardzo silne 

wiązania 

Bardzo niska: 

Wielokrotne 

wiązania 

wodorowe 

Wysoka reaktywność z polarnymi i 

kwaśnymi aminokwasami (np. 

asparagina, glutamina) oraz możliwe 

oddziaływania z histydyną poprzez 

grupę -COO⁻. 
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HBA  Entalpia ΔHDES    

Sól 

choliny Mocznik Glicerol 

Glikol 

etylenowy 

Potencjalne interakcje z 

aminokwasami 

Octan 

choliny 

Średnia: Stabilne 

wiązania z grupą 

-COO⁻ 

Średnia: Bardzo 

stabilne wiązania z 

grupą -COO⁻ 

Średnia: Stabilne 

wiązania z grupą 

-COO⁻ 

Możliwe oddziaływania z 

aminokwasami bazowymi (np. lizyna, 

arginina) oraz polarnymi przez 

wiązania wodorowe z grupą -COO⁻. 

Zestawione w tabeli powyżej dane [22], dotyczące entalpii tworzenia (ΔHDES), oraz wspomniane 

wcześniej badania dotyczące oddziaływań pomiędzy mieszaniną eutektyczną (lub cieczą jonową), 

a wodą (roztwory mieszanin), obrazują siłę oddziaływań elektrostatycznych oraz wiązań 

wodorowych w mieszaninach eutektycznych. Zgodnie z Chunyan Ma i wsp. [22] mieszaniny 

eutektyczne zachowują swoje właściwości w zakresie mieszaniny z wodą, w zakresie stężeń  

od 0-45% (woda:DES). Entalpia tworzenia tych związków jest tak niska, że mimo tak dużego 

rozcieńczenia, przewaga jest par HBA:HBD względem w roztworze, względem oddziaływań 

pomiędzy parami HBA:H2O i HBD:H2O. 

 

 

Rys. 7 Proponowany schemat oddziaływań w układzie mieszanina eutektyczna-woda, pomiędzy 

składnikami mieszaniny [22] K+ – kation; A- – anion; Y – związek HBD; H2O 

 

 W swoich badaniach Couthinio i wsp. dowiódł iż niskie wartości entalpii tworzenia mieszaniny 

eutektycznej, należy przypisać głównie właściwościom kationu czwartorzędowej soli amoniowej 

[98]. Ponieważ kation choliny jest biologicznie powszechnie występującą cząsteczką (on i jego 

analogi występują w organizmach żywych [99]), odgrywające pierwszoplanową rolę aniony soli 

choliny, wybrane zostały również, ze względu na ich potencjalną biokompatybilność. 
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Proces syntezy powyższych soli choliny, dla każdej soli, poza komercyjnie dostępnym chlorkiem 

choliny, przebiegał według reakcji sól + kwas, gdzie jako substrat wyjściowy stosowany był 

wodorowęglan choliny, dzięki czemu ubocznym produktem było CO2 i H2O. Otrzymane w 

powyższy sposób sole choliny, zostały następnie wysuszone do zawartości wody poniżej 2%, a 

następnie zmieszane z 1 lub 2 związkami HBD w stosunku molowym, odpowiednio 1:2 oraz 1:1:1. 

Otrzymane w powyższy sposób mieszaniny eutektyczne tych soli zostały następnie wysuszone w 

celu obniżenia zawartości wody poniżej 2%, a następnie scharakteryzowane, w celu porównania 

wpływu poszczególnych soli na aktywność operacyjną wybranych enzymów hydrolitycznych w 

nowym środowisku. 

III.2 Gęstość 

Gęstość, jest jedną z kluczowych charakterystyk rozpuszczalnika. W przypadku mieszanin soli 

choliny opisanych w publikacjach [P1-P3], można zauważyć, iż mieszaniny te wykazują większą 

gęstość niż woda. Pomimo oczywistości otrzymanych wyników, należy zwrócić uwagę, iż 

mieszaniny eutektyczne nie należą do grupy prostych rozpuszczalników molekularnych. W 

przypadku mieszanin eutektycznych soli choliny, gęstość badanej mieszaniny dostarcza również 

informacji o interakcjach międzycząsteczkowych, obrazując w ten sposób swoje nadmiarowe 

właściwości molowe, które to mają bezpośredni wpływ na kwestię zachowania gęstości. Zespół 

badawczy Basaiahgari i wsp. przeprowadził pomiary gęstości glikolu etylenowego, glikolu 

dietylenowego, glikolu trietylenowego oraz glicerolu jako HBD i soli chlorku benzyloamoniowego 

jako związku typu HBA [100]. Ich wyniki wykazały, że mieszaniny eutektyczne na bazie glikolu 

etylenowego mają niższą gęstość niż mieszaniny eutektyczne na bazie glicerolu. Zaobserwowany 

wzrost gęstości mieszaniny, w której glikol etylenowy został zastąpiony glikolem dietylenowym i 

trietylenowym oraz glicerolem wykazał, iż zwiększenie liczby grup funkcyjnych -OH w związku 

typu HBD, powoduje powstawanie większej liczby wiązań wodorowych. Zwiększona ilość wiązań 

wodorowych natomiast, przyczynia się do większego usieciowania otrzymanego rozpuszczalnika, 

co zmniejsza dostępną wolną objętość molową. Podobne obserwacje podczas badań poczyniła 
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grupa badawcza Shafie i wsp. [15], obserwując różne wartości gęstości, przy różnych stosunkach 

molowych chlorku choliny w mieszaninie eutektycznej z kwasem cytrynowym. Wyniki 

prowadzonych badań wykazały, że wraz ze wzrostem ilości chlorku choliny w stosunku do kwasu 

cytrynowego gęstość malała. Z drugiej strony wraz ze wzrostem ilości kwasu cytrynowego – 

zwiększała się gęstość. Dodatkowo, badania przeprowadzone przez Basaiahgari i wsp.  wykazały, 

że zwiększenie stosunku molowego związku HBD, sprzyja asocjacji między cząsteczkami HBD, 

sprzyjając większemu usieciowaniu mieszaniny eutektycznej, czego efektem jest właśnie 

zwiększona gęstość [100]. W związku z powyższym, łatwo zauważyć, iż zachowanie gęstości 

zarówno w cieczach jonowych jak i mieszaninach eutektycznych zależne jest, od nadmiarowych 

właściwości molowych mieszaniny. Uzyskane dane dotyczące gęstości poszczególnych mieszanin 

soli choliny ze związkami HBD (przedstawione w publikacjach [P1]-[P3]) obrazują powyższą teorię 

objętości nadmiarowej substancji, dla mieszanin zawierających jako związek HBD – glicerol. 

Przedstawione dane na wykresie (Rysunek 2) pokazują, iż dla soli choliny zawierającej anion 

chlorkowy, octanowy, mleczanowy – wartości gęstości są bardzo do siebie zbliżone (chlorek 

choliny vs. mleczan choliny;HBD – glicerol; Δ≈680µg/cm3). Zjawisko to zostało zaobserwowane 

również dla pozostałych mieszanin przedstawionych na wykresie (Rysunek 3)  przy różnych 

konfiguracjach mieszaniny (inny anion – inny HBD). Opisane wyniki sugerują, zgodnie z teorią 

nadmiarowych właściwości molowych mieszanin rzeczywistych, iż tworzona sieć wiązań 

wodorowych oraz ich struktura przestrzenna zawiera odpowiednio dużo wolnej przestrzeni 

(wolnych wakatów) aby pomieścić, wymienione aniony, bez względu na ich wielkość. 

Potwierdzenie powyższych badań, opisuje również Visher w swojej pracy, w której przedstawione 

zostały wyniki badań eksperymentu polegającego na zwiększaniu stosunku molowego soli 

organicznej do HBD. Otrzymane w tym eksperymencie wyniki, wykazały, że dodanie chlorku 

choliny do glicerolu powoduje zmniejszenie gęstości – co pokazuje, iż w przypadku mieszanin soli 

choliny, gęstość nie jest wielkością addytywną[101]. Analizując otrzymane wyniki badań, w 

publikacjach [P1-P3] zauważyć można, iż wartości gęstości względem anionu w soli choliny w 

mieszaninie, można uszeregować w kolejności chlorek > mleczan > octan >lewulinian. Nie jest to 

jednak wyznacznikiem siły wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie, a efektem struktury 

przestrzennej powstałej sieci wiązań wodorowych.  
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Wykres 1 Wartości gęstości mieszanin eutektycznych w temperaturze 25 st. Celsjusza, względem 

związków typu HBD 

W przypadku analizy wpływu gęstości na reakcje biokatalityczne, należy zauważyć, iż enzym 

katalizuje reakcję tak skutecznie, że etapem ograniczającym szybkość katalizy jest dyfuzja 

substratu do miejsca aktywnego lub dyfuzja produktu na zewnątrz [102]. Zjawisko to nazywa się 

perfekcją kinetyczną lub perfekcją katalityczną, ponieważ wówczas szybkość katalizy enzymów 

jest ustalana przez reakcję kontrolowaną przez dyfuzję. Większość enzymów katalizuje swoje 

reakcje w tempie 1000-10 000 razy wolniejszym niż ten limit ustanowiony przez szybkość dyfuzji. 

