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1. UVOD

Unazad nekoliko desetlje¢a postali Smo svjedoci drasti¢nih promjena u nasoj okolini. Razvoj
novih proizvoda i usluga trazi ravnotezu ekonomskih, socijalnih i ekoloskih faktora. Veéina
industrijskih procesa koristi otapala organskog podrijetla koja su toksi¢na te zagaduju tlo, vodu
i zrak (Mitar i sur., 2019). Novonastale poteskocée potaknule su brzi i uspjesniji razvoj zelenih
tehnologija sa ciljem umanjenja nastale Stete i prevencije potencijalne buduce (Paiva i sur.,
2014). Principi zelene kemije nastoje razviti procese koji su sigurni, efektivni i odrzivi, a kao

jednom od najvaznijih komponenti smatraju se otapala (Misan i sur., 2019).

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (NADES, eng. Natural Deep Eutectic Solvents)
sve vise dobivaju na popularnosti zbog jednostavne i jeftine pripreme, biorazgradivosti te lako
dostupnih komponenti koje su definirane kao sigurne za ljudsku upotrebu, a to svojstvo otvara
brojne mogucénosti za njihovo koriStenje (Mitar i sur., 2019). Dokazano je da eutekticka otapala
proizvedena od komponenti koje imaju farmakoloSko djelovanje osim sli¢nih fizikalno -
kemijskih svojstava posjeduju i sli¢no biolosko djelovanje (RadoSevi¢ i sur., 2016). Prirodna
niskotemperaturna eutekticka otapala nastaju zbog fenomena pri kojem se dvije ili tri tvari koje
su krutina na sobnoj temperaturi mije$aju u odgovarajuéem molarnom omjeru i grijanjem dolazi
do snizavanja njihovog talista i prelaska u tekuce stanje (Marchel i sur., 2022). Komponente
koje se koriste za proizvodnju prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala su Seceri,
organske kiseline, aminokiseline ili organske baze, $to ih ¢ini neograni¢eno dostupnim (Vanda
i sur., 2018). Zbog razlika u sastavu i lakoj mogucnosti prilagodbe fizikalno - kemijskih
svojstava u ovisnosti o industrijskom procesu, svoju primjenu nalaze u nizu razli¢itih industrija
(Craveiro i sur., 2016). Osim koriStenja za vrijeme tehnoloskog procesa, prirodna
niskotemperaturna eutekti¢ka otapala su obecavaju¢e komponente za kozmeticke proizvode,

hranu, farmakoloske pripravke i biomedicinske proizvode (Marchel i sur., 2022).

Sam NADES moze biti medij pripravljen od bioaktivnih komponenti ili aktivnih farmaceutskih
komponenti (API, eng. Active Pharmaceutical Ingridient), prilikom ¢ega takav pripravak
nazivamo terapeutsko niskotemperaturno eutekticko otapalo (THEDES, eng. Therapeutic Deep
Eutectic Solvents). Takva otapala donose alternativne puteve koristenja eutektickih otapala u
farmaciji i biomedicini, gdje se povecava apsorpcija, propusnost i topljivost lijekova (Silva i
sur., 2019a). Pojedinim prirodnim niskotemperaurnim eutektickim otapalima, posebno onima

koji sadrzavaju organske kiseline dokazano je antimikrobno djelovanje sto otvara nove



mogucnosti borbi protiv infekcija u doba smanjene rezistentnosti populacije na antibiotike i
smanjene dostupnosti lijekova (Wikene i sur., 2017). Do sad poznato je vise od 150 razli¢itih
kombinacija NADES - a, s mnogim novima koji se tek otkrivaju (Vanda i sur., 2018).
Moguénosti proizvodnje prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala iz razli¢itih
bioloskih izvora te tisu¢e moguc¢ih kombinacija, znace da je potrebno provesti jo§ mnoga
istrazivanja kojima bi se jasnije mogla odrediti njihova svojstva, a samim time prosiriti podrucje

njihove primjene (Silva i sur., 2019a).

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobno djelovanje disk difuzijskom metodom 8 razli¢itih
NADES - a, THEDES - a te NADES - a s dodanom aktivnom farmaceutskom komponentom
na ucestale patogene: gram - negativne bakterije (Escherichia coli 3014 i Pseudomonas
aeruginosa 3024), gram - pozitivne bakterije (Staphylococcus aureus 3048 i Listeriu
monocytogenes 3112) i kvasac Candida albicans 86. Osim antimikrobnog djelovanja,
provedeno je i odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije otapala za navedene

mikroorganizme.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRIRODNA NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (NADES) su mjesavina prirodnih komponenti
kao sto su organske kiseline i baze, ugljikohidrati, aminokiseline, alkoholi ili visi alkoholi te
voda koji se medusobno povezuju vodikovim vezama (Vanda i sur., 2018). Mijesanjem dvije
ili vise navedenih krutih komponenti u pogodnim kombinacijama i odredenim molarnim
omjerima dolazi do promjene stanja iz krutog u tekuce (Yang i sur., 2018). Pojam NADES - a
se prvi put pojavio 2011. godine iako sami NADES - i zapravo nisu nikakva novost te su
sveprisutni u okoliSu. (Liu i sur., 2018). Usprkos Sirokoj prisutnosti prirodnih eutektickih
otapala u zivim sustavima, jako je malo onih koji su prirodno izolirani zbog toga Sto ih je
izrazito tesko prepoznati pa se veéina istrazivanja temelji na sinteticki stvorenim otapalima
najcesce od dvije ili tri komponente (Yang i sur., 2018). Smatraju se trecom teku¢om fazom u
zivim organizmima uz vodu i lipide, a sudjeluju u krioprotekciji, reakcijama biosinteze,
skladiStenja tvari i zastiti od isuSivanja (Wikene i sur. 2017). Dokazano je da mogu biti otapalo
za Siroki spektar tvari od onih topivih u lipidima do tvari topivih u vodi, a Zeljena svojstva se

mogu lako prilagodavati ovisno o postotku vode (Wikene i sur., 2017).

Komponente od kojih se proizvode dostupne su u gotovo neograni¢enim koli¢inama, a ¢ine ih
biorazgradivim, odrzivim 1 jeftinim otapalima S§to nudi brojne prednosti sa ekonomskog i
ckoloskog stajaliSta (Dai i sur., 2015). Od otkri¢a aktivno se koriste i istrazuju u kemijskim
procesima elektrolize, biokatalitickim procesima, prilikom ekstrakcije iizolacije, te razdvajanja
spojeva, a smatraju se obecavaju¢im otapalima za kozmeticku, farmaceutsku i prehrambenu
industriju kao i za biotehnoloske procese i u biomedicini (Santos i sur., 2018; Wagle i sur.,
2014).

Unato¢ op¢em misljenju da se radi o prirodnim otapalima $to moze sugerirati da su u potpunosti
sigurna i bezopasna, bitno je naglasiti da je potrebno provoditi daljnja istrazivanja o njihovoj

toksi¢nosti i djelovanju (Marchel i sur. 2022).

Unazad nekoliko godina, pojavio se problem rezistentnosti patogenih mikroorganizama na
dosad koristene antimikrobne agense $to je otvorilo prostor za istrazivanje novih. Prirodna
niskotemperaturna eutekticka otapala sa potencijalnim antimikrobnim djelovanjem izazivaju
poseban interes kao alternativan medij konvencionalnim i do sad koristenim otapalima (Al-

Akayaleh i sur., 2022).



2.2. FIZIKALNO - KEMIJSKA SVOJSTVA PRIRODNIH NISKOTEMPERATURNIH
EUTEKTICKIH OTAPALA

Fizikalno - kemijska svojstva prirodnih niskotemperautrnih eutektickih otapala ovise o njihovoj
finalnoj namjeni (Dai i sur., 2013; Choi i sur., 2011). Struktura spojeva i vrsta veza koje tvore
odreduju ponasanje otapala u sustavu (Liu i sur., 2018.). Krajnja fizikalno - kemijska svojstva
otapala u velikoj mjeri odreduje i udio vode. Odredeni udio dodane vode, koja sa
komponentama formira vodikove veze utjeCe na strukturu tekucéeg kristala otapala i to tako da
poboljsava mobilnost same kristalne resetke (Dai i sur., 2013). Povisenjem udjela vode snizava
se toCka taljenja te dolazi do promjene svojstava kao Sto su viskoznost, polarnost, gustoca,
provodljivost i sposobnost otapanja drugih tvari (Aroso i sur., 2016). Potrebno je naglasiti da
poviSenjem udjela vode iznad 50 % dolazi do slabljenja vodikovih veza izmedu drugih
komponenti otapala Sto uzrokuje naruSavanje strukture (Dai i sur., 2015). Umjerena koli¢ina
vode sa druge strane snizava viskoznost i poboljsava provodljivost za neke NADES - e ¢ak do

100 puta (MiSan i sur., 2019).

Polarnost je svojstvo koje odreduje potencijal topivosti svakog otapala (EI Achkar i sur., 2021).
Vecina poznatih prirodnih eutektickih otapala je hidrofilna sa rangom polarnosti koji varira od
44,81 kcal/ mol, sto je usporedivo sa polarnosti vode pa sve do 51,89 kcal /mol §to se moze
usporediti sa polarnosti metanola (Dai i sur., 2013). Na poviSenje polarnosti hidrofilnih otapala
u odredenoj mjeri se moze utjecati dodavanjem vode. Otapala bazirana na organskim
kiselinama su pokazala najbolji stupanj polarnosti, a nakon njih aminokiseline. Najmaniji
stupanj polarnosti imaju otapala pripremljena od Se¢ernih alkohola (Dai i sur., 2013). Hidrofilna
eutekticka otapala su najbolji medij za otapanje polarnih komponenti, ali se mogu primijeniti i

za otapanje spojeva koji su slabo topljivi u vodi (Dai i sur., 2013).

Gustoc¢a kao jedno od glavnih karakteristika svake tekucine za ve¢inu eutektickih otapala ima
vrijednost ve¢u od gusto¢e vode dok odredena hidrofobna otapala pokazuju gusto¢u nizu od
vode (Florindo i sur., 2014; Tang i Row, 2013). Temperatura na gustocu djeluje obrnuto
proporcionalno te se poviSenjem temperature linearno smanjuje gustoca otapala (Cui i sur.,
2018).

Viskoznost otapala primarno ovisi 0 komponentama od kojih se sastoje i to u ovisnosti o broju

1 ja¢ini vodikovih veza izmedu spojeva (Altamash i sur., 2018). Osim o vodikovim vezama



viskoznost ovisi i 0 temperaturi. To je promjenjivo svojstvo koje se moze prilagoditi svrsi za
koje je otapalo namijenjeno. Tako se NADES - i niske viskoznosti preporucaju za koristenje u
industrijskim procesima, dok oni visoke viskoznosti pokazuju bolje performanse kod
ekstrakcije spojeva kao $to su fenoli (Dai i sur., 2015). Vecina otapala je na sobnoj temperaturi
izrazito viskozna (Zhang i sur., 2012). Hidrofobna otapala imaju nizi stupanj viskoznosti od
hidrofilnih otapala kao posljedicu nizeg naboja izmedu komponenti koje ih ¢ine. U istrazivanju
Florinda i sur. (2018). otapala su pripremana samo od organskih kiselina i to oktanske (C8),
nonanske (C9), dekanske (C10) i dodekanske (C12) kiseline. Rezultati su pokazali da su
dobivene kombinacije otapala imale najnizi stupanj viskoznosti u kategoriji hidrofobnih
prirodnih otapala uz gustoc¢u koja je bila niza od gustoée vode. Kontrastno, eutekticka otapala

najviseg stupnja viskoznosti su ona koja sadrzavaju Secere (Zhang i sur., 2012).

NADES - i su uglavnom termostabilni sa temperaturom razgradnje iznad 200 °C, osim onih
proizvedenih od ugljikohidrata koji se razgraduju pri temperaturi oko 135 °C. Zahvaljujuci
svojoj termostabilnosti, prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala imaju vazne uloge u
biljnim organizmima kao $to je zastita od pothladivanja (Dai i sur., 2013). Stabilnost tekuceg
stanja u Sirokom rasponu temperature od gotovo 0 °C do 100 °C omogucava njihovu primjenu

u razli¢itim industrijskim procesima (Dai i sur., 2013).

