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Sazetak: Porast globalne ekoloske svijesti znacajno je utjecao na razvoj podruéja zelene kemije u sklopu
kojega su od velikog interesa istrazivanja o sintezi, svojstvima i primjeni niskotemperaturnih eutektickih
otapala. Niskotemperaturna eutekticka otapala su zbog svoje niske toksi¢nosti, biorazgradivosti i
jednostavne pripreme istisnula svoje prethodnike, ionske kapljvine te se smatra da su pogodnija ,,zelena“
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1. UVOD

Niskotemperaturna eutekticka otapala su mjeSavine dvije ili viSe jeftinih, obnovljivih i
biorazgradivih komponenata, od kojih je jedna najceSce sol kolin-Klorida, te su zbog svoje
lakoce pripreme, niske cijene, kemijske inertnosti s vodom, biorazgradivosti iz upotrebe gotovo
istisnule ionske kapljevine (Paiva i sur., 2014). Glavna prednost niskotemperaturnih
cutekti¢kih otapala proizlazi iz njihovog sastava, budu¢i da interakcije vodikovih veza izmedu
sastavnih komponenata utjeCu na smanjenje taliSta mjesavine zbog ¢ega su niskotemperaturna
eutekticka otapala najcesce u tekuc¢em stanju pri sobnoj temperaturi (Aroso i sur, 2015). Kako
se najces¢e smjesa sastoji od molekula prirodno prisutnih u prirodi kao $to je to slucaj kod

prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala karakterizira ih niska toksi¢nost (Dai i sur.,

2013a).

Dodavanjem farmaceutski aktivne stvari u sastav niskotemperaturnih eutektickih otapala dobije
se terapeutsko niskotemperaturno eutekticko otapalo sa izrazenim bioaktivnim komponentama
zbog Cega se sve vise radi na dizajnu novih terapeutskih otapala. Prednost ovih otapala veliki
je prinos u kojem nema gubitaka zahvaljujuci jednostavnoj pripremi koja ne zahtijeva daljnje
korake proc¢i$¢avanja (Paiva i sur., 2014) Sto olakSava scale — up procesa, a posebice njegovu
primjenu u farmaceutskoj industriji (Schultheiss i Newman, 2009). Buduc¢i da biodostupnost
farmaceutski aktivne tvari ovisi ponajvise o topljivosti i permeabilnosti aktivne tvari, upotreba
niskotemperaturnih eutektickih otapala u kompleksu sa farmaceutski aktivnom tvari jedan je od
istrazivanijih pristupa u mehanizma dobave djelatne tvari do ciljanih stanica i tkiva (Kawabata
i sur., 2011).

Biofarmaceutski klasifikacijski sistem klasificira farmaceutski aktivne tvari u 4 kategorije
ovisno o topljivosti i permeabilnosti svake te je postao temelj za odredivanje primijenjenih doza
djelatnih tvari (Amidon i sur., 1995). Kako bi se prevladao problem niske topljivosti i male
permeabilnosti koriste se metode za njihove povecanje u svrhu postizanja vece biodostupnosti,
od kojih se za povecanje permeabilnosti najcesée koristi PAMPA test, a za ispitivanje
citotoksic¢nosti i permeabilnosti farmaceutskih aktivnih tvari i niskotemperaturnih eutekti¢kih
otapala najcesce se koriste stani¢ne linije Caco -2. Cilj ovog diplomskog rada je dati teorijski
pregled svojstava niskotemperaturnih eutektickih otapala, njihove podjele i primjene s
naglaskom na primjenu u farmaceutskoj industriji za razvoj novih formulacija djelatnih
farmaceutskih tvari niske topljivosti i permeabilnosti kako bi se u konac¢nici povecala njihova

biodostupnost.



2. TEORIJSKI DIO

Posljednjih godina, sveukupno ¢ovjecanstvo, ali i svjetske vlade i vodstva raznih tvrtki svjesne
Su ugrozenosti opstanka planeta te je dizajn ekoloski prihvatljivih otapala u podru¢ju zelene
kemije pronaSao strateSko mjesto U raznim smjernicama i strategijama razvoja. Kao dio
strategije odrzivog razvoja istice se podrucje zelene kemije, definirane kao grana kemije koja
proucava dizajn kemijskih procesa i produkata u pokusaju potpunog uklanjanja ili smanjenja
upotrebe i stvaranja opasnih tvari (Anastas i Warner, 2007). Najvazniji aspekt zelene kemije
karakterizira sintezu i molekularni dizajn koji tezi Smanjenju nepovoljnih u¢inaka na okolis, §to
se postize odrzivoséu proizvoda na molekularnom nivou stoga nije ¢udno da su principi zelene
kemije svoju primjenu nasli u svim sektorima industrije, od automobilske, kozmeticke i
farmaceutske industrije, te u agronomiji i aeronautici (Office of Pollution Prevention and
Toxics, 2009).

Prije vise od 20 godina, kemicari Paul Anastas i John Warner predstavili su dvanaest principa
zelene kemije koji su postali okosnica za dizajn novih kemijskih proizvoda i procesa, a
primjenjivi su u svim fazama proizvodnje od polaznih sirovina, ucinkovitosti procesa,
toksic¢nosti te biorazgradivosti koristenih otapala i dobivenih proizvoda (Tang i sur., 2005).
Principi zelene kemije temelje se na pravilima koja osiguravaju odrzivost proizvodnje U svim
fazama, od postizanja ekonomic¢nosti atoma (engl. Atom Economy) kojom se definira
pregrupiranje svih atoma pocetnog reaktanta u konac¢ni produkt ¢ime se sprjeCava nastanak
otpada i manje Stetne kemijske sinteze. Potice se dizajn sigurnijih i manje toksi¢nih otapala,
koriStenje minimalno potrebne koli¢ine energije za proces, koriStenje obnovljivih izvora kad
god je to moguce, smanjenje upotrebe derivata ukoliko nisu potrebni u zavrSnim koracima,
prednost upotrebe katalitickih reagensa kad je to moguce, dizajn produkta koji se nakon
upotrebe razgraduju i ne ¢ine otpad u okolisu, pravovremena analiza i reakcija za sprjecavanje
gomilanja otpada te sprjecavanje mogucih nesreca, eksplozija i pozara (Anastas i Eghbali,
2009).

Razvoj i dizajn ekoloski prihvatljivih otapala, ili kako se ¢esto nazivaju ,,zelena“ otapala, ¢ine
znacajni dio istrazivanja u podrucju zelene kemije. Zelena otapala moraju zadovoljiti odredene
kriterije poput jednostavne i energetski ne zahtjevne sinteze, niske cijene, dostupnosti,
biorazgradivosti, mogucnosti ponovne upotrebe, nezapaljivosti, niske toksi¢nosti te male
hlapljivosti (Zhang i sur., 2012). Do sada je broj dostupnih zelenih otapala bio prili¢éno

ogranicen, a U zadnja dva-tri desetljeca intenzivno se istrazuju ionske kapljevine (engl. lonic
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liquids — IL) kao otapala koja su se prva istaknula u tom podruéju. Pretpostavljena je vrlo Siroka
mogucnost njihove primjene u razli¢itim industrijskim poljima upravo zbog svojstava poput
nezapaljivosti, ne hlapljivosti, moguénosti recikliranja i stabilnost strukture, no nakon nekoliko
godina istrazivanja o¢ekivanja su se promijenila. Najvise istrazivane ionske kapljevine na bazi
imidazola ili pirimidina ne odlikuju se niskom cijenom, ¢ak StoviSe, ona moze 5 -20 puta
nadmasiti cijenu uobicajenih organskih otapala, dok im je toksi¢nost jednaka ili ¢ak veéa od
toksi¢nosti organskih otapala koje su trebale zamijeniti, a i odlikuje ih i izrazito niska

biorazgradivosti §to je dodatan problem (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).

Netoksi¢no i

biorazgradivo !

| ‘ Idealno Ekologki
| Niska cijena | zeleno odrzivo, |
\ / | otapalo i reciklabilno

Dostupno u
obliku otapala
[ s pozeljnim [
svojstvima
otapanja

Slika 1. Svojstva zelenih otapala (prilagodeno prema Yangu i sur., 2019)

Zbog svega navedenog, znanstvenici su se okrenuli razvoju nove generacije otapala koja ¢e
objediniti sve prednosti ionskih kapljevina, a u isto vrijeme nece imati VisSoku cijenu i biti ¢e
minimalno $tetne za okoli§ kako je prikazano na slici 1. Ta se nova generacija otapala, koja se
razvila kao alternativa ionskim kapljevinama i u pocetku se cak i klasificirala kao 4.-ta

generacija ionskih kapljevina, naziva niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep eutectic



solvents — DES) (Zhang i sur., 2012). Ova otapala su nazvana upravo tako kako bi se
razlikovala od ionskih kapljevina koje se sastoje od iona, a izraz eutekticka se odnosi na sastav

smjese, odnosno na molarni udio tvari kojim se ostvaruje najniza tocka talista.

2.1. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Niskotemperaturna eutekticka otapala su zelena otapala koja nastaju mijeSanjem dvije ili vise
komponenata koje se nalaze u c¢vrstom stanju pri sobnoj temperaturi, ali kombinacija
komponenata u odredenom molarnom udjelu dovodi do znaCajnog pada taliSta zbog cega
otapalo postaje tekuce pri sobnoj temperaturi. Njihovo ime, etimoloski, izvedenica je dvije
grcke rijeci, ev (eu) i g (teksis) Sto znaci lako topljenje, a niskotemperaturna oznacava pad
temperature taliSta smjese u odnosu na taliSta pojedinaénih komponenata (Paiva i sur., 2014).
Eutekticka otapala sadrze velike, nesimetri¢ne ione i imaju malu energiju kristalne resetke
(Abbott i sur., 2001). DES se sastoji od dvije ili tri ishodne komponente niske cijene i najéesce
Su same po sebi sigurne su za koriStenje, a koje se povezuju vodikovim vezama pri ¢emu tvore
eutekticku smjesu koja je tekuca pri temperaturama nizim od 150 °C, iako se najéesce spominje

i razmatra njihovo tekuce stanje u podrucju izmedu sobne temperature i 70 °C.

Prema Smithu i suradnicima u radu iz 2014. struktura niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala
moze se opisati op¢om formulom Cat*XzY pri ¢emu je amonijev, sulfonijev ili fosfonijev
kation u obliku Cat*, halogenid, X je Lewisova baza te oni zajedno u obliku Cat*X
predstavljaju akceptor vodikove veze (engl. hydrogen bond acceptor, HBA). Donor vodikove
veze (engl. hydrogen bond donor, HBD), Lewisova ili Brenstedova kiselina (Y) tvori kompleks
s X-, a unutar strukturne formule z oznacava broj molekula Y u kompleksu. Prema navedenom

niskotemperaturna eutekti¢ka otapala najcesce se dijele na Cetiri vrste:

Tip | (kvaterna sol Cat*X"i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe)

Tip Il (kvaterna sol Cat*X i halogenid metala poput Cr, Co, Fe)

Tip HI (kvaterna sol Cat™X" i donor vodikove veze poput amida, kiseline i alkohola)

Tip IV (halogenid metala i donor vodikove veze poput amida i alkohola)



Korelacija izmedu temperature taliSta i smanjenja tocke taliSta vidljiva je na slici 2. koja
prikazuje depresiju tocke taliSta kada su metalne soli i amidi pomijesani sa kolin-kloridom u

omjeru 2:1, gdje svaka tocka prikazuje razli€iti tip niskotemperaturnih eutektickih otapala.

Slika 2. Razlika u smanjenju tocke talista kod eutekti¢kih otapala tipa I, IT i Il (prilagodeno
prema Smithu i sur., 2014).

Upravo zbog svojih dobro poznatih i povoljnih svojstava se kao sol za sintezu
niskotemperaturnih eutektickih otapala najc¢esce koristi kolin-klorid, biorazgradiva tvar niske
toksic¢nosti, dok se kao donori vodikove veze ¢esto koriste urea, glicerol, derivati poliola te
karboksilne kiseline, koji su takoder niske cijene (Tang i Ho., 2013). Razli¢iti donori vodikove
veze su tema niza istrazivanja, posebno oni gdje se koriste amidi, alkoholi i karboksilne
kiseline, ¢ija upotreba rezultira DES-ovima koji su jednostavni za pripremu, ne reagiraju s
vodom, relativno su biorazgradivi i cijena im je niska. Ovakve cutekticke smjese pokazuju
sli¢na fizikalno-kemijska svojstva kao i ionske kapljevine, koje kao bazu imaju imidazol, ali su
zbog spomenutih ekonomskih i ekotoksikoloskih aspekata znatno povoljnije za upotrebu od
spomenutih ILs-a. Pri usporedbi DES-ova s klasi¢nim organskim otapalima glavna prakti¢na
prednost niskotemperaturnih eutektickih otapala je da nisu lako zapaljiva niti hlapiva Sto
olaksava njihovo skladistenje, dok se u nizu moguc¢nosti njihove primjene posebno istice i vrlo

je zanimljiva njihova kompatibilnost s enzimima (Tang i sur., 2015).