Wynika to zarówno z ograniczeń chemicznych trudnych reakcji, jak i ograniczeń ewolucyjnych, 

które powodują, że tak wysokie szybkości reakcji nie zapewniają żadnej dodatkowej sprawności 

[102]. Porównując reakcje enzymatycznej z udziałem enzymów z grupy hydrolaz, naturalnym 

środowiskiem odniesienia jest woda. W związku z tym, że woda ma mniejszą gęstość niż badane 
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rozpuszczalniki, strumień dyfuzji substratu, ma wyższe wartości w wodzie niż w mieszaninach 

eutektycznych i cieczach jonowych. Faworyzuje to wodę jako najlepszy rozpuszczalnik do 

enzymatycznych reakcji hydrolizy. Niemniej jednak, zgodnie z wynikami badań [78], wiele 

enzymów, w tym również wykorzystane przeze mnie w badaniach, katalizują reakcje hydrolizy w 

rozpuszczalnikach organicznych lub cieczach jonowych, przy znikomej ilości wody, traktując wodę 

jako substrat. W tego rodzaju rozpuszczalnikach, ilość wody potrzebna do prowadzenia reakcji 

jest zdecydowanie mniejsza. Wiele enzymów, w tym enzymy opisane w publikacjach [P1-P3], 

katalizują reakcje w rozpuszczalnikach organicznych czy też w cieczach jonowych  gdzie wody 

znajduje się mniej lub nawet zdecydowanie mniej w stosunku wagowym, względem 

rozpuszczalnika stosowanego jako środowisko reakcji [84].  W naturalnym środowisku, w 

konkretnym przedziale komórkowym, w cytozolu, enzym występuje w obecności szerokiej gamy 

różnego rodzaju związków chemicznych zarówno organicznych jak i nieorganicznych. Natywna 

struktura enzymu, znajduje się wówczas w specyficznej mieszaninie związków, gdzie aktywność 

oraz struktura wody oraz aktywność i stabilność enzymu są zależne od pozostałych 

rozpuszczonych związków takich jak sole czy związki organiczne [103]. Rozpatrując zatem wpływ 

gęstości soli choliny na reakcje hydrolizy z udziałem enzymów z klasy hydrolaz, należy pamiętać, 

iż tak naprawdę, to struktura wiązań wodorowych odgrywa w tym aspekcie kluczową rolę, a także 

różnice w wielkości i strukturze anionów zawartych w solach choliny. Powyższe aspekty 

determinują bowiem poziom usieciowania rozpuszczalnika, stabilność biokatalizatora w 

środowisku oraz prędkość dyfuzji substratu do centrum aktywnego biokatalizatora.  
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III.3 Lepkość 

Wyniki prezentowane w poniższej sekcji, zostały zaczerpnięte z publikacji [P1-P3], w 

których to opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru lepkości opisywanych mieszanin. 

Lepkość danej substancji lub mieszaniny substancji jest parametrem o bardzo dużym 

znaczeniu dla praktycznego zastosowania. Większość soli choliny, tworzy mieszaniny eutektyczne 

typu DES lub LTTM, których to lepkość jest stosunkowo wysoka w temperaturze pokojowej  

(> 100 cP) w porównaniu do rozpuszczalników molekularnych.  

Dodatkowo, obecność rozległej sieci wiązań wodorowych, oraz obecność oddziaływań 

elektrostatycznych i van der Waalsa, występujących w powstałej mieszaninie również prowadzi 

do zwiększonej lepkości badanego układu [104,105] Ponieważ wartości lepkości są silnie 

skorelowane z ilością wolnej objętości molowej oraz prawdopodobieństwem znalezienia 

otworów w powstałej strukturze sieci wiązań wodorowych (o wymiarach odpowiednich dla jonów 

soli choliny [106–108] różnice w wartościach lepkości otrzymanych dla poszczególnych soli 

choliny, można przypisać bezpośredniemu wpływowi struktury anionu soli choliny. Efekt ten 

wynika z mechanizmu „kompleksowania” anionu czwartorzędowej soli amoniowej przez związki 

zdolne do oddawania wiązań wodorowych (HBD) [109]. Kompleksowanie jest przyczyną 

oddalenia się anionu od kationu w danej soli, a dyslokacja ta, powoduje obniżenie temperatury 

topnienia soli stosowanej w mieszaninie eutektycznej. Mimo iż, powstałe mieszaniny eutektyczne 

zachowują się jak ciecze jonowe i wykazują właściwości bardzo do nich podobne, ze względu na 

wyższą masę cząsteczkową, cechują się wyższą lepkością niż ciecze jonowe czy też 

konwencjonalne rozpuszczalniki. Mimo wyższych wartości lepkości, podobnie jak w przypadku 

cieczy jonowych, zależność intensywności oddziaływań międzycząsteczkowych (oddziaływania 

wiązania wodorowego, dyspersyjnego i kulombowskiego) wraz ze wzrostem temperatury 

mieszaniny eutektycznej zmniejsza się, wpisując się w trend zgodny z teoria Arheniusa, w której 

to lepkość cieczy zmniejsza się wraz ze wzrostem temperatury [110]. Na podstawie uzyskanych 

danych, przedstawionych w publikacjach [P1]-[P3] można zaobserwować, iż mieszaniny 
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zawierające mocznik wykazują największy spadek lepkości wraz ze wzrostem temperatury – co 

wynika z osłabienia siły wiązań wodorowych w mieszaninie. 

Z drugiej strony te same mieszaniny eutektyczne (zawierające mocznik), wykazują najwyższą 

lepkość w temperaturze pokojowej, spośród wszystkich obserwowanych mieszanin, co 

potwierdza z kolei obecność rozbudowanej sieci wiązań wodorowych. Warto również zauważyć, 

że obecność drugiego związku typu HBD w mieszaninie obniża całkowitą lepkość mieszaniny, 

prawdopodobnie z powodu niejednorodności powstałej sieci wiązań [111]. Niemniej jednak, 

analizując lepkość mieszanin należy pamiętać o właściwościach nadmiarowych, występujących w 

danej mieszaninie. Co istotne, nadmiarowe właściwości termodynamiczne ciekłych mieszanin są 

ściśle związane z oddziaływaniami międzycząsteczkowymi między składnikami mieszaniny. 

Wynika to między innymi z budowy chemicznej składników – różne geometrie odmiennych 

cząsteczek wywołują różne siły międzycząsteczkowe, a także odmienną reorientację cząsteczek w 

przestrzeni nowopowstałego rozpuszczalnika [6] – co również tłumaczy, podobieństwa w 

dynamice spadku wartości lepkości pomiędzy mieszaninami soli choliny zawierającymi sól o 

innym anionie, w mieszaninie z tym samym HBD. Ponad to, trójskładnikowe mieszaniny soli 

choliny, ze względu na zmniejszoną jednorodność przestrzenną, wykazują najmniejszy spadek 

lepkości wraz ze wzrostem temperatury. Niemniej jednak, zgodnie z pracą Toledo i wsp. mimo 

istotnych informacji z punktu widzenia właściwości fizykochemicznych, lepkość mieszanin 

eutektycznych, a także ich roztworów wodnych nie ma wpływu na stabilność oraz aktywność 

enzymatyczną, i jako wartość sama w sobie, nie jest istotna z punktu widzenia kinetyki reakcji 

katalizowanej enzymatycznie [112]. Niemniej jednak, z punktu widzenia oddziaływania 

rozpuszczalnika na białko, warto rozpatrzyć wartości lepkości mieszanin soli choliny w kontekście 

siły wiązań wodorowych, które można wyrazić w funkcji energii aktywacji przepływu (Ea). Energia 

aktywacji przepływu jest związana z siłą wiązań wodorowych w cieczy. Wiązania wodorowe są 

jednym z kluczowych rodzajów oddziaływań międzycząsteczkowych wpływających na właściwości 

reologiczne cieczy, w tym na lepkość. Dla układów eutektycznych, których przyczyną powstania 

jest siła oddziaływania wiązań wodorowych, wielkość energii aktywacji przepływu dostarcza 

informacji o sile wszystkich odziaływań, w tym o sile wiązań wodorowych obecnych w 

mieszaninie. Ponieważ energia aktywacji przepływu odnosi się do energii, która jest potrzebna do 
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umożliwienia cząsteczkom przesuwanie się względem siebie tak, aby ciecz mogła płynąć. W 

kontekście wiązań wodorowych, Ea odzwierciedla więc energię potrzebną do "przerwania" 

wiązań wodorowych w procesie przepływu. Silniejsze wiązania wodorowe zwiększają lepkość, 

ponieważ wymagają większej energii do przerwania wiązań, co pośrednio zwiększa wartość Ea. 

Słabsze wiązania wodorowe prowadzą do niższej lepkości, ponieważ mniejsza energia jest 

potrzebna do umożliwienia cząsteczkom przesuwanie się względem siebie. Warto zaznaczyć, że 

energia aktywacji przepływu nie jest wyłącznie determinowana przez siłę wiązań wodorowych, 

inne typy oddziaływań międzycząsteczkowych oraz struktura i rozmiar cząsteczek również 

odgrywają rolę [113]. Jednak w kontekście mieszanin, gdzie wiązania wodorowe są dominującym 

mechanizmem oddziaływań, można oczekiwać silnej korelacji między siłą tych wiązań, a energią 

aktywacji przepływu. Korzystając z przekształcenia równania Arheniusa 

𝜂 = 𝐴 ⋅ 𝑒𝑥𝑝 (
𝐸𝑎
𝑅𝑇

) 

Gdzie: 

• η oznacza lepkość, 

• A jest czynnikiem pre-eksponecjalnym, zależnym od mikroskopowych szczegółów układu, 

• 𝐸𝑎 to energia aktywacji przepływu, 

• R jest uniwersalną stałą gazową równą 8.314 
𝐽

𝑚𝑜𝑙⋅𝐾
 

• T reprezentuje temperaturę w skali Kelvina. 

w celu wyznaczenia energii aktywacji przepływu, stosując analizę zmian lepkości przy różnych 

temperaturach, dla dwóch temperatur T1 i T2 oraz odpowiadających im lepkości η1 i η2, wyznaczyć 

wzór na Energię aktywacji (𝐸𝑎). Równanie Arrheniusa przyjmuje wówczas postać: 

𝐸𝑎 = 𝑅(
ln⁡(

𝜂2
𝜂1
)

1
𝑇2

−
1
𝑇1

) 
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Powyższe równanie umożliwia obliczenie energii aktywacji przepływu 𝐸𝑎 na podstawie zmian 

lepkości η przy różnych temperaturach, co jest kluczowe w badaniach reologicznych. Pozwala to 

na zrozumienie, jak zmienia się lepkość cieczy w reakcji na zmianę temperatury, co jest ściśle 

powiązane z siłą wiązań wodorowych oraz innymi oddziaływaniami międzycząsteczkowymi w 

analizowanym systemie. W przypadku mieszanin eutektycznych soli choliny, jest to kluczowa 

informacja, o sile oddziaływań wewnątrz mieszaniny. Dla analizowanych w tej pracy układów 

mieszanin eutektycznych soli choliny, przedstawione na wykresie (Rysunek 4) wartości energii 

aktywacji przepływu, obrazują, iż: 

1. Najsłabsze oddziaływania wodorowe spośród badanych układów są obecne w 

mieszaninach octanu choliny oraz lewulinianu choliny, w układach zarówno z glicerolem 

jak i mocznikiem. Mieszaniny te wykazują niższe wartości 𝐸𝑎, co sugeruje słabsze 

oddziaływania wiązań wodorowych w mieszaninie. 