Kao posljednje svojstvo istiCe se ionska provodljivost koja ovisi o viskoznosti. Kako je
viskoznost vec¢ine otapala visoka tako je ionska provodljivost obrnuto niska. Provodljivost se
moze poboljsati povisenjem temperature (Lapefia i sur., 2019; Zhang i sur., 2012). Komponente
1 omjer donora i akceptora vodikove veze takoder odreduju provodljivost kao i udio vode (Dai

i sur., 2015).

2.3. PRIPREMA PRIRODNIH NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICIH OTAPALA

Najéesci na¢in pripreme prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala je vrlo jednostavna
metoda zagrijavanja komponenti uz mijeSanje (Florindo i sur., 2014). Osim sa ekonomskog
stajaliSta, ovom metodom se lako moZe pratiti temperatura i formiranje samog otapala pogotovo
u slucajevima nestabilnih komponenti koje se koriste za njihovu pripremu (MiSan i sur., 2019).
Druga vrlo jednostavna metoda je metoda u kojoj se komponente otapaju u odgovaraju¢em
otapalu koje se nakon toga isparava prilikom ¢ega ostaje samo eutekticka smjesa (Dai i sur.,

2013). Takoder, Cesto se koristi i liofilizacija, a otapala koja nastaju imaju visoki stupanj



Cisto¢e. Ova metoda se Cesto Kkoristi za hidrofilna otapala (Gutierrez i sur., 2010). Na sobnoj
temperaturi je moguce provoditi mljevenje u tarioniku do postizanja homogene tekucine
(Florindo i sur., 2014). U odredenim slu¢ajevima Koristi se i zagrijavanje uz pomo¢ ultrazvuka
do formiranja homogene tekucine (Bajkacz i Adamek, 2017). Posljednja metoda koja se koristi
jeuz pomo¢ mikrovalova prilikom ¢ega se komponente nekoliko sekundi izlazu mikrovalovima
do formiranja otapala (Gomez i sur., 2018). Kako izbor samih komponenti utjece na finalna
svojstva otapala tako i odabirom prave metode za njihovu pripremu dobiva se otapalo Zeljenih

fizikalno - kemijskih svojstava (Misan i sur., 2019).

2.4. SVOJSTVA KOMPONENTI PRIRODNIH NISKOTEMPERATURNIH
EUTEKTICKIH OTAPALA

2.4.1. Mentol

Mentol (slika 1) je ciklicki monoterpenoid dobro poznat po svojim svojstvima hladenja i
prepoznatljivom mirisu. Dominantna je komponenta esencijalnih ulja izoliranih iz limitiranih
biljnih vrsta i to pretezito iz roda Mentha (Kamatou i sur., 2013). Biljke iz kojih je moguce
izolirati mentol su stolje¢ima poznate po svojem antibakterijskom, antiviralnom,
antifungalnom, anestetskom, anelgetickom, antipruritickim 1 antikancerogenom djelovanju.
Zahvaljujuci svojoj strukturi mentol je jedan od najuspje$nijih terpena koji se koriste za
poboljsanje transdermalnog prijenosa lijekova (Trivedi i sur., 2015). Zahvaljuju¢i svom
antibakterijskom djelovanju sinergisticki sa antibioticima djeluje u prevenciji infekcija nekih
od najc¢esc¢ih ljudskih patogena (Kamatou i sur., 2013). Osim u farmaceutske svrhe, koristi se u

kozmeticke svrhe, prehrambenoj industriji, u sastavu pesticida i sl. (Patel i sur., 2007).

......

mentola se pak proizvodi sinteticki. [zolati su bijeli ili prozirni kristali tocke topljenja oko 41 -
44 °C. Usprkos brojnim dokazanim djelovanjima, mentol je lako hlapiv spoj koja nije u
potpunosti topljiv u vodi u kojoj lako kristalizira i teSko se mijeSa $to utjeCe na stabilnost
proizvoda sa mentolom i mogucnost njihove primjene (Ribeiro i sur., 2015). Taj problem se
mozZe rijesiti prevodenjem mentola u tekuce stanje u kojem se hlapivost sniZzava i povisuje

stabilnost (Al- Akayaleh i sur., 2022).



Slika 1. Kemijska struktura mentola ( NCBI, 2022a)

2.4.2. Timol

Timol (slika 2) je primarna fenolna komponenta eteriénog ulja timijana (Thymus vulgaris).
Poznat je po svojem izrazenom antimikrobnom i antifungalnom djelovanju (Li i sur., 2017).
Pretpostavljeni mehanizam djelovanja timola je da narusava strukturu stani¢ne membrane $to
uzrokuje curenje stani¢nih organela i gubitak funkcije stanice (Salehi i sur., 2018). S obzirom
da timol ima GRAS (generaly regarded as safe) status postoji interes za njegovo koriStenje u
raznim procesima (Abbaszadeh i sur., 2014). Medutim, koriStenje timola je ograniCeno s
obzirom da je loSe topljiv u vodi §to onemogucuje homogeno mijesanje (Abbaszadeh i sur.,
2014). Prevodenjem u tekuce agregatno stanje dobiva se hidrofobno otapalo koje je odli¢an

medij za izolaciju nepolarnih analita (Li i sur., 2020).



Slika 2. Kemijska struktura timola (NCBI, 2022b)

2.4.3. Kamfor

Kamfor (slika 3) je cikli¢ki terpen prirodno prisutan u drvu kamforovac (Zuccarini, 2010).
Poznat je po svojem analgetickom, antiseptickom i antipruritickom u¢inku (Dos Santos i sur.,
2021). Siroko se koristi u medicinskim preparatima, posebno u topikalnim zahvaljujuéi blagom
lokalnom anestetickom djelovanju (Zuccarini, 2010). Njegovo specifiéno djelovanje
podrazumijeva simulaciju receptora za hladnoc¢u u nosu, za razliku od dekognestiva koji imaju
isklju¢ivo mehani¢ko djelovanje na sluznicu (Burrow i sur., 1983). Kamfor treba koristiti
oprezno zbog mogucnosti intoksikacije kod slucajne oralne konzumacije, koja za dojencad
moze biti smrtonosna. Posebnu pozornost trebaju obratiti i trudnice zbog moguénosti prolaska
kamfora kroz placentarnu barijeru. Posebnu opasnost predstavlja i za djecu koja imaju povijest
epileptickih napadaja (Zuccarini, 2010). U slucaju opreznog koristenja proizvoda kamfora u

propisanim dozama i na¢inima primjene lako 1 jednostavno se mogu izbje¢i intoksikacije.



Slika 3. Strukturna formula kamfora (NCBI, 2022c)

2.4.4. Miristinska kiselina

Miristinska Kiselina (slika 4) je masna kiselina koja se pronalazi u velikom broju biljnih i
zivotinjskih masti i ulja. Prisutna je i u ljudskom organizmu kao sudionik biokemijskih reakcija,
te adipoznom tkivu (Burdock i Carabin, 2007). U prehrambenoj industriji je Siroko koriSten
aditiv, pojaciva¢ okusa i sredstvo protiv pjenjenja (Burdock i Carabin, 2007). Miristinska
kiselina je zasi¢ena masna kiselina sa 14 C atoma (Burdock i Carabin, 2007). Na sobnoj
temperaturi je u obliku bijelih ili zutih kristala sjajnog odsjaja teksture slicne vosku. Vostana
tekstura omogucuje primjenu ove masne kiseline u kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji.
Podrsku primjeni u kozmeti¢koj industriji pruza i ¢injenica da ne izaziva kozne iritacije (Anon,
1987). Prema trenutno vazetim prehrambenim smjernicama koje donose USDA (U.S
Department of Agriculture) i HHS (U.S Department of Health and Human Services) unos
zasi¢enih masnih kiselina pa tako i miristinske treba biti limitiran na preporuceni dnevni unos

(Legrand i Rioux, 2015).

Trenutacno je poznata primjena miristinske kiseline u obliku eutekti¢kog otapala za pohranu
solarne toplinske energije. Samostalnu miristinsku kiselinu nije moguée samostalno koristiti u

solarnim toplinskim sustavima zbog visoke tocke topljenja, ali u eutektickim sustavima gdje se



najcesce kombinira sa laurinskom kiselinom toc¢ka topljenja se snizava sa 56,2 na 30 °C (Alva

isur., 2017).

Slika 4. strukturna formula miristinske kiseline (NCBI, 2022d)

2.4.5. Kaprilna kiselina

Kaprilna kiselina, poznata i kao oktanska Kiselina, (slika 5) ima pKa vrijednost 4,89 i slabo je
topljiva u vodi (4,85 mmol/L). Topljivost opada pri nizim pH vrijednostima jer je manji udio
karboksilnih skupina deprotoniran te dominira hidrofobni karakter alifatskog lanca (Trapp i
sur., 2018).

Oktanska kiselina ima svoju primjenu u zdravstvenom sektoru u zastiti od razvoja bolesti.
Koristi se i u kozmeti¢koj industriji zahvaljujuci neuobi¢ajenim ali vrlo korisnim svojstvima
kao §to su dobra mazivost, bezbojnost i dobra stabilnost (Swaminathan i Jicha, 2014). Cesto se
dodaje u dodatke prehrani, a pomaZe u kontroli tjelesne mase tako da potice izgaranje suviSnih
kalorija. Kaprilna kiselina je masna kiselina kratkog lanca koja je sastojak kokosovog i ulja

sjemenki marelice te nekih mlije¢nih proizvoda.

Zbog poticanja procesa ketoze poboljsava kognitivne procese u osoba oboljelih od

Alzheimerove bolesti (Mungali i sur., 2021). Pokazuje znacajno antimikrobno djelovanje, §to
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otvara prostor za njihovu primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao novi nacin

zaStite od patogena (Zheng i sur., 2005).

O
H \H/\/W

Slika 5. strukturna formula kaprilne kiseline (NCBI, 2022¢)

2.4.6. Dekanska kiselina

Dekanska ili kaprinska kiselina (slika 6) je nerazgranata zasi¢ena masna kiselina koja sadrzava
10 atoma ugljika. Dokazano joj je snazno baktericidno djelovanje u in vitro uvjetima (Desbois
i Smith, 2009). Kaprinska kiselina ima znacajno antibakterijsko djelovanje prema velikom
broju bakterija ukljucujuéi i Propionbacterium acne koja je uzro¢nik akni pa svoju primjenu
nalazi u kozmetic¢koj industriji (Huang i sur., 2014). Kao slobodna masna kiselina ima vaznu
ulogu u imunoloskoj zastiti organizma, posebno u zastiti koZe i sluznica (Desbois 1 Smith,
2009). Antimikrobno djelovanje ove masne kiseline ovisi o tome jesu li bakterije gram -
negativne ili gram - pozitivne i sadrzavaju debeli sloj mureina koji onemogucava ulazak masnih

kiselina prema unutarnjim membranama bakterijske stanice (Sun i sur., 2003).

