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1. UVOD

Industrija koristi goleme koli¢ine otapala svakodnevno. Otapala, najéeSc¢e zapaljiva,
hlapljiva i toksiéna pokazuju negativan ucinak na sve zivuce organizme, no ipak se i dalje
koriste. Nakon stotina godina industrijalizacije i uvida kakve posljedice je ona ostavila na
Zemljin okoli§, kona¢no se zadnjih pedesetak godina donose zakoni koji reguliraju ljudsko
ponadanje prema okruZenju u kojem Zivimo. Osim $to se industrija okrece biotehnolodkim
rjeSenjima primjenjuju¢i sve viSe mikroorganizme za proizvodnju industriji vrijednih tvari,
pokuSavaju se zamijeniti i toksi€na kemijska otapala koja sa sobom neminovno nose i velike
tro8kove proizvodnje, skladistenja ali i odlaganja nakon koristenja. Zato se u zadnjih 20 godina
sve viSe namecu niskotemperaturna eutektiCka otapala kao jedna od alternativa koja
omogucuje odmak od opasnih organskih otapala koja su neizbjeZna u industrijskoj proizvodniji
(Colberg i sur., 2022).

Glavnina opisanih niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala je hidrofilnog karaktera, no zadnijih
desetak godina u porastu je i broj publikacija o hidrofobnim niskotemperaturnim eutekti¢kim
otapalima, Sto pokazuje veliki interes za iste u znanstvenom svijetu. Mali broj opisanih
hidrofobnih DES-ova rezultat je ograni¢enog broja jeftinih, lako dostupnih hidrofobnih soli i
drugi komponenata koje stvaraju eutekticke smjese pri sobnoj temperaturi (Zainal-Abidin i sur.,
2021).

Kako bi se ta niskotemperaturna eutektiCka otapala mogla zvati zelenima, bitno je da su, medu
ostalom i netoksicna. Vecina njih sintetizira se od netoksi¢nih komponenti, no to ne garantira
njihovu ne-Stetnost kao smjesu zbog mogucih sinergistickih efekata. (Martinez i sur., 2022)
Upravo zbog toga se za svako otapalo mora odrediti ekotoksikoloski profil prije no Sto se

pocne s njegovim koristenjem.

Cilj ovog rada bio je ispitati toksiCnost 3 odabrana hidrofobna DES-a: timol:oktanska kiselina
(1:3), timol:mentol (1:1) i mentol:dekadska kiselina (1:1). Ispitana je citotoksi¢nost na
humanim stani¢nim linijjama HelLa i HaCaT, odredivanjem postotka prezivljenja pri razli¢itim
koncentracijama dodanih DES-ova. Fitotoksi€¢nost na sjemenkama obic¢ne pSenice (Triticum
aestivum L.) odredena je pracenjem stupnja germinacije i duljine izdanaka te odredivanjem

uCinka oksidativnog stresa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.ZELENA KEMIJA

Pojam zelene kemije uveden je zbog potrebe za poboljSanjem ekonomicnosti kemijske

proizvodnje i povecanja zastite okoliSa. Karakterizira se smanjenjem utjecaja na okolis, a

podrazumijeva dizajn kemijskih procesa s ciliem smanjenja proizvodnje i koristenja opasnih

tvari (Saleh i Koller, 2018). Ovo se podrucje znanosti bazira na 12 jednostavnih principa koji

omogucavaju implementaciju zelene kemije:

1.

10.

11.

12.

Bolje sprijeciti nego lijeciti. Bolje je sprijeiti proizvodnju otpada, nego se bauviti
njegovim zbrinjavanjem.

Princip ,,atom ekonomije*. Sinteza tvari mora se planirati na naéin da se
maksimizira udio tvari koja se ugraduje u proizvod.

Sigurnija kemijska sinteza. Kad je moguce, moraju se Koristiti metode koje
generiraju i koriste tvari koje nemaju znacajan utjecaj na okoli$ i ljudsko zdravlje.
Dizajniranje sigurnijih kemikalija. Kemikalije moraju biti razvijane na nacin da se
osim povecanja funkcionalnosti, aktivno smanjuje i njihova toksi¢nost.

Sigurnija otapala i dodaci. KoriStenje dodataka poput otapala bi se trebalo
izbjegavati, a ukoliko to nije moguce, trebali bi se Koristiti bezopasni dodaci.

Dizajn za energetsku ucinkovitost. Okolisni i ekonomski utjecaj energetskih
zahtjeva kemijskih procesa se mora analizirati i optimizirati kod dizajna kemijskih
procesa, kad je moguce Koristiti sobnu temperaturi i atmosferski tlak.

Obnovljive sirovine. Kad je moguce, treba koristit Ciste sirovine koje su obnovljive,
a ne limitirane

Princip derivatizacije. SuviSna derivatizacija se treba izbjegavati zbog koritenja
dodatnih reagensa i generiranje otpada.

Princip katalize. Katalizatori bi trebali biti Sto selektivniji.