2. Mieszaniny z glicerolem i/lub glikolem etylenowym w układach z chlorkiem choliny lub 

mleczanem choliny wykazują większe wartości 𝐸𝑎 , co zgodnie z literaturą [114], wskazuje 

na bardziej złożone oddziaływania wiązań wodorowych w mieszaninie.  

3. Najwyższe wartości 𝐸𝑎 spośród badanych mieszanin eutektycznych, przypisać należy do 

mieszanin zawierających mocznik oraz mleczan choliny. 
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Wykres 2 Wykres energii aktywacji przepływu dla mieszanin soli choliny, dla zakresu pomiarów 

lepkości dynamicznej w zakresie temperatur 25-50 st. Celsjusza. Wykres przedstawia ilość energii 

potrzebnej do aktywacji ruchu cząstek względem siebie  
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III.4 Przewodnictwo 

Wyniki prezentowane w poniższej sekcji, zostały zaczerpnięte z publikacji [P1-P3], w 

których to opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru przewodnictwa. 

 

U Gly Egly U:Gly U:Egly Gly:Egly
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

P
rz

e
w

o
d
n

ic
tw

o
 [
m

S
/c

m
]

 Ch[Cl]

 Ch[OAc]

 Ch[Lev]

 Ch[Lac]

 

Wykres 3 Wykres wartości przewodnictwa dla analizowanych mieszanin soli choliny w zależności 

od rodzaju związku HBD w mieszaninie 

W podstawowym sensie przewodnictwo jonowe określa ilościowo, jak łatwo materiał 

przewodzi przepływ jonów lub jak łatwo materiał pozwala na przepływ prądu poprzez mechanizm 

przewodnictwa jonowego. Przewodność jonowa mieszanin eutektycznych soli choliny jest zwykle 

niższa niż wysokotemperaturowych stopionych soli (6,17 mS⸱cm-1 dla mieszaniny eutektycznej 

chlorku choliny w 20 °C i 350 mS⸱cm-1 dla BiCl3 w 200 °C [115]). Według Abbotta i wsp. różnica w 

przewodności wynika zarówno z rozmiaru jonów, jak i lepkości układu, które są związane ze 
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wspomnianą wcześniej teorią wakatów oraz wolnej objętości molowej [14,116].  W swojej pracy 

Abbot i wsp. wykazali bowiem, iż tzw. wolną objętość molową mieszanin eutektycznych można 

zwiększyć, zmniejszając wielkość kationów i zastępując HBD związkami fluorowanymi. 

Spowodowany w ten sposób wzrost wolnej objętości przyczynia się do zmniejszenia lepkości, co 

zwiększa przewodnictwo jonowe mieszaniny eutektycznej. Teoria wakatów została również 

wykorzystana do opisania odwrotnego wpływu na przewodnictwo mieszanin eutektycznych. Kityk 

i in. odnotowali zmiany przewodnictwa soli NiCl2 rozpuszczonej w Ch[Cl]:U w zakresie temperatur 

od 25 do 80 °C [117]. Ze względu na wielkość jonów, rozpuszczenie NiCl2 w mieszaninie 

eutektycznej chlorku choliny z mocznikiem, zmniejszyło jej przewodnictwo. Zgodnie z teorią 

nadmiarowych objętości molowych, wielkość większego jonu zmniejsza wielkość wolnych 

przestrzeni w roztworze, co utrudnia transport jonów, a w konsekwencji zwiększa lepkość i obniża 

przewodnictwo. W związku z powyższym, analizując wyniki dotyczące przewodnictwa jonowego 

w publikacjach [P1]-[P3] należy zauważyć, iż wszystkie przebadane mieszaniny eutektyczne soli 

choliny wpisują się w dotychczasowe badania naukowe, i im mniejsza różnica pomiędzy wielkością 

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

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

jon rozmiar [A] 

kation choliny 3.29  

anion 
 
  

chlorkowy 1.71  

octanowy 1.84  

lewulinowy 2.34  

mleczanowy 2.72  
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III.5 Stabilność termiczna soli choliny i ich mieszanin 

Wszystkie wyniki z poniższej sekcji są zaczerpnięte z publikacji [P1 – P3], w których to 

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru stabilności termicznej opisywanych mieszanin. 

 W przypadku mieszanin eutektycznych, stabilność termiczna, jest również użytecznym 

parametrem, pozwalającym określić siłę wiązań wodorowych w danej mieszaninie, wpływającą 

na jej właściwości fizykochemiczne. Sole choliny w czystej postaci, posiadają określone 

temperatury rozpadu (Tabela 5). Odchylenia od tych wartości, obecne w mieszaninach 

eutektycznych tychże soli, zgodnie z dotychczasowymi badaniami naukowymi [118] są wartością 

wypadkową sumy oddziaływań w mieszaninie pomiędzy związkiem typu HBA (czwartorzędową 

solą amoniową), a związkami typu HBD. W tym głównie oddziaływań wiązań wodorowych. W 

przypadku analizowanych stabilności termicznych soli choliny w czystej postaci, stabilność 

termiczną można uszeregować, zgodnie z poniższą tabelą (Tabela 6) względem anionu: anion 

chlorkowy > anion mleczanowy > anion lewulinowy > anion octanowy. 

Tabela 7 Wartości temperatury rozkładu analizowanych soli choliny 

Sól choliny Tonset [oC] 

Ch[Cl] 350.76 

Ch[Lac] 212.54 

Ch[Lev] 188.27 

Ch[OAc] 176.74 

 

Mieszaniny tychże soli natomiast, w układach ze związkami HBD, nie podążają za przedstawionym 

powyżej szeregiem. Przedstawione na poniższym wykresie (Rysunek 5) wartości Tonset 5% [oC] 

pokazują, iż mieszaniny z chlorkiem choliny, nie są mieszaninami najbardziej stabilnymi termicznie 

w tej grupie. Dla sześciu różnych mieszanin, w czterech przypadkach najstabilniejsze termicznie 

są mieszaniny zawierające mleczan choliny w tej grupie. Również w przypadku mieszanin 

zawierających octan choliny, mimo najniższej temperatury rozpadu wspomnianej soli, mieszaniny 
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octanu choliny z mocznikiem oraz glicerolem (1:1:1 mol:mol) wykazują najwyższą stabilność 

termiczną, spośród mieszanin z wymienionymi związkami HBD.  

Właściwości termiczne mieszanin eutektycznych powstałych z analizowanych w tej pracy 

soli choliny oraz wspomnianych wcześniej związków HBD, wykazują różne temperatury degradacji 

(Tonset) i zgodnie z powyższym opisem, nie podążają za szeregiem przedstawionym w Tabela 7 

Jednakże, w przypadku analizy termicznej mieszanin eutektycznych, istotniejszą wartością, 

jest temperatura początku degradacji substancji. Przyjęte w badaniach Tonset5% jest wartością 

opisującą utratę 5% wagowych masy w danej temperaturze. Jest to istotne z samego założenia 

formowania się mieszaniny eutektycznej. Punkt eutektyczny, wymaga ściśle określonych wartości 

ułamków molowych substancji – zgodnie z wykresem fazowym mieszaniny. Zaburzenie ilości 

jednego ze składników, powoduje, iż dana mieszanina, nie znajduje się już w punkcie 

eutektycznym i traci/zmienia swoje unikalne właściwości. Następuje przejście z mieszaniny 

homogenicznej w mieszaninę DES z nadmiarem jednego składnika (rozpuszczonego w DES; 

bardziej termicznie stabilnego).  

Temperatury początku degradacji mieszaniny różnią się również, w zależności od związku 

będącego donorem wiązań wodorowych. Dla przykładu, przedstawione w tej pracy binarne 

mieszaniny soli choliny z mocznikiem jako donorem wiązań wodorowych, względem stabilności 

termicznej, można uszeregować następująco: anion chlorkowy > anion mleczanowy > anion 

octanowy > anion lewulinowy. W przypadku mieszanin binarnych z glicerolem, szereg ten również 

wygląda inaczej. Mimo zdecydowanie wyższej stabilności termicznej czystego chlorku choliny 

(względem octanu choliny), to właśnie mieszanina octan choliny: glicerol (w stosunku  

molowym 1:2) wykazuje się najwyższą stabilnością termiczną, z temperaturą początkowej 

degradacji Tonset-5% = 180.70oC. W przypadku mieszanin binarnych z glikolem etylenowym, 

sytuacja jest analogiczna – szereg stabilności termicznej jest identyczny jak dla mieszanin z 

glicerolem.  