U pocetcima razvoja DES-ova najzastupljenija otapala tog tipa su bila upravo ona na bazi kolin-

klorida (ChCI), karboksilnih kiselina i ostalih donora vodikove veze, primjerice glicerola,



limunske kiseline ili uree (Carriazo i sur., 2012), a kasnije su Dai i suradnici (2013) uveli novu
klasu niskotemperaturnih eutektickih otapala koja su nazvali NADES (engl. Natural Deep
Eutectic Solvents - NADES) koja u potpunosti zadovoljavaju nacela zelene kemije. To su
otapala koja se sastoje od prirodnih komponenata, prvenstveno primarnih metabolita, kao $§to

su organske kiseline, aminokiselina i Seceri.

Ime prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala duguju upravo $irokoj rasprostranjenosti
ishodnih komponenti NADES-a u prirodi, a osim podrijetla, naziv prirodni opisuje i njihovu
pretpostavljenu ulogu ,tre¢eg medija“ u Zivim organizmima, kao tekuéine za otapanje,
skladiStenje 1 transport metabolita koji nisu topljivi u vodi ili u mastima (Dai i sur., 2013).
Nadalje, velik je broj kombinacija ishodnih komponenata koje formiraju NADES, a one se
mogu modeliranjem predvidjeti §to otvara mogucnost sinteze novih NADES-a koji ¢e biti
dizajnirani ,,p0 mjeri da imaju Zeljena Svojstva potrebna za odredenu primjenu, npr. u
proizvodnji funkcionalne hrane ili nutriceutika (Dai i sur., 2013). Primjena DES-ova i NADES-
a u ekstrakciji bioloski aktivnih tvari je jedno od najbolje istrazenih podrucja njihove primjene
s opCenitim zaklju¢kom da su ekstrakti dobiveni u obliku DES-a ili NADES-a potpuno sigurni,
te ih je moguce koristi u prehrani ljudi bez dodatnih koraka procis¢avanja (Choi i sur., 2011;
Pani¢ i sur., 2019).

2. 1. 1. Metode pripreme DES-a

Najces¢i nacin pripreme niskotemperaturnog eutektickog otapala je mijesanje kvaterne
amonijeve soli sa solima metala ili sa donorom vodikove veze koji ima sposobnost formirati
kompleks sa halidnim anionom kvaterne amonijeve soli, pri ¢emu do delokalizacije naboja
dolazi unutar nastale vodikove veze, koja povezuje halidni ion i donora vodikove veze, $to
rezultira smanjenjem talista individualnih komponenti (Abbott i sur., 2001). Osim te najéesce
metode zagrijavanja i mijeSanja za sintezu DES-a, postoje i druge mogucénosti njihove sinteze

kako je navedeno u nastavku (Radovi¢ i sur., 2021).
a) Metoda zagrijavanja i mijeSanja

U posudu u kojoj ¢e se DES sintetizirati stave se izraCunate koli¢ine odabranih ishodnih
sirovina, prema molarnim omjerima, koje se zagriju do temperature od 60 °C (uobic¢ajeno od

50 do 60 °C) uz pomo¢ magnetske mijesalice tijekom 2-5 sati, odnosno, dok se ne formira bistra



tekuc¢ina. Ako je voda neophodna za daljnju primjenu niskotemperaturnog eutektickog otapala,
moze se dodati izravno s ostalim komponentama tijekom pripreme ili nakon pripreme U
novopripravljeno otapalo. Ukoliko se kao donor vodikove veze koristi neka od karboksilnih
kiselina u kombinaciji sa kolin-kloridom, ova metoda se ne preporucuje budu¢i da mogu nastati
necistoce u obliku estera pa se u takvim slu¢ajevima preporuca koristenje tarionika i tucka, gdje

se komponente usitnjavanju i melju do nastanka tekuce faze.
b) Metoda usitnjavanja uz homogenizaciju (mehanokemijski pristup)

Kod svih metoda sinteze DES-a zajednicki je prvi korak, mijesanje akceptora i donora vodikove
veze u odredenom molarnom omjeru, ali se daljnji koraci provode drugacije. Kod
mehanokemijskog nacina sinteze komponente se usitnjavaju u tarioniku pri sobnoj temperaturi

uz neprestano mijesanje do stvaranja eutekticke smjese.
c) Metoda pripreme vodene otopine komponenata

Ishodne komponente za sintezu Zeljenog DES-a prvo se otapaju u vodi, a potom se voda uklanja
ili uparivanjem na 50 °C pri snizenom tlaku ili liofilizacijom, pri ¢emu zaostaje

niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo.
d) Metoda primjenom alternativnih izvora energije

Komponente za sintezu DES-a se pomijesaju te se homogenizacija i zagrijavanje provodi

primjenom mikrovalnog zracenja i/ili ultrazvuka.

Kao §to je ve¢ receno, najéesc¢i nacin sinteze DES-a ukljucuje mijeSanje komponenata pri
odredenom molarnom udjelu tijekom kojeg se smjesa lagano zagrijava. Razlika u tocki talista
eutekticke mjeSavine A + B usporeduje se sa toCkom taliSta idealne mjeSavine ATt 1 usporeduje
se sa magnitudom interakcija izmedu A 1 B te $to izmedu njih dolazi do vise interakcija, visa

¢e biti ATy, Sto se vidi na slici 3.
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Slika 3. Fazni dijagram eutekti¢ke tocke otapala s dvokomponentnim sustavom (prilagodeno

prema Smithu i sur., 2014).

Sto se tice DES-ova tipa I, interakcije izmedu razli¢itih metalnih halida i halidnih iona nastalih
iz kvaternih amonijevih soli rezultirat ¢e slicnim halometalnim vrstama koje imaju sli¢cnu
entalpiju nastanka te ¢e vrijednosti ATf kod eutektickih otapala tipa I biti izmedu 200 i 300 °C.
Eutekticka otapala tipa Il razvijena su u pokusaju da se ukljuce i drugi metali u formulaciju
otapala te je pronadeno da hidrati halidnih spojeva imaju nizu tocku taliSta od anhidridnih soli
iz Cega je moguce zakljuciti da voda u spoju snizava tocku taliSta metalnih soli snizavanjem
energije kristalne reSetke. Eutekticka otapala tip III temelje se na formaciji vodikove veze
izmedu soli halidnih aniona i donora vodikove veze, a takoder je u istraZivanju Abbotta i
suradnika iz 2004. dokazano da je smanjenje tocke lediSta povezano sa masenim udjelom

komponenata u smjesi.

2. 1. 2. Fizikalno-kemijska svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala imaju sli¢na fizikalna svojstva kao i ionske kapljevine,
imaju niski tlak pare, ponasaju se kao tekucine u Sirokom rasponu temperatura i nezapaljiva su
(Lin i Vasam, 2005). Za razliku od ionskih kapljevina koje se definiraju kao tekucine pri
temperaturama nizima od 100 °C i sastoje se od iona (Abbott i sur., 2008) niskotemperaturna
eutekticka otapala puno su laksa za pripremu i sastoje se od jeftinih, lako dostupnih
komponenata koje su toksikoloski dobro istrazene i kemijski inertne §to olaksava njihovu
proizvodnju u ve¢em mjerilu. No, iako je toksikoloski profil komponenata od kojih se DES-ovi
najéeS¢e sastoje poznat, jo§ je uvijek relativno malo podataka o toksikoloskim profilu tih
otapala, koja se a priori smatraju netoksi¢nima zbog netoksi¢nosti njihovih ishodnih tvari, Stoga

je njihova toksi¢nost jos uvijek tema brojnih znanstvenih istrazivanja (Lin i Vasam, 2005).
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Najvaznija i najéeS¢e odredivana fizikalno-kemijska svojstva ovih otapala su taliste,
viskoznost, gustoca, polarnost i pH. Navedena svojstva znacajno ovise o strukturi komponenata
koje ga tvore te o njihovom molarnom omjeru. U raznim istrazivanjima promatrana su svojstva
viskoznosti, vodljivosti i talista kao varijabli u funkciji temperature te su rezultati pokazali da
tip soli i donora vodikove veze te molarni udio obje komponente znacajno utjecu na ispitivana

svojstva (Kareem i sur., 2012).

Prema definiciji DES-ovi imaju taliSte nize od 150 °C, iako ona koja se najviSe primjenjuju
imaju taliste ispod 50 °C $to je ujedno i njihova glavna prednost, moguénost koriStenja i na
sobnoj temperaturi. Taliste DES-a ovisi o strukturi tvari koje ga tvore i njihovom molarnom
omjeru, pa je tako dokazano da se povec¢anjem broja hidroksilnih grupa u molekuli koja djeluje

kao HBD povecava vrijednost talista.

Gustoca niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala obi¢no je veca od gustoée vode i uobicajenih
organskih otapala, kao $to su npr. etanol, etil-acetat i dr., a kre¢e se u rasponu 1,1 g cm>- 1,4 g
cm. U radu Shahbaz i suradnika (2011) predlozena je metoda za predvidanje gustoé¢e DES-
ova pri razli¢itim temperaturama. Vrijednosti izmjerenih i predvidenih gustoca usporedili su
pomocu veli¢ine koja prikazuje prosjek relativnog postotka pogreske (engl. Average of absolute

relative percentage error — ARPE) te je on za testirane DES-ove iznosio 1,9 % .

U usporedbi s ionskim Kkapljevinama, ali i uobiajenim organskim otapalima,
niskotemperaturna eutekticka otapala imaju vecu viskoznost i slabije su vodljivosti, a razlika u
navedenim svojstvima moze se objasniti velikim ionima i relativnim slobodnim volumenom u
ionskim sustavima (Abbott i sur., 2004), dok se obzirom na povezanost viskoziteta i
temperature, moglo zakljuciti da je elektri¢na vodljivost DES-0va ovisna o temperaturi, $to je i
dokazano (Bagh i sur., 2013). Nadalje, sastav DES-a odnosno struktura ishodnih tvari koristenih
za njihovu sintezu, znacajno utjece njihovu gustocu i viskoznost, pa su tako npr. otapala na bazi
kolin-klorida sa Se¢erom kao HBD-om najviskoznija i najgusca, dok su ona na bazi poliola
najmanje gusta i viskozna. Pored prirode spojeva koji tvore DES, njihov molarni omjer, kao i
temperatura, imaju snazan utjecaj na gustocu i viskoznost ovih otapala. Takoder, navedena
svojstva DES-a se mogu prilagodavati dodavanjem vode ¢ime se Smanjuje viskoznost i gustoca
istog, §to je od iznimnog znacaja sa tehnoloskog aspekta njihove primjene. Medutim, kod
dodavanja vode treba imati na umu da previsoki udio vode u otapalu > 40 - 50 %, moze
negativno utjecati na kompleks donor-akceptor vodikove veze, §to u konacnici rezultira
vodenom otopinom pojedinih komponenata otapala zbog gubitka mreze vodikovih veza izmedu
njih (Mitar i sur., 2019). Hammond i suradnici (2017) su takoder pokazali da je pri masenom
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udjelu vode ve¢em od 51 % struktura otapala narusena te prevladavaju interakcije voda - voda

i otapalo — voda.

Kada se govori o pH vrijednosti DES-a ona takoder ovisi o prirodi komponenti koje ga
sacinjavaju pa su tako otapala s organskom kiselinom kao HBD kisela (pH <3), dok su ona koja
sadrze amid kao HBD bazi¢na s pH vrijednostima > 8, poput kolin-klorid:urea (na:np = 1:2) za
koju pH iznosi 8,51 (Radovi¢ i sur., 2021).

Sto se ti¢e polarnosti, najéesce koristeni DES-ovi su polarni, pri ¢emu su otapala na bazi
organskih kiselina najpolarnija, dok su ona na bazi Secera i poliola najmanje polarna. Nadalje,
vecina do sada opisanih DES-ova su hidrofilnog karaktera, no posljednjih godina istrazuju se
hidrofobna otapala (npr. mentol:oktanska kiselina, na:np = 1:1) ¢ime ¢e svakako omoguciti jo§
Sira primjena niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala s razli¢itim rasponom polarnosti i

hidrofilnosti/hidrofobnosti.

Upravo zbog opisanog Sirokog raspona vrijednosti fizikalno-kemijskih svojstava DES-ova ova
otapala se smatraju dizajniranim otapalima (engl. designer solvents) buduci se pravilnim
odabirom ishodnih komponenti za njihovu sintezu i promjenama u njihovim molarnim
omjerima moze utjecati na njihova svojstva te samim time utjecati na uspjeSnost njihove

primjene.

2. 1. 3. Citotoksi¢nost DES-a

Provedena su istrazivanja toksi¢nosti i citotoksi¢nosti eutektickih otapala na bazi fosfora i
kolin-klorida in vivo na morskim kozicama i na dva soja bakterija, od kojeg je jedan soj gram
pozitivan, a drugi gram negativan. Studije su pokazale da toksi¢nost niskotemperaturnog
eutektiCkog otapala ovisi o0 njegovom sastavu, viskoznosti i koncentraciji. Osim toga, rezultati
rada Hayyan i suradnika (2013) pokazali su da puno jaci toksi¢ni efekt ima DES nego same
vodene otopine pojedinacnih molekula od kojih je to otapalo sainjeno. Nadalje, sama
toksi¢nost DES-a na bakterijama ukazala je na moguénost njihove upotrebe kao
antibakterijskog agensa. Takav ucinak objasnjen je naruSavanjem integriteta membrane
bakterija do kojeg dolazi zbog prisutnosti delokaliziranog naboja u DES-ovima (Hayyan i sur.,
2013). Druga studija bavila se toksi¢nosti DES-a na bazi kolin-klorida i aminokiselina te je
ispitana njegova toksi¢nost prema enzimu acetilkolinesterazi, enzimu klju¢nom za normalno

funkcioniranje ziv€anog sustavu svih visih organizama. Toksi¢no djelovanje DES-a bilo je za
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jedan red veli¢ine manje u usporedbi s ionskim kapljevinama na bazi imidazola. No, toksi¢nost

ispitanih DES-ova se razlikuje ovisno o aminokiselinama u sastavu DES-a (Hou i sur., 2013).