Eutekticki sustavi bazirani na masnim kiselinama pruZaju brojne moguc¢nosti farmaceutske
primjene zahvaljuju¢i niskoj toksi¢nosti, kemijskoj stabilnosti te malim promjenama volumena
prilikom promjene temperature (Liu i sur., 2015). Dekanska kiselina tvori ¢vrste vodikove veze

sa lijekovima §to poboljSava njihovu topivost i stabilnost (Lee i sur., 2016).
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Slika 6. Strukturna formula dekanske kiseline (NCBI, 2022f)

2.4.7. Linolna kiselina

Linolna kiselina (slika 7) spada u grupu polinezasi¢enih masnih kiselina. Sadrzava 18C atoma
i dvije dvostruke veze. Esencijalna je u ljudskoj prehrani zbog nemoguénosti sinteze unutar
organizma. Glavni izvori iz kojih se linolna kiselina moze izolirati su biljna ulja, oraSasti
plodovi, sjemenke, meso i jaja (Whelan i Fritsche, 2013). Zahvaljuju¢i nepolarnom lancu i
polarnoj kiselinskoj grupi primjenu nalazi u agronomiji, kozmeti¢koj, farmaceutskoj,
prehrambenoj industriji te u nutricionizmu i biomedicini (Maximo i sur., 2014). Poznato je da
u kombinaciji sa drugim masnim kiselinama ima ulogu u antimikrobnoj samozastiti koze (Silva
i sur., 2019b). Ovo svojstvo omogucava koriStenje linolne kiseline u eutektickim sustavima i
potencijalnu primjenu u medicinske svrhe (Silva i sur., 2019b). Svojstva eutektickih otapala sa
masnim kiselinama, ¢ine linolnu kiselinu odlicnim nosacem za prijenos aktivnih farmaceustkih

komponenti i njihovo koristenje u terapeutske svrhe (Silva i sur., 2019b).
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Slika 7. strukturna formula linolne kiseline (NCBI, 20229)

2.5. TERAPEUTSKA NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Jedan od glavnih ciljeva farmaceutske industrije je poboljsati dostupnost i iskoriStenje
postojec¢ih lijekova. Umjesto razvoja novih lijekova koji zahtijevaju puno vece resurse i
dugotrajna klinicka istrazivanja, fokus je stavljen na poboljSanje postojec¢ih 1 ve¢ isprobanih
terapija kojima je dokazana djelotvornost (Petrova, 2013). Prilikom pokuSaja poboljSanja
farmakoloske djelotvornosti lijeka, on moze pro¢i kroz promjene forme i formulacije, novih
nacina doziranja i samim time novog administrativnog postupka registracije (Pedro 1 sur.,
2019). Jedan od glavnih ciljeva je poboljsati hidrofilnost postojeé¢ih lijekova uzimajuéi u obzir
da oko 40 % odobrenih lijekova nije topljivo u vodi, §to vodi do slabe biodostupnosti i
apsorpcije (Kalepu i Nekkanti, 2015). Biodostupnost se povecava poboljSanjem topivosti lijeka
u gastrointestinalnim sokovima (Petrova, 2013). S ciljem pobolj$anja oralne topivosti lijeka
doslo je do razvoja krutih disperzija u kojima aktivne farmaceutske komponente cine
minimalno jednu od sastojaka (Savjani i sur., 2012). Zbog potencijalne toksi¢nosti, povisenje
doze lijeka nije nikako opcija pa prevodenjem aktivnih farmaceutskih komponenti u eutekticko

stanje dolazi do Zeljenog ucinka bez rizika za zdravlje pojedinca (Duarte i sur., 2017).

Terapeutska niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (eng. Therapeutic Deep Eutectic Solvents,
THEDES) su vrsta eutektickih otapala u kojem aktivne farmaceutske komponente Cine
minimalno jedan od sastojaka otapala (Saha i sur., 2020). Terapeutska otapala se mogu
pripremiti tako da se aktivna farmaceutska komponenta prevede u tekuce stanje u odredenom
molarnom omjeru i bude dio eutektickog sustava ili se u prethodno pripremljeno eutekticko

otapalo otopi kruta aktivna farmaceutska komponenta (Santos i sur., 2018). Aktivne
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farmaceutske komponente u eutektiCkom sustavu se mogu ponasati i kao donor i kao akceptor
vodikove veze pa je pazljivo kombiniranje komponenti od klju¢ne vaznosti za formiranje
otapala koje bi bilo tekuce na temperaturi ljudskog tijela i paralelno iskazivalo svoje terapeutsko
djelovanje (Pedro i sur., 2019). Najces¢e se u eutektickim sustavima koriste aktivne
farmaceutske komponente ( eng. Active Pharmaceutical Ingridients, API) kao donori vodikove
veze jer ih vec¢ina posjeduje amino, karboksilnu ili alkoholnu skupinu (Abbot i sur., 2017).
Prevodenje API - a u formu otapala poboljSava kemijsku stabilnost s obzirom da postoji puno
mogucih puteva njihove razgradnje. Kao primjer se moze navesti aspirin, koji je sklon hidrolizi
ukoliko je dugo vremena izloZen vlazi (Blessy i sur., 2014). Ovakvi proizvodi omoguéavaju

bolje iskoristenje lijekova lose topljivosti u vodi (Aroso i sur, 2016).

THEDES - i svoju primjenu pronalaze u poboljsanju topljivosti, propusnosti, stabilnosti i
biodostupnosti postoje¢ih lijekova namijenjenih za oralnu primjenu, ali i lijekova za
transdermalnu aplikaciju (Pedro i sur., 2019; Aroso i sur., 2016). Eutekti¢ke smjese za oralnu
primjenu pokazuju brzu apsorpciju lijeka, koja pocinje ve¢ u ustima (Pedro i sur., 2019). Za
terapeutska otapala namijenjena za apsorpciju preko koze ¢esto se koriste mentol ili kamfor za
poboljsanje permeabilnosti (Duarte i sur., 2017). Osim mentola i kamfora, obecavajuée su se
pokazale 1 masne kiseline koje tvore eutektiCka otapala sa temperaturom topljenja nizom ili
blizu fizioloske temperature ljudskog tijela (Tarate i Bensal, 2015). Eutekticka otapala sa
farmaceutskim komponentama su se pokazala posebno uspjeSna pri lijecenju lokaliziranih
fungalnih infekcija, prilikom ¢ega je omogucen brzi transport lijeka u ciljana tkiva, kao 1 ve¢u

apsorpciju (Park i sur., 2012).

2.6. AKTIVNE FARMACEUTSKE KOMPONENTE

Aktivne farmaceutske komponente su tvari koje posjeduju farmakolosku aktivnost te se koriste
u kombinaciji s drugim tvarima s ciljem lije¢enja, dijagnostike i ublazavanja bolesti (Kumar 1
sur., 2022). Svaki lijek se sastoji od dvije glavne komponente, a to su djelatna tvar lijeka (API)
koja kao glavna komponenta ima kemijsku i1 biolosku aktivnost u organizmu i druga
komponenta koja nema aktivno djelovanje nego sluzi za transport i bolju apsorpciju aktivnih
tvari (Ternes i Joss, 2006). Same komponente mogu biti prirodnog ili kemijskog sintetickog
podrijetla, a osim u lijekovima namijenjenih lije¢enju bolesti u ljudi nalaze se i u veterinarskim

lijekovima (Kumar i sur., 2022).
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Problem sa aktivnim farmaceutskim komponentama danas je u njihovoj slaboj topljivosti u
vodenom mediju i1 propusnosti §to rezultira slabom bioaktivnoséu (Duarte i sur., 2017).
Manipulacijom fizioloskim i morfoloskim karakteristikama APIa moZe se poboljsati njihovo

djelovanje (Martin i sur., 2008).

Aktivne farmaceutske komponente se mogu podijeliti u 4 kategorije prema sustavu klasifikacije
biofarmaceutika (BCS, eng. Biofarmaceutics Clasification System) (tablica 1) na temelju svoje
topljivosti i propusnosti (Duarte i sur., 2017; Chavda i sur., 2010). Razred 1 karakterizira visok
stupanj topljivosti u tjelesnim teku¢inama i visoka permeabilnost odnosno brza apsorpcija u
gastrointestinalnom traktu. Razred 2 su lijekovi niske topljivosti, ali visoke permeabilnosti u
gastrointestinalnom traktu. Razred 3 opisuje visoka topljivost u tjelesnim tekuc¢inama i niska
propusnost kroz probavni sustav, a razred 4 karakterizira i niska topljivost, ali i niska

permeabilnost (Chavda i sur., 2010).

Tablica 1. Sustav klasifikacije biofarmaceutika (prema Duarte i sur., 2017)

RAZRED I. RAZRED I1.
Visoka topljivost Niska topljivost
Visoka permeabilnost Visoka permeabilnost -
RAZRED lIlI. RAZRED IV. %
Niska topljivost Niska topljivost g
Visoka permeabilnost Niska permeabilnost H

< TOPLJIVOST ]

2.6.1. Ciprofloksacin

Ciprofloksacin (slika 8) je sinteticki fluorkinolni antibiotik Sirokog spektra djelovanja (Zhang i
sur., 2018). Antibiotsko djelovanje iskazuje prema velikom rasponu bakterija, od kojih su
najosjetljivije aerobne S$tapicaste gram - negativne bakterije kao Sto su Escherichia coli,
Salmonella spp. i Shigella , dok su gram - pozitivne umjereno osjetljive do osjetljive (Sharma i
sur., 2010). Karakteristi¢an je po svojem odlicnom farmakokinetickom profilu; dobrom prodoru

u tkiva sto je posljedica slabih veza koje tvori sa transportnim proteinima, biodostupnosti i
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malom broju popratnih nuspojava (Torriero i sur., 2006). U usporedbi s drugim antibioticima
Sirkokog spektra djelovanja, jednaku aktivnost iskazuje kada se dozira oralno i intravenozno
(Campoli- Richards i sur., 1988).

Antibiotsko djelovanje iskazuje tako da inhibira replikaciju molekule DNA djelujuéi na enzime
bakterijske DNA topoizomeraze i DNA giraze (Sharma i sur., 2010). Eutekti¢ki oblik
ciprofloksacina pokazao je bolje djelovanje na gram - pozitivne i gram - negativne bakterije.
Takoder eutektiCka smjesa ciprofloksacina pokazala je antibiotsko djelovanje pri dozama gdje

pri klasi¢nom obliku doziranja bakterije razvijaju rezistentnost (Pedro 1 sur., 2019).

Slika 8. Strukturna formula ciprofloksacina (NCBI, 2022h)

2.7. TEST MIKROORGANIZMI

2.7.1. Escherichia coli

Escherichia coli je jedna od glavnih vrsta bakterija koja Zivi u simbiozi sa doma¢inom u donjem
dijelu gastrointestinalnog sustava sisavaca (Gomes i sur., 2016). Ova vrsta pripada porodici
Enterobacteraiceae (Allocati i sur., 2013). E .coli je Stapicasta, nesporogena, gram - negativna
bakterija koja je fakultativni anaerob (Tenaillon i sur., 2010). Sama vrsta kolonizira probavni
sustav u prvih nekoliko sati nakon rodenja, gdje uglavnom u simbiozi sa domaéinom Zivi

desetlje¢ima bez ikakvih negativnih posljedica (Kaper i sur., 2004). Zahvaljujuci svojoj
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mogucnosti rasta i u aerobnim i u anaerobnim uvjetima svoju ulogu nalazi u podrué¢jima od
industrijskog do medicinskog polja, a u tehnologiji rekombinantne DNA je najkoristeniji

mikroorganizam (Allocati i sur., 2013).

U probavnom sustavu naseljavaju se komenzalni sojevi koji rijetko izazivaju oboljenja, osim u
sluajevima kad je gastrointestinalna barijera naruSena (Kaper i sur., 2004). Naseljavaju debelo
crijevo ito u mukoznom sloju koji se nalazi na povrs$ini epitelnih stanica crijeva (Allocati i sur.,
2013). Pretpostavlja se da u probavnom sustavu imaju bitnu ulogu u razgradnji glukonata i
sintezi vitamina K te tako pridonose simbiozi sa doma¢inom (Kaper i sur., 2004). Osim toga,
smatra se da domacina Cuvaju od kolonizacije patogena tako Sto proizvode bakteriocine
(Tenaillon i sur., 2010).

Osim kao komenzalni organizam, odredeni sojevi su patogeni 1 izazivaju niz oboljenja
ukljucujuéi infekcije urinarnog trakta, infekcije probavnog sustava 1 mekih tkiva, meningitis,
upale pluéa i bakterijemiju. Sama Escherichia coli je prvi uzro¢nik sepse od svih gram -
negativnih bakterija (Jaureguy i sur., 2008). Sam put prijenosa ovog patogena je feko - oralni
konzumacijom kontaminirane hrane i vode u uvjetima slabe higijenske prakse (Allocati i sur.,
2013).

2.7.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram - negativna bakterija Stapicastog oblika te se pokrece uz
pomoé bi¢a (Wu i sur., 2015). Cesto ju je moguée pronaéi u tlu, slatkoj vodi kao i u morskim
vodama (Michel-Briand i Bayasse, 2002). Ova sveprisutna bakterija moze prezZivjeti u
razli¢itim uvjetima i ponasa se kao oportunisticki patogen koji kod ljudi, Zivotinja i biljaka

moze izazvati infekcije (Wu i sur., 2015).

Uzro¢nik je niza bolni¢kih (domicilnih) i izvanbolni¢kih (nozokomijalnih) infekcija. P.
aeruginosa moze izazvati infekcije probavnog sustava, urinarnog trakta, diSnog sustava,
infekcije kostiju i krvi, sluznica, moze uzrokovati meningitis i infekcije koze, mekih tkiva,
upale uha te izaziva periferni ulcerozni keratitis koji se vezuje uz nosenje kontaktnih le¢a (Mena
i sur., 2009; Driscoll i sur., 2007).