W przypadku mieszanin trójskładnikowych, wartości temperatury degradacji w punkcie 

początku procesu degradacji Tonset-5%, są do siebie zbliżone (Rysunek 6). Dla układów 
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zawierających mocznik oraz glicerol jednocześnie lub mocznik oraz glikol etylenowy [stosunek 

molowy mieszaniny trójskładnikowej 1:1:1 (HBA:HBD:HBD)].  Różnice w stabilności termicznej 

wynikają, między innymi z różnic w siłach wiązań wodorowych między donorem wiązania 

wodorowego, a solą choliny. Mocznik może formować silniejsze wiązania wodorowe z solą choliny 

niż glikol etylenowy, co wyjaśnia wyższe temperatury Tonset i Tonset5% dla mieszanin eutektycznych 

z mocznikiem. Koncepcja ta jest wspierana przez wcześniejsze badania, które wykazały, iż siła 

wiązań wodorowych w mieszaninach eutektycznych ma kluczowe znaczenie dla ich stabilności 

termicznej [19,119,120].  

U Gly Eth gly U:Gly U:Eth gly Gly:Eth gly
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

T
o

n
s
e

t 
(5

%
)[

o
C

]

 Ch[Lac]

 Ch[Cl]

 Ch[OAc]

 Ch[Lev]

 

Wykres 4 Wykres wartości temperatur dla punktu Tonset-5% dla analizowanych mieszanin soli choliny 

w zależności od rodzaju związku HBD w mieszaninie  
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III.6 Przemiany fazowe soli choliny i ich mieszanin 

Wszystkie wyniki z poniższej sekcji są zaczerpnięte z publikacji [P1 – P3], w których to 

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru przemian fazowych z użyciem różniczkowej 

kalorymetrii skaningowej.  

Punkt eutektyczny jest główną cechą definiującą mieszaniny eutektyczne. Najbardziej powszechna 

obecnie mieszanina eutektyczna soli choliny - chlorek choliny: mocznik, ma punkt eutektyczny 

wynoszący 66,7% mol. mocznika [HBD] i 33,3% mol. chlorku choliny [HBA] lub stosunek molowy 

HBD:HBA 2:1. Jednakże w toku wielu opisanych badań [6] zaobserwowano, że mieszaniny DES 

potrafią posiadać więcej niż jeden punkt eutektyczny – w zależności od dobranych stosunków 

molowych [23] Obecnie bardzo często, za kryterium definiujące mieszaniny eutektyczne oparte o 

kompozycję: czwartorzędowa sól amoniowa:związek HBD, (poza oczywiście punktem 

eutektycznym) przyjmowane jest występowanie witryfikacji w danym układzie. Na podstawowym 

poziomie rozumienia mieszanin eutektycznych soli choliny, opisane w literaturze badania  [23]  

przyjmują, że za powstanie eutektyku, odpowiedzialne są silne oddziaływania międzycząsteczkowe, 

w tym między innymi wiązania wodorowe powstające pomiędzy składnikami mieszaniny, 

powodujące zwiększenie odległości, pomiędzy anionem, a kationem w soli choliny. W przypadku 

soli choliny, temperatura zeszklenia mieszaniny eutektycznej zależy zarówno od związku HBD, 

stosunku molowego HBA:HBD jak i od samej soli organicznej, użytej do przygotowania danej 

mieszaniny. Zgodnie z literaturą [101] , siła interakcji między HBD i anionem odgrywa kluczową rolę 

w organizacji nowopowstałego układu rozpuszczalnikowego. Powyższe wskazuje, iż kluczowym 

elementem jest zatem struktura samego anionu, jak również jej powinowactwo do tworzenia 

wiązań wodorowych z zastosowanym związkiem typu HBD. Efekt ten jest najbardziej widoczny, dla 

układu mleczan choliny:glicerol (Wykres 5). W przeprowadzonych badaniach, jest to jedyny układ, 

dla którego w badanym zakresie temperatur znaleziono temperaturę zeszklenia powyżej -80oC. 

Obecność dużej ilości grup OH zarówno w glicerolu jak i w anionie mleczanowym, bardzo mocno 

sprzyja powstawaniu nowych wiązań wodorowych. W przypadku wszystkich pozostałych 

przebadanych soli choliny, w studiowanym zakresie temperaturowym, temperaturę zeszklenia 
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zaobserwowano wyłącznie dla mieszanin zawierających mocznik. Podobnie jak w przypadku 

stabilności termicznej, temperatura zeszklenia, powiązana jest bezpośrednio z rodzajem związku 

HBD obecnego w mieszaninie. 
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Wykres 5 Wartości temperatury przejścia fazowego mieszanin soli choliny w zależności od anionu 

soli.  
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III.7 Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera  (FT-IR) 

Wszystkie wyniki z poniższej sekcji są zaczerpnięte z publikacji [P1 – P3], w których to 

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru FT-IR.  

W kontekście rozważań nad wiązaniami wodorowymi w mieszaninach eutektycznych, 

widma FT-IR dostarczają kluczowych informacji na temat interakcji międzycząsteczkowych. W 

szczególności informacje na temat siły oraz liczby wiązań wodorowych obecnych w badanej 

mieszaninie, mają bardzo istotny wpływ na obserwowane charakterystyki widma. W zakresie 

drgań rozciągających O-H (około 3500 do 3000 cm-1) oraz asymetrycznych drgań rozciągających 

C-N+ (954 cm-1). Im silniejsze wiązania wodorowe, tym bardziej pik absorpcji przesuwa się w 

stronę niższych częstości. Opisane w literaturze wyniki badań [121,122] dotyczące spektroskopii 

FT-IR mieszanin eutektycznych soli choliny, opisują, że silniejsze wiązania wodorowe prowadzą do 

obniżenia częstości drgań cząsteczek. W przeciwnym przypadku, słabsze wiązania wodorowe 

przesuwają, piki absorpcji w stronę wyższych częstości. Znaczące jest również to, że wzrost ilości 

wiązań wodorowych prowadzi do zwiększenia intensywności piku, co wynika z proporcjonalnej 

relacji między polem pod krzywą a ilością wiązań.  

Obecne w mieszaninach eutektycznych soli choliny, rozciągające drgania asymetryczne C-

N+ przy liczbie falowej 950 cm-1  – 957 cm-1 są wynikiem oddziaływania kation-anion [123]. 

Wytworzone wiązania wodorowe pomiędzy anionem, a związkiem typu HBD, powodują swoiste 

„odciągnięcie” (oddalenie) anionu od kationu wpływając na intensywność drgań rozciągających. 

Im bardziej oddalony anion od kationu, tym całkowita wartość absorbancji będzie mniejsza niż dla 

tego wiązania, w porównaniu z czystą solą choliny – związkiem typu HBA – czyli prekursorem 

mieszaniny eutektycznej. Przedstawione na poniższym wykresie (Wykres 6 Wykres 

znormalizowanej całkowitej absorbancji dla sygnału na widmie FT-IR w zakresie 950 cm-1 – 957 

cm-1dla mieszanin eutektycznych soli choliny, w odniesieniu do wzorcowego sygnału obecnego w 

tym samym zakresie dla czystej czwartorzędowej soli amoniowej. Wartości znormalizowanej 
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całkowitej absorbancji dla sygnału w zakresie 950 cm-1 – 957 cm-1 (uwzględniające przesunięcie 

względem piku macierzystego danej soli choliny),  
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Wykres 6 Wykres znormalizowanej całkowitej absorbancji dla sygnału na widmie FT-IR w zakresie 

950 cm-1 – 957 cm-1dla mieszanin eutektycznych soli choliny, w odniesieniu do wzorcowego sygnału 

obecnego w tym samym zakresie dla czystej czwartorzędowej soli amoniowej. 

wskazują, iż najsilniejsze wiązania wodorowe, lub też najbardziej liczne, występują przede 

wszystkim w mieszaninach dwuskładnikowych soli choliny z glicerolem lub w przypadku 

mieszanin trójskładnikowych z mocznikiem i glicerolem jednocześnie (wartości >0; dotyczy to 

wszystkich wymienionych w tej pracy soli choliny).  Najsłabsze natomiast, lub też najmniej liczne 

wiązania wodorowe występujące pomiędzy związkami HBA:HBD, w przypadku mieszanin 

dwuskładnikowych znajdują się w mieszaninach eutektycznych z glikolem etylenowym (jedynym 

wyjątkiem jest mieszanina chlorek choliny:glikol etylenowy). W przypadku mieszanin 
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trójskładnikowych, ze względu na dodatkowy składnik, nie można wnioskować, iż sytuacja jest 

analogiczna, gdyż występują również wiązania wodorowe bezpośrednio pomiędzy drugim i 

trzecim składnikiem mieszaniny eutektycznej. Jest to szczególnie, widoczne analizując powyższe 

wyniki w odniesieniu do wyników stabilności termicznej badanych DES. Zgodnie z wynikami 

stabilności termicznej mieszanin, najwyższa stabilność, przypisana została do mieszanin 

zawierających anion 2-hydroksypropanowy. W przypadku mieszaniny trójskładnikowej mleczanu 

choliny z glikolem etylenowym i glicerolem. Potwierdzając tym samym, występowanie większej 

ilości wiązań wodorowych w mieszaninie oraz wynikających z tego usieciowania właściwościach.  

W zgodzie z powyższymi wynikami, siłę wiązań wodorowych w mieszaninach soli choliny z 

analizowanymi związkami HBD, można uszeregować w kolejności anionów: mleczan > octan > 

chlorek > lewulinian. W przypadku związków HBD, najsilniejsze oddziaływania wodorowe, wśród 

badanych mieszanin, występują w układzie z glicerolem w stosunku mollowym 1:2. 