Budu¢i da je studija Florinda i suradnika (2014) dokazala vaznost uloge kolina, komponente
vitamina B, koji ima vaznu ulogu u stani¢nom metabolizmu, studija RadoSevi¢ i suradnika
(2018) ispitala je cetiri razlicita NADES-a na bazi kolin-klorida i oksalne kiseline, uree,
ksilitola i sorbitola na stani¢nim linijama MCF-7, HEK293T i HeLa stanicama te je najveci
inhibitorni efekt pokazala smjesa kolin-klorida i oksalne kiseline na tumorskim HelLa i MCF-7
stanicama (ECso od 330,90 + 29,75 mg L i 558,98 + 54,32 mg L™?). Inhibitorni efekt na
normalne stanice HEK293T pokazao je vrijednost ECso > 2000 mg L™ koja je znatno vi$a nego
kod tumorskih stanica $to se objasnjava metabolizmom tumorskih stanica, koje imaju vece
energetske potrebe zbog Cega zahtjevaju viSe koncentracije esencijalnih sastojaka poput
aminokiselina, soli, faktora rasta i glukoze, ali i smjese kolin-klorida i oksalne kiseline. NADES
na bazi uree i kolin-klorida pokazao je toksican efekt samo na MCF-7 stanice gdje je ECso
iznosio 83,50 + 7,94 mg L? $to se prema Cvjetko Bubalo (2015) objasnjava visokom pH
vrijednoscu otapala (pH ~ 9) budu¢i je optimalna vrijednost pH za kultivacije stanica = 7.
Nadalje, kako takav efekt ChCl:U nije zapazen na ostalim stani¢nim linijama moze se zakljuciti
da citotoksi¢nost NADES-a ovisi i 0 ispitivanoj stani¢noj liniji. Nadalje, eutekticke smjese
kolin-klorida i ugljikohidrata ksilitola i sorbitola pokazale su niski citotoksi¢ni ucinak Sto se
pripisuje energetskom metabolizmu stanice. Takoder, u studiji Radosevi¢ i suradnika (2014)
koja se bavila odredivanjem toksi¢nog efekta niskotemperaturnih eutektickih otapala na bazi
kolin-klorida s oksalnom kiselinom (OA), glukozom (Glu) i glicerolom (Gly) na humanoj
stani¢noj liniji MCF-7 i na stani¢noj liniji ribe (CCO), ve¢i je toksicni efekt dokazan na CCO
stanicama djelovanjem sa ChCI:OA, dok ChCI:Glc i ChCI:Glu nisu pokazale inhibitorno
djelovanje. Navedenim istrazivanjem pokazano je da citotoksi¢nost DES-a ovisi o tipu HBD,
a osim odredivanja citoksi¢nosti MTT testom takav rezultat je potvrden i promatranjem stanica
svjetlosnim mikroskopom, gdje je vidljivo smanjenje broja stanica i gusto¢e monosloja stanica
nakon djelovanjem ChCI:OA nakon 72h (Slika 4).
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Slika 4. Morfologija CCO stanica slikana svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem 400x.
(Radosevic i sur., 2014).

a) Kontrola CCO stanica, b) CCO stanice tretirane najjaom testiranom koncentracijom
ChCI:Gly nakon 72h (2000 mg L1), c) stanice tretirane ChCL:Glc d) stanice tretirane
ECso koncentracijom ChCIl:OA

2.2. PRIMJENA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Raznolikost mogucih donora i akceptora vodikove veze rezultira velikim brojem mogucih
kombinacija razlic¢itih niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala s razli¢itim fizikalno — kemijskim
svojstvima zahvaljujuc¢i ¢emu je moguce dizajnirati velik broj otapala namijenjenih primjeni u
razli¢ite svrhe (Zhang i sur., 2012).

Posljednje desetljece obiljezila su istrazivanja DES-ova, a najcesc¢a podrucja istrazivanja su:

a) Podrugje elektrokemije u kojoj se DES koristi zbog sposobnosti otapanja razli¢itih
oksida i soli metala;

b) Katalizi i biokatalizi te sintetskoj kemiji kao ko-otapalo razli¢itih organskih i
anorganskih spojeva;
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c) Separacijskim procesima poput apsorpcije kiselih plinova (CO., SOz, H»S) te
ekstrakcije dusikovih i sumporovih spojeva iz lozivih ulja, razdvajanje alkohola i estera;

d) Farmaceutskom inZenjerstvu gdje se DES ¢esto koristi kao otapalo koja poboljsava
topljivost djelatnih tvari klase 1l (slabo topljivih tvari), sustav za kontroliranu isporuku
lijeka te kao komponente nove klase terapeutskih niskotemperaturnih otapala;

e) Biomedicini gdje se niskotemperaturna eutekti¢ka otapala koriste kao medij za Cuvanje
bioloskog materijala (stanica i tkiva) te moleluka DNA 1 proteina; za fiksiranje razli¢itih
bioloSkih uzoraka, za sintezu biopolimera i biorazgradivih materijala za tkivne
materijale koji pokazuju antibakterijsko djelovanje;

f) Biotehnologiji i prehrambenom inzenjerstvu za obradu lignoceluloznih sirovina zbog
sposobnosti otapanja istih te u proizvodnji biodizela, kao rezervoar za glicerol te tijekom
procesa ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz prirodnih izvora zbog sposobnosti otapanja i
stabilizacije razli¢itih prirodnih spojeva o ¢emu Ce biti vise rijeci u nastavku (Hammons

i sur., 2016; Chen i sur., 2017; Martinez i sur., 2016; Tian i sur., 2020).

Na slici 5. nalazi se shematski prikaz podru¢ja u kojem se najceS¢e koriste prirodna

niskotemperaturna eutekticka otapala od 1919. pa sve do danas.

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala

NADES . 1919 - Danas
’..'a
Medij i formulacija Zelena
. kemija
Eutekticka
teorija

o?

)

D@ d z .S
Biomedicina

%

Enzimske reakcije

-----

Slika 5. Shematski prikaz najces¢ih podrucja primjene prirodnih niskotemperaturnih

eutekti¢kih otapala (prilagodeno prema Liu i sur., 2018).
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2.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Fenolni spojevi, koje nalazimo u svim biljkama u obliku sekundarnih metabolita, su najveca
skupina fitokemikalija. Njihova uloga je dvostruka, pomazu biljci u rastu i razvoju istodobno
je stite¢i od predatora i patogena (Tsao, 2010). Karakteriziraju ih jedan ili viSe aromatskih
prstena na kojima se nalazi jedna ili viSe hidroksilnih skupina te je upravo njihova kemijska
struktura izvor njihove raznolikosti i razlog zasto su tema brojnih i razli¢itih istrazivanja medu
kojima je mozda najvaznije mogucnost njihove primjene u prevenciji razlicitih bolesti. Fenolni
spojevi pokazuju antiupalno, antiviralno, antikancerogeno, analgetsko, antioksidativno i

antimikrobno djelovanje (Manach i sur., 2004).

U fenole ili fenolne spojeve, kao $to je vec re¢eno, ubraja se veliki broj aromatskih spojeva koji
ukljucuju flavanoide, primjerice flavonole, antocijane, flavan-3-ole, tanine, ali i ne-flavonoide
poput elagitanina, fenolnih kiselina i lignina (Shahidi i sur., 2010). Zbog prije navedenih
svojstava fenoli se ¢esto koriste kao konzervansi u hrani i kozmetici najviSe zbog izrazitih
antimikrobnih svojstava kao zamjena za, potroSace sve viSe nepozeljne, sinteticke konzervanse

(Rodriguez Vaquero i sur., 2010).

lako su biljke bogate fenolnim spojevima, najveéi izazov za njihovu Siru primjenu, U
industrijskom smislu, je njihova ekstrakcija. Najc¢esce tehnike ekstrakcije su ekstrakcija tekuce-
tekuce (engl. Liquid liquid extraction — LLC) i ekstrakcija ¢vrsto-tekuce (engl. Solid phase
extraction — SPE) (Khezeli i sur., 2016) pri cemu se kao otapala koriste organska otapala poput
acetona ili etil-acetata, metanola, etanola, propanola i njihovih mjeSavina (Khoddami i sur.,
2013). lako organska otapala imaju odli¢nu sposobnost ekstrakcije fenolnih spojeva, njihove
koriStenje se nastoji smanyjiti i ako je ikako moguce u potpunosti zamijeniti drugim metodama
i/ili otapalima. Zbog toksi¢nosti, zapaljivosti, hlapljivosti i nakupljanja u zraku, nemoguénosti
bioragradnje i troSkova zbrinjavanja organska se otapala nastoje zamijeniti zelenim otapalima
(Ruesgas — Ramon i sur., 2017) u svim podru¢jima njihove primjene, pa tako i u podruéju

ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva.

Obzirom da je do sada poznato 8000 razli¢itih fenolnih struktura, koje se razlikuju veli¢inom i
kompleksnos¢u molekule, brojem aromatskih prstena i variraju od malih, jednostavnih
molekula do velikih kompleksa tanina i derivata polifenolnih struktura poput glikozida, estera
I amida, izuzetno je tesko predvidjeti pravo otapalo za neki sustav i pronac¢i metodu koja nudi
najucinkovitiju ekstrakciju Zeljenog spoja iz prirodnog izvora. Zbog svojeg ,,zelenog™

karaktera, ali i razloga §to se DES-ovi smatraju ,,dizajniranim otapalima“ ¢ija je fizikalno-
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kemijska svojstva moguce prilagodavati specificnoj namjeni, istaknuli su se kao moguca i
obecavajuca alternativa organskim otapalima u ekstrakciji fenolnih spojeva. Najc¢es¢u primjenu
u podrucju ekstrakcija bioloski aktivnih tvari imaju DES-ovi na bazi kolin-klorida u
kombinaciji s nizom donora vodikove veze kao $to su urea, etilen-glikol i glicerol, iako su i

alkoholi, aminokiseline 1 karboksilne kiseline ovdje nasle svoju primjenu (Tang i Ho, 2012).

Osim kemijskih svojstava otapala i1 tvari koju je potrebno ekstrahirati, veliku doprinos
ucinkovitosti ekstrakcije ima i metoda te uvjeti provodenja samog procesa ekstrakcije. U
preglednom radu Gullona 1 suradnika (2017) istiCe se 1 vaznost primjene novih tehnika

ekstrakcije koje se takoder temelje na principima zelene kemije.

Spomenute nove metode se koriste kako bi se ubrzao i pobolj$ao proces ekstrakcije, uz pozeljno
smanjene utroska energije, a ukljucuju razne tehnike poput ekstrakcije pomoc¢u mikrovalova
(engl. Microwave assisted extraction — MAE), ekstrakcija pomocu ultrazvuka (engl.
Ultrasound assisted extraction — UAE) te ekstrakcije potpomognute zagrijavanjem (engl.
Heating extraction — HE). Sve tri spomenute metode radene su u kombinaciji s primjenom
DES-ova. Osim §to ove metode poboljSavaju sam proces ekstrakcije fenolnih spojeva,
smanjuju trosak procesa, jer smanjuju potreban volumen otapala i vrijeme ekstrakcije (Garcia-
Salas i sur., 2010). Jedina metoda koja do sada nije ispitana s primjenom DES-a kao otapala je
ekstrakcija potpomognuta enzimima (engl. Enzyme-assisted extraction — EAE), no obzirom na
niz radova na temu biokatalize i DES-ova, moZe se pretpostaviti uspjeSna primjena i te metode

za proces ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva.