Princip degradacije. Kemijski produkti trebaju biti dizajnirani na na¢in da se nakon
uporabe ne nalaze u biosferi, veé se razgrade u netoksi¢ne produkte.

Analiza u stvarnom vremenu za prevenciju oneciséenja. Trebaju se razviti
analiticke metode koje bi omogucile analizu procesa i kontrolu prije nastajanja
opasnih tvari.

Prevencija nesrece koristenjem sigurnije kemije. Tvari koji se koriste u kemijskom
procesu moraju se birati na nacin da se smaniji rizik kemijskih nezgoda, otpustanja

kemikalija, detonacija ili zapaljivanja (Prilagodeno prema Anastas i Warner, 1998).



S obzirom da gotovo 80 % ukupnog volumena kemikalija koje se upotrebljavaju u industrijskim
procesima je neki oblik otapala, a vecina njih je hlapljiva i povezana s brojnim izazovima za
zdravlje, prema 5. principu zelene kemije, potrebno je razvijati takozvana zelena otapala
(Martinez i sur., 2022). Ona se definiraju kao kemikalije koje smanjuju utjecaj na okoli§ koji
proizlazi iz njihovog koriStenja u kemijskim procesima i proizvodniji. ldealno zeleno otapalo
niske je hlapljivosti ili u potpunosti ne-hlapivo, nezapaljivo, nije opasno za udisanje (nije
toksi€no ni karcinogeno), moze se reciklirati te je biorazgradivo. Osim tih svojstava, idealno
otapalo ima fizikalne i kemijske karakteristike koje su mu potrebne za odredenu tehniku
ekstrakcije (Martins i sur.,, 2023). Primjenom metoda i tehnika ekotoksikologije kao
interdisciplinarnog znanstvenog polja koje kombinira znanje ekologije i toksikologije, moze se
provijeriti ispunjava li proces ili tehnologija principe zelene kemije. Ti kriteriji djelomi¢no su bili
zadovoljeni pojavom ionskih kapljevina, a kasnije, i u vecoj mjeri, niskotemperaturnim
eutektickim otapalima (RadoS$evic i sur., 2016a). lonske kapljevine smatrale su se zelenim
otapalima prvenstveno zbog zanemarivog pritiska pare Sto je napredak u odnosu na
problematiku hlapljivih organskih spojeva, no njihova sinteza nerijetko nije uop¢e u skladu s
principima zelene kemije, a osim toga, mnoge ionske kapljevine loSe su biorazgradive i

pokazuju znacajnu toksi¢nost (Hackl i Kunz, 2018).

Primjeri podru¢ja u kojima DES-ovi pokazuju svoju ,zelenu“ praktiCnost su organske
transformacije vodene metalima koje se u DES-ovima mogu odvijati pri sobnoj temperaturi i
tlaku, reakcije katalizirane metalima koje se mogu efikasno odvijati u blazim uvjetima nego u
hlapljivim otapalima i to s moguénoscu da se DES i katalizator lako i uspjesno recikliraju te
kod uporabe biokatalizatora koji Cesto pokazuju vecu stabilnost, selektivnost i performanse u
DES-ovima (Perna i sur., 2020).

2.2.NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Niskotemperaturna eutekticka otapala poCela su biti istrazivana iz potrebe za stvaranjem
otapala s boljim svojstvima koja bi zamijenila postojeCa toksiCna otapala iz industrije.
Niskotemperaturna eutektiCka otapala pojam je koji u literaturu uvode Abbott i suradnici
pocetkom milenija (Abbott i sur., 2001), definiraju¢i smjesu amida i kvaternih amonijevih soli
pri to¢no odredenom omjeru. Danas se taj pojam koristi za definiciju eutekticke smjese kod
koje dolazi do znacajnog snizenja temperature talista, a koja se formira kombinacijom 2 ili vie
komponenti, od kojih je jedna donor vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor, HBD), a

jedna akceptor vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA).

SniZenje toCke talista pripisuje se neidealnosti ovih otapala koje proizlaze iz van der Waalsovih
interakcija, vodikovih veza i pozitivhe entropije mijeSanja komponenti otapala, a sve to

doprinosi stabilizaciji teku¢e faze pri sobnoj temperaturi. Koliko ¢e biti to smanjenje ovisi o

3



kemijskoj strukturi komponentni te jacini i vrsti interakcija izmedu njih (Devi i sur., 2023).
Temperaturna depresija (vidljivo na slici 1.) definira se kao razlika izmedu izmjerene
temperature talidta i teoretski predvidene temperature talidta, a pretpostavlja se da se javlja

zbog delokalizacije naboja zbog vodikovih veza te steri¢kih utjecaja.