17



Poseban rizik predstavlja za imuno kompromitirane pacijente kao $to su pacijenti oboljeli od
raka, cisticne fibroze, HIV — a, ali i pacijenti sa teskim opeklinama (Mena i sur., 2009; Lau i
sur 2004). Infekcije koje izaziva P. aeruginosa su poprili¢no zahtjevne za tretiranje uzimajuci
u obzir prirodnu otpornost ove vrste kao i razvijene mehanizme otpornosti na poznate
antimikrobne agense (Strateva i Yordanov, 2009). Otpornost na antimikrobne agense leZi u
slaboj propusnosti vanjske membrane (Strateva i Yordanov, 2009). Osim toga bakterije P.
aeruginosa formiraju biofilm $to olakSava prezivljavanje i opskrbu hranom u okolisu (Mena i

sur., 2009).

Genom ove bakterije je prili¢no velik, pa P. aeruginosa sadrzava gene koji kodiraju za brojne
enzime koji joj omogucavaju niz metabolickih puteva kojim si moze opskrbiti potrebnu energiju
za rast 1 razmnozavanje. Znacajan postotak gena se odnosi i na regulatorne gene koji
omogucavaju bakteriji prilagodbu na promjene uvjeta u okoliSu (Wu i sur., 2015).

Vecina sojeva P. aeruginosa proizvode jedan ili viSe pigmenata i to piocijanin (plavozelene
boje), pioverdin (Zutozelena fluorescentna boja) i piorubin (crvenonarancasta boja). Piocijanin
je posebno rizi¢an za pacijente sa cisticnom fibrozom jer otezava uklanjanje same bakterije iz
pluca, dok $tetno djeluje i na ostale stanice tako da interferira sa stani¢nim funkcijama (Lau i

sur., 2004).

2.7.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram - pozitivna nepokretna bakterija kuglicastog oblika, te se
naje$¢e nalazi u grozdastim kolonijama specificnog Zutozlatnog odsjaja. Ovaj
mikroorganizam moze rasti aerobno ili kao fakultativni anaerob na temperaturama od 18 °C do
40 °C (Rasigade i Vandenesch, 2014). Istodobno je i komenzalni organizam i patogen. U ¢ak
30 % populacije S. aureus je stanovnik fizioloske flore (Chambers i sur., 2009). Najcesce
kolonizira prednji dio nosnica, Sto pridonosi Sirenju S. aureus. Osim nosnica kolonizira, koZu,
gastrointestinalni sustav, prepone i pazu$nu jamu, a rizik od infekcije kod osoba koje su
kliconose kod oslabljenog obrambenog mehanizma (Tong i sur., 2015). Put prijenosa je
izravnim dodirom sa osobom kliconoSom ili oboljelom osobom, iako se ne iskljucuje

mogucnost infekcije preko objekata (Foster, 2002).
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Kroz ostec¢enu kozu moze uzrokovati lokalne infekcije koze 1 potkoznog tkiva, ali i doprijeti do
udaljenih tkiva i uzrokovati i po Zivot opasne infekcije kao §to su pneumonija, meningitis,
bakterijemija i osteomijelitis (Monaco i sur., 2017). Veci rizik za fatalni ishod predstavlja za
osobe kod kojih je dio prirodne flore (Chambers i sur., 2009).

Ispoljavanje toksi¢nog ucinka lezi u sposobnosti S. aureus da stvara biofilm Sto olakSava
kolonizaciju (Krismer i Peschel., 2010). Kolonizaciju olakSavaju i povrSinski proteini same
bakterije koji olakSavaju vezivanje na stanice tkiva domacina (Otto i sur., 2014). Poseban
problem predstavljaju bakterijski enterotoksini §to se vezuje uz trovanje namirnicama i toksicni

Sok (Jgrgensen i sur., 2005).

Cesto se spominje i u kontekstu antibiotske rezistencije koja je rezultat horizontalnog prijenosa
gena iz vanjskog izvora i kromosomskih mutacija, $to rezultira patogenosti ove vrste (Chambers
i sur., 2009).

2.7.4. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je nesporogena, Stapicasta gram - pozitivna bakterija koju je moguce
pronaci u razli¢itim okoliSima kao §to je tlo, voda, ljudskom i Zivotinjskom organizmu (Hamon
i sur., 2006). Stanice mogu formirati kratke lance ili biti u zasebnim jedinicama (Ryser i Marth,
2007). Moze se razmnozavati pri temperaturama od 1 do 45 °C i pri relativnho visokim
koncentracijama soli. L. monocytogenes raste na temperaturi hladnjaka pogotovo u
namirnicama zivotinjskog podrijetla kao $to su meki sirevi (Wing i sur., 2002). Bakterija
posjeduje flagele koje joj omogucuju karakteristi¢no brzo kretanje na temperaturi od 20 do 25
°C, dok na 37 °C kretnje prestaju u potpunosti ili su jako usporene (Ryser i Marth, 2007). Osim
sireva 1 ostalih mlijecnih proizvoda, pronalazi se i u procesiranom mesu, svjezem mesu i ribi,

svjezem povréu 1 jabuénom soku (Wing i sur., 2002).

Smatra se oportunistickom bakterijom koja bolest izaziva ve¢inom kod imunokompromitiranih
pojedinaca (Cossart i sur., 2008). Osim za imunokompromitirane osobe rizik predstavlja i za
trudnice i novorodencad. (Hamon i sur., 2006). Najcesce dolazi do gastroenteritisa, meningitisa,
encefalitisa, prijenosa infekcije sa majke na plod i sepsu (Hamon i sur., 2006). Infekciju izaziva

tako da prolazi kroz intestinalnu barijeru gdje naseljava intestinalni epitel. Bakteriji je tako
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omogucen prolazak krvotokom do udaljenih organa. Osim toga, prolazi vecinu barijera u
ljudskom organizmu pa primjerice prolaskom kroz placentarnu barijeru lako inficira plod
(Khelef i sur., 2006). Sustavna listerioza jedna je od najsmrtonosnijih bakterijskih infekcija.
Prosje¢ni postotak smrtnosti u lijeCenih bolesnika iznosi 20-30 %, a u nelijecenih je osoba i

vec¢i (Vazquez- Boland i sur., 2001).

Sekvencioniranjem genoma L. monocytogenes utvrdena je prisutnost velikog broja gena koji
kodiraju za povrSinske proteine, sekretorne proteine, transportne sustave i regulatorne proteine

koji omogucuju ovoj bakteriji prezivljavanje u razli¢itim uvjetima (Cossart i sur., 2008).

2.7.5. Candida albicans

Candida albicans je najpoznatiji ljudski fungalni oportunisticki patogen. Kao bezopasni
komenzal Zivi u crijevima, spolno - mokra¢énom sustavu i na kozi. (Kim i sur., 2011).
Karakteristicno je da C. albicans ima prilagodene mehanizme kolonizacije -cijelog
gastrointestinalnog trakta u usporedbi sa bakterijama koje ve¢inom koloniziraju odredeno

podruc¢je (Poulain, 2013).

Patogeno djelovanje se iskazuje u uvjetima oslabljenog imuniteta i poremecene bakterijske
mikroflore, ali i promjenama u okolini u vidu promjene pH ili sadrzaja nutrijenata (Kim i sur.,
2011). Same infekcije mogu varirati od bezopasnih i lako rjeSivih smetnji kao $to su kozne
infekcije ili oralna i vaginalna kandidijaza do stanja u kojima je ugrozen zivot (Mayer i sur.,
2013). Vaginalne kandidijaze se pojavljuju u 75 % Zena minimalno jednom u zivotu, a u
odredenom postotku epizode se ponavljaju i utje¢u na kvalitetu zivota pacijentice (Poulain,
2013). Do tezih komplikacija najées¢e dolazi kod pacijenata koji su imuno kompromitirani ili
imaju oslabljenu zastitnu barijeru nakon ugradnje medicinskog uredaja (Calderone i Fonzi,
2001).

Candida albicans ima svojstvo rasta u vise razli¢itih morfoloskih oblika. Njezini oblici mogu
varirati od oblika kvasca do formiranja pseudohifa ili pravih hifa (Sudbery, 2011). Smatra se
da je upravo ta mogucénost prelaska iz jednog oblika u drugi odgovorna za virulentnost ove vrste

(Mayer i sur., 2013; Sudbery, 2011). Dokazano je da gubitak sposobnosti formiranja hifa utjece
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na smanjenje virulentnosti (Sorgo i sur., 2010). C. albicans stvara biofilmove mijesanih oblika
stanica i na taj nain se zasti¢uje od djelovanja domacina (Kim i sur., 2011). Biofilmove moze
stvarati i kombinirano sa bakterijama, gdje dolazi do sinergisti¢kog Stetnog djelovanja. Primjer
toga je sinergisticko djelovanje sa bakterijom Staphylococcus aureus gdje su obje vrste
otpornije na djelovanje lijekova u formi kombiniranog biofilma, nego kada su odvojene
(Morales i sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

Tijekom izrade ovog rada kao test mikroorganizmi za odredivanje antimikrobnih svojstava i
minimalne inhibitorne koncentracije prirodnih niskotemperaturih eutektickih otapala i
terapeutskih niskotemperaturnih eutektickih otapala koristeni su odabrani sojevi bakterija:
Staphylococcus aureus 3048 (ATCC 25923), Listeria monocytogenes 3112 (ATCC 23074),
Escherichia coli 3014 (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa 3024 (ATCC 27853) te kvasac
Candida albicans 86. Navedeni sojevi dio su Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Navedeni bakterijski sojevi ¢uvaju se u hranjivom bujonu uz dodatak 30

% (v/v) glicerola, a kvasac u sladnom bujonu s 30 % (v/v) glicerola na -20 °C.

3.1.2 Hranjive podloge

Za uzgoj bakterija S. aureus 3048, L. monocytogenes 3112, E. coli 3014, P. aeruginosa 3024
kao i za ispitivanje njihovih minimalnih inhibitornih koncentracija koristio se hranjivi bujon
(Biolife, Italija), a za ispitivanje antimikrobnog djelovanja otapala hranjivi agar (Biolife,

Italija).

Hranjivi bujon sastava:

e pepton 15 g/L
e mesni ekstrakt 3g/L
e NaCl 59/L
e Ks3POy4 0,3 g/L

pH vrijednost podloge je 7,3, a hranjivi agar je istog sastava kao i hranjivi bujon samo je u

podlogu dodan agar od 18 g/L.
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Za uzgoj kvasca Candida albicans 86 kao i za odredivanje njegove minimalne inhibitorne

koncentracije koristen je sladni bujon (Biolife, Italija) dok je za pracenje antimikrobnog

djelovanja prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala i terapeutskih niskotemperaturnih

eutektickih otapala koriSten sladni agar (Biolife, Italija).

Sladni bujon sastava:

o sladni ekstrakt 17 g/L
o pepton 3g/L

pH vrijednost podloge je 5,5.

Sladni agar sastava:

©)

©)

©)

©)

©)

maltoza 12,5 g/L
dekstrin 2,5g/L
glicerol 1,0 g/L
peptokompleks 2,6 g/L
agar 17 g/L

pH vrijednost podloge je 4,6.

Dehidrirane hranjive podloge resuspendirane su u 1000 mL destilirane vode, nakon Cega se

otopina zagrijavala dok se prah u potpunosti nije rastopio. Podloge su sterilizirane u autoklavu
na 121 °C tijekom 15 - 20 minuta.

3.1.3. Pribor i aparatura

Pri provodenju eksperimenata koriSteni su sljedec¢i pribor 1 aparatura:

O

Laboratorijske ¢ase

Stalci za epruvete

Epruvete (16 x 160 mm)

Safe - lock tube (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Petrijeve zdjelice (g 10 cm)
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o Mikrotitarske ploce

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢a (Tecan, Swizerland)

o Stapiéi po Drigalskom

o Histoloska pinceta

o Diskovi od filter papira (g 6 mm) (Macherey-Nagel GmbH, Njemacka)
o Bunsenov plamenik

o Pipetman 1000 pL. (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
o Vibromikser Vortex V-1 plus (Biosan, Latvija)

o Termostat (Sutjeska, Beograd)

o Autoklav (Sutjeska, Beograd)

o Ravnalo

o Mikrobioloska uSica

3.1.4 Kemikalije

o 96 % Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

o Mentol (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

o Timol (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

o Kamfor (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

o Miristinska kiselina (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)
o Linolna kiselina (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

o Dekanska kiselina (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)
o Kaprilna kiselina (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

o Ciprofloksacin (Sigma, St. Luis, Mo, SAD)

3.2 METODE RADA

3.2.1. Priprema kultura mikroorganizama i odredivanje broja zivih stanica

Mikroorganizmi koriSteni u ovom radu se ¢uvaju na -20 °C u hranjivom, odnosno sladnom
bujonu uz dodatak 30 % glicerola (v/v), stoga ih je prije upotrebe potrebno revitalizirati u
hranjivom bujonu na 37 °C, odnosno u sladnom bujonu na 28 °C tijekom 24 sata. Tako

revitalizirane kulture su nacijepljene u svjeze bujone, i inkubirane na odgovaraju¢im
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temperaturama. Prekono¢ne kulture mikroorganizma su koristene za odredivanje antimikrobne

aktivnosti i minimalne inhibitorne koncentracije eutektic¢kih otapala.