Bi i suradnici su 2013.g. proveli istrazivanje ekstrakcije fenola iz biljke japanski ¢empres
(Chamaecyparis obtuse) pomoc¢u metoda ekstrakcije zagrijavanjem (20 min na 20 °C ili 60 °C)
i ekstrakcije ultrazvu¢nim valovima (30 min na 75W). Optimalni uvjeti procesa ekstrakcije
zagrijavanjem postignuti su finim podesavanjem temperature i trajanja procesa ¢ime se prinos
same ekstrakcije poveéao sa 0,031 mg g™ na 0,518 mg g™* za miricetin i amentoflavon (Bi i sur.,
2013). Dvije godine kasnije, Tang i suradnici ekstrahirali su kvercentin, miricetin i
amentoflavone 1z biljke japanskog ¢empresa koriste¢i mjeSavinu dvojnog sustava 16 razli¢itih
DES-ova kombiniranih sa 5 razli¢itih otapala (voda, metanol, etanol, kloroform i aceton) te je
najveci prinos ekstrakta dobiven koriStenjem Me(Ph)sPBr/ etilen-glikolu (omjer 1:5)
kombiniran sa metanolom, a DES/MeOH omjeri 50, 65 i 80 % ekstrahirali su sli¢ne

koncentracije spoja (Tang i sur., 2015).
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Ovisno o primijenjenoj metodi, razli¢iti ¢cimbenici su odgovorni za ucinkovitost ekstrakcije,
primjerice kod ultrazvu¢ne ekstrakcije ucinkovitost ovisi o kavitaciji mjehuri¢a stvorenih
unutar DES-a gdje prolaz ultrazvuc¢nih valova razara stani¢nu stjenku biljke pri ¢emu se stani¢ni
sadrzaj oslobada u otapalo za ekstrakciju. No, razaranje stjenke moze imati za posljedicu i
negativni ucinak na ucinkovitost ekstrakcije, odnosno degradaciju fenolnih spojeva ili
nastajanje slobodnih radikala unutar mjehuri¢a zraka (Khodammi i sur., 2013). Mehanizam
ekstrakcije mikrovalovima temelji se na poticanju kretanja molekula u materijalima ili
otapalima, koji su sastavljeni od dipola, zbog ¢ega dolazi do zagrijavanja uzorka, puknuca
stanice i oslobadanja aktivnih komponenata (Garcia-Salas i sur., 2010). Pozitivna strana
ekstrakcije mikrovalovima svakako je viSestruko smanjenje volumena otapala koriStenog
tijekom ekstrakcije, pri cemu DES-ovi zbog svoje polarnosti i visoke dielektri¢ne konstante
mogu apsorbirati ve¢u energiju mikrovalova Sto poboljSava prinos ekstrahiranih fenolnih
spojeva (Khodammi i sur., 2013). Vazna znacajka tijekom odabira metoda ekstrakcije je
temperatura, buduci da je pri niskoj temperaturi DES poprili¢no viskozan, §to ometa prijenos
mase, pa i mali porast temperature pri kojoj se provodi ekstrakcija rezultira poboljSanjem
ekstrakcije povecavajuéi fluidnost otapala koje tada lakse ulazi unutar biljnog matriksa. lako
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pokazuje najveéu ucinkovitost ekstrakcije, izbor
prikladne metode ekstrakcije ovisi ponajvise o svojstvima odabranog DES-a i prirodi spoja koji
se zeli ekstrahirati (Ruesgas-Ramon i sur., 2017).

Za ucinkovitu ekstrakciju bitna su fizikalno-kemijska svojstva otapala, a tlak para jedno je od
svojstva, koje u isto vrijeme moze biti nedostatak ukoliko je tlak para iznimno nizak, odnosno
prednost, ako to nije slucaj. Otapala s niskim tlakom pare ne isparavaju, no u isto vrijeme
otezavaju izdvajanje nehlapive otopljene tvari. Vrlo dobra sposobnost ekstrakcije koju DES-
ovi pokazuju posljedica je snaznih intermolekularnih interakcija uspostavljenih izmedu
fenolnih spojeva i otapala, no §to su te interakcije jace, nastaje veci problem pri izdvajanju
fenolnog spoja iz otapala. Ako je potrebna izolacija bioloski aktivne tvari iz DES-a koji je
koriSten za primarnu ekstrakciju iz biljnog materijala, i recikliranje samog DES-a, to se moze
postic¢i razlic¢itim vrstama ekstrakcije, ekstrakcija tekuce-tekuce, ekstrakcija cvrsto-tekuce,
koristenje molekularnih sita, smole ili precipitacija koriStenjem anti-otapala, preferencijalno
vode. Jake vodikove veze osnovna su znacajka DES-ova, koje izmedu ostalog i odreduju
sposobnost mije$anja otapala, pa se tako DES-ovi lakSe mijeSaju sa protiénim polarnim
otapalima, metanolom, etanolom ili vodom. Transfer mase se pri tome odvija izmedu kapljica,

koje se ponasaju kao dispergirana faza DES-a i okoline aproti¢kog otapala. Ovisno o veli¢ini
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koeficijenta raspodjele, fenolne komponente ¢e se razdijeliti izmedu aproti¢kog i DES-a.
Opcenito vrijedi §to je slabiji kapacitet vezanja vodikove veze, ucinkovitija je ekstrakcija iz
faze DES-a, no za to je potrebno nekoliko koraka ili veliki volumeni protic¢kih otapala, $to ¢e

omoguciti lakse recikliranje DES-a (Ruesgas-Ramon i sur., 2017).

Uspjesni primjer ekstrakcije tekuce-tekuce je protustrujna separacija koju su Liu i suradnici
(2016) koristili za izolaciju i proc¢is¢avanje rutina, kvercentina, kempferola i daidzdeina
ekstrahiranin u NADES-u (ChCI:Glc:H20 u omjeru 5:2:5). Te molekule su iz NADES-a
izolirane razli¢itim smjesama organskih otapala te su sa 95,7 %, 94,6 %, 97 % i 96,7 %
uspjesnosti izolirane iz navedenog NADES-a. lako je za izolaciju koriSteno organsko otapalo,
ova metoda je zanimljiva za odijeljivanje fenolne tvari iz eutekticke smjese buduci da je pri

tome NADES u potpunosti recikliran (Liu i sur., 2016).

U pocetcima istrazivanja metode ekstrakcije ¢vrsto-tekucée za izolaciju fenola iz ekstrakata u
NADES-u zahtijevala je primjenu slabo polarne smole HP-20 (Dai i sur., 2013b). Fenolne
komponente su se apsorbirale na kolonu, a DES se mogao otopiti i eluirati u vodi. Jedan od
sastojaka DES-a, sukroza u ovom sluc¢aju, moze utjecati na navedeni proces separacije, jer se
fenolna komponenta koeluira zajedno sa sukrozom u prvom procesu eluacije vodom S§to je
rijeSeno koristenjem 0,1 % mravlje kiseline ¢ime se poveca retencijsko vrijeme prije eluacije s
etanolom. S uspjesnoscu od 90 % prociScene su polarne fenolne komponente, a manje polarne
komponente poput kartamina, pigmenta dobivenog iz $afrana, izolirane su s uspjesnoséu od 84

% (Ruesgaz-Ramon i sur., 2017).

Velika topljivost DES-ova u polarnim protickim otapalima poput etanola ili vode omogucéava
potpuno razlaganje i otapanje komponenata od kojih se DES sastoji. Poznato je da razrjedenje
DES-a vodom doprinosi povecanju udaljenosti komponenata zbog ¢ega se smanjuje jacina
intramolekularnih veza sto uvelike utjee na sposobnost primjene DES-a kao otapala. Osim
ekstrakcijom, precipitacijom ili stvaranjem netopljivog sloja u etanolu ili vodi moguce je
takoder izolirati fenolne spojeve iz DES-a, nakon ¢ega je uklanjanjem vode ili etanola
isparavanjem, moguce je obnavljanje tj. recikliranje komponenata DES-a (Ruesgaz-Ramon i
sur., 2017).
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2.2.2. Budu¢nost zelenih otapala u podrucju ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva

Velika je prednost zelenih otapala njihova raznolikost, niska cijena, odrzivost, lagana priprema
i veliki potencijal DES-a kao otapala za ekstrakciju, dok najveéi nedostatak ovih otapala
proizlazi iz njihovih fizikalno-kemijskih svojstava poput velike gustoce i viskoznosti u
usporedbi sa konvencionalnim otapalima. No, navedene nedostatke je moguce nadic¢i dodatkom
vode i povecanjem temperature te Se finim podeSavanjem tih parametara moze znacajno
povecati prinos ekstrakcije primjenom DES-a. Nadalje, osim fenolnih tvari ¢ija ekstrakcija
primjenom DES-a je najvise istrazena, niskotemperaturna eutekticka otapala se mogu Koristiti
1 za ekstrakciju drugih spojeva poput proteina, polarnih lipida, Se¢ernih taloga ili razlicitih vrsta

celuloza.

Nizak tlak para koje ova otapala imaju istice se kao velika mana buduci da otezava proces
izolacije i prociS¢avanja ekstrahirane tvari i otezava prijenos u vece industrijsko mjerilo. lako
su prethodno opisane metode kojim se moze izolirati spoj ekstrahiran DES-om i pri tome
reciklirati sam DES, treba imati na umu i ¢injenicu da izolacija moZda i nije potrebna, pogotovo
u slucaju koristenja NADES-a kao otpala za ekstrakciju, jer je pretpostavljeno da se tako
pripravljeni ekstrakti mogu smatrati ,,ready-to-use* (Pani¢ i sur., 2019) buduci se koristeno
otapalo sastoji od prirodnih spojeva i smatra se netoksi¢nim. Prije stvarne primjene tako
dobivenih biljnih ekstrakata potrebno je svakako navedenu hipotezu potvrditi dodatnim in vitro

I in vivo studijama.

Na temelju navedenog, osim primjene niskotemperaturnih eutektickih otapala kao medija za
ekstrakciju bioloski aktivnih tvari, iz prvenstveno biljnih izvora, otvara se i moguénost njihove
upotrebe kao jednog od sastojka gotovog proizvoda ¢ime se nadilazi problem izolacije
ekstrahirane tvari. Nadalje, zelena otapala, ovisno o vrsti koja se koristi, mogu biti kompatibilna
s primjenom u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Sintra i sur., 2015). U konacnici, razna
istrazivanja potvrduju velike mogucnosti primjene DES-ova i NADES-a u razli¢itim
podru¢jima, no prije upotrebe u Sirem mjerilu te u industrijske svrhe, bitno je otkloniti

nedostatke koje otezavaju njihovu industrijsku primjenu (Rusegaz-Ramon i sur., 2017).

2. 3. TERAPEUTSKA NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Primjena NADES-a kao netoksi¢nih i biokompatibilnih ,,zelenih“ otapala sve se viSe istrazuje

u proizvodnji lijekova, odnosno u farmaceutskoj industriji. Njihova primjena moguca je u
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raznim fazama farmaceutske proizvodnje, od sinteze farmaceutski aktivne tvari (engl. active
pharmaceutical ingridient - API), otapanja teSko topivih API-ja do sustava za formulaciju i
isporuku lijekova. Veliki problem za farmaceutsku industriju predstavlja upravo ¢injenica da je
¢ak oko 40% API-ja odobrenih za trziste zbog svoje kemijske strukture tesko ili u potpunosti
netopivo u vodi (Kalepu i Nekkanti, 2015), a losa topljivost lijeka posljedi¢no dovodi do niske

biodostupnosti sto rezultira suboptimalnom isporukom lijeka na ciljnom mjestu.

Obzirom na vrlo dobre rezultate primjene NADES-a u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva,
gdje je pokazano koliko je veliki potencijal poboljsanja ekstrakcije/topljivosti raznih spojeva u
NADES-ima naspram uobicajenih organskih otapala pretpostavljena je mogucnost primjene
DES-ova u farmaceutici za poboljSanje topljivosti teSko topivih spojeva. Na primjeru
nesteroidnih protuupalnih lijekova tu su hipotezu medu prvima potvrdili Morrison i sur. (2009)
koji su za pet slabo topljivih modelnih spojeva odredili da je topljivost u DES-u 5 do 22,000
puta veéa nego u vodi. Osim otapanjem API-ja u DES-u kao otapalu, kako bi se poboljsala
njihova topljivost mogu se sintetizirati niskotemperaturna eutekticka otapala koja sadrze API
kao jednu od ishodnih komponenti smjese. Takve eutekticke smjese ¢ine novu klasu DES-ova
tzv. terapeutskih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (engl. Therapeutic deep eutectic
solvents — THEDES) (Aroso i sur., 2015). Ve¢ina farmaceutski aktivnih tvari moze se ponasati
i kao HBD i kao HBA stoga prilikom odabira drugih komponenti koje ¢e ¢initi THEDES treba
odabrati onu kombinaciju komponenti kod koje ¢e dobivena eutektiCka smjesa pri normalnoj
tjelesnoj temperaturi ima ocuvana terapeutska svojstva samog APIl-ja (Abbott i sur., 2017).
Unato¢ nebrojeno velikog broja mogucih kombinacija, ve¢ina THEDES-a priprema se
koriStenjem API-ja kao donora vodikove veze, budué¢i da API-ji u svojoj strukturi najcesce
imaju vodikom bogate funkcionalne skupine poput amino skupine, karboksilne skupine ili
hidroksilne skupine. Kod formulacija THEDES-a, najvise obe¢ava upravo ona smjesa koja u
tekucoj formi kombinira dva aktivna sastojka u istoj formulaciji uz istovremeno izbjegavanje
nastajanje polimorfizama oba sastojka (Abbott i sur., 2017). THEDES-i, osim $to sadrze API,
u praksi Cesto sadrze i razli¢ite sastojke koji mogu poboljsati permeabilnost aktivne tvari (Stott
I sur., 1998) sto je drugi parametar na temelju kojeg je napravljen sustav klasifikacije

biofarmaceutika (engl. Biopharmaceutics Classification System - BCS).