A(tekuca faza) + B (tekuca faza)

Idealna tocka taljenja

5

r
>

A(tekuca faza) B(tekuca faza)

+ A (kruta faza)

Temperatura

+ B (kruta faza)

AN

Eutekticka tocka

A(kruta faza) + B (kruta faza)

Molarni udio
Slika 1. Shematski prikaz faznog dijagrama DES-a s 2 komponente (prema Martinez i sur., 2022)

DES-ovi se prema sastavu svojih komponenata mogu podijeliti u sljedeéih 5 tipova:

l. Smjesa metalnog halogenida (MXn, gdje je M = metal, a X = halogenid) i
kvaterne soli (QS)
Il. Smijesa hidriranog metalnog halogenida (MXn*mH20) i kvaterne amonijeve soli

Il Smijesa kvaterne amonijeve soli i donora vodikove veze (HBD)

V. Smjesa metalnog halogenida i donora vodikove veze (HBA)
V. Smijesa neutralnog donora i akceptora vodikove veze (Devi i sur., 2023)
Vecina danas sintetiziranih i okarakteriziranih DES-ova spada u kategoriju Ill. zbog

jednostavnosti nabave i niske cijene komponenata, netoksi¢ne kvaterne amonijeve soli kao
akceptora vodikove veze (npr. betain) te nenabijenog donora vodikove veze poput Secera,
poliola, amida i organskih kiselina (npr. glukoza, glicerol, urea, mlije€na kiselina, ...). Osim
toga, u sastav hidrofilnih DES-ova nerijetko ulazi i voda, s obzirom da lako tvori vodikove veze,
a pridonosi smanjenju viskoznosti i gusto¢e samog otapala, $to je vrlo vazno kod primjene tih
otapala u industriji (Radovi¢ i sur., 2021). Vrlo velik broj razli¢itih komponenti koje mogu uéi u
sastav DES-a te kombinacije tih komponenti omogucuju stvaranje vrlo velikog, gotovo
neogranicenog broja niskotemperaturnih eutektickin otapala. Bas zbog velike mogucnosti
razli€itih kombinacija komponenti koje rezultiraju i razliCitim svojstvima samih otapala, Cesto

se nazivaju dizajniranima. Racionalnim dizajnom ovih otapala moZe se posti¢i puno veca

4



topljivost tvari u odnosu na tradicionalna otapala, $to predstavlja veliku prednost u njihovoj
primjeni.

DES-ovi su se u literaturi pojavili kao alternativa ionskih kapljevina (engl. lonic Liquids, IL).
Pojam ionskih kapljevina uveden je jo$ poCetkom pro$log stolje¢a, a Cesto je bio povezivan s
ne hlapljivim, ne zapaljivim i stabilnim zelenim otpalima, no zadnjih se godina dokazalo da

nisu bas sve ionske kapljevine tako benigne, dapace, za mnoge od njih dokazano je da su

zapaljiva, nestabilna i toksi¢na, zavisi o njihovim sastojcima (Ptotka-Wasylka i sur., 2020).

Prednost DES-ova nad IL lezi u Cinjenici da su pripravljeni od uglavhom netoksi¢nih, lako
dostupnih jeftinih i odrzivih komponenti. Takoder, sama sinteza DES-ova jednostavnija je jer
se uglavnom Koristi zagrijavanje na temperature izmedu 50 i 100 °C i to ne duze od nekoliko
sati. Sinteza IL-a bazira se na stvaranju kationa pomocéu protonacije amina kiselinom ili
kvaterniziranja amina haloalkanom kao prvog koraka te anionske izmjene tretmanom s
halidnom soli kao Lewisovom bazom ili pomoc¢u metateze aniona, nerijetko traje i do 48 sati,
8to je znatno duze vrijeme pripreme. JoS neke razlike prikazane su na slici 2 (Ptotka-Wasylka
i sur., 2020).

Slika 2. Usporedba ionskih kapljevina i niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (prema Plotka-
Wasylka i sur., 2020)

HBA — akceptor vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA), HBD — donor vodikove veze
(engl. Hydrogen Bond Donor, HBD)



Postoji viSe nacina pripreme DES-ova, a najceSc¢e koriSteno je ve¢ spomenuto zagrijavanje
na temperature do 100 °C, uz blago mije3anje do formiranja bistre tekucine. Osim toga,
Cvjetko Bubalo i sur. (2016) spominju koristenje vakuum uparavanja gdje se najprije
komponente otope u vodi, pa se voda uklanja uparivatem te koridtenje liofilizacije kao
alternativne metode priprave. Uz to, koristi se primjena ultrazvuka, mikrovalno zracenje te
njihova istovremena uporaba kao dodatni nacini sinteze ovih otapala, pomocu kojih se vrijeme

priprave moze ubrzati i do 7 puta .