Takoder, nakon prekonoénog uzgoja, s ciljem odredivanja broja zivih stanica, pripremljena su
decimalna razrjedenja bakterijskih kultura i kulture kvasca, u omjerima 1: 10. Zatim je po 0,1
mL odredenih razrjedenja svake suspenzije ispitivanih mikroorganizama otpipetiran na
odgovarajuc¢u hranjivu podlogu u Petrijevu zdjelicu i ravnomjerno razmazan Stapicem po
Driglaskom. Nakon inkubacije od 24 sata na 37 °C za bakterije, odnosno 28 °C za kvasac,
izbrojane su porasle kolonije koje predstavljaju stvaran broj Zivih stanica i izrazavaju se kao

CFU vrijednosti (CFU, eng. Colony Forming Units) te su iznosile 107 - 108 CFU/mL.

3.2.2. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala i terapeutskih
niskotemperaturnih eutektickih otapala

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala su pripremljena od komponenti u odredenim
molarnim omjerima i kombinacijama i to Mentol: Miristinska kiselina (Me: Mya) u omjeru 8:
1, Mentol: Kamfor (Me: Cam) 1: 1, Mentol: Kaprilna kiselina (Me: C8) 1: 1, Mentol: Linolna
kiselina (Me: C18: 2) 1: 1, Mentol: Timol (Me: Ty) u omjeru 3: 2, Timol: Kamfor (Ty: Cam) u
omjeru 3: 2, Timol: Kaprilna kiselina (Ty: C8) u omjeru 1: 3, Timol: Dekanska kiselina (Ty:
C10) u omjeru 1: 1 u koncentracijama 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL i 1 mg/mL za bakterije i
koncentracijama 5 mg/mL, 10 mg/mL i 25 mg/mL za C. albicans . Kako bi se dobile Zeljene

koncentracije otapala ona su razrijedivana s 96 % etanolom.

Terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala (THEDES) pripremljena su na dva nacina.
Prvi nadin se odnosi na zagrijavanje izvornih komponenti timola, oktanske Kkiseline i
ciprofloksacina u odredenim molarnim omjerima prilikom cega se dobilo otapalo u
koncentracijama 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL i 1 mg/mL, a drugi nain pripreme ukljucuje
zagrijavanje komponenti timola i oktanske kiseline dok se ne dobije homogeno otapalo u koje
se naknadno otopio ciprofloksacin (Ty:C8 + Cip). Otapala su pripremljena u omjeru Cip: Ty:
C8 0,03: 1: 3. Dobivena otapala su takoder u koncentracijama 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL i 1

mg/mL. Kako bi se dobile zeljene koncentracije otapala, razrjedivani su s 96 % etanolom.
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Otapala NADES - a i THEDES - a pripremljena su i pohranjena u Laboratoriju za tehnologiju
1 primjenu stanica i biotransformacije, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo, Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu.

3.2.3. Odredivanje antimikrobnog djelovanja prirodnih niskotemperaturnih eutektic¢kih

otapala i terapeutskih niskotemperaturnih eutektickih otapala disk difuzijskom metodom

Istrazivanje antimikrobnog djelovanja osam pripremljenih NADES - a i dva pripremljena
THEDES - a u 3 koncentracije provedeno je disk difuzijskom metodom, mjerenjem zona
inhibicije rasta bakterija i kvasca.

Na odgovarajuce hranjive podloge pipetom je nacijepljeno 100 pL svakog pripremljenog test
mikroorganizma te je svaki pomocu Stapica po Drigalskom jednoliko razvucen po povrSini
hranjive podloge razmazivanjem u svim smjerovima kako bi rast mikroorganizama bio

ravnomjeran.

Nakon nacjepljivanja, unutar 30 minuta od razmazivanja, na inokulirane hranjive podloge,
sterilnom pincetom su dodani filter diskovi prethodno umoceni u otapala Zeljene koncentracije.
Pinceta je sterilizirana etanolom i plamenom, a ispitivanje je provedeno u duplikatu za svako
otapalo. Diskovi moraju biti dovoljno razmaknuti kako ne bi doslo do preklapanja zona
inhibicije, a svaki disk nakon stavljanja na podlogu lagano je pritisnut kako bi se omogucilo
bolje prijanjanje i difuzija u okolinu. Plo¢e s nacijepljenim kulturama i diskovima stavljene su
na inkubaciju tijekom 24 sata pri 37 °C za bakterije, odnosno 28 °C za kvasac. Ako je soj
osjetljiv na otapalo to je vidljivo kao prozirna zona u kojoj nema rasta mikroorganizma oko
diska (slika 9). Promjer zone inhibicije rasta mikroorganizama je nakon 24 sata izmjeren

ravnalom.
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Slika 9. Zone inhibicije rasta na ¢vrstim podlogama u Petrijevim zdjelicama (vlastita

fotografija)

3.2.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije prirodnih niskotemperaturnih
eutektiCkih otapala 1 terapeutskih niskotemperaturnih eutektickih otapala

Minimalna inhibitorna koncentracija je najniza koncentracija neke tvari koja inhibira porast
mikroogranizama nakon 24 satne inkubacije, a dokazan joj je antimikrobni u¢inak (Andrews,
2001). Najcesc¢a metoda koja se koristi za odredivanje je metoda dilucije (razrjedenja) u bujonu
pomocu mikrotitarske ploce. Metoda dilucije u bujonu bazira se na tome da se u jaZice
mikrotitarske ploce, najcesce sa 96 polja, pipetira hranjiva podloga sa kulturom ispitivanog
mikroorganizma zajedno s otapalom koje se prethodno razrijedi na razli¢ite koncentracije
(Wiegand i sur., 2008). Ploc¢a se stavlja na inkubaciju u termostat za bakterije pri temperaturi
od 37 °C, a za kvasac 28 °C tijekom 24 sata. Sama inhibicija mikrobnog rasta vidljiva je i golim
okom prilikom ¢ega je vidljivo da u toj jaZici nije doslo do zamucenja podloge. Danas se pak

najcesce koriste uredaji koji olakSavaju ocitavanje mikrobnog porasta.
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Na temelju dobivenih rezultata inhibicije rasta mikroorganiazma disk difuzijskom metodom
odredeno je pri kojoj najnizoj koncentraciji otapala nije doslo do mikrobnog porasta. Otapalo
te koncentracije je potom razrijedeno 2, 4, 8, 16, 32 1 64 puta s 96 % etanolom. U prvu je tubu
otpipetirano 1mL otapala koncentracije pri kojoj je postignuta inhibicija rasta. U ostalih Sest
tuba je otpipetirano po 0,5 mL 96 % etanola. Iz prve tube u slijedecu je preneseno 0,5 mL
pocetnog otapala prilikom ¢ega je postignuto razrjedenje 2 puta. Postupak se ponavlja tako da

se serijski prenosi po 0,5 mL u slijede¢u tubu sve do razrjedenja od 64 puta.

U jazice mikrotitarske ploCe u prvi stupac za svaki mikroorganizam otpipetirano je po 200 puL
hranjivog bujona s kulturom bakterija Staphylococcus aureus 3048, Listeria monocytogenes
3112, Escherichia coli 3014, Pseudomonas aeruginosa 3024 i sladnog bujona sa kvascem
Candida albicans 86. JaZice koje sadrzavaju kulturu mikroorganizama koristene su kao
pozitivna kontrola. U sljedeci stupac otpipetirano je po 100 uL hranjive podloge i po 100 pL
svakog ispitivanog otapala $to je predstavljalo negativnu kontrolu. U ostale jazice otpipetirano
je po 100 pL hranjive podloge sa kulturom mikroorganizma i po 100 pL svakog ispitivanog

otapala razrijedenog 0, 2, 4, 8, 16, 32 1 64 puta.

Mikrotitarske ploce s bakterijskim kulturama stavljene su na inkubaciju na 37 °C, a ploca s
nacijepljenom kulturom kvasca na 28 °C. Nakon inkubacije od 24 sata, mjerena je prividna

apsorbancija na 620 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih ploca (Tecan, Swizerland).

3.3 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi pokusi provedeni su u duplikatu. Za pripremu i statisticku obradu rezultata dobivenih

istrazivanjem koriSten je program Microsoft Office Excel 2016.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedeno je istrazivanje antimikrobnog djelovanja osam novih hidrofobnih
prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala: mentol: miristinska kiselina (Me: Mya),
mentol: kamfor (Me: Cam), Mentol: Kaprilna kiselina (Me: C8), Mentol: Linolna kiselina (Me:
C18: 2), Mentol: Timol (Me: Ty), Timol: Kamfor (Ty: Cam), Timol: Kaprilna kiselina (Ty:
C8), Timol: Dekanska kiselina (Ty: C10) u razli¢itim koncentracijama (0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL,
1 mg/mL) prema odabranim test mikroorganizmima, dvjema gram - pozitivnim bakterijama
Staphylococcus aureus 3048 i Listeria monocytogenes 3112 te dvjema gram - negativnim
bakterijama Escherichia coli 3014 i Pseudomonas aeruginosa 3024, ali i prema kvascu
Candida albicans 86. Navedeni mikroorganizmi su Cesti ljudski patogeni koji izazivaju
infekcije brojnih organskih sustava u ljudskom organizmu. LijeCenje se odvija koriStenjem
antibiotika i antimikotika, ali uz rastué¢i problem otpornosti na dosad poznate lijekove, smanjene
permeabilnosti i dostupnosti, smanjene iskoristivosti pojavila se potreba za njihovim
poboljsanjem. Antimikrobni potencijal ovih otapala odreden je disk difuzijskom metodom, gdje
je promjer zone inhibicije mjeren u milimetrima. Cilj je bio odrediti koje od navedenih otapala
ima najveéi antimikrobni potencijal kako bi se potencijalno mogao iskoristiti u industriji

lijekova.

Na temelju rezultata dobivenih disk difuzijskom metodom, otapalo Ty: C8 pokazalo je najbolji
potencijal za formiranje terapeutskog niskotemperaturnog eutektickog otapala sa
ciprofloksacinom. Ciprofloksacin je dodavan na dva nacina. Prvi se odnosio na zagrijavanje
ciprofloksacina zajedno sa timolom i oktanskom kiselinom tako da se sve komponente prevedu
u oblik terapeutskog niskotemperaturnog eutektickog otapala. Druga metoda priprave je
ukljucivala prethodnu pripremu prirodnog niskotemperaturnog eutektickog otapala sa timolom
i oktanskom kiselinom i naknadno otapanje ciprofloksacina gdje se dobila formulacija.
Usporedivano je koja od navedenih metoda pripreme terapeutskog otapala sa ciprofloksacinom
pokazuje veci antimikrobni potencijal prema bakterijama. Antimikrobno djelovanje THEDES
- a u trima koncentracijama (0,1 mg/mL, 0,5 mg/ mL i 1 mg/mL) takoder je odredeno disk

difuzijskom metodom, promijer zone inhibicije mjeren je u milimetrima.

Svi pokusi provedeni u paraleli, a vrijednosti mjerenja zona inhibicije izrazena su kao

aritmeticka sredina dva ponavljanja.

Za sve NADES - e i THEDES - e odredena je i minimalna inhibitorna koncentracija metodom

razrjedivanja otapala. Odredeno je pri kojoj je to najnizoj koncentraciji otapala (razrijedeno 2,
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4, 8, 16, 32, 64 puta) doslo do inhibicije vidljivog rasta mikroorganizama. Ploce su ocitane

pomocu citac¢a mikrotitarskih ploc¢a (Tecan, Swizerland).