III.8 Hydroliza enzymatyczna  

Hydroliza enzymatyczna jest jedną z najpopularniejszych reakcji enzymatycznych, 

zachodzących w środowisku naturalnym. Jest to proces, w którym enzymy hydrolityczne 

(hydrolazy) rozrywają wiązania w cząsteczkach danej substancji (w substratach) przy udziale 

cząsteczki wody, tworząc w ten sposób nowe związki – produkty hydrolizy. W przeciwieństwie do 

chemicznej hydrolizy, reakcje z udziałem enzymów hydrolitycznych cechują zdecydowanie 

łagodniejsze warunki reakcji oraz zdecydowanie większa czystość otrzymanych produktów oraz 

zdecydowanie bardziej skomplikowany mechanizm samej reakcji (Rys. 9). Dodatkowo w 

przypadku reakcji enzymatycznych zdecydowanie łatwiej uniknąć racemizacji otrzymanego 

produktu [124]. Niemniej jednak, należy zauważyć, iż reakcje hydrolizy enzymatycznej, w 

przeciwieństwie do hydrolizy chemicznej, są reakcjami wysoce zależnymi od substratu. Z tego 

właśnie względu, grupę enzymów hydrolitycznych dzieli się względem substratów, ulegających 

reakcji biokatalitycznej hydrolizy. Do grupy tej zalicza się enzymy takie jak:  
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1. Esterazy – enzymy rozszczepiające wiązania estrowe w lipidach – np.  acetylocholino-

esteraza, która po rozbiciu acetylocholiny na cholinę i kwas octowy pomaga w 

organizmach żywych w przekształceniu impulsu neuronowego w grupę octanową 

2. Fosfatazy – enzymy katalizujące odszczepienie grupy fosforanowej od cząsteczek. 

3. Lipazy – enzymy katalizujące wiązanie w glicerydach 

4. Glikozydazy – enzymy odszczepiające pojedyncze cząsteczki cukrów od oligosacharydów 

5. Peptydazy – enzymy katalizujące wiązania peptydowe. 

6. Nukleozydazy - enzymy hydrolizujące wiązania nukleotydów. 

Mimo iż każda z wyżej wymienionych grup enzymów, skupia enzymy katalizujące reakcję 

hydrolizy, należy pamiętać iż kształt oraz rozmiar centrum aktywnego limituje rodzaj oraz wielkość 

związków, które mogą ulegać hydrolizie enzymatycznej – nawet w obrębie jednej grupy enzymów 

[125]. Ponadto, warunki prowadzenia reakcji enzymatycznej (pH i temp.), w przeciwieństwie do 

reakcji hydrolizy chemicznej, są ściśle określone i zależne od użytego do danej reakcji 

biokatalizatora. Wrażliwość enzymu na w/w warunki, może się zatem również objawiać jako 

czynnik wykluczający użycie danego enzymu do reakcji hydrolizy. Jest to szczególnie istotne z 

punktu widzenia stosowania innych niż woda rozpuszczalników, jako środowiska reakcji 

enzymatycznych. W niniejszej pracy, w celu określenia wpływu środowiska mieszanin 

eutektycznych na enzymatyczne reakcje hydrolizy, przebadane zostały dwa enzymy 

hydrolityczne: 

β-galaktozydaza ( EC 3.2.1.23; Rys. 8) z Kluyveromyces lactis, będąca homotetramerem, składa się 

z czterech identycznych jednostek polipeptydowych, z których każda zawiera 1023 aminokwasy. 

Każda podjednostka, zwana monomerem, zawiera pięć wyraźnie określonych domen 

strukturalnych. Centralna położona, trzecia domena, charakteryzująca się typem fałdowania α/β 

beczki, jest domeną posiadającą centrum aktywne.  β-galaktozydaza wykazuje trzy aktywności 

enzymatyczne. Jest w stanie rozszczepić disacharyd laktozę na glukozę i galaktozę, które 

następnie mogą być wprowadzone do procesu glikolizy. Może katalizować transgalaktozylację 

laktozy do allolaktozy. Może katalizować rozszczepienie allolaktozy na monosacharydy. Działanie 

β-galaktozydazy jest dobrze poznane, dzięki szeroko analizom kinetycznym, biochemicznym, i 



   

 

65 

 

krystalograficznym. Podczas reakcji, substrat początkowo wiąże się blisko szczytu miejsca 

aktywnego, a następnie jest przemieszczany głębiej w kierunku centrum aktywnego. Pierwszy 

etap katalizy, zwany galaktozylacją, rozpoczyna się w momencie powstania stanu przejściowego 

reakcji, w wyniku dostarczenia protonu przez aminokwas Glu461 do atomu tlenu w wiązaniu 

glikozydowym. Galaktoza, obecna w laktozie, zostaje początkowo kowalencyjnie związana z 

enzymem β-galaktozydazy. Następnie wiązanie kowalencyjne między galaktozą a enzymem 

zostaje rozerwane przez cząsteczkę wody, co prowadzi do rozkładu laktozy na galaktozę i glukozę. 

W przypadku nadmiaru substratu, jakim jest laktoza, akceptorem w rozerwaniu wiązania 

kowalencyjnego stanu przejściowego może być cząsteczka glukozy zawarta w laktozie. W wyniku 

tego procesu powstaje allolaktoza w reakcji odwrotnej transgalaktozylacji. β-galaktozydaza 

umożliwia więc zarówno hydrolizę, jak i transgalaktozylację, w zależności od dostępności 

substratu. [60].  

 

Rys. 8 Enzym β-galaktozydaza; Homotetramer złożony z czterech podjednostek o masie 116 kDa 

każda. Struktura pozyskana z bazy Protein Data Bank, rcsb.org; nr struktury 6DRV; obraz 

wygenerowany z użyciem oprogramowania PyMol. Cztery podjednostki tworzące oligomer 

zaznaczone zostały osobnymi kolorami. 
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Rys. 9 Schemat reakcji dla β-galaktozydazy. Galaktozyd (Gal-OR) początkowo zostaje związany z 

enzymem (E) w pobliżu miejsca aktywnego (wiązanie płytkie z użyciem Glu441), następnie, substrat 

przemieszczony zostaje do centrum aktywnego. Pierwszy etap chemiczny (galaktozylacja) jest tutaj 

pokazany jako rozpoczynający się od układu E•Gal-OR1 i przechodzący przez stan przejściowy 

enzym•TS1 (przejściowe wiązanie kowalencyjne E-Gal), uwalniając pierwszy produkt HOR1. 

Następnie w procesie degalaktozylacji, stan przejściowy E-Gal, przy udziale wody, przekształcany 

jest w drugi stan przejściowy enzym•TS2, który prowadzi do kompleksu enzym-produkt (E•Gal), 

który to w efekcie, ostatecznie uwalnia drugi produkt – galaktozę. W przypadku produkcji 

allolaktozy, pierwszy produkt (glukoza) nie jest uwalniany i działa jako akceptor dla reakcji 

degalaktozylacji, uwalniając disacharyd, allolaktozę [60]. 
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Lipaza (EC 3.1.1.3;Rys. 1) z Candida antarctica – jest jednym z najbardziej poznanych w świecie 

nauki enzymów. Należy do grupy hydrolaz, katalizujących hydrolizę wiązania estrowego związków 

karboksylowych nierozpuszczalnych w wodzie, takich jak trójglicerydy czy fosfolipidy. Reakcja 

hydrolizy przebiega według mechanizmu dwuetapowego. tzw. "aktywacji na granicy faz". 

Centrum aktywne enzymu, ukryte pod domeną osłaniającą, aktywowane jest w obecności granicy 

faz wodno-lipidowej. Aktywacja ta skutkuje zmianą konformacyjną, indukującą odsłonięcie 

hydrofobowego centrum aktywnego. Następnie wciągnięty do środka substrat, ulega hydrolizie z 

udziałem triady katalitycznej lipazy, złożonej z aminokwasów Ser105, His224, and Asp187. 

Najpierw kwas asparaginowy tworzy wiązanie wodorowe z histydyną, zwiększając pKa azotu 

imidazolu histydyny. Pozwala to histydynie działać jako silna zasada i deprotonować serynę. 

Deprotonowana seryna służy następnie jako nukleofil, atakując węgiel karbonylowy estru jednego 

z kwasów tłuszczowych na 1 lub 3 węglu w cząsteczce glicerolu będącego substratem lipidowym. 

Po zaatakowaniu lipidu tworzy się ujemnie naładowany pośrednik tetraedryczny, stabilizowany 

przez aminokwasy: fenyloalaninę i leucynę. Grupa karbonylowa ulega odtworzeniu, z segmentem 

szkieletu glicerolu działającym jako grupa opuszczająca. Cząsteczka wody następnie przekazuje 

proton do histydyny, tworząc reaktywny anion hydroksylowy. Anion hydroksylowy może 

następnie zaatakować węgiel karbonylowy lipidu, tworząc kolejny ujemnie naładowany pośrednik 

tetraedryczny, który jest ponownie stabilizowany przez dwie wspomniane reszty aminokwasowe. 

Po rekonstrukcji karbonylu, kataliczna seryna jest uwalniana, a monogliceryd i monomery kwasów 

tłuszczowych dyfundują do środowiska reakcji, robiąc miejsce dla kolejnej cząsteczki trójglicerydu 

[126].  
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Rys. 10 Struktura lipaza z Candida antarctica (CALB). Struktura została pozyskana z bazy Protein 

Data Bank, rcsb.org; nr struktury 4K6G; obraz wygenerowany z użyciem oprogramowania PyMol.  

 

 

 

Rys. 11 Schemat reakcji acylacji oraz deacylacji dla enzymu CALB.   
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III.8.1 Stabilność wybranych enzymów z grupy hydrolaz.  