Vazno je napomenuti kako komponente niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala medusobno
ne ulaze u kemijske reakcije, ve¢ se povezuju vodikovim vezama. Takoder, svi atomi supstrata
ugraduju se u produkt, Sto rezultira 100 %-tnim prinosom, pri ¢emu se ne stvara otpad, 5to je

vrlo bitno s obzirom da DES-ove smatramo zelenim otapalima (Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

Osim prema vrsti komponenata, DES-ove mozemo podijeliti i na podvrste, koje ukljuuju
prirodna i terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala. Prirodna niskotemperaturna
eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) tvore se od komponentni
koje su proizvodi primarnog metabolizma zivih organizama, a koje svakodnevno unosimo
prehranom poput kolina, amina, Secera i drugih. Pretpostavlja se da su pojedini NADES-i
prisutni u stanicama te sudjeluju u mnogim procesima (Cvjetko Bubalo i sur., 2018).
Terapeutska niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents,
THEDES) su pak klasa eutektickih otapala Cija je jedna od komponenti djelatna stvar lijeka
(engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API), koja zajedno s drugim komponentama otapala
medusobnim vodikovim ili ionskim vezama postize strukturu DES-a, $to povoljno utjeCe na

topljivost i biodostupnosti djelatne tvari lijeka (Radovi¢ i sur., 2021).

Fizikalna svojstva DES-ova ovise o vrsti veza koje se uspostavljaju izmedu njegovih

komponenti. Glavna prou¢avana svojstva uklju€uju pH, viskozitet, gustoéu, i sadrzaj vode.

Razli¢ita podrucja primjene stvaraju potrebu za razli¢itim svojstvima, a viskoznost je jedna od
najvaznijin. DES-ovi su uglavnom, kao i ionske kapljevine, puno viskoznije od hlapljivih
organskih otapala koja se €esto primjenjuju u gotovo svim industrijama (engl. Volatile Organic
Compounds, VOC), vise od 100 cP pri sobnoj temperaturi. Iznimku ¢ine DES-ovi u Cijem su
sastavu kolin klorid i etilen glikol. Viskoznost DES-ova ovisi o kemijskoj prirodi komponenata
smijese, temperaturi i udjelu vode. Ukoliko komponente DES-a tvore mnogo vodikovih veza,
to dovodi do njihove slabije mobilnosti unutar smjese. DES-ovi imaju gusto¢u vecéu od vode,
izmedu 1,0 i 1,35 g cm™ pri sobnoj temperaturi, a variraju s obzirom na komponente koje ga
tvore (Martinez i sur., 2022).



Svoju primjenu DES-ovi pronalaze u mnogim industrijama, upravo zbog mogucnosti da se
pazljivim odabirom komponenata utjeCe na svojstva DES-a. Tako se ova otapala mogu
primjenjivati u prehrambenoj industriji za ekstrakciju bioaktivnih komponenti i uklanjanje teskih
metala. Primjerice, moguce je ekstrahirati flavonoide u puno vecoj koncentraciji, te s znacajno
vec¢om antioksidativnom aktivnosti i stabilnosti u odnosu na etanolni ekstrakt, te ukloniti kadmij
iz rizinog brasna uporabom DES-ova na bazi kolin klorida (Negi i sur., 2024). Osim toga, svoju
primjenu pronalaze i u katalizi $to rezultira izvrsnim prinosima, kako se navodi nastavno na
eksperimente bromiranja 1-aminoantra-9,10-kinona u kolin klorid:urei. Takoder, ova zelena
otapala ve¢ su bila koriStena i za sintezu bioloski aktivnih tvari poput dihidropirimidinona,
kvinazolina i drugih. Nadalje, testira se njihov potencijal i u elektrotalozenju, pripremi
anorganskih materijala poput analoga zeolita, sinteze nanoCestica te za mnoge druge

primjene (Zhang i sur., 2012).

2.2.1. Hidrofobna eutektiCka otapala

Eutekti¢ka otapala podlijezu jo$ jednoj bitnoj podijeli, a to je na hidrofobna i hidrofilna
otapala. Veéina prou¢avanih DES-ova hidrofilne je prirode, primarno zbog malog broja jeftinih,
lako dostupnih hidrofobnih soli ili drugih komponenti koje bi tvorila hidrofobne DES-ove.
Postoje dvije vrste hidrofobnih DES-ova (skraéenica hDES), prvu tvore hDES-ovi s kvaternom
amonijevom soli s dugim alkilnim lancima, dok je druga vrsta smjesa dviju neutralnih
hidrofobnih komponenti poput karboksilnih kiselina ili alkohola s dugim alkilnim lancima.
Prisutnost nabijenih i polarnih dijelova hDES-a te hDES-ovi koji su bazirani na solima dovode
do formiranja viSestrukih vodikovih veza koje posljedicno dovode do vece depresije
temperature taljenja. S druge strane, neutralni hDES-ovi imaju manje depresije temperature
taljenja, a ujedno i tvore manje viskozne hDES-ove $to je svakako pozeljna karakteristika
(Zainal-Abidin i sur., 2021).

Temperatura taljenja hDES-ova uglavnom je ispod 25 °C, a raste s povecanjem duzine
alkilnog lanca ili sadrzaja masnih kiselina donora vodikove veze. Ipak, primijeceno je da
primjerice hDES-ovi mentol:dekadska kiselina i mentol:pirogrozdana kiselina pokazuju
razli¢ite temperature taliSta iako se radi o istom HBD, §to se pripisuje postojanju dva polimorfa
kemijske strukture mentola, a i 8 (Zainal-Abidin i sur., 2021).