4.1. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST NISKOTEMPERATURNIH PRIRODNIH
EUTEKTICKIH OTAPALA

Kako bi se utvrdila antimikrobna aktivnost NADES - a i THEDES - a pripremljenih u razli¢itim
koncentracijama, provedena je disk difuzijska metoda. Rezultati su izraZzeni u milimetrima zone
inhibicije rasta. Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama (tablice 2 - 10). Sva otapala su
pokazala inhibicijsku aktivnost prema svim mikroorganizmima, a varijacije su u

koncentracijama pri kojima dolazi do inhibicije.

Bakterija S. aureus (tablica 2) pokazala je osjetljivost pri 0,1 mg/mL za otapala Me: Mya, Me:
Ty, Ty: Cam, Ty: C8 i Ty: C10. Pri 0,5 mg/mL bakterija je bila osjetljiva na otapala Me: Cam,
Me: C8 i Me: C18:2. Najveca zona inhibicije rasta bakterije S. aureus uocena je kod otapala
Me: Cam i Me: Mya pri koncentracijama od 0,5 mg/mL, odnosno 1 mg/mL sa zonama inhibicije
9,50 mm te kod otapala Me: Ty u koncentraciji 0,5 mg/mL s najSirom zonom inhibicije od 10
mm $to je vidljivo u tablici 2. Prva dva otapala u svom sastavu sadrze mentol kao komponentu
pa se moze smatrati da je upravo mentol djeluje u sinergiji na inhibiciju rasta bakterije. Prema
istrazivanju Qiu i sur. (2011), mentol smanjuje ekspresiju ekstracelularnih proteina odgovornih
za virulenciju S. aureus. Istrazivanje je takoder pokazalo da je djelovanje mentola na bakteriju
vezano uz njegovu koncentraciju i pri viSim koncentracijama inhibitorno djelovanje se
pojacava. Hidrofobni karakter mentola omogucava 1 djelovanje na stani¢nu membranu te moze
izazvati oSteCenja membrane i promjenu morfoloskih karakteristika bakterijskih stanica. Masne
kiseline kao $to je miristinska kiselina pokazale su toksi¢nost prema bakterijskim kulturama
koja je izravno vezana uz dozu (Kitahara i sur., 2004). Iz tablice 2 je vidljivo da djelovanje
otapala Me:Mya linearno raste s pove¢anjem koncentracije. Mentol i kaprilna Kiselina kao
pojedina¢ne komponente te kao komponente NADES - a pokazali su antimikrobno djelovanje
na bakteriju S. aureus (Al-Akayaleh i sur., 2022). Kod otapala Me: Ty vidljivo je da
povecanjem koncentracije otapala ne dolazi do pojave zone inhibicije, tako je otapalo pri 0,5
mg/mL pokazalo najveci stupanj inhibicije rasta S. aureus, a pri 1 mg/mL nije uopce doslo do
inhibicije. Ova pojava se potencijalno moze pripisati razlici koncentracije otapala i
unutarstanicne tekucine bakterijske stanice iu okolisu Sto rezultira fenomenom da otapalo nema

antimikrobno djelovanje sa povec¢anjem koncentracije. Isti slucaj je vidljiv i kod otapala Ty: C8
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i Ty: C10. Svim otapalima je zajednicko da sadrze timol pa njegova koncentracija moze

ispoljavati antimikrobno djelovanje prema ispitivanoj bakteriji.

Listeria monocytogenes (tablica 3) kao jo$ jedna gram - pozitivna bakterija, pokazala je
osjetljivost na svih 8 ispitivanih otapala sto je vidljivo po ve¢em broju zona inhibicije oko
diskova. Sama §irina zona za obje bakterije je podjednaka, a ovisna je o koncentraciji otapala
Sto je vidljivo iz tablice 3. Najsira zona inhibicije vidljiva je kod otapala Ty: Cam i ona iznosi
11,5 mm pri koncentraciji otapala od 0,1 mg/mL. Kod ¢ak 5 otapala zone inhibicije nisu bile
vidljive pri koncentraciji od 0,1 mg/mL i to za otapala Me: C8, Me: C18: 2, Me: Ty, Ty: C8 i
Ty: C10. Za ove NADES - e moze se zakljuciti kako njihovo antimikrobno djelovanje ovisi o
primijenjenoj koncentraciji. Takoder, bitno je naglasiti da dugolancane masne kiseline
pokazuju jace inhibitorno djelovanje prema gram - pozitivnim bakterijama nego prema gram -
negativnim pa dobiveni rezultati koji su nizi od ocekivanih mogu biti posljedica nize
koncentracije otapala (Kitahara i sur., 2004). Moze se zakljuc¢iti da pravilan odabir
komponenata koje bi bile donor vodikove veze i1 akceptor vodikove veze utjece na toksi¢nost

NADES - a (Zhao i sur., 2015).
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Tablica 2. Promjeri zona inhibicije rasta bakterije S. aureus 3048 u prisutnosti prirodnih

niskotemperaturnih eutektickih otapala

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 7+0
Me: Mya 0,5 mg/mL 8,50+ 2,12
1 mg/mL 9,560 +2,12
0,1 mg/mL nema inhibicije
Me: Cam 0,5 mg/mL 9,50+£0,71
1 mg/mL 9,50 +2,12
0,1 mg/mL nema inhibicije
Me: C8 0,5 mg/mL 8,50+£0,71
1 mg/mL 70
0,1 mg/mL nema inhibicije
Me: C18:2 | 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 80
0,1 mg/mL 80
Me: Ty 0,5 mg/mL 100
1 mg/mL nema inhibicije
0,1 mg/mL nema inhibicije
Ty: Cam 0,5 mg/mL 80
1 mg/mL 8,50 £ 0,71
0,1 mg/mL 8+0
Ty: C8 0,5 mg/mL 8,50 £ 0,71
1 mg/mL nema inhibicije
0,1 mg/mL 70
Ty: C10 0,5 mg/mL 8,00+1,41
1 mg/mL nema inhibicije
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Tablica 3. Promjeri zona inhibicije rasta bakterije L. monocytogenes 3112 u prisutnosti

prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)

0, 1 mg/mL 7+0
Me: Mya 0, 5 mg/mL 8,50 +£0,71

1 mg/mL 10,50 £ 0,71

0, 1 mg/mL 6,500
Me: Cam 0,5 mg/mL 70

1 mg/mL 8,50+ 2,12

0,1 mg/mL nema inhibicije
Me: C8 0,5 mg/mL 8,50+£0,71

1 mg/mL 910

0,1 mg/mL nema inhibicije
Me: C18:2 | 0,5 mg/mL 70

1 mg/mL 80

0, 1 mg/mL nema inhibicije
Me: Ty 0, 5 mg/mL 70

1 mg/mL 10+1,41

0, 1 mg/mL 11,5+0,71
Ty: Cam 0, 5 mg/mL 11+0

1 mg/mL 80

0, 1 mg/mL nema inhibicije
Ty: C8 0, 5 mg/mL 70

1 mg/mL 80

0, 1 mg/mL nema inhibicije
Ty: C10 0, 5 mg/mL 7,50 +£0,71

1 mg/mL 8,50+0,71
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niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 7+0
Me: Mya 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 7,50 £0,71
0,1 mg/mL 7+0
Me: Cam 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 7,50 +0,71
0,1 mg/mL 80
Me: C8 0,5 mg/mL 11+0
1 mg/mL 70
0,1 mg/mL 7,50 £0,71
Me: C18:2 | 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 910
0,1 mg/mL 8+141
Me: Ty 0,5 mg/mL 80
1 mg/mL 9,50+0,71
0,1 mg/mL 7,50+£0,71
Ty: Cam 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 8,50 £ 0,71
0,1 mg/mL 70
Ty: C8 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 7,50 +£0,71
0,1 mg/mL 10+1,41
Ty: C10 0,5 mg/mL 7,50 +£0,71
1 mg/mL 8,50 +0,71

Tablica 4. Promjeri zona inhibicije rasta bakterije E. coli 3014 u prisutnosti prirodnih
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Tablica 5. Promjeri zona inhibicije rasta bakterije P. aeruginosa 3024 u prisutnosti prirodnih

niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 8+141
Me: Mya 0,5 mg/mL 8,50 + 2,12
1 mg/mL 80
0,1 mg/mL 7+0
Me: Cam 0,5 mg/mL 70
1 mg/mL 80
0,1 mg/mL 7+0
Me: C8 0,5 mg/mL 11,50 £ 2,12
1 mg/mL 8,50+0,71
0,1 mg/mL 7+0
Me: C18:2 | 0,5 mg/mL 80
1 mg/mL 70
0,1 mg/mL 70
Me: Ty 0,5 mg/mL 7,50+0,71
1 mg/mL 910
0,1 mg/mL 70
Ty: Cam 0,5 mg/mL 80
1 mg/mL 8,50 £ 0,71
0,1 mg/mL nema inhibicije
Ty: C8 0,5 mg/mL 8,50 £ 0,71
1 mg/mL 7,50+0,71
0,1 mg/mL nema inhibicije
Ty: C10 0,5 mg/mL 7,50 +£0,71
1 mg/mL 80

Rezultati istrazivanja pokazali su da kod gram - negativnih bakterija dolazi do pojave zona
inhibicija primjenom svih otapala. Kod bakterije E. coli ( tablica 4) zone su vidljive pri najnizoj
koncentraciji od 0,1 mg/mL za sva otapala. Sirine zona kre¢u se u prosjeku oko 7 mm, a najsire
zone su vidljive za otapala Ty: C10 pri koncentraciji od 0,1 mg/mL i iznosi 10 mm te za otapalo

Me: C8 pri koncentraciji od 0,5 mg/mL prilikom ¢ega je vidljiva zona §irine 11 mg/mL. Za Me:
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C8 vidljiv je i1 blagi pad promjera zone inhibicije prilikom povecanja koncentracije otapala na

1 mg/mL $§to je vidljivo u tablici 4.

Kod bakterije P. aeruginosa (tablica 5) takoder su vidljive zone inhibicije za sva otapala od
kojih je najSira zona otapala Me: C8 od 0,5 mg/mL i ona iznosi 11,5 mg/mL. Takoder, vidljivo
je da otapala koja sadrze masne kiseline, a to su Ty: C8, Ty: C10, Me: C18: 2 i Me: C8
poveéanjem koncentracije nisu pokazala ja¢i inhibitorni u¢inak na bakteriju P. aeruginosa te je
razlika u $irini zona pri 0,5 mg/mL i 1 mg/mL minimalna ili su se pojavile uze zone pri vecoj

koncentraciji.