Wszystkie wyniki z poniższej sekcji są zaczerpnięte z publikacji [P1 – P3], w których to 

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru stabilności, dla danego enzymu.  

Wszystkie enzymy hydrolityczne, są wrażliwe na zmiany zarówno pH jak i temperatury 

środowiska reakcji. Chcąc osiągnąć stabilne warunki pracy enzymu, stosuje się odpowiednie do 

danej reakcji pH roztworu (korzystając z odpowiednich buforów) oraz stabilizując temperaturę, 

na poziomie zapewniającym stabilność oraz maksymalną wydajność reakcji.  Zgodnie z wynikami 

dotychczasowych badań nad wpływem rozpuszczalnika (jako medium reakcji) na enzymy 

hydrolityczne, należy stwierdzić, iż stabilizacja biokatalizatora jest możliwa, poprzez zastosowanie 

jako środowiska reakcji biokatalitycznej, rozpuszczalników organicznych [127], cieczy jonowych 

[47,84,128] oraz mieszanin eutektycznych [129,130]. Aby zatem określić potencjalną przydatność 

nowego środowiska reakcji (ciecz jonowa/mieszanina eutektyczna) dla reakcji enzymatycznej 

koniecznym jest wykluczyć działanie inhibicyjne danej cieczy. 

Stabilność enzymu jest kluczowym parametrem decydującym o jego dalszym 

zastosowaniu, dlatego też ocena stabilności zarówno β-galaktozydazy  jak i lipazy CALB została 

przeprowadzona we wszystkich przedstawionych rozpuszczalnikach, przed dokonaniem pomiaru 

aktywności operacyjnej enzymu [131]. Enzym najpierw inkubowano w każdym układzie 

rozpuszczalników przez określony czas (30 i 60 min) w różnych temperaturach 

(30 i 40 oC), a następnie przeniesiono do standardowego roztworu buforowego, w którym 

przeprowadzono reakcję enzymatyczną. Wyniki wyrażono jako względną aktywność, względem 

próby kontrolnej (bez dodatku mieszaniny eutektycznej) po inkubacji z enzymem w tym samym 

czasie. Testy te wykorzystano do określenia spadku aktywności w funkcji czasu, w wybranym 

zakresie temperatur (30 – 40oC). Biorąc pod uwagę wyniki wcześniejszych badań Toledo i in. oraz 

Xu i in. postawiono hipotezę, że obecność specyficznego anionu organicznego zamiast anionu 

nieorganicznego w czwartorzędowej soli amoniowej, wraz z obecnością poliolu (jako związku 

HBD) wywiera istotny wpływ na aktywność enzymatyczną. Szczególnie ma to miejsce, gdy 
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mieszaniny soli choliny dodawane są w małej objętości. Dodatkowo, wyniki obrazujące podobne 

zachowanie enzymów hydrolitycznych, przedstawia również praca Xu i wsp. oraz Toledo i wsp.  

[75,112].  

W przypadku enzymu β-galaktozydazy, hydrolizującego wiązanie o-glikozydowe w 

laktozie, każda przedstawiona w tej rozprawie sól choliny zawierająca anion organiczny, wykazała 

się działaniem wzmacniającym stabilność enzymu. Przedstawione na poniższym wykresie 

stabilności dotyczą wyników zebranych w publikacjach [P1-P3]. Akronim Ch[Lac]-2 dotyczy 

wyników otrzymanych w środowisku mleczanu choliny dla reakcji hydrolizy z udziałem lipazy 

(CALB). Wyniki przedstawione na wykresie (Wykres 7) zostały zawężone do prób zawierających 

10% stężenie mieszaniny soli choliny. W przypadku lipazy, tylko mleczan choliny, oraz, zgodnie z 

literaturą, chlorek choliny], okazały się cieczami nie wpływającymi negatywnie na stabilność CALB 

[38,66,132].  

W przypadku β-galaktozydazy, najwyższa stabilność w czasie, ze względu na anion w soli choliny, 

przypisana może zostać do mieszanin zawierających glikol etylenowy, glicerol lub mieszaninę ich 

obu. Podobnie w przypadku mieszanin zawierających mocznik, co jest raczej nieoczekiwaną 

obserwacją, gdyż mocznik jest powszechnie znanym środkiem denaturującym enzymy [109,110]. 

Analiza powyższych wyników pokazuje również, że najwyższą aktywność względną uzyskano dla 

mieszaniny z układami eutektycznymi zawierającymi poliole – glikol etylenowy i glicerol. Nie jest 

to zaskakujące odkrycie, gdyż powszechnie wiadomo, że glicerol jest środkiem stabilizującym 

enzym [52]. Interesujące jest natomiast to, że glikol etylenowy daje podobne lub nawet lepsze 

wyniki szczególnie w obecność lewulinianu choliny. Podobnie ma się sytuacja w przypadku, 

stabilności hydrolaz względem temperatury. W przypadku badanych soli choliny, dla każdego 

enzymu dodatek cieczy jonowej, poprawił wynik stabilności enzymu względem próby kontrolnej. 

Niemniej jednak przy wyższych wartościach temperatur, pozytywy wpływ glikolu etylenowego 

zanika i tylko układy zawierające mieszaniny soli choliny o najwyższym stężeniu glicerolu (1:2) 

pozwalają enzymowi zachować swoją aktywność na poziomie wyższym niż dla próby kontrolnej 

w tej samej temperaturze [109,110]. Są to jednak wartości zdecydowanie niższe niż dla optimum 

temperaturowego (30oC). W przypadku β-galaktozydazy, tylko dla mieszaniny lewulinianu choliny 
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z glicerolem, stabilność temperaturowa wyrażona w relatywnej aktywności do próby kontrolnej 

w 30oC, spadła o 50%. Jest to jednocześnie 50-krotnie wyższy wynik, niż dla próby kontrolnej w 

tej samej temperaturze [110]. Mimo iż zgodnie z literaturą, posądzany o pozytywny wpływ na 

stabilność enzymu jest głównie glicerol [52], podobny efekt wywołuje również obecność soli 

choliny. Fenomen ten zaobserwowany został zarówno w publikacjach [P1-P3] dla każdego z 

badanych enzymów jak również, w literaturze [52,112,133]. Zebrane powyżej wyniki, obrazują, iż 

dla badanych enzymów, nie ma wspólnej zależności – względem zarówno badanych soli choliny 

jak i ich mieszanin.  W przypadku β-galaktozydazy do inhibicji lub wręcz denaturacji białka 

dochodzi w środowisku wodnym, w którym zawartość badanej soli choliny lub jej mieszaniny 

eutektycznej 

U

Gly

U:Gly

EthGly

U:EthGly

Gly:EthGly

0% 50% 100% 150%

Względna aktywność enzymatyczna [%]

 Ch[Lev]
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 Ch[OAc]

 Ch[Cl]
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Wykres 7 Wykres wartości względnej aktywności enzymu β-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 swoją stabilność przy 

obecności wody mniejszej niż 2% (>98% soli choliny lub jej mieszaniny), dodatkowo, co 

przedstawiają wyniki w publikacji [P3], w stężeniu powyżej 98% DES w wodzie, lipaza CALB jest 

stabilna (Wykres 8) oraz możliwe jest prowadzenie reakcji estryfikacji i transestryfikacji.  
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Wykres 8 Profil stabilności termicznej lipazy CALB w mieszaninach mleczanu choliny ze związkami 

HBD  
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III.8.2 Aktywność wybranych enzymów z grupy hydrolaz.  

Wszystkie wyniki z poniższej sekcji są zaczerpnięte z publikacji [P1 – P3], w których to 

opisana jest metodyka prowadzenia pomiaru aktywności dla danego enzymu.  

Podobnie jak wszystkie katalizatory, enzymy zwiększają szybkość reakcji, obniżając jej 

energię aktywacji. Chemicznie, enzymy są jak każdy katalizator i nie są zużywane w reakcjach 

chemicznych ani nie zmieniają równowagi reakcji. W przeciwieństwie jednak do typowo 

chemicznych katalizatorów, enzymy są zdecydowanie bardziej specyficzne, tracąc swoją zdolności 

operacyjne poza optymalnymi warunkami (temperaturą i pH) lub wręcz ulegając trwalej 

denaturacji pod wpływem zbyt wysokiej temperatury, tracąc wówczas swoją strukturę i 

właściwości katalityczne, na skutek całkowitego rozfałdowania struktury enzymu. W przypadku 

opisanych soli choliny oraz ich mieszanin, należy zauważyć, iż największy wpływ na zdolności 

operacyjne enzymu, wywiera anion w soli choliny. Jest to szczególnie obserwowalne w  przypadku 

wyników badań w publikacjach [P1-P2] oraz w literaturze [75,112,133]. W przypadku gdy Ch[Cl] 

hamował aktywność β-Gal nawet przy niskim stężeniu mieszaniny soli choliny w roztworze 

reakcyjnym, w obecności Ch[OAc] lub Ch[Lev] aktywność β-galaktozydazy wzrastała kilkukrotnie. 