Kako bi hidrofobno otapalo moglo biti koristeno za ekstrakciju, jedan od kriterija jest da ima
razli¢itu gustocu od vode. Vec¢ina hDES ima gusto¢u manju od vode, $to omogucéuje manju
pojavnost emulzija i lakSe razdvajanje izmedu tih dviju faza (Devi i sur., 2023). Van Osch i sur.
(2019) testirali su 17 razlicitih hDES-ova i procjenjivali zadovoljavaju li 4 kriterija koja bi
omogucavala DES-ovima uporabu kao otapala za ekstrakciju, a ukljuuju viskoznost ispod

100 mPa s, gustocu razli¢itu od vode (vecu ili jednaku 50 kg m=), malu promjenu pH vodene



faze nakon mijeSanja te nisku razinu hDES-a koji prelazi u vodenu fazu. Sva 4 kriterija
zadovoljili su hDES-ovi timol:kumarin (2:1), timol:mentol (1:1), timol:kumarin (1:1),
timol:mentol (1:2) i 1-tetradekanol:mentol (1:2) zbog ¢ega autori zakljuuju da ih se moze
smatrati odrzivim hidrofobnim dizajniranim otapalima.

hDES-ovi nalaze svoju primjenu u mnogim podrucjima. Prvi put su 2015. godine koriSteni za
ekstrakciju hlapljivin masnih kiselina iz organskog otpada kao alternativni put proizvodniji
kemikalija na bazi nafte (Van Osch i sur.,, 2015). Te su se godine hDES istrazivali i za
uklanjanje razli¢itih biomolekula iz voda (Ribeiro i sur., 2015). Nadalje, istrazuje se njihov
potencijal u &iS¢enju otpadnih voda od bisfenola A, izopropanola, policiklickih aromatskih

ugljikovodika i drugih Stetnih tvari (Devi i sur., 2023).

2.3.EKOTOKSIKOLOGIJA

Ekotoksikologija je znanost koja objedinjuje toksikologiju i ekologiju, a bavi se izu€¢avanjem
utjecaja tvari iz okoliSa na sve razine bioloskih zajednica, od molekula, stanica, tkiva, organa
i organizama pa sve do populacija i ekosustava. EkotoksikoloSka istrazivanja ukljucuju
fizikalno-kemijske, molekularne, toksikoloSke, fizioloSke i ekoloSke procese, a usmjerena su
na razumijevanje toksikoloskih pojava u razli€itim biotopima, populacijama i ekosustavima te
sam mehanizam toksikoloSkog djelovanja i ekoloSkih procesa, buduci da samo integrirani
pristup omogucéuje razumijevanje ekotoksikoloSkih ucinaka u kontaminiranim sustavima

(Radosevi¢ i sur., 2016a).

Jedna od strategija za procjenu razine i u€inka razli€itih oneciS¢enja u okolidu je koristenje
biomarkera, dok je drugi pristup ispitivanje toksi€nosti primjenom in vivo i in vitro laboratorijskih
testova. In vitro testovi su nasli svoje mjesto u ekotoksikologiji, jer se medudjelovanje
kemikalije koja je prisutna u okoliSu i zivog svijeta odvija upravo na povrsini stanice ili u njezinoj
unutrasnjosti. Bududi da je glavni cilj primjene in vitro testova procjena rizika za ljude, Zivi svijet
i okolis, kljuéno je pitanje ekotoksikologije u kakvom je odnosu ucinak ispitivane tvari na nivou
stanice i toksiCnost te iste tvari na viSem bioloSkom nivou, pri ¢emu je nuzno uzeti u obzir niz
faktora koji na to utjeCu te povezati to s utjecajima okoliS8a kako bi slika bila cjelovita

(Radosevi¢ i sur., 2016a).

2.4.STANICNE LINIJE | ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI

Citotoksi¢nost je sposobnost odredenih tvari da uniSte Zive stanice, a moze biti
uzrokovana djelovanjem kemijske tvari, izlaganjem drugim stanicama ili pak fizikalnim ili
okolisnim uvjetima (izlozenost radijaciji, promjeni temperature i sli€no). Toksi¢nost kemijskih
tvari ispoljava se na mnogo nacina, no klasificira se u dvije kategorije koje ukljuCuju poremecaj

specificnih biomolekularnih ciljeva ili puteva (npr. agonizam/antagonizam receptora i
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aktivacija/inhibicija enzima) ili generalni poremecaj stanitne masinerije koji dovodi do

stanic¢nog stresa i smrti stanice (Celik, 2018).