Dobiveni rezultati za obje bakterije razlikuju se od rezultata koje su dobili Al- Akayleh i sur.
(2022) i Silva i sur. (2019b) i prema kojima niti E. coli niti P. aeruginosa nisu pokazale
mikrobnu osjetljivost na oktansku kiselinu. Moze se smatrati da se antimikrobno djelovanje
masnih kiselina pove¢ava mijeSanjem s timolom (tablica 4 i 5) koji je prema istrazivanju
Mathela i sur. (2010) kao samostalna komponenta pokazao antimikrobno djelovanje na E. coli.
Takoder, smatra se da je kombinacija srednjelan¢anih masnih kiselina i timola odgovorna za
antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja (Kim i Rhee, 2016). Gram - negativne bakterije su
uglavnom poznate kao otporne na antimikrobno djelovanje masnih kiselina zbog kompleksne
strukture plazmatske membrane odnosno zbog prisutnosti lipopolisaharida u vanjskoj
membrani koji sprje¢avaju ulazak vanjskih agensa (Al-Akayaleh i sur., 2022). Medutim, smatra
se da je E. coli ipak propusnija za ulazak tvari u stanicu zahvaljuju¢i porinima membrane koji
omogucavaju ulazak hidrofilnih tvari pasivnom difuzijom, a kod P. aeruginosa porini izostaju
(Al-Akayaleh i sur., 2022). Istrazivanje RadoSevi¢ i sur. (2018) u kojem je testirano
antimikrobno djelovanje hidrofilnih otapala takoder sugerira da su gram - negativne bakterije
otpornije na djelovanje otapala kao posljedica smanjene propusnosti vanjske lipopolisaharidne
membrane. Neka istrazivanja pokazala su da NADES - i imaju utjecaj na lipidnu membranu
eukariotskih stanica prilikom ¢ega joj povecavaju propusnost, ali jo§ nije tocno utvrden utjecaj
na membrane bakterijskih stanica i smatra se da djelovanje samog NADES - a ovisi 0 strukturi

membrane bakterije, pH, osmolalnosti i sl. (Wikene i sur., 2017; Hayyan i sur., 2015)
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Tablica 6. Promjeri zona inhibicije rasta kvasca C. albicans 86 u prisutnosti prirodnih

niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
5 mg/mL 7,50 £0,71
Me: Mya 10 mg/mL 9+141
25 mg/mL 10,50 £ 0,71
5 mg/mL 8+141
Me: Cam 10 mg/mL 8,50 + 2,12
25 mg/mL 12+1,41
5 mg/mL 7,50 +0,71
Me: C8 10 mg/mL 80
25 mg/mL 10+1,41
5 mg/mL 8+141
Me: C18:2 | 10 mg/mL 10,50 £ 2,12
25 mg/mL nema inhibicije
5 mg/mL 7,50+£0,71
Me: Ty 10 mg/mL 7,50+£0,71
25 mg/mL 13,50 £0,71
5 mg/mL 7+4,24
Ty: Cam 10 mg/mL 9,50 +2,12
25 mg/mL 10+ 1,41
5 mg/mL 8+1,41
Ty: C8 10 mg/mL 9+141
25 mg/mL 9,50+0,71
5 mg/mL 11,50 + 2,12
Ty: C10 10 mg/mL 8,50 +0,71
25 mg/mL 10+1,41

Kvasac Candida albicans pokazao je osjetljivost za sva otapala pri koncentracijama od 5, 10 i
25 mg/mL, osim otapala Me: C18:2 gdje nije bila vidljiva zona pri najvecoj koncentraciji.
Najsire zone su vidljive za otapalo Me: Cam pri 25 mg/mL gdje je Sirina zone iznosila 12 mm
te otapalu Me: Ty, takoder pri 25 mg/mL sa Sirinom zone od 13 mm (tablica 6). Takoder,
vidljivo je da kod svih otapala izuzev Me: C18: 2 i Ty: C10 porast koncentracije uzrokuje Sire

zone oko diskova. Ovi rezultati se poklapaju s rezultatima Silve i sur. (2019b), gdje su
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formulacije NADES - a koje su sadrzavale masne kiseline ujedno pokazale i dobru inhibitornu
aktivnost prema kvascu C. albicans. Takoder, smatra se da Candida albicans ima sposobnost
prilagodbe stupnja hidrofobnosti svoje membrane kroz Zivotni ciklus. Samim time moze se
pretpostaviti da se osjetljivost ovog mikroorganizma na hidrofobna otapala moze povisiti tako
da se otapalo dozira u odgovaraju¢em ciklusu kada su stanice najosjetljivije i samim time
smanjuje virulentnost (Silva i sur., 2019b; Glee i sur., 1995). Takoder, uze zone mogu biti i
rezultat temperature inkubacije jer pri viS§im temperaturama otapala brze difundiraju (Silva i
sur., 2019b). Candida albicans pokazala je osjetljivost i na djelovanje masnih kiselina kao

samostalnih komponenti (Huang i sur., 2011).

Na temelju rezultata disk difuzijske metode za NADES - e kao najreprezentativnije otapalo
prepoznato je otapalo C8: Ty, koje je sa ciprofloksacinom koriSteno u formulaciji THEDES -
a. Ponovno je provedena disk difuzijska metoda sa THEDES - om i formulacijom NADES - a

i ciprofloksacina ¢iji su rezultati vidljivi u tablicama 7, 8, 9i 10.

Tablica 7. promjer zona inhibicije bakterije S. aureus 3048 u prisutnosti THEDES - a

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 20+ 1,41
C8: TY + Cip | 0,5 mg/mL 255+0,71
1 mg/mL 24 + 2 83
0,1 mg/mL 215+0,71
THEDES 0,5 mg/mL 32 +£7,07
1 mg/mL 27 + 2,83

Tablica 8. promjer zona inhibicije bakterije L. monocytogenes 3112 u prisutnosti THEDES - a

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 19,5+2,12
C8:TY + Cip | 0,5mg/mL 22 +141
1 mg/mL 26,5+2,12
0,1 mg/mL 36 * 5,66
THEDES 0,5 mg/mL 46 + 2,83
1 mg/mL 37,5+3,54
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Tablica 9. promjer zona inhibicije bakterije E. coli 3014 u prisutnosti THEDES-a

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 34,5+0,70
C8: TY + Cip | 0,5 mg/mL 28 £ 4,24
1 mg/mL 24,5+0,70
0,1 mg/mL 301,41
THEDES 0,5 mg/mL 37,5354
1 mg/mL 36,5+4,95

Tablica 10. promjer zona inhibicije bakterije P. aeruginosa 3024 u prisutnosti THEDES-a

OTAPALO | koncentracija (mg/mL) | Promjer zone inhibicije (mm)
0,1 mg/mL 26 +9,8
C8:TY + Cip | 0,5 mg/mL 30 £ 14,14
1 mg/mL 250
0,1 mg/mL 25,5+0,71
THEDES 0,5 mg/mL 315+2,12
1 mg/mL 30,5+0,70

Rezultati pokazuju puno bolje inhibitorno djelovanje THEDES - a u usporedbi s NADES - ima
(tablice 7 - 10). Vidljivo je da su i gram-negativne i gram - pozitivne bakterije osjetljive i na
sam THEDES i na formulaciju pri svim koncentracijama. Za sve bakterije i kod THEDES - a i
kod formulacije vidljiva je pojava gdje dolazi do blagog pada Sirine zona inhibicije pri
koncentraciji od 1 mg/mL izuzev djelovanja formulacije na L. monocytogenes gdje je najSira
zona vidljiva pri koncentraciji od 1 mg/mL otapala C8: Ty + Cip (tablica 8). Zone su
podjednake $irine i kod gram - negativnih i kod gram - pozitivnih bakterija, $to znaci da je ovaj
THEDES adekvatan pri inhibiciji rasta svih testiranih vrsta. Aroso i sur. (2016) su takoder dobili
sli¢ne rezultate za bakterije E. coli i S. aureus sa svojim otapalima. U usporedbi Sirine zona
THEDES - a i formulacije vidljivo je da su zone ipak Sire primjenom THEDES - a prilikom
¢ega je ciprofloksacin zagrijavan skupa sa ostale dvije primarne komponente. NajSira zona je

primije¢ena kod THEDES - a pri koncentraciji 0,5 mg/mL kod bakterije L. monocytogenes.
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Takoder, najuza zona inhibicije od 19,5 mm vidljiva je takoder za bakteriju L. monocytogenes
(tablica 8). Eutekticka otapala su se pokazala obe¢avaju¢ima kao nosaci aktivnih farmaceutskih
komponenti koje imaju smanjenu topljivost, a samim time i djelovanje u dosad koriStenim
otapalima (Pedro i sur., 2019). Vidljivo je da ciprofloksacin u formi THEDES - a zadrzava
svoje antibakterijsko djelovanje te se ono i pojacava kad se prevede u otapalo (tablice 7-10).
Potrebno je provoditi daljnja istrazivanja o toksi¢nosti eutektickih otapala na Ceste patogene, a

njihovo koristenje u terapijske svrhe sve vise zaokuplja paznju (Marchel i sur. 2022)

Pazljivim odabirom prirodnih komponenti dobivaju se THEDES - 1 koji su teku¢i na sobnoj
temperaturi, a dokazano je da poboljSavaju topivost aktivnih farmaceutskih komponenti, a

zadrZavaju svoje antibakterijsko djelovanje (Aroso i sur. 2016).

Disk difuzijska metoda je brza, jednostavna i jeftina metoda koja se koristi za utvrdivanje
antimikrobnog djelovanja tvari, no kod NADES - a treba uzeti u obzir potencijalnu potrebu za
prilagodbom u ovisnosti 0 samom sastavu otapala Tijekom inkubacije, spoj radijalno difundira
s diska u hranjivu podlogu. Ukoliko ispitivana tvar inhibira rast mikroorganizma to ¢e biti
vidljivo kao svijetla zona u kojoj nema poraslih kolonija. Mjerenjem zone inhibicije (mm) oko
diska utvrduje se osjetljivost mikroorganizma na otapalo, a sama Sirina zone je proporcionalna

osjetljivosti mikroorganizma (Marchel i sur., 2022).

Prije samog odredivanja antimikrobnog djelovanja, potrebno je prethodno skupiti informacije
o fizikalno - kemijskim svojstvima kako gotovog otapala, tako i koriStenih komponenti. Na
rezultate utjeCe viskoznost 1 gustoca otapala jer oni direktno utjeCu na mogucénost difuzije
otapala sa diska u hranjivu podlogu. Na uspjeSnost metode utjecu i pH otapala, ionizacija,
molekulska masa, molekulska struktura te hidrofobnost ili hidrofilnost tvari koji moraju biti
povoljni za mikrobni rast (Marchel i sur., 2022). Prilikom difuzije otapala u podlogu nastaje
gradijent koncentracije ispitivane tvari. Osjetljivi mikroorganizmi ugibaju ve¢ pri malim

koncentracijama otapala, dok oni otporniji mogu rasti sve do ruba filter diska.

Vaznu ulogu igra pravilan izbor test mikroorganizama, a potrebno je obratiti paZznju i na
koli¢inu inokuluma mikroorganizma jer prevelika koli¢ina smanjuje zonu inhibicije (Marchel i

sur., 2022).

Sama Sirina zone inhibicije ne mozZe se Kkoristiti kao jedini kriterij pri odredivanju
antimikrobnog potencijala otapala, ulogu igra i debljina i sastav hranjive podloge. Izmedu
nutrijenata i mineralnih tvari hranjive podloge i otapala moze do¢i do unakrsne reakcije koja

utjeCe na mikrobni rast i pH (Torregrosa-Crespo i sur., 2020).
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4.2. MINIMALNA INHIBITORNA KONCENTRACIJA NISKOTEMPERATURNIH
PRIRODNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Na temelju rezultata dobivenih disk difuzijskom metodom provedeno je odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije metodom razrjedivanja bujona, a dobivene vrijednosti oCitane su na
¢itacu mikrotitarskih ploca (Tecan, Swizerland). Za odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije uzima se najniza koncentracija otapala kod koje je vidljiva zona inhibicije rasta
test mikroorganizama. Otapalo te koncentracije potom je razrijedeno 2, 4, 8, 16, 32 i 64 puta te
se zajedno s test mikroorganizmom dispergiranim u hranjivom bujonu stavlja u jazice
mikrotitarske ploce. Nakon 24 sata rezultati se ocitaju na Citatu mikrotitarskih ploc¢a (Tecan,

Swizerland) i vidljivi su na slikama 10 - 16.
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Slika 10. Usporedba minimalne inhibitorne koncentracije NADES - a: mentol: miristinska
kiselina (Me: Mya), mentol: kamfor (Me: Cam), mentol: oktanska kiselina (Me: C8), mentol:
linolna kiselina (Me: C18: 2), mentol: timol (Me: Ty), timol: kamfor (Ty: Cam), timol: oktanska
kiselina (Ty: C8) i timol: dekanska kiselina (Ty: C10) za gram - pozitivne bakterije

Na slici 10 vidljivi su rezultati MIC - a za osam NADES - a gram-pozitivnih bakterija S. aureus

I L. monocytogenes. Za bakteriju S. aureus vidljivo je da inhibitorni u¢inak imaju otapala Me:
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Mya, Me: Ty i Ty: C10 i to pri koncentracijama od 0,013 mg/mL. Sva tri otapala razrijedena su
od pocetne koncentracije od 0,1 mg/mL (tablica 2). Odmah nakon slijede otapalo Ty: C8 s
koncentracijom od 0,025 mg/mL te Me: Cam i Me: C8 sa koncentracijom od 0,031 mg/mL.
Otapala Me: C18:2 i Ty: Cam s koncentracijom od 0,063 mg/mL su pokazala najslabije
antimikrobno djelovanje. Oba otapala su razrijedena od pocetne koncentracije od 0,5 mg/mL
(tablica 2). Ovi rezultati u skladu su s rezultatima Al- Akayaleh (2022), koji su uo¢ili da je
otapalo pripremljeno od mentola i dekanske kiseline pokazalo jako inhibitorno djelovanje na
rast bakterije S. aureus, a samo djelovanje otapala je bilo jace od djelovanja pojedina¢nih
komponenti. Osim mentola 1 dekanske kiseline, timol takoder odli¢no djeluje na inhibiciju rasta