Dodatkowo, zaobserwowano, iż wraz ze zmniejszającym się stężeniem mieszaniny Ch[Cl] (z 

dowolnym związkiem HBD) w wodzie, aktywność β-galaktozydazy wzrastała. Mimo to mieszaniny 

eutektyczne chlorku choliny, bez względu na stężenie, w badanych zakresach, nigdy nie osiągnęły 

wartości aktywności enzymatycznej obserwowanych w próbie kontrolnej. W przypadku 

natomiast, gdy anion soli choliny był organiczny, wartości aktywności enzymatycznej, 

zdecydowanie przewyższały wartości próby kontrolnej, już przy 5% stężeniu soli (lub mieszaniny) 

w medium reakcyjnym. Aktywność enzymatyczna prawie wszystkich przebadanych mieszanin soli 

choliny na bazie octanu choliny oraz lewulinianu, nawet z mocznikiem, przy stosunku 

procentowym między 5% a 20% (v/v) mieszanina eutektyczna – bufor NaHPO4 (odpowiednio 

95%–80%) wykazują znacznie większą aktywność w porównaniu z próbą kontrolną. Najbardziej 

stymulujący efekt dla aktywności β-Gal, (wzrost o ponad 270%) zaobserwowano w mieszaninie 

zawierającej dodatek 5% mieszaniny soli choliny (lewulinianu, octanu oraz mleczanu) z glicerolem 

oraz/lub z glikolem etylenowym. Na szczególną uwagę, zasługuje tutaj jednak lewulinian choliny. 
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Wyniki przedstawione w publikacji [P2] wykazały, iż zarówno lewulinian choliny jak i jego 

mieszaniny wywierają amplifikujący wpływ na aktywność hydrolityczną β-galaktozydazy, a 

najwyższe wartości aktywności zaobserwowane została dla mieszanin zawierających poliole, w 

szczególności glikol etylenowy oraz glicerol, w stężeniach poniżej 20%.  

Dodatkowo, badania nad kinetyką reakcji (Wykres 9) wykazały. iż dodatek samej soli 

choliny (Ch[Lev]) również wzmocniło względną aktywność badanego enzymu – ponad 

dwukrotnie, już przy 5% stężeniu. We wszystkich badanych próbkach zawierających lewulinian 

choliny [w stężeniach 5%, 10%, 15%, 20% (v/v)] dodanych do roztworu buforowego (środowisko 

reakcji enzymatycznej), odnotowano wyższe wartości aktywności hydrolitycznej β-galaktozydazy. 

Nawet dla mieszaniny eutektycznej zawierającej w swoim składzie mocznik, w stężeniu od 5% do 

20% (v/v) aktywności β-galaktozydazy były wyższe niż w próbie kontrolnej. Najwyższe wartości, 

ponownie zaobserwowano dla mieszanin, w których składzie jako HBD zastosowano poliole 

(Ch[Lev]:Gly; Ch[Lev]:EthGly Ch[Lev]:EthGly:Gly, Ch[Lev]:U:Gly, Ch[Lev]:U:EthGly). Najbardziej 

znaczący wynik można zaobserwować w środowisku reakcji enzymatycznej, zawierającym 15% 

mieszaniny Ch[Lev]:EthGly, w którym to aktywność β-galaktozydazy wzrosła prawie 5,5-krotnie. 

Znamienne jest, że podobny efekt zaobserwowany został dla rozpuszczalników zawierających 

mocznik. Jak wspomniano powyżej, mocznik znany jest z właściwości denaturujących białka [134], 

jednak mieszaniny soli choliny z mocznikiem jako związkiem HBD, również wykazują właściwości 

wzmacniające aktywność β-galaktozydazy. Mimo niewielkiej ilości obecnie doniesień 

literaturowych porównywalnych z powyższymi, podobne zjawisko zostało zaobserwowane 

również dla innych enzymów z grupy hydrolaz [52,75,112]. Niemniej jednak, wspomniane 

doniesienia literaturowe, bardziej skupiają swą uwagę na pozytywnym wpływie użytego w 

mieszaninie soli choliny, danego związku HBD [112]. Powyższe wyniki uwzględnione w 

publikacjach [P1-P2] wykluczają zatem proponowaną w literaturze hipotezę, o wyłącznym 

wpływie związków typu HBD, na stabilność i aktywność enzymów  

w mieszaninie eutektycznej [112]. Co więcej, pokazują, że wzrost aktywności enzymatycznej jest 

również bezpośrednio związany z rodzajem anionu w czwartorzędowej soli amoniowej [135] oraz 

z oddziaływaniami anion soli choliny – związek HBD oraz anion soli choliny – powierzchnia enzymu 

[83,90,136–138]. W przypadku osobno stosowanych rozpuszczalników, dla obu przypadków 
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(lewulinian choliny i glikol etylenowy), zaobserwowano wzrost aktywności enzymatycznej 

względem próby kontrolnej w wodzie. Wyniki badania kinetyki  

reakcji, pokazują, iż efekt wzrostu jest 70% większy w przypadku mieszaniny lewulinian choliny: 

glikol etylenowy – niż w przypadku samego glikolu etylenowego w identycznym 10% stężeniu 

(Wykres 9) 
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Wykres 9. Profil kinetyczny hydrolizy laktozy prowadzonej przez β-galaktozydazę, 

w środowisku reakcji, zawierającym różne stężenia analizowanych mieszanin lewulinianu choliny  

z glicerolem oraz z glikolem etylenowym 
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Należy jednak zauważyć, iż wzrost aktywności β-galaktozydazy w środowisku mieszanin 

soli choliny jest również zjawiskiem zależnym od stosowanego substratu. W przypadku β-

galaktozydazy, wzrost aktywności enzymatycznej obserwowany podczas hydrolizy laktozy 

(naturalnego substratu) był o 50% niższy niż dla substratu modelowego (ONPG) gdzie 

zaobserwowany został wzrost aktywności o blisko 600% względem próby kontrolnej. 

Przeprowadzone modelowe reakcję z laktozą, jako naturalnym substratem dla β-galaktozydazy, 

pokazały, iż mieszaniny lewulinianu choliny również ze związkami 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 oddziałują na enzym, powodując wzrost 

aktywności β-galaktozydazy w porównaniu do próby kontrolnej. Ponownie, najwyższa aktywność 

hydrolityczna zaobserwowana została dla układów lewulinian choliny: glikol etylenowy lub/i 

glicerol (1:2 mol:mol, stężeniach 5% - 20% do w buforze). Niemniej jednak z substratem 

naturalnym – laktozą – najwyższe wartości aktywności enzymatycznej (wzrost o 300% względem 

próby kontrolnej) są wynikiem niższym niż dla modelowego substratu ONPG. Wynika to zarówno 

z rozmiaru jak i struktury substratu. Liczne grupy OH w laktozie, również bowiem oddziałują 

zarówno z anionem soli choliny jak i ze związkiem HBD. Pozytywny wpływ oddziaływań anionu 

soli choliny obrazuje wzrost aktywności β-galaktozydazy, w reakcji hydrolizy dla modelowego 

substratu ONPG. Opisane w niniejszej pracy mieszaniny soli choliny/sole choliny zawierające 

anion organiczny, aktywują enzym, zwiększając – wydajność reakcji enzymatycznej.  W każdym 

badanym przypadku, aktywność β-galaktozydazy była blisko lub ponad, trzykrotnie w porównaniu 

z próbą kontrolną (Wykres 10). 
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Wykres 10 Względna aktywność enzymatyczna β-galaktozydazy w reakcji hydrolizy  

(A – substratu ONPG; B – laktozy)  w środowisku mieszanin eutektycznych zawierających lewulinian 

choliny oraz związki HBD. C  Względna aktywność enzymatyczna β-galaktozydazy w reakcji 

hydrolizy latkozy w środowisku zawierającym mieszaninę eutektyczną lewulinian choliny : glikol 

etylenowy, w zależności od stężenia mieszaniny w środowisku reakcji. 



   

 

78 

 

Wyniki przedstawione w publikacji [P3] analizujące wpływ mleczanu choliny na reakcję 

hydrolizy enzymatycznej z udziałem lipazy CALB , pokazały, iż zarówno zaobserwowane jak i 

opisane w literaturze [49,112,139,140] zjawisko wzrostu aktywności hydrolaz, przypisywane jest 

obecności dużej ilości grup -OH. Pozytywny wpływ glicerolu bądź glikolu etylenowego, 

zwiększający wartości aktywności enzymatycznej, nie został bowiem zaobserwowany, dla żadnej 

z opisanych w niniejszej pracy soli choliny, ani ich mieszanin – w reakcji z lipazą CALB. W 

przeciwieństwie do β-galaktozydazy, lakazy, β-glukozydazy wyższe wartości aktywności 

enzymatycznej, obserwowane są, według literatury [75,76,112,133] np. dla układu chlorek lub 

octan lub mleczan choliny:mocznik przy zawartości wody w mieszaninie w zakresie 5% - 15%. 

Wśród publikacji naukowych, wyjaśnienia tych zjawisk upatruje się głównie w eksperymentach 

obliczeniowych jak również w eksperymentach z użyciem spektroskopii 15N NMR.  

Przeprowadzone badania przez C. Ma. i wsp. [22,86] nad dysocjacją cieczy jonowych, mieszanin 

eutektycznych, oraz nad interakcjami w wodzie pomiędzy tymi rozpuszczalnikami, a powierzchnią 

białka, sugerują zależność wzrostu aktywności enzymu od rodzaju grup funkcyjnych obecnych w 

mieszaninie i ich zdolności do tworzenia wiązań wodorowych.  
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Wykres 11 Względna aktywność hydrolityczna lipazy CALB w reakcji hydrolizy propionianu pentylu 

w środowisku zawierającym mieszaniny eutektyczne mleczanu choliny, Próba kontrolna 

zdefiniowana jako znormalizowana aktywność enzymatyczna =100% 

 

Analiza wyników uzyskanych we wspomnianych publikacjach [P1-P3] pokazała, że wpływ soli 

choliny na aktywność enzymatyczną enzymów hydrolitycznych (β-galaktozydazy i lipazy) jest 

zależny nie tylko od rodzaju anionu, ale również od rodzaju związków HBD w roztworze. 