Od velike je vaznosti odrediti citotoksi¢nost neke tvari kako bi se odredilo predstavija i
testirana tvar opasnost po zdravlje ljudi te se smatra jednom od najvaznijih in vitro
evaluacijskih sistema. Za ispitivanje bioloSke aktivnosti spojeva najeSée se koriste humane
kontinuirane stani¢ne linije koje se mogu nabaviti preko banki stanica. Testovi citotoksi¢nosti
mjere gubitak stani¢ne ili interstani¢ne strukture i/ili funkcije, uklju€ujuéii letalnu citotoksi¢nost.
Oni sluze za predvidanje potencijala neke tvari da izazove ozljedu stanice i staniénog tkiva,
no ta predvidanja znaju varirati od stvarnog ucinka zbog stalne izlozenosti stani¢nih linija
testiranoj tvari zbog manjka bioloskog zastitnog mehanizma, uklju€ujuéi mukozu. Najcesée
koristene stani¢ne linije, ovisno o primjeni ispitivane tvari, uklju€uju stanice izolirane iz epitela
roznice, fibroblaste pluéa, stanice jajnika kineskog hréka (engl. Chinese Hamster Ovary,
CHO), bubrezne stanice pasa, stanice izolirane iz humanog raka vrata maternice (HelLa

stanice), stanice keratinocita koze (HaCaT) i mnoge druge.

2.4.1. Testovi citotoksi¢nosti

Stanicne linije Cesto se koriste kao modelni sustav za istrazivanje reakcije bioloSkog
sustava na neku tvar. Testovi citotoksi€nosti uklju€uju izlaganje stanica tvari od interesa te
odredivanje vijabilnih stanica nakon odredenog perioda inkubacije. Za sve metode koji koriste
stani¢ne linije kao modelni sustav, bitno je odrediti koji je udio stanica preZivio tretman te
usporediti te podatke s prezivljenjem stanica u kontroli, kako bi se moglo napraviti razlikovanje

izmedu citotoksi¢nosti i citostaze ili prestanka rasta.

Prema nacinu mjerenja, metode za odredivanje vijabilnosti stanica dijelimo na metode u
kojima se zive stanice ne boje (Tripan plavo, eozin, Congo crveno, erithrozin B,..), zatim
kolorimetrijske metode (MTT, MTS, XTT, WST-1, kristal violet,...), fluorometrijske metode
(alamarBlue, CFDA) te luminometrijske metode (ATP) (Riss i sur., 2019).

NajceSée koristene metode koriste pojavu gubitka integriteta membrane stanica $to
omogucava prolazak tvari iz ili u stanicu. Metoda bojanja bojom tripan plavo koju slijedi pregled
i brojanje stanica samo jedna je od metoda koje koriste boje i njihovo prodiranje u mrtve
stanice za diferencijaciju zivih i mrtvih stanica. Drugi naj¢eSc¢i nacin uklju€uje mjerenje markera
koji istjeCu iz citoplazme mrtvih stanica u medij. NajceS¢i marker koji se koristi je laktat

dehidrogenaza (Riss i sur., 2019).

Kolorimetrijska MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2—5-difeniltetrazolijev bromid) metoda radi na
principu utvrdivanja mitohondrijske funkcije stanica tako $to mjeri aktivnost mitohondrijskih

enzima poput sukcinat dehidrogenaze. MTT se reducira do ljubiCasto obojenog formazana
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pomoc¢u NADH. Nedostatak metode lezi u netopljivosti formazana u vodi, pa je prije mjerenja
absorbancije potrebno dodati organsko otapalo poput DMSO (dimetilsulfoksid) ili izopropanola

da bi se otopili nastali kristali (Aslanttirk, 2018).

MTS (5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazol)-3-(4-sulfofenil) tetrazolij) kolorimetirjska
metoda bazira se na konverziji tetrazolijeve soli u obojeni formazan, ¢ija je koli€ina
proporcionalna broju zivih stanica u kulturi. Trajanje inkubacije MTS reagensa je izmedu 1-3
sati, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na 492 nm. MTS metoda brza je, osjetljiva, ekonomicna
i specifiCna in vitro metoda za odredivanije toksi¢nosti, te se Cesto koristi zbog lakoée koristenja

i pouzdanosti (Aslantirk, 2018).

2.4.2. Hela stani¢na linija

HelLa staniCna linija uspostavljena je 1952., a izolirana je iz invanzivnog
adenokarcinoma vrata maternice pacijentice Henriette Lacks. Ova je staniCna linija prvi
uspjesni pothvat u uspostavljanju besmrtnih ljudskih staniénih linija, a od tada je njeno
koriStenje pridonijelo mnogim znanstvenim otkri¢éima, ukljuCujuéi prvo cjepivo protiv polio
virusa (Frattini i sur.,, 2015). Pri poCetku uporabe Hela stani¢ne linije, velik problem
predstavljala je krizna kontaminacija. Naime, HelLa stanice mogu prezivjeti i biti rasprSene u
aerosolima, te su se tako kontaminirale druge staniéne linije $to je dovelo do pojave derivata
HelLa stanic¢nih linija za koje se mislilo da su stani¢ne linije drugih ljudskih tkiva. Tek analizom
genoma utvrdilo se da su stani¢ne linije na kojima su radena istrazivanja zapravo potekle iz
Hel a stani¢ne linije 5to je dovelo pod upitnik vjerodostojnost mnogih istrazivanja. Upravo zbog
toga 1960-ih zapocinje koristenje laminara kako bi se sprijeCile kontaminacije (Korch i Varella-
Garcia, 2018).