S. aureus (Zarrini i sur., 2010).

L. monocytogenes najosjetljivija je na djelovanje otapala Me: C8 i Ty: Cam i to pri
koncentracijama od 0,013 mg/mL. Otapalo Me: C8 razrijedeno je od pocetne koncentracije 0,5
mg/mL, a Ty: Cam od 0,1 mg/ mL (tablica 3). Ty: Cam od svih otapala ima najjace inhibitorno
djelovanje na L. monocytogenes. Odmah nakon slijede Me: Ty sa 0,025 mg/mL i Me: Mya sa
0,050 mg/mL. Najslabije djelovanje su pokazala otapala Ty: C10 i Ty: C8 i to pri
koncentracijama 0,125 mg/mL i 0,250 mg/mL. Oba otapala su razrijedena od pocetne
koncentracije od 0,5 mg/mL (tablica 3). Takoder, oba sadrze masnu kiselinu i timol. Ovi
rezultati se razlikuju od rezultata dobivenih za drugu testiranu gram - pozitivnu bakteriju S.
aureus, koja je pokazala znacajno bolju osjetljivost na navedena otapala (slika 10). Silva i sur.
(2019b) su zakljucili da na gram-pozitivne bakterije inhibitorno najbolje djeluju masne kiseline
srednjeg ili dugackog lanca. L. monocytogenes se pokazala puno manje osjetljivom na
djelovanje vecine otapala u usporedbi sa S. aureus, a poznato je da je L. monocytogenes vrlo
otporna i na uvjete hladenja, kao 1 na ve¢inu poznatih dezinfekcijskih sredstava (Mpundu i sur.,

2022).
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Slika 11. Usporedba minimalne inhibitorne koncentracije NADES — a: mentol: miristinska
kiselina (Me: Mya), mentol: kamfor (Me: Cam), mentol: oktanska kiselina (Me: C8), mentol:
linolna kiselina (Me: C18: 2), mentol: timol (Me: Ty), timol: kamfor (Ty: Cam), timol: oktanska
kiselina (Ty: C8) i timol: dekanska kiselina (Ty: C10) za gram - negativne bakterije

Slika 11 prikazuje vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije ispitivanih otapala za gram
- negativne bakterije E. coli i P. aeruginosa. Za bakteriju E. coli vidljivo je da su najbolji
inhibitorni u¢inak izazvala otapala Me: Cam, Ty:C8 1 Ty: C10. Koncentracija pri kojoj dolazi
do inhibicije vidljivog rasta za sva tri otapala iznosi 0,006 mg/mL. Takoder E. coli je pokazala
osjetljivost na sva otapala pri originalnoj koncentraciji od 0,1 mg/mL (tablica 4). Nesto slabiju
inhibiciju izazvalo je otapalo Ty: Cam pri koncentraciji od 0,025 mg/mL. Najslabije su
djelovala otapala Me: Mya, Me: C8, Me: C18:2. Me: Ty i to pri koncentracijama od 0,05
mg/mL. Rezultati dobiveni za E. coli se razlikuju od rezultata Silve i sur. (2019b) i Singh i sur.
(2015). Prema rezultatima ova dva istrazivanja E. coli nije pokazala osjetljivost na NADES - e
koji su sadrzavali masne kiseline. Takoder zaklju¢eno je da su gram - negativne bakterije znatno
otpornije na antibakterijsko djelovanje masnih Kkiselina u usporedbi sa gram - pozitivnim zbog
postotka lipopolisaharida u vanjskoj membrani (Al- Akayaleh i sur., 2022). Dobra osjetljivost
na otapala koja sadrze oktansku i dekansku kiselinu mogu se pripisati sinergistickom ucinku
dekanske i oktanske kiseline sa timolom. Smatra se da djelovanje masnih kiselina na
mikroorganizam mozZe varirati zbog sposobnosti da izazovu destabilizaciju ili otapanje
membrane S§to omogucuje rasireno djelovanje i smanjen rizik od antimikrobne rezistencije
(Desbois i Smith, 2009).
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P. aeruginosa je najosjetljivija na 4 otapala i to Me: Mya, Me: C8, Me: Ty i Ty: Cam pri
koncentraciji od 0,006 mg/mL. Nesto slabija osjetljivost je na otapala Me: C18: 2 i to sa 0,013
mg/mL i Me: Cam 0,025 mg/mL. Ova bakterija je najotpornija na djelovanje Ty: C10 sa 0,031
mg/mL i Ty: C8 pri 0,063 mg/mL (slika 11). Za otapala pri kojem je dobivena najvisa vrijednost
MIC - a pocetna koncentracija koja je razrijedena je iznosila 0,5 mg/mL (tablica 5). Vidljivo je
da sinergisticki u¢inak mentola i masnih kiselina, mentola i timola te timola i kamfora izaziva
najbolju inhibiciju rasta. Sli¢ni rezultati su vidljivi u istrazivanju Al-Akayaleh i sur. (2022) gdje
je P. aeruginosa pokazala najbolju osjetljivost na sli¢no hidrofobno otapalo konstruirano od
mentola i dekanske kiseline. Osim na NADES, istrazivanje pokazuje osjetljivost ove bakterije
i na pojedinacne komponente mentola i dekanske kiseline. Rezultati odskacu od uvrijezenog
misljenja da je E. coli propusnija za djelovanje vecine tvari zbog posjedovanja porina koji
olakSavaju ulazak hidrofilnih tvari, a Al-Akayaleh 1 sur. (2022) predlazu model gdje stanica P.
aeruginosa posjeduje hidrofobne porine koji omogucuju bolji prolazak hidrofobnih tvari $to ju
¢ini osjetljivijom. Istrazivanje Silve i sur., (2019b) pokazalo je da P. aeruginosa nije osjetljiva

na djelovanje NADES - a konstruiranih iz isklju¢ivo masnih kiselina.
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Slika 12. Minimalna inhibitorna koncentracija NADES - a: mentol: miristinska kiselina (Me:
Mya), mentol: kamfor (Me: Cam), mentol: oktanska kiselina (Me: C8), mentol: linolna kiselina
(Me: C18: 2), mentol: timol (Me: Ty), timol: kamfor (Ty: Cam), timol: oktanska kiselina (Ty:
C8) i timol: dekanska kiselina (Ty: C10) za kvasac C. albicans 86
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C. albicans je podjednako osjetljiva na otapala Me: Mya, Me: Cam, Me: C18: 2, Me: Ty, Ty:
C8iTy: C10ito pri 0,313 mg/mL, a slabije je osjetljiva na otapala Me: C8 i Ty: Cam pri 0,625
mg/mL (slika 12). Sva otapala su razrijedena 0d pocetne koncentracije 5 mg/mL (tablica 6).
Vidljivo je da sinergisticki u¢inak komponenti otapala pridonosi porastu toksi¢nosti prema
mikroorganizmu (RadoSevi¢ i sur., 2015). Al-Akayaleh i sur. (2022) iskazuje sli¢ne rezultate
za NADES koji sadrzi mentol i dekansku kiselinu, te otapalo pokazuje bolji inhibitorni u¢inak
od pojedina¢nih komponenti. Zakljucuje da otapalo ima odli¢an u¢inak na C. albicans. Silva i
sur. (2019b) takoder zakljucuje da NADES - i sastavljeni od masnih kiselina pokazuju dobro
antifungalno djelovanje na C. albicans. Smatra se da dobra osjetljivost ovog kvasca lezi u
sposobnosti stanica da mijenjaju stupanj hidrofobnosti membrane kroz razli¢ite faze rasta (Silva
i sur., 2019b).

Na slikama 13-16 prikazani su rezultati usporedbe minimalnih inhibitornih koncentracija
THEDES - a i formulacije NADES - a i ciprofloksacina na odabrane gram - pozitivne i gram -

negativne bakterije.
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Slika 13. Minimalna inhibitorna koncentracija THEDES - a (oktanska Kkiselina: timol:
ciprofloksacin) i formulacije (oktanska kiselina: timol + ciprofloksacin (C8: Ty + Cip)) za
bakteriju S. aureus 3048
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L. monocytogenes
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Slika 14. Minimalna inhibitorna koncentracija THEDES — a (oktanska kiselina: timol:
ciprofloksacin) i formulacije (oktanska kiselina: timol + ciprofloksacin (C8: Ty + Cip)) za

bakteriju za bakteriju L. monocytogenes 3112

E. coli
0.0025
[+~
]
[#]
=
g 0.002
[#]
=
Z
=~ 0.0015
g3
g5
:—5 —
=2 0001
:—g R
[~
=
= 0.0005
R=!
=
p=

C8:Ty+Cip THEDES
Otapalo

Slika 15. Minimalna inhibitorna koncentracija THEDES - a (oktanska Kkiselina: timol:
ciprofloksacin) i formulacije (oktanska kiselina: timol + ciprofloksacin (C8: Ty + Cip)) za

bakteriju za bakteriju E. coli 3014
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Slika 16. Minimalna inhibitorna koncentracija THEDES — a (oktanska kiselina: timol:
ciprofloksacin) i formulacije (oktanska kiselina: timol + ciprofloksacin (C8: Ty + Cip)) za
bakteriju za bakteriju P. aeruginosa 3024

Slike 13-16 prikazuju vrijednosti MIC - aza THEDES i formulaciju C8: Ty+ Cip. Kod bakterija
S. aureus, E. coli i P. aeruginosa (slika 13, 15, 16) vidljivo je da su vrijednosti MIC - a jednake
i za THEDES i formulaciju i iznose 0,002 mg/mL. Vrijednosti L. monocytogenes se blago
razlikuju te je na strani formulacije za koju iznosi 0,002 mg/mL u usporedbi sa THEDES - om
za koji iznosi 0,003 mg/mL (slika 14). 1z rezultata se moze zakljuciti da nema razlike u
aktivnosti ciprofloksacina u ovisnosti o nac¢inu pripreme otapala. Ciprofloksacin zadrzava svoju
aktivnost i pri prevodenju u eutekticki oblik i pri otapanju u gotovom NADES - u. Aroso i sur.
(2016) takoder zakljucuju da aktivna farmaceutska komponenta zadrzava svoje aktivno
svojstvo u formi THEDES - a. U usporedbi sa prirodnim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima vidljivo je da odredena otapala kao $to je Me: Ty sa djelovanjem na P. aeruginosa
(slika 11) pokazuje bolje vrijednosti MIC - a iako ne sadrzava aktivnu farmaceutsku
komponentu. Iz navedenog se moze zakljuciti da terapeutska niskotemperaturna eutekticka
otapala imaju odli¢an potencijal kao poboljsana verzija dosad poznatih lijekova sa boljom

iskoristivosti i dostupnosti.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Sva ispitivana prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (NADES) pokazala su

antimikrobno djelovanje prema svim test mikroorganizmima.

2. Od svih testiranih bakterija Escherichia coli 3014 pokazala je najvecu osjetljivost na
sva testirana prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala ve¢ pri koncentraciji od 0,1

mg/mL.

3. Na bakteriju S. aureus najjace antimikrobno djelovanje je pokazalo otapalo Me:Ty pri
koncentraciji od 0,5 mg/mL, a na L. monocytogenes Ty: Cam pri koncentraciji 0,1
mg/mL.

4. Nabakterije E. coli i P. aeruginosa najjace antimikrobno djelovanje je pokazalo otapalo

Me:C8 pri koncentraciji od 0,5 mg/mL.

5. Kvasac C. albicans je osjetljiv na djelovanje svih otapala, od kojih najvise na otapalo

Me:Ty pri 25 mg/mL.

6. Sve testirane bakterije su pokazale vecu osjetljivost na THEDES i formulaciju Ty:C8+
Cip u usporedbi sa NADES-om.

7. Usporeduju¢i antimikrobno djelovanje THEDES-a i formulacije Ty: C8 + Cip,
THEDES pokazuje jace antimikrobno djelovanje.

8. THEDES je pokazao najjace antimikrobno djelovanje na L. monocytogenes sa Sirinom
zone 46 + 2,83 mm, a formulacija Ty: C8 + Cip na P. aeruginosa sa $irinom zone 30

14,14 mm.

9. Dobiveni rezultati pokazuju da ciprofloksacin zadrzava svoje aktivno djelovanje

prevodenjem u eutekticki sustav.
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