Zauważono znaczące zwiększenie aktywności enzymatycznej przy użyciu soli zawierających 

aniony organiczne, takie jak lewulinian czy octan, szczególnie w obecności glicerolu lub glikolu 

etylenowego, co sugeruje synergistyczne działanie tych składników, w przypadku  

β-galaktozydazy [110]. Układy zawierające mocznik, pomimo jego potencjalnie denaturujących 

właściwości, również nie hamowały, a w niektórych przypadkach nawet zwiększał aktywność 

enzymatyczną. Niska reaktywność mocznika, względem powierzchni enzymu w mieszaninach 
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eutektycznych, została już wcześniej zaobserwowana w literaturze [75,112]. Zjawisko to 

przypisywane jest bardzo silnym wiązaniem wodorowym pomiędzy grupami -NH2 w moczniku, a 

anionem soli choliny. Niemniej jednak, te same sole choliny, w przypadku hydrolizy 

enzymatycznej z udziałem lipazy CALB dezaktywowały zdolności katalityczne enzymu. W 

literaturze opisano podobne efekty wzrostu aktywności hydrolitycznej innych enzymów w 

obecności soli choliny i związków HBD, co wskazuje na potencjalne uniwersalne mechanizmy 

oddziaływania tych składników na enzymy [49,75,112,141] . Warto jednak podkreślić, że wyniki 

te są pierwszym krokiem w kierunku pełnego zrozumienia wpływu środowiska reakcji na 

aktywność enzymów i wskazują na potrzebę dalszych, szczegółowych badań. W przyszłości 

kluczowe będzie zbadanie, jak specyficzne interakcje między anionami soli choliny a związkami 

HBD wpływają na konformację enzymów oraz ich aktywność w różnych warunkach reakcyjnych.  
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IV Wnioski 

W pracy przedstawiono syntezę i charakterystykę mieszanin typu DES i LTTM z kationem 

choliny oraz anionami nieorganicznym chlorkowym oraz organicznymi: octanowym, lewulinowym, 

mleczanowym oraz możliwość ich zastosowania jako nowego środowiska w reakcjach biokatalizy, 

ze szczególnym uwzględnieniem hydrolizy enzymatycznej z udziałem enzymów z grupy hydrolaz.  

Celem naukowym przedstawionej rozprawy doktorskiej były:  

1. Synteza i charakterystyka właściwości fizykochemiczne mieszanin typu DES i LTTM 

powstałych z różnych soli choliny  

2. Badania nad wykorzystaniem mieszanin DES i LTTM jako nowego środowiska lub 

modyfikatora środowiska reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziałem wybranych 

enzymów z grupy hydrolaz 

W odniesieniu do pierwszego celu przedstawionej pracy doktorskiej, przeprowadzone 

eksperymenty pozwoliły na wyciągnięcie następujących wniosków: 

1. Charakter oraz strukturalne cechy anionów soli choliny determinują ich zdolność do 

tworzenia wiązań wodorowych i mieszanin DES oraz LTTM, poprzez modyfikowanie 

wartości entalpi tworzenia kationu choliny, co znacząco wpływa na ich właściwości 

fizykochemiczne (publikacja P1-P3). 

2. Typ związku HBD ma bezpośredni wpływ na właściwości fizykochemiczne mieszanin soli 

choliny, jednakże wpływ ten jest mniejszy niż wpływ anionu obecnego w soli choliny 

(publikacja P1-P3). 
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3. Aniony w solach choliny tworzą złożone interakcje z związkami HBD, co bezpośrednio 

wpływa na właściwości fizykochemiczne mieszanin soli choliny (publikacja P1-P3). 

4. Gęstość mieszanin typu DES i LTTM zależy od anionu w soli choliny w mieszaninie. Nie jest 

to jednak wyznacznikiem siły wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie, a efektem 

struktury przestrzennej powstałej sieci wiązań wodorowych Przebadane mieszaniny 

można uszeregować w kolejności chlorek > mleczan > octan > lewulinian.  

Gęstość mieszanin typu DES i LTTM nie jest wartością addytywną jej składowych 

(publikacja P1-P3). 

5. Najsłabsze oddziaływania wodorowe spośród badanych układów są obecne w 

mieszaninach octanu choliny oraz lewulinianu choliny, w układach zarówno z glicerolem 

jak i mocznikiem. Mieszaniny te wykazują niższe wartości 𝐸𝑎, co sugeruje słabsze 

oddziaływania wiązań wodorowych w mieszaninie. Mieszaniny z glicerolem i/lub glikolem 

etylenowym w układach z chlorkiem choliny lub mleczanem choliny wykazują większe 

wartości 𝐸𝑎, co wskazuje na bardziej złożone oddziaływania wiązań wodorowych w 

mieszaninie. Najwyższe wartości 𝐸𝑎spośród badanych mieszanin eutektycznych, przypisać 

należy do mieszanin zawierających mocznik oraz mleczan choliny (publikacja P1-P3). 

6. Przebadane mieszaniny soli choliny typu DES i LTTM wpisują się w dotychczasowe badania 

naukowe, wykazując iż im mniejsza różnica pomiędzy wielkością kationu i anionu tym 

niższe przewodnictwo (publikacja P1-P3). 

7. Siła wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie jest zależna od rodzaju anionu w soli 

choliny oraz typu związku HBD, co przekłada się na stabilność termiczną tychże mieszanin. 

Im większa sieć wiązań wodorowych obecnych w mieszaninie, tym wyższa temperatura 

początkowa procesu degradacji Tonset-5%. (publikacja P1-P3).  
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W odniesieniu do drugiego celu przedstawionej pracy doktorskiej, przeprowadzone 

eksperymenty pozwoliły na wyciągnięcie następujących wniosków: 

 

1. Wzrost aktywności enzymatycznej jest bezpośrednio związany z rodzajem anionu soli 

choliny oraz z oddziaływaniem anion soli choliny – związek HBD oraz anion soli choliny – 

powierzchnia enzymu. Niskie stężenia mieszanin soli choliny ze związkami HBD, w 

środowisku wodnym, mogą stabilizować enzymy hydrolityczne, zwiększając ich stabilność 

termiczną. Wzrost aktywności enzymatycznej wynikający z obecności mieszaniny soli 

choliny w medium reakcyjnym, w niskim stężeniu (<20%), przewyższa wpływ na aktywność 

enzymatyczną obu związków stosowanych osobno, w tym samym stężeniu. Potwierdza to 

synergistyczne działanie obu związków obecnych w mieszaninie. Dodatkowo, wpływ 

stężenia mieszaniny soli choliny (ze związkami HBD) na parametry operacyjne enzymu β-

galaktozydazy jest zależny od substratu użytego w reakcji.  

W reakcji hydrolizy enzymatycznej z udziałem β-galaktozydazy – dla reakcji hydrolizy w 

środowisku lewulinianu choliny z glikolem etylenowym z naturalnym substratem (laktozą) 

aktywność enzymatyczna była 50% niższa, niż dla reakcji hydrolizy z modelowym 

substratem ONPG, przy tym samym stężeniu mieszaniny dla obu reakcji. (odpowiednio 

300% i 600% wzrost aktywności względem próby kontrolnej) (publikacja P1-P2) 

2. Niskie stężenie mieszaniny typu DES lub LTTM soli choliny w medium reakcyjnym może 

zwiększyć parametry operacyjne enzymów w procesach biokatalizy, jest to jednak zależne 

od charakteru biokatalizatora, mechanizmu reakcji oraz od substratu użytego w danej 

reakcji  (publikacja P1-P2).  

3. W zależności od stężenia mieszaniny eutektycznej w medium reakcyjnym, enzymy mogą 

zachowywać stabilność jednocześnie wykazując aktywność inną, niż aktywność 

hydrolityczna, czego przykładem jest zdolność lipazy do prowadzenia reakcji 
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transestryfikacji, w środowisku mieszanin LTTM powstałych przy udziale mleczanu choliny 

(publikacja P1-P2). 

Podsumowując, moje badania ujawniają znaczący potencjał mieszanin eutektycznych w 

biokatalizie, jednocześnie zwracając uwagę na konieczność dalszych badań, aby przezwyciężyć 

istniejące ograniczenia i pełniej wykorzystać ich potencjał w przemyśle. Odkrycia te otwierają 

nowe możliwości dla optymalizacji procesów biokatalizy, podkreślając rolę szczegółowej analizy 

interakcji między solami choliny, ich anionami, a enzymami. Do największych ograniczeń 

badawczych należą precyzyjność oraz specyfika modelowania molekularnego oraz metody 

spektroskopii 15N HN-HSQC z udziałem enzymów. Połączenie tych dwóch metod, może 

pozwolić na głębsze zrozumienie mechanizmu odpowiedzialnego za wzrost wydajności reakcji 

enzymatycznej w obecności soli choliny.  
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Figure S1. Viscosity of DESs based on choline levulinate depend on used HBD. 
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Figure S2. DSC chart of choline levulinate based DES 
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Figure S3. TGA charts based on choline levulinate containing (A) 1 HBD and (B) 2 HBD
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Figure S4. FT-IR Spectra of choline levulinate based DESs 
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Figure S5 1H NMR spectrum of choline levulinate 
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Figure S6 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:urea 

 

Figure S7 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:glycerol 
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Figure S8 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:ethylene glycol 

 

 

 

Figure S9 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:urea:glycerol 
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Figure S10 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:urea:ethylene glycol 

 

 

 

Figure S11 1H NMR spectrum of DES - choline levulinate:glycerol:ethylene glycol 
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Figure S12  Reaction kinetics for choline levulinate based DES with ethylene glycol and 

glycerol and liquid HBD compounds at various concentrations [A – 5%; B – 10%; C – 15%, 

D – 20%] 
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Figure S13 Hydrolysis of lactose – yield of glucose in choline levulinate based DES after 

one hour of incubation; starting concentration of lactose – 80mM 
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