2.4.3. HaCaT stanic¢na linija

Iz etiCkih razloga, testiranje iritacija koZze na animalnim modelima nastoji se smanjiti
zbog Cega se stanine linije keratinocita ispoljavaju kao alternativno rjeSenje. Moguce je
proizvesti razliCite ekvivalente koze, zavisno o tipu stanica kozZe koji se koristi. KoriStenje
stani¢nih linija dovodi do uniformnosti istrazivanja i omogucava reproducibilnost
eksperimenata Sto dovodi do lakSe identifikacije i razumijevanja odredenih procesa, dok
uporaba primarnih stanica moze biti preferirana kad se procjenjuju razlike izmedu ¢lanova

odredene populacije ili pak stanica koze iz razlicitih dijelova tijela.

HaCaT stani¢na linija je netumorigena monoklonalna stani€na linija, izolirana iz keratinocita
odraslog €ovjeka te spontano imortalizirana, a koristi se kao model za prou€avanje funkcija

keratinocita. Do 1988., transformacija ljudskih keratinocita bivala je postignuta samo
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infekcijom sa simian virusom-40 (SV40) ili pak transfekcijom s DNA izoliranom iz tog virusa,
no te su staniCne kulture pokazivale promijenjena svojstva rasta te redukciju normalne
keratinizacije. Te su godine Boukamp i suradnici izolirali stani¢nu liniju iz koZe odraslog
Covjeka koja je pokazala sposobnost spontane in vitro transformacije, ali zadrzavajuci
normalne diferencijacijske karakteristike i strukturu nakon in vivo transformacije. Karakteristike
HaCaT stani¢ne linije pokazuju da se spontana transformacija ljudskih odraslih keratinocita
moze pojaviti in vitro kao rezultat je kromosomskih aberacija, bez da dovodi do velikih defekata
u diferencijaciji (Boukamp i sur., 1988). HaCaT stanice koriste se u farmakoloskim studijama,
kao i studijama toksiCnosti na kozu, ali i istrazivanjima biologije koze i mehanizama

diferencijacije stanica (Boelsma i sur., 1999).

2.5.FITOTOKSICNOST

Fitotoksic¢nost se definira kao kapacitet tvari da nanese priviemenu ili dugoroénu Stetu
bilikama, te se koristi kao pokazatelj utjecaja na okoli§ (EPPO, 2014). Testovi fitotoksi¢nosti
dijele se na makroskopske testove koji procjenjuju utjecaj na germinaciju i rani razvoj izdanka
te na mikroskopske koji prouCavaju kromosome i promjene u jezgri. Testovi na biljkama
provode se kako bi se ispitala toksi¢nost zbog jednostavnosti, niske cijene, brojnosti mogucih

parametara za procjenu i dobre korelacije s animalnim modelima (Jitareanu i sur., 2019).

Bilike su sesilni organizmi zbog ¢ega im je jedina opcija u reakciji na nepovoljne uloge
prilagodba. Nepovoljni uvjeti nastaju pod djelovanjem abiotickih i bioti¢kih ¢imbenika, od kojih
u prve spada radijacija, salinitet, poplave, susa, temperaturni ekstremi i sli¢no. S druge strane,
u biotiCke ¢imbenike ubrajamo napade raznih patogena (plijesni, bakterija, biljojeda i sli¢no).
Stresori u biljkama izazivaju podrazaj, nakon Cega biljke generiraju odgovarajuéi staniéni
odgovor (Gull i sur., 2019).

Kod velike razine stresnih ¢imbenika, dolazi do poremecaja u proizvodniji reaktivnih kisikovih
Cestica. Reaktivne kisikove Cestice (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) proizvode se kao
normalni produkt bilinog stani€énog metabolizma. U ROS ubrajaju se slobodni radikali poput
superoksidnog aniona (O2™) i hidroksilnog radikala (‘OH) te neradikalne molekule poput
vodikovog peroksida (H20-), jediniénog kisika ('Oy) i tako dalje. Unato¢ svojoj destruktivnoj
prirodi, ROS-ovi sluze kao sekundarni glasnici u mnogim stani¢nim procesima, ukljuujudi
toleranciju na okolidni stres. Okolisni stres u mnogim oblicima vodi do poja¢ane proizvodnje
ROS-ova 5to moze dovesti to oksidativnih oStecenja i konac¢no, stanine smrti. Kako bi se
stanica obranila od prekomjerne proizvodnje kao rezultata okoliSnog stresa, mora ih prevesti
u druge oblike pomodéu enzimskih i neenzimskih antioksidansa prisutnin u tkivima.
Antioksidans je tvar koja ima sposobnost koristenja ROS-a bez da i sam podlijeZze konverziji