Krema EMLA® (engl. Eutectic Mixture of Local Anaestethic) jedna od najstarijih terapeutskih
eutektickih smjesa je lidokaina i prilokaina, koja se koristi kao lokalni transdermalni anestetik.
Temperature taliSta pojedinacnih komponenti prilokaina i lidokaina su 38 °C, odnosno 68 °C,
dok je temperatura talista njihove eutekticke smjese 16 °C. Osim $to je EMLA® poznata kao
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prva terapeutska eutekticna smjesa koja je komercijalizirana i patentirana, ona se u danasnjoj
industriji koristi kao polazna tocka pri odabiru strategije poboljSanja topljivosti lijekova. No,
navedena krema, iako u upotrebi, ima, kao i vecina lijekova, nepovoljne nuspojave poput
zarenja, peckanja, promjene boje koze koje se ponajvise pripisuju prilokainu zbog ¢ega su
razvijene i na trziSte stavljene nove smjese lidokain:prokain i lidokain:tetrakain koje su svoju
primjenu nasle kao smjese za isporuku i dostavu lijeka za transdermalnu primjenu (Stott i sur.,

1998).

Jedanaest godina nakon, objavljen je znanstveni rad koji pokazuje poboljsanje topljivosti
benzojeve kiseline, danazola, griseofulvina i itrakonazola primjenom DES-a. KoriStena su
niskotemperaturna eutekticka otapala kolin-klorid:urea i1 kolin-klorid:malat pri ¢emu je
topljivost navedenih spojeva bila 5 do 22 000 puta bolja u DES-u nego u vodi (Morrison i sur.,
2009). Koristenje kolin - klorida, kao ishodne tvari za sintezu DES-a, pogodno je zbog njegove
cijene, niske toksi¢nosti i sposobnosti biorazgradnje. Ohrabrujuéi su rezultati otapanja API-ja,
koji su inace slabo topljivi u vodi, ponajvise jednog od najcesce koristenog lijeka, ibuprofena
¢ija je topljivost u vodenoj otopini upotrebom propilen glikola i polietilen glikola (PEG 300)
povecana 200 i viSe puta. Nadalje, primjenom raznih DES-ova topljivost ibuprofena se moze
povecati ¢ak 5400 puta, u usporedbi s vodom (Lu i sur., 2013). Objasnjenje za navedena
poboljsanja u topljivosti API-ja primjenom DES-ova, odnosno sposobnost solvatacije
eutekti¢kih otapala, dano je u istrazivanju lidokaina u mjeSavini kolin-klorida:mlije¢ne kiseline
i B-alanina:mlije¢ne kiseline u omjeru 1:1. Rezultati pokazuju da je dobra topljivost lidokaina
u DES-ovima temelji upravo na kombinaciji vodikovih veza i Van der Waalsovih sila izmedu
API-ja i DES-a (Gutierrez i suradnici, 2018).

Osim povecanja topljivosti, kao prednost koristenja niskotemperaturnih eutektickih otapala za
otapanje raznih bioloski aktivnih tvari, od onih iz prirodnih izvora do sintetiziranih API-ja,
isti¢e se 1 poboljsanje kemijske stabilnosti aktivne tvari. Mnoge aktivne tvari metaboliziraju se
u razli¢itim metaboli¢kim putevima te nisu stabilne u vodenim otopinama. Na primjer aspirin,
koji podlijeze hidrolizi tijekom duljeg ¢uvanja u obliku vodene otopine (Blessy i sur., 2014), u
studiji Lu i suradnika (2013) pokazano je da je hidroliza aspirina na salicilnu i octenu kiselinu
u DES-u kolin - klorida i 1,2 — propandiola bila 8,2 puta sporija nego u vodenoj otopini iz ¢ega
proizlazi da niskotemperaturna eutekticka otapala mogu biti dizajnirana i koristena sa ciljem

poboljsanja topljivosti API-ja, ali i njihove kemijske stabilnosti.
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Wang i suradnici (2014) u svojoj studiji opisali su THEDES u kojem su farmaceutski aktivne
tvari lidokain:ibuprofen otopljene u 95 % -tnom etanolu ¢ime je znaCajno povecana
permeabilnost ovih sastojaka koji se primjenjuju transdermalno. Niz istrazivanja o koriStenju
lidokaina u eutektiCkim smjesama ukazuje na brze i snaznije djelovanje, za ¢ak 9 puta, U
usporedbi s komercijalno dostupnom EMLA® kremom. Bez obzira na sve postojeée
modifikacije osnovnog sastava EMLA®, komercijalizacija navedene anestetske kreme donijela
je puno toga i potaknula mnoge studije u tom podrucju, od ¢ega je mozda najvaznije primjena
DES-ova u farmaceutici 1 sve moguc¢nosti koje se tu otvaraju. Ta istrazivanja obuhvacaju tvari
koje pojacavaju i poboljSavaju permeabilnost API-ja, osobito onih koji imaju topikalnu i

transdermalnu primjenu (Stott i sur., 1998).

Najcesca tvar koja se koristi za poboljsavanje permeabilnosti djelatne tvari je mentol i ve¢ je u
nekoliko studija ispitana njegova upotreba u novim formulama API-ja s DES-ovima. Mentol je
do sada kombiniran s ibuprofenom prilikom ¢ega se istrazivala topljivost API — ja, no, do sada
nisu postojali radovi koji istrazuju promjenu topljivosti APl — ja u izotoni¢noj otopini do rada
Duarte i suradnika (2017) i to kombinacija mentol:ibuprofen, mentol:fenilacetilna kiselina i
mentol:borna kiselina u razli¢itim omjerima. Studija pokazuje nedosljednost u ponasanju
sustava budu¢i da je topljivost ibuprofena povecana dvanaest puta u kompleksu
ibuprofen:mentol, u odnosu na topljivost ibuprofena u referentnoj vodenoj otopini, dok je
kompleks mentol:borna kiselina topljivost pove¢ao za samo 2 puta, a u kompleksu
mentol:fenilacetilna kiselina nije zamijecena promjena Sto se pripisuje stvaranju estera unutar

THEDES-a.

Osim kombinacije mentola i prethodno spomenutih djelatnih tvari, Wang i suradnici (2017)
istrazili su topljivost sustava mentol:paconol u obliku gela sa mikroemulgiranim cesticama §to
je znacajno poboljsalo sustav dopreme aktivnih tvari putem koze ¢emu je dobivena eutekticka
smjesa s temperaturom talista pri normalnoj tjelesnoj temperaturi, Tm = 32 °C - 37 °C. Studije
koje su usporedivale permeabilnost nove formulacije APIl-ja u DES-u u odnosu na
permeabilnost samog API-ja, pokazale su i do 3 puta vece permeabilnost takvih formulacija, no
i dalje je to podrucje koje ¢e se intenzivno istrazivati u narednom razdoblju zbog iznimnog
interesa znanstvene i farmaceutske zajednice (Duarte i sur., 2017), a razli¢ita funkcija API-

DES-a prikazana je naslici 6.
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Dvostruka
funkcija

Lidokain Ibuprofen

Naglasavanje
permeabilnosti

L+

Ibuprofen Mentol

Derivati metabolita
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Kolin-klorid Aspirin

API-DES
Polimerizacija

OH

Akrilna

Lidokain Kiselina

Slika 6. Shematski prikaz razlicitih funkcija API - DES formulacija (prilagodeno prema Pedro
i sur., 2019).

Nadalje, za formulacije THEDES-a od iznimnog su interesa i masne kiseline, osobito za
formulacije s transdermalnom primjenom. Kombinacija djelatnih aktivnih tvari ibuprofena i
lidokaina s laurinskom i palmitinskom masnom kiselinom rezultirale su THEDES-om Koji je u
teku¢em stanju pri tjelesnoj temperaturi ¢ovjeka (Benessam i sur., 2013). Takoder, osim za
transdermalnu primjenu laurinska Kiselina je koristena u pripremi THEDES-a sa koenzimom-
Q10 za oralnu primjenu buduéi da je nastala formulacija tekuca pri 37,93 © C (Tarate i Bansal,
2015).

Osim poboljsanja permeabilnosti i biodostupnosti djelatnih aktivnih tvari primjenom DES-ova,
formulacije API-ja u DES-u imaju moguc¢nost primjene kao novi, pobolj$ani nacini unosa i
isporuke API-ja kako bi se izbjegli slucajevi nepravilne apsorpcije lijeka, poput itrakonazola te
njegove nedovoljne koncentracije u plazmi nakon unosa (Ye i sur, 2007). Tamo gdje je moguce,
prednost pred oralnom primjenom ima topikalna primjena, ¢ime je moguce izbje¢i moguci
nepovoljni sistemski uc¢inak lijeka. Topikalna primjena lijeka je terapija primjenom lijeka na
odredeno podrucje koze ili sluznice, a njena prednost je npr. moguénost lokalnog tretmana
gljivicnih infekcija, te brza apsorpcija na ciljnom mjestu $§to za posljedicu ima viSu
koncentraciju aktivne tvari u tkivima (Park i sur., 2012a) te istovremeno onemogucava

rekristalizaciju (Park i sur., 2012b).
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Znacajno poboljSanje topljivosti koristenjem API — DES formulacije utvrdena su za nekoliko
djelatnih aktivnih tvari, ukljuujuéi paeonol, &ija se topljivost poveéala za 60ug ml2 (Wang i
sur., 2017), dok je za najpoznatiji primjer povecanje topljivosti farmaceutski aktivne tvari
ibuprofen ¢ija je topljivost u API — DES formulaciji pove¢ana 12 puta (Duarte i sur., 2017).
Formulacija ,tekuceg aspirina®“ rezultat je pokuSaja povecanja topljivosti nesteroidnog
protuupalnog lijeka aspirina koja je formirana otapanjem acetilsalicilne kiseline u kolin-kloridu.
Dobivena mjesSavina se mije$a se s vodom i pokazuje stabilnost od 3 dana, nakon Cega Se
javljaju prvi znakovi rekristalizacije (Abbott i sur., 2017) koja je prikazana na slici 7. gdje se

vidi razlika u otapanju aspirina u razliitim otapalima

a) aspirin u vodi, b) aspirin:ChCl c) aspirin:ChCl u vodi

Slika 7. Otapanje aspirina (Abbott i sur., 2017).

Pereira i suradnici (2019) su proveli predklinicku i klini¢ku studiju kojom je istrazen limonen,
cikli¢ki terpen kemoterapeutskih svojstava s potencijalnom primjenom u borbi protiv raka
pluca, zeludca, dojke, prostate (Bicas i sur., 2011). Limonen je zahvalan za istrazivanje zbog
svog GRAS statusa (engl. generally recognized as safe) koji je potvrdio Sun 2007. godine.
Zahvaljujuci izrazito visokoj lipofilnosti, potpuno se apsorbira u crijevima sto doprinosi velikoj
biodostupnosti u sistemskoj cirkulaciji (Vigushin i sur., 1998). Jia i suradnici (2013) dokazali
su apoptotsko djelovanje kod kolorektalnih tumorskih stanica putem mitohondrija koji utjecu
na PI3K/Akt signalne puteve, a sudjeluju u mehanizmu prezivljenja stanice i sposobnosti
apoptoze. Zbog navedenih otprije poznatih karakteristika limonena cilj studije Pereire i
suradnika (2019) bio je ispitati ideje buduceg razvoja novih farmaceutskih sustava koji se
temelje na DES-ovima u cilju povecanja bioaktivnosti i efikasnosti dizajniranih sustava koji

mogu pridonijeti u terapiji lijecenja raka.
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Pereira i suradnici (2019) su kreirali THEDES napravljen mijeSanjem miristinske kiseline
(MA), kapri¢ne kiseline (CA) ili ibuprofena (IBU) sa limonenom kako bi se stvorila nova
formulacija s potencijalnim ucinkom u terapiji lijeCenja raka. Rezultati potvrduju da je
koncentracija limonena od 2 mM inducira apoptozu zahvaljujuci aktivnosti kaspaze-3. Sli¢ni
rezultati odredene aktivnosti s formulacija CA:LIM i mentol:LIM dokazuju da je citotoksi¢nost
i antiproliferativni efekt posljedica samog limonena koji inhibira rast tumorskih stanica debelog
crijeva (Jia 1 sur., 2013). Od svih istrazenih sustava, jedino je sustav IBU:LIM pokazao
antiproliferativnu aktivnost spram humane stani¢ne linije raka debelog crijeva (HT29) pri ¢emu
nije utjecao na vijabilnost stanica zdravog tkiva zbog Cega je taj sustav izabran kao polazna

tocka za daljnja istrazivanja antitumorskih svojstava navedene formulacije THEDES-a.

2.4. SVOIJSTVA FARMACEUTSKI AKTIVNIH TVARI

Veliki izazov u razvoju novih farmaceutskih formulacija je vrlo ¢esto niska topljivost API-ja u
vodi §to stvara poteSkoce u pocetnim fazama ispitivanja novih djelatnih tvari (Lipinski, 2001).
Istrazivanja pokazuju da se takve poteskoce javljaju kod gotovo 40% djelatnih tvari u razvoju,
a losa topljivost djelatne tvari u vodi posljedi¢no utjece na apsorpciju i biodostupnost lijeka,
koje su kljuéne za njegovo ucinkovito djelovanje (Heimbach i sur., 2007). Farmaceutska
industrija klasificira lijekove u cetiri skupine prema biofarmaceutskom klasifikacijskom
sustavu (engl. Biopharmaceutics classification system - BSC) ovisno o topljivosti u vodi i
permeabilnosti (Slika 8.). Kako bi se prevladao problem slabe topljivosti i/ili slabije
permeabilnosti API-ja Cesto se koriste vise doze lijeka, kako bi se osigurala dovoljna djelatna
koncentracija na ciljnom mjestu, $to posljedicno moze rezultirati sistemskom toksi¢no$cu i

ozbiljnim nuspojavama koje nije moguce zanemariti (Leuner i Dressman, 2000).
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Slika 8. Biofarmaceutski sistem klasifikacije API-ja (prilagodeno prema Duarte i sur., 2017).

BSC sustav se prvenstveno odnosi na lijekove koji se primjenjuju oralno stoga se topljivost
Cesto povezuje s topljivosti u simuliranim tjelesnim tekué¢inama, a permeabilnost s prolaskom
kroz membrane u gastrintestinalnom traktu. Djelatne tvari skupine | pokazuju dobru
permeabilnost i topljivost, ali i brzo apsorpciju preko stjenke gastrointestinalnog sustava te
kvantitativno otapanje djelatne tvari definiranu kao brzinu otapanja. Djelatne tvari skupine 11
imaju veliku sposobnost permeabilnosti kroz stijenke gastrointesitinalnog sustava, ali pokazuju
slabiju topljivost u tjelesnim tekuc¢inama. Za razliku od djelatnih tvari skupine II, djelatne tvari
skupine III pokazuju dobru topljivost u tjelesnim tekuc¢inama, ali loSu permeabilnost Kroz
stjenke gastrointestinalnog trakta zbog ¢ega Cesto te tvari budu izlucene iz organizma, a buduéi
da ne dolazi do apsorpcije, nema ni zeljenog farmakoloskog efekta. Djelatne tvari iz skupine
IV predstavljaju veci izazov za farmaceutsku industriju jer uz losu permeabilnost te tvari imaju

i loSu sposobnost otapanja (Lobenberg i Amidon, 2000).

2.4.1.Topljivost

Topljivost se definira kao koli¢ina otopljene tvari koja je nakon postizanja stanja ravnoteze
izmedu otopine i otopljene tvari presla u otopinu pri odredenim uvjetima tlaka i temperature
(Gothoskar, 2005). Djelatna tvar se smatra dobro topljivom u vodi ako se najjaca djelotvorna

doza rastapa u najvise 250 mL vodenog medija duz razli¢itih pH vrijednosti (Centre for Drug
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Evaluation, USFDA, 2000). Volumen od 250 mL odabran je jer odgovara volumenu tekucine
koji se uzima pri oralnoj primjeni nekog lijeka. Uvjeti temperature pri kojoj se lijek ispituje je
37+1 °C pri rasponu pH vrijednosti 1-7,5 prema USFDA-u, rang pH vrijednosti 1,2-6,8 prema
WHO, dok je za Europsku agenciju za procjenu lijekova (engl. European Medicines Evaluation
Agency - EMEA) raspon pH vrijednosti 1-8. Zbog Sirokog raspona pH vrijednosti moguce je
da dode do degradacije djelatne tvari te je u tom slucaju potrebno uzeti na razmatranje topljivost

djelatne tvari u Sirem rasponu pH vrijednosti (Chavda i sur., 2009).

Mogucnosti poboljsanja slabe topljivosti farmaceutski aktivnih tvari u vodenoj otopini
ukljucuju upotrebu surfaktanata, koristenje derivata u obliku organskih soli, promjene pH
vrijednosti i hidrofobnu solubilizaciju za $to se najéeS¢e koriste hidrotropi (Subbarao i sur.,
2012). Skupina hidrotropa obuhvaca spojeve koji imaju nisku toksi¢nost i malen
bioakumulacijski koeficijent, a prvi put je pojam hidrotropnog agensa uveo Neuberg 1916.9.
Hidrotropi su tvari koje bitno utje¢u na povecanje topljivosti hidrofobnih molekula u vodi, a
najces¢e u svom sastavu imaju aromatski prsten i anionski dio molekule gdje amonijevi,
kalcijevi, kalijevi ili natrijevi ioni sluze kao protuioni koji odrzavaju neutralnost cijele molekule
(Hodgdon i Kaler, 2007). lako su hidrotropi amfifilne molekule, one se ne koriste u svojstvu
surfaktanta, buduc¢i da imaju kratke hidrofobne izdanke i ne tvore micele te imaju slabu
tendenciju za samoagregaciju u vodi (Subramanian i sur., 2013). Sintra i suradnici su 2018.g.
istrazivali nacine povecanja topljivosti kod lijekova koji po biofarmaceutskoj klasifikaciji
pripadaju BCS skupini Il te ih karakterizira dobra permeabilnost i slaba topljivost, $to je npr.
karakteristika nesteroidnog protuupalnog lijeka ibuprofena. Istrazivanje je pokazalo visoku
ucinkovitost ionskih kapljevina kao hidrotropa za ibuprofen, koje su uz podesavanje aniona i

kationa mogle djelovati sinergisti¢ki na mehanizam solubilizacije.

lako BSC Kklasifikacija sluzi svrstavanju farmaceutski aktivnih tvari po parametrima topljivosti
I permeabilnosti, ona nije strogo odredena pa djelatne tvari koje zbog svoje slabe topljivosti
pripadaju skupini Il ne moraju nuzno zbog toga imati nisku biodostupnost. Mnoge slabe kiseline
koje pri niskim vrijednostima pH, primjerice pri pH Zeludca = 1 pokazuju nisku topljivost, pri
intestinalnoj pH vrijednosti kod koje je pH = 6-7 pokazale su se poprili¢no topljivima, no klasa
II ipak znaci da te tvari mogu biti limitirane stupnjem otapanja, usporedujuéi ih sa djelatnim

tvarima koje pripadaju u skupinu I i pokazuju dobru topljivost i permeabilnost.
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Opcenito, uéinkovit proces otapanja molekula prolazi u tri stupnja kako je prikazano naslici 9.:

1. Molekula otopljene tvari odvaja se od ostalih molekula koje se nalaze u ¢vrstom
stanju, a to je proces u kojem dolazi do pucanja veza izmedu molekula otopljenih
tvari.

2. Unutar molekula otapala treba biti prisutna praznina koja ¢e biti dovoljna za
odvojenu molekulu otopljene tvar, a kako intramolekularne sile slabije djeluju kod
tekucina, nego kod ¢vrstih stanja, energija potrebna za disrupciju entiteta molekula
tekucine otapala bit ¢e poprili¢no niska.

3. Nadalje, preostaje jedino da molekula otopljene tvari zauzme mjesto molekule
otapala koja nedostaje. Za molekule koje imaju visoki afinitet prema polarnim
otapalima poput vode, ovaj proces je energetski povoljan te molekule spontano
prelaze u sastav molekula otapala

2 —_—
3 + O —

Slika 9. Graficki prikaz tri stupnja otapanja molekula otopljenih tvari (Williams i sur., 2013).

Metodama koje se u danasnje vrijeme razvijaju sa ciljem poboljsanja topljivosti djelatnih tvari
u vodenom mediju nastoji se postic¢i topljivost koja je do sada pokazana za otapanje djelatnih
tvari u niskotemperaturnim eutektickim otapalima. Tako je npr. utvrdeno povecanje topljivosti
ibuprofena izmedu 5 i 22 000 puta otapanjem u terapeutskom niskotemperaturnom eutektickom
otapalu koji sadrzi mentol, kamfor i spomenuti APl (Tuntarawongsa i Phaechamud, 2012).
Topljivost djelatne tvari smatra se kljuénim parametrom za farmaceutske tehnologe, buduci da

djelatna tvar koja ne pokazuje dobru topljivost nema dobru biodostupnost. Aroso i suradnici
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(2016) proucavali su razlike u topljivosti acetilsalicilne (AA), benzojeve (BA) i fenilacetilne

kiseline (PA) primjenom THEDES-a, a razlike u topljivosti prikazane su na slici 10.
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz poboljSanja otapanja ¢istih djelatnih tvari u etanolu (95 %) i djelatnih
tvari u DES-u i nakon 7 h, prevedeno prema radu (Aroso i sur., 2015).

Aroso i suradnici (2016) provodili su test otapanja djelatne tvari u prahu ili kao sastavne
komponente THEDES-a te je koncentracija djelatne tvari bila jednaka u slu¢aju ishodi$ne tvari
otopljene u vodi i u formulaciji THEDES otopine. Kako je vidljivo iz grafa prikazanog na slici
7, otapanje je puno uspjeSnije U formulaciji THEDES-a, nego kad se radi o ¢istoj otopljenoj
djelatnoj tvari u etanolu. Stovise, iz grafa se jasno vidi da sve tri djelatne tvari, AA, PA i BA,
pokazuju brzu stopu otapanja u THEDES-u s mentolom, u usporedbi s onim koji sadrzi kolin-
klorid gdje je prosjecna stopa otapanja 60%. Kod THEDES-a s mentolom i ispitivanim API-
jima postotak otapanja je iznad 90% iz ¢ega mozemo zakljuciti da metoda kompleksacije
djelatne tvari s nekom drugom tvari unutar THEDES-a vrlo obec¢avajuci pristup za poboljSanje
topljivosti API-ja (Aroso i sur., 2016). Nadalje, niz je istraZivanja provedeno s mentolom, s
naglaskom na njegovu uc¢inkovitost u pobolj$anju permeabilnosti lijeka, a ti podaci su od velike
vaznosti za odredivanje prikladnih doza terapije i mehanizma unosa lijekova, napose topikalno
i/ili transdermalno.

28



Buduc¢i da se djelatna tvar razli¢ito ponasa kao pojedina¢na tvar ili u smjesi s drugim tvarima,
pa primjerice ve¢ spomenuti ibuprofen kao API pripada djelatnoj tvari klase 11, u kombinaciji s
mentolom ima povecanu permeabilnost i topljivost te pripada djelatnim tvarima skupine I.
Benzojeva kiselina, koja kao zasebni API pripada skupini Ill, u kompleksu sa mentolom u
omjeru mentol:benzojeva kiselina = 3:1 povecéava joj se topljivost i permeabilnost zbog ¢ega
svojim svojstvima pripada klasi | farmaceutski aktivnih tvari. Fenilacetilna kiselina, koja je kao
zasebna djelatna tvar pripadala skupini | aktivnih tvari, nakon kompleksacije pripada skupini I,

no u formi estera gubi se stabilnost formulacije (Duarte i sur., 2017).

Oralna primjena farmaceutski aktivnih tvari smatra se najprirodnijim, najjednostavnijim i
najprikladnijim nacinom unosa lijeka, zbog Cega je veliki interes za poboljSanja upravo tog
naéina terapije, a koja ukljucuje lijekove koji su u vodi slabo topljivi. Najvecu razliku u
biodostupnost moguce je vidjeti kod lijekova ¢ija je aktivna tvar visoko permeabilna i slabo
topljiva, kao §to je slucaj kod karbamazepina, antiepilepticke tvari slabe topljivosti (0,15 + 0,07
mg ml™) pri 25 °C, zbog ¢ega se navedeni lijek daje pacijentima u visokim dozama te je stoga

tema niza istrazivanja (Nesamony i sur., 2013).

Opcenito gledano, naj¢esce koristene tehnike za povecanje topljivosti djelatnih tvari se temelje
na smanjenju veli¢ine Cestica, disperziji lijeka u nosacima, kompleksaciji i solubilizaciji
surfaktantima (Neduri i sur., 2013). Disperzijom ¢vrstih farmaceutski aktivnih tvari slabe
topljivosti u hidrofilne nosace nacin otpustanja lijeka odreden je svojstvima koristenog
polimera, $to je moguce optimirati i mijenjati ovisno o svojstvima nosaca i Cestica. Najbolji
rezultati u poboljsanju biodostupnosti postizu se izmjenama i kombinacijama u molekularnoj
masi i kompoziciji nosaca, kristalnog stanja aktivne tvari te poroznosti ¢estica (Vasconcelos i
sur., 2007).

2.4.2. Permeabilnost

Permeabilnost je veli¢ina koja indirektno opisuje apsorpciju aktivne tvari u probavnom sustavu
Covjeka, a direktno postotak prijenosa mase aktivne tvari kroz membranu tankog crijeva. Za
odredivanje permeabilnosti API-ja koriste se testovi s umjetnim membranama i testovi koje se
baziraju na primjeni kulture stanica, poput in vitro stani¢ne kulture epitelnih stanica. Metode in
vitro koje se koriste za procjenu permeabilnosti novih kemijskih tvari dijele se na stani¢ne i

nestani¢ne metode. Prema USFDA i BSC klasifikciji API-ja visoko permeabilna je ona djelatna
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tvar, koja je stabilna u podrucju gastrointestinalnog trakta, i postize minimalnu apsorpciju od
90% u usporedbi s intravenoznom referentnom dozom, dok prema WHO visoko permeabilnom
djelatnom tvari smatra onu koja u odnosu na intravenoznu referentnu dozu postize minimalno
85% apsorpcije. Znanstvena zajednica se zalaze za snizavanje kriterija u skladu s WHO tj. da
se 85 %-tna apsorpcija prihvati kao univerzalna klasifikacija visoko permeabilne djelatne tvari.
Kao dodatna metoda koja je prihvatljiva i koristi se za dokazivanje permeabilnosti je in vivo
intestinalna perfuzija kod ljudi te ukoliko u tom testu djelatna stvar ima linearan odziv i potpunu
apsorpciju, ona se smatra visoko permeabilnom (Committee for Medicinal Products for Human
Use, 2008).

Istrazivanja u podrucju apsorpcije i razdiobe lijekova u posljednja dva desetljeca polazu velike
nade u tzv. kombiniranu sintezu koja omogucuje istovremenu sintezu i proci§¢avanje stotine
tvari ¢ime se ekonomi¢no iskoristavaju financijski i vremenski resursi (Bhattacharyya, 2001).
Metode koje omogucuju odabir i preliminarnu procjenu velikog broja uzoraka istovremeno
olaksSavaju brzu identifikaciju farmakoloski djelatnih tvari, no nazalost dokazana aktivnost in
vitro ne jam¢i ucinkovitost tog istog API-ja in vivo. Mnoge djelatne tvari u daljnjim
ispitivanjima pokazuju neprikladnu farmakokinetiku te lo$ toksikoloski i metabolic¢ki profil
zbog Cega Cesto ne budu prihvaceni za daljnja ispitivanja u klini¢kim studijama (Caldwell i sur.,
2001). Kako bi se smanjila velika stopa pogreSaka u programima razvoja farmaceutskih
proizvoda, od velike je vaznosti unutar takvih programa ukljuciti toksikoloske i
farmakokineticke analize u ranim fazama razvoja novih proizvoda. Djelatne tvari koje se
uzimaju oralnim putem smatraju se najprikladnijim oblikom terapije, no ono Sto ih ograni¢ava

je intestinalna apsorpcija o kojoj ovisi biodostupnost novih potencijalnih lijekova.
2.4.2.1. PAMPA test

Kako bi se ispitala permeabilnost farmaceutski aktivne tvari koriste se metode s umjetnim
membranama, tzv. ne-stani¢ne metode, i stanicne metode u kojima se primjenjuju kulture
stanica. KoriStenje umjetnih membrana kao alternativnih modela za simulaciju membrana u
gastrointestinalnom sustavu za procjenu apsorpcije APl-ja temelji se na ¢injenici da se vecina
tvari apsorbira potpuno ili djelomic¢no pasivnim transportom pa korelacija permeabilnosti kroz
umjetnu membranu, koja oponasa pasivni unutarstani¢ni transport, daje dobru smjernicu o
apsorpcijskom potencijalu lijeka (Zhu i sur, 2002). Nedostatak testova s umjetnim

membranama je u tome Sto ne ukljucuje ¢imbenik vezanja lijekova na proteine plazme (iznad
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90%), $to znatno utjece na koncentraciju lijeka u plazmi te na njegovu bioaktivnost i sigurnosti

(Basalious i sur., 2010).

Dva najcesée koristena predstavnika nestani¢nih metoda za odredivanje permeabilnosti lijekova
su PAMPA metoda (engl. Parallel artficial membrane permeability assay) i PVPA metoda
(engl. phospholipid vesicle-based permeation assay). PAMPA metoda se smatra u¢inkovitijom
od PVPA metode, a u odnosu na stani¢ne metode kraceg je trajanja i manje zahtjevna zbog ¢ega
se Cesto koristi u ranim fazama razvoja lijeka bez obzira §to se ovom metodom moze testirati
samo transport lijeka pasivnom difuzijom kroz lipidnu membranu. Kako lipofilne komponente
opcenito ne pokazuju dobru topljivost u puferima koji se uobicajeno koriste u istrazivanjima
apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije (engl. Absorption, Distribution, Metabolism
and Excretion - ADME) novih lijekova, koriste se agensi, ko-otapala te neionski surfaktankti
poput polisorbata 80 i Cremophora EL za povecanje topljivosti. Osim loSe topljivosti, na
rezultate moze utjecati 1 nespecifi¢no vezanje lipofilnih komponenata na plasti¢nu povrsinu $to
moze dovesti do neto¢nih rezultata procjene permeabilnosti PAMPA testom (Buckley i sur.,

2012).

PAMPA se koristi kao metoda za predvidanje transstani¢ne pasivne apsorpcije u
gastrointestinalnom traktu. Cesto se koristi u ranim fazama testiranja primarne permeabilnosti
tvari tijekom istrazivanja biodostupnosti zbog mogucénosti da se istovremeno testira velik broj
uzoraka, a pokazuje i visoku korelaciju sa podacima apsorpcije in vivo (Awortwe i sur., 2014).
Iako ne sadrzi enzime i transportne proteine bitne prilikom transporta i apsorpcije tvari,
PAMPA metoda daje podatke o relativnoj pasivnoj transstani¢noj difuziji tvari sa razumnom
tocnoscu zbog Cega se koristi kao standard pri odredivanju permeabilnosti. Osim poznatih
lijekova, oc¢ekuje se da PAMPA test moze predvidjeti ne samo dio intestinalne apsorpcije, vec

i distribucijske karakteristike novih kemijskih tvari.

Osim za predvidanje apsorpcije u gastrointestinalnom traktu, PAMPA se vrlo Cesto se koristi i
kao metoda za procjenu permeabilnosti kroz kozu, tj. za API-je namijenjene transdermalnoj
primjeni. Priizvedbi PAMPA testa koriste se ploce sa 96 jazica koja imaju umjetnu membranu,
na koju se prije same provedbe testa nanosi odgovarajuca lipidna smjesa, ovisno o tome koja je
ciljna membrana, odnosno koja lipidna membrana je klju¢na za permeabilnost ispitivanog API-
ja. Moffat 1 suradnici su 2010.g. istrazivali permeabilnost ibuprofena koriste¢i umjetnu
silikonsku membranu, tkivo svinje, ljudsku kozu i PAMPA test pri ¢emu se u usporedbi sa

ljudskom koZom najboljim pokazao PAMPA test. Nadalje, Zhang i suradnici su 2019.g.istrazili
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prikladnost koriStenja PAMPA testa za kozu kao modela za predvidanje permeabilnosti
nikotinamida u kozu. Nikotinamid, amidni je oblik vitamina B3, koji se koristi u proizvodima
za osobnu i1 kozmeti¢ku njegu prilikom raznih dermatoloskih stanja poput akni, atopijskog
dermatitisa, starenja koze, i drugo (Lee i sur., 2016). Rezultati su pokazali loSiju permeabilost
kod PAMPA testa u usporedbi s bioloskim tkivima, stoga navedeni autori smatraju da PAMPA
test mora i dalje biti ispitivan i evaluiran kako bi se potvrdio potencijal te metode za istrazivanja
velikog broj uzoraka medu kojima su mnogi novosintetizirani spojevi o kojima nema

prethodnih saznanja (Zhang i sur., 2019).

Kao sto je ve¢ spomenuto kod nestani¢nih modela za ispitivanje permeabilnosti lijekova koriste
se umjetne membrane razliitih tipova, ovisno o nafinu unosa lijeka i ciljnom mjestu. Osim
umjetnih membrana koje oponasaju ljudsku kozu, razvijaju se i modeli kojima bi se ispitao in
vitro prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru (KMB) (engl. Blood- brain barrier-BBB). Najveca
prepreka djelotvornosti lijekova za sredisnji Ziv¢ani sustav (engl. Central nervous system -
CNS) je prolazak kroz KMB kako bi postigao terapeutski u¢inak (Clark i Pickett, 2000). Krvno-
mozdana barijera sastoji se od ¢vrsto spojenih endotelnih stanica mozga i smatra se suceljem
izmedu periferne cirkulacije i CNS-a. KMB kontrolira protok iona i molekula izvan cirkulacije
CNS-a te omogucava pritok hranjivih tvari i Kisika zivéanim stanicama i tako osigurava
normalno funkcioniranje Ziv€anog sustava (Liu 1 Su, 2014). Zanimljivo je da se permeabilnost
krvno-mozdane barijere povecava u gotovo svim bolestima CNS-a poput mozdanog udara,
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, epileptickih napadaja, traume mozga, ali i Se¢erne bolesti
(Krol i sur., 2013). Medutim, jo$ uvijek nije utvrdeno je li disfunkcija krvno-mozdane barijere,
koja rezultira povecanjem permeabilnosti kroz nju, posljedica bolesti CNS-a ili je to prethodilo
razvoju bolesti (Obermier i sur., 2013). Zbog svega navedenog ispitivanja i odredivanje

permeabilnosti tvari kroz KMB je i nadalje vrlo izazovno i zanimljivo za mnoge znanstvenike.

Obzirom da je proces transporta molekula u mozak vrlo slozen, znanstvenici ulazu velike
napore u razvoj in vitro modela krvno-mozdane barijere. Postoje tri razli¢ita mehanizma
transporta molekula kroz KMB, a jedan od njih ukljucuje pasivni transport kroz stani¢nu
membranu endotelnih stanica i naziva se transstani¢ni mehanizam i opisuje se kao mehanizam
transporta nepolarnih molekula topivih u lipidima. No, neke hidrofobne molekule (fosforilirani
glikoproteini) nemaju sposobnost prolaska kroz KMB, jer ih posebne pumpe koje kontroliraju
izljev molekula izbace iz membrane u krvotok. Za razliku od hidrofobnih molekula, mozgu
potrebni nutrijenti poput folata, aminokiselina i molekularnog prijenosnika transferina mogu
pro¢i kroz krvno-mozdanu barijeru transportom potpomognutim receptorima, koji se danas
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smatra neinvazivnim transportom molekula kroz KMB koji najviSe obecava. Treta vrsta
mehanizma transporta ukljuCuje penetraciju malih hidrofilnih molekula i iona kroz
medustani¢ni spoj u procesu koji se zove parastani¢ni mehanizam transporta (Kuntz i sur.,
2014).

Kao alternativa laboratorijskim eksperimentalnim in vitro i in vivo metodama, racunalnim
simulacijama i in silico metodama razvijeni su alati koji predvidaju svojstva molekula koje
mogu pro¢i KMB, §to znacajno pridonosi istrazivanjima u ovom vrlo izazovnom i zahtjevnom
podrucju, a prednost ovakvog pristupa je brzina prikupljanja podataka i relativno niska cijena
u odnosu na laboratorijske pokuse (Shityakov i sur., 2013). Pri ra¢unalnoj analizi Koristi se
pojam LogBB koji oznacava omjer koncentracije lijeka unutar mozga i koncentracije lijeka u
krvi, dok je LogPS veli¢ina koja oznacava produkt permeabilnosti i povrsine. Treca veli¢ina
koja je bitna u predvidanju permeabilnosti kroz KMB je Pefr koji kombinira koeficijent difuzije
1 slobodne energije te se on usporeduje sa veli¢inama LogBB 1 LogPS tijekom predvidanja
sposobnost molekule za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru. Ova metoda racunalne analize
se, za sada, uspjesno koristi u predvidanju permeabilnosti malih molekula ¢ije su vrijednosti i

eksperimentalno potvrdene (Carpenter i sur., 2014).

2.4.2.2. Stanicna metoda za odredivanje permeabilnosti

Stani¢na metoda, odnosno In vitro metoda koja se pokazala kao dobar pristup i sada je veé
prihvacena kao standard u istrazivanju intestinalne permeabilnosti je primjena stani¢na linija
Caco-2 (Artursson i sur., 2001). Davne 1983.g. Pinto i suradnici opisali su jedinstvenu
mogucnost stanica iz stani¢ne linije Caco-2 da diferenciraju u enterocite, epitelne stanice
crijeva, nakon Cega je ta stani¢na linija postala najcesce koriSten model predvidanja apsorpcije
djelatnih tvari putem epitela tankog crijeva (Sun i sur., 2008). Danas se ta stani¢na linija, kojom
se dobivaju diferencirane stanice u monosloju, koristi u laboratorijima diljem svijeta u
istrazivanju novih mehanizama unosa lijekova (Maher i sur., 2016). Caco-2 stanice (Slika 11)
su epitelne stanice tumora debelog crijeva i koriste se kao model za intestinalnu apsorpciju
djelatnih tvari. Kultivacija monosloja preduvjet je diferencijacije te se Caco-2 stanice
kultiviraju na poroznoj membrani u posebnim komoricama s medijem za uzgoj stanica, koji
istovremeno hrani i apikalnu i bazalnu povrsinu stanicnog monosloja, a nakon otprilike 21 dana
u kulturi stanice diferenciraju te pokazuju dobru korelaciju sa genskom ekspresijom i

molekularnom permeabilnosti humanih stanica tankog crijeva (Press i Grandi, 2008).
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ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

a x
Low Density High D¢

Slika 11. Caco-2 stani¢na linija, preuzeto s web stranice ATCC-a (Anonymus 1, 2021)

Diferencirani konfluentni oblik Caco-2 stanica eksprimira neke proteine koji sudjeluju u
aktivnim oblicima transporta, koji su prisutni in vivo u ljudskom tankom crijevu, kao $to su
transporteri za zu¢ne kiseline, aminokiseline i Secere (Audus i sur, 1990) ali i fosforilirane
glikoproteine koji su produkti MDR gena (engl. multi — drug resistance) i MRP (engl. multi-
drug resistance associated protein), a eksprimirani su u stani¢noj membrani Caco-2 stanica i
sudjeluju u transportu specifi¢nih ksenobiotika iz bazolateranog dijela do apikalnog dijela
membrane (Walle i sur., 1999). Velika vecina intestinalnih transportera i enzima eksprimira se
u in vitro uvjetima tj. u monosloju Caco-2 stanica sto je potvrdeno kvantitativnim PCR-om koji
je pokazao dobru korelaciju molekula mRNA transportera izmedu Caco-2 stanica i stanica
ljudskog intestinalnog sustava. Citokrom P450 3A4 konstitutivno se ne eksprimira, ili je
njegova ekspresija izrazito slaba u stanicama Caco-2, no moguca je indukcija ekspresije na dva
nacina. Nadalje, enzimi koji sudjeluju u metabolizmu lijekova visoko su eksprimirani u Caco-
2 stani¢noj liniji te se ti podaci mogu koristiti u studijama o metabolizmu lijekova (Manna i
sur., 2000). U funkcionalnim Caco-2 stanicama su eksprimirane hidrolaze, karboksilesteraze,
glutation-S transferaze i sulfotransferaze. Predstavnici skupine enzima faze Il, sulfotransferaze
i glukoroniltransferaze, sudjeluju u metabolizmu, apsorpciji i distribuciji djelatnih tvari, a
posebno su znacajni jer indirektno utjecu na biodostupnost lijekova unesenih oralnim putem
buduci da proces konjugacije, koja je tipi¢na reakcija koju provode enzimi faze II, rezultiraju
smanjenjem aktivnosti ili potpunim uklanjanjem djelatnih tvari iz organizma (Yu i sur., 2002).
Primjena Caco-2 stanica olakSava odredivanje intestinalne permeabilnosti djelatnih tvari i
omogucava identifikaciju specifiénih transportnih proteina te proteina koji sudjeluju u
metabolizmu djelatnih tvari koji mogu pojacati ili sprijeciti intestinalnu apsorpciju (van
Breemen i Li, 2005). Zbog svega navedenog, osim za in vitro odredivanje permeabilnosti API-
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ja, Caco-2 stanice u monosloju koriste se kao in vitro alat za ispitivanje genske ekspresije

proteina transportera i enzima nakon izlaganja raznim kemikalijama ili citokinima.

Intestinalna apsorpcija lijekova uzetih oralnim putem odvija se na tri moguca nacina razlic¢itim
mehanizmima transporta: pasivhom difuzijom, olakSanom difuzijom i vezikularnim
transportom. Velika je prednost primjene stani¢ne linije Caco-2 $to osigurava u in vitro
uvjetima sva tri oblika transporta za razliku od nebioloskih modela, odnosno umjetnih
membrana kao §to je npr. PAMPA. Pasivna difuzija moze se odvijati na dva nacina. Kod
parastani¢ne pasivne difuzije tvari se transportiraju duz epitela putem vodenih, izvanstani¢nih
puteva prilikom Cega je pokretacka snaga prijenosa tvari razlika u koncentraciji djelatne tvari,
elektricnog potencijala i hidrostatskog tlaka izmedu lumine i krvne strane intestinalnog epitela.
Transstani¢ni transport kao pokretacku snagu koristi takoder elektrokemijski gradijent, buduci
da je povrSina stanicne membrane puno veca od povrSine uskih spojeva medu stanicama
(99,9:0,01%). Tvari koje koriste ovaj oblik pasivne difuzije pokazuju vecu stopu apsorpcije
(Hidalgo, 2001).

Najcesce se pri izvodenju in vitro testa permeabilnosti primjenom Caco-2 stanica, stanice
kultiviraju tijekom dvadeset i jednog dana nakon ¢ega prolaze diferencijaciju u enterocite koji
imaju spomenute transportne proteine i uske spojeve medu stanicama. Prilikom pripreme
monosloja Caco-2 stanica, medij za uzgoj stanica se odstranjuje iz bazolateralnih i apikalnih
komorica i zamjenjuje se s otopinom soli, koja se koristi za odrZzavanje i manipulaciju stanicama
(engl. Hank's Balanced Salt Solution - HBSS), a sadrzi 25mM HEPES pufer ¢iji je pH 7,4.
Kako bi se odredila ¢vrstoca medustaniénih spojeva primjenjuje se mjerenje transepitelne
elektri¢ne otpornosti (engl.Transepithelial Electrical Resistance - TEER) ¢ime se procjenjuje

integritet monosloja pri ¢emu rezultat > 300 Qcm-2

ukazuje na zadovoljavajuéi integritet
monosloja (Mukherjee i sur., 2004) te se tako uzgojene stanice mogu Koristiti dalje za in vitro

test permeabilnosti.

Prilikom predvidanja permeabilnosti lijekova u crijevima primjenom Caco-2 stanica odreduje
se doza koja se apsorbira, $to se oznacava simbolom fa. Efektivna permeabilnost (Papp), veli¢ina
je koju je moguce izraCunati, a opisuje prijenos tvari odnosno koliko molekula prelazi po

jedinici povrSine stani¢ne membrane, $to se moZe se izracunati prema jednadzbi 1:
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AR / At [1]

app:Areax60><CD‘0

gdje omjer AAg /At opisuje ukupno otpustanje lijeka u vremenu. PovrSina (Area) je veli¢ina
koja opisuje povrsinu monosloja stanice, a 0znaka Cp, oznacava koncentraciju ispitivanog
lijeka pri pocetku eksperimenta kad je t =0. Jednadzba je izvedena iz jednadzbe Fickovog
zakona koji se koristi za opisivanje permeabilnosti otopljene tvari s jedne strane membrane na
drugu putem pasivne difuzije (Guidance for industry, 2008). Studija provedena od strane
Lennerndsa i suradnika (1996) usporedila je efektivnu permeabilnost (Papp) odredenu
primjenom Caco-2 stanica i stanica proksimalnog dijela jejunuma (Lennernés i sur., 1996).
Istrazivanje je pokazalo podudaranje vrijednosti dobivenih na obje stani¢ne linije za lijekove
koji su imali visoku pasivnu permeabilnost. Za lijekove koji se apsorbiraju primarno
parastani¢no ili pomocu transportnih proteina, vrijednost efektivne permeabilnosti (Papp) je
manja zbog uzih spojeva izmedu stanica i slabije ekspresije gena za transportne proteine
Dobiveni podaci iskoriSteni su za komercijalno dostupan software poput softwarea
GASTROPLUS™ i IDEA™ koji predvidaju koncentraciju apsorbirane doze (f.) (Parrott i
Lave, 2002). Pomo¢u navedenih softwarea, izraCunate su koncentracije apsorbirane doze koja
se izvedene iz vrijednosti efektivne permeabilnosti. Navedeni podaci koriste za klasifikaciju
aktivnih farmaceutskih tvari prema BSC-u te ga je moguce koristi prilikom procjene apsorpcije
lijeka u ranim fazama njegova razvoja (Matsson i sur., 2005).

Osim za odredivanje permeabilnosti Caco-2 stanice se koriste i za odredivanje citotoksi¢nosti.
Periera i suradnici (2019) su citotoksi¢nost sintetiziranih THEDES formulacija limonena u
kombinaciji s ibuprofenom, miristinskom ili kapricnom kiselinom testirali na Caco-2
konfluentnoj stani¢noj liniji, na nediferenciranom monosloju stanica nakon 7 dana, $to je
vremenski period u kojem razviju karakteristike enetrocita zbog ¢ega se ove stanice mogu
koristiti kao in vitro intestinalni model za ispitivanje toksi¢nosti kemikalija i komponenata

hrane na stanica epitela crijeva (Manda i sur., 2015).
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2.4.3. Bioodobrenje

Termin biooobrenje (engl. Biowaiver) se primjenjuje u procesu odobrenja lijeka , a dobije se na
temelju dokazane bioloske vrijednosti na testiranjima koji ne ukljucuju in vivo test bioloske
istovrijednosti. Termin bioodobrenje ukljucuje odricanje od izvodenja istrazivanja
bioekvivalencije i biodostupnosti koja su najceS¢e izuzetno skupa, ali i dugotrajna.
Biofarmaceutski sustav Kklasifikacije djelatnih tvari pruza bioodobrenje za lijekove I, 11 i 111

skupine lijekova koji imaju odredene specifikacije.

Koncept koji se koristi kod BSC klasifikacije doveo je do postupnog odstupanja od in vivo
studija bioloske istovrijednosti (engl. Bioequivalence - BE) i prelazak na specifi¢ne
komparativne in vitro studije kako bi se doslo do zakljucka o bioloskoj istovrijednosti trenutnog
oslobadanja djelatnih tvari uzetih oralnim putem koje izazivaju sistemske reakcije. Ako dvije
djelatne tvari postizu isti koncentracijski profil duz gastrointestinalnog trakta, one ¢e pokazati
imati isti profil u plazmi nakon oralne primjene $to se vidi iz sljedece jednadzbe do koje su

dosli Dressman i suradnici 2001.9.:
J =Py X Cy [2]

gdje velic¢ina J oznacava prijenos tvari kroz stijenku crijeva, Pw permeabilnost djelatne tvari

kroz stijenku crijeva, a Cw koncentracijski gradijent na stijenci crijeva (Dressman i sur., 2001).

Buduci da losa topljivost i permeabilnost, pa posljedi¢no i slaba biodostupnost, predstavljaju
veliki problem za farmaceutsku industriju napredak tehnologija doveo je do razvoja metoda i
strategija, poput kompleksacije lijekova sa ciklodekstrinima, forumulacije u obliku soli kod
lijekova koji se mogu ionizirati te upotreba pomoénih otapala pri izradi formulacija, no
univerzalna metoda koja bi poboljsala biodostupnost ne postoji (Thakuria i sur., 2013). Tako je
npr., kristalografsko inZenjerstvo, posljednjih godina u fokusu studija koje se bave
poboljsanjem topljivosti i permeabilnosti djelatnih tvari u lijekovima, a koristi se kao metoda
koja moze osigurati u¢inkovitiju terapiju bez dodatnih nuspojava koje bi osobama koje uzimaju

tu terapiju negativno utjecale na kvalitetu zZivota (Kawabata i sur., 2011).
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Kriteriji preporuceni od strane Americke agencije za hranu i lijekove (engl. United States Food

and Drug Administration - USFDA) za bioodobrenje:

1. Aktivna tvar treba pripadati u skupinu dobro topljivih i visoko permeabilnih tvari;

2. Lijek mora pokazivati trenutno otpustanje;

3. Kako bi se dobilo bioodobrenje, na in vivo studijama biodostupnosti, aktivna tvar mora
biti topljiva u 3 razli¢ita medija, i to s postotkom od minimalno 85% u 30 minuta;

4. Lijek ne smije imati niski terapeutski indeks $to oznacava malu razliku u koncentraciji
terapeutskog 1 toksicnog djelovanja;

5. Pomoc¢ne tvari koje se koriste u formulaciji trebale bi biti koriStene u prethodno
odobrenim ¢vrstim oblicima aktivnih tvari sa trenutnim otpustanjem;

6. Lijek treba biti stabilan u gastrointestinalnom traktu, a proizvod se dizajnira tako da se

ne apsorbira u usnoj Supljini.

Sustav je primjenjiv za ¢vrste oralne formulacije koje imaju trenutno otpustanje, a sastoji
se od jedne ili viSe djelatnih tvari, koje su identificirane kao prihvatljive prema
medicinskom programu prekvalifikacije od strane Svjetske zdravstvene organizacije (engl.
World Health Organisation — WHO). Ako potrebna dokumentacija osigurava sli¢nost
predanog farmaceutskog proizvoda i proizvoda s kojim se novi proizvod usporeduje, a
uzima se sa liste preporuc¢enih WHO proizvoda, ukljucujuci i preporuc¢enu dozu usporednog

proizvoda, sustav je primjenjiv. (Center for Drug Evaluation, USFDA, 2000).
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. ZAKLJUCCI

Niskotemperaturna eutekticka otapala zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava: niske
toksi¢nosti, biorazgradivosti, jednostavne pripreme te niske cijene, isti¢u se kao dobra

zamjena za Stetna organska otapala u raznim podrucjima primjene.

Za niskotemperaturna eutekticka otapala se pretpostavlja veliki potencijal primjene u
podru¢jima biotehnologije, farmaceutike i biomedicine zbog njihove iznimne
sposobnosti otapanja polarnih i nepolarnih spojeva, poboljsanja enzimske aktivnosti te

mogucnosti stabilizacije raznih bioloskih spojeva.

Topljivost i permeabilnost farmaceutski aktivne tvari znatno utjeCe na biodostupnost
lijeka, stoga loSa topljivost i permeabilnost predstavljaju veliki problem za
farmaceutsku industriju. PoboljSanje topljivosti 1 permeabilnost djelatne farmaceutske
tvari moze se postic¢i primjenom niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala i sintezom tzv.

terapeutskih niskotemperaturnih eutektickih otapala.

Za ispitivanje permeabilnosti novih formulacija farmaceutski aktivnih tvari koriste se
ne-stanicne 1 stani¢ne metode. Medu ne-staniénim metodama najcesée je koristen
PAMPA test koji koristi umjetne membrane za odredivanje pasivne difuzije lijeka.
Najcesce koristena stani¢na linija za in vitro ispitivanje permeabilnosti je Caco-2

stani¢na linija koja dobro simulira permeabilnost tvari kroz membranu tankog crijeva.

Mentol se u dosadasnjim istrazivanjima Cesto koristi kao komponenta u sastavu
terapeutskih  niskotemperaturnih eutektickih otapala jer znacajno poboljSava
permeabilnost farmaceutski aktivne tvari loSe permeabilnosti (klase II). Posebno se

istie u istrazivanju formulacija namijenjenih za topikalnu i transdermalnu primjenu.
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