u destruktivni radikal, a antioksidativni enzim se definira kao enzim koji ili katalizira tu reakciju
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ili pak je uklju¢en u direktnu obradu ROS-a (Noctor i Foyer, 1998). ROS-ovi dakle mogu
sudjelovati u stani¢nim procesima kao signalne molekule ili tim istim stanicama nanositi tetu,
Sto ovisi o delikatnoj ravnotezi izmedu proizvodnje i koristenja ROS-a (Sharma i sur., 2012).
Enzimski antioksidansi uklju€uju superoksid dismutazu (SOD), katalazu (CAT), gvajakol
peroksidazu (GPX), ezime askorbat-glutation puta (AsA-GSH) poput askorbat peroksidaze
(APOX), monodehidroaskorbat reduktaze (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaze (DHAR) i
glutation reduktaze (GR). Ovi enzimi kataliziraju redox reakcije, od kojih puno ovisi o

elektronima &iji su izvor reducensi niske molekulske mase poput askorbata i glutationa.

Kako bi se odredilo utjeCe li ispitivana tvar na pojavu oksidativnog stresa koji negativno utjece
na rast i razvoj biljke, koriste se direktne i indirektne metode odredivanja oksidativhog stresa.
Direktnim metodama odreduje se koli¢ina ROS-a prisutna u stanici pomoéu kemijskih proba,
biosenzora i elektronske paramagneticne rezonance, no kako je vec¢ina ROS-ova
kratkoZivuéa, najviSe metoda detekcije ROS-a oslanja se na mjerenje vodikovog peroksida i
superoksidnog aniona kao relativno stabilnih vrsta. Indirektno odredivanje uklju€uje mjerenje
stvorenih oksidativnih nusprodukta proteina, lipida i nukleinskih kiselina, mjerenje biokemijskih

komponentu poput klorofila, antocijana i malondialdehida (Venkidasamy i sur., 2019).

2.6. TOKSICNOST NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Tvrdnje o netoksi¢nosti DES-ova na pocéetku su izlazile iz premise da netoksi¢ne
komponente tvore netoksicni DES. Medutim, treba se uzeti u obzir i moguce sinergisti¢ko
djelovanje komponenata kod procjene njihove sigurnosti za uporabu. Toksi¢nost uvelike ovisi
o obliku izloZzenosti (ingestija, dodir kozom ili pak inhalacija), a s obzirom da se primjerice
hDES-ovi najéeSce upotrebljavaju u ekstrakciji tvari iz hrane te za farmaceutske i medicinske
svrhe iznimno je bitno procijeniti njihovu ekotoksi¢nost i biorazgradivost (Sharma i Lee, 2024;
Martinez i sur., 2022). Istrazivanja u kojima se procjenjuje toksi¢nost DES-ova vecéinom se
baziraju na citotoksi¢nosti i ekotoksi¢nosti. CitotoksiCnost se procjenjuje na stani¢nim linijama
ljudskih stanca (npr. Hela S3, CaOV3, HEK-293T), tumorskih stanica (HeLa, PC3,...) te
stanica animalnih organizama ali i in vivo na organizmima poput miSeva, Stakora i morskih
Zivotinja. S druge strane, ekotoksikoloSke studije provode se na bakterijama (A.fischeri),
raci¢ima (D.Magna, A.salina), algama (R.subcapitata) i ribama (C. carpio) kao predstavnicima
vodenog okolia, te biljikama (T.aestium, A.sativum, H.vulgare) kao predstavnicima kopnenog

okoliSa (Lomba i sur., 2021).

Promjene u toksikoloSkom profilu otapala proizlaze iz razli€itih struktura komponentni koje ga
tvore. Takoder, poznato je da kationi imaju glavnu ulogu u toksi¢nosti otapala (RadoSevi¢ i
sur., 2016b). Osim sastava, veliku razliku u toksi¢nosti €ini medusobni omjer komponenti.

Primjerice DES-ovi s kolin kloridom kao HBA te ureom, glicerolom i etilen glikolom kao HBD
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nisu inhibirali rast bakterije E.coli kad su bili omjeru 1:3 (Hayyan i sur., 2013), no pri omjeru

1:1 otapala istih komponenti su pokazala letalan ucinak na E.coli (Wen i sur., 2015).

NajviSe podataka o citoksi¢nosti DES-ova postoji za one na bazi kolin klorida. Ispitivanjem na
razli¢itim stani¢nim linijama, pokazano je da njihov citotoksi¢ni utjecaj varira s obzirom na
stani¢ne linije, a primije¢ena je i korelacija povecanja toksi¢nosti s povecanjem viskoznosti
DES-ova. (Hayyan i sur., 2015, Hayyan i sur., 2016). Takoder, Ahmadi i sur. (2018) doSli su do
zaklju€ka da su smijese pokazale veéu toksi¢nost u odnosu na pojedine komponentne, no
manju u odnosu na odgovarajuée ionske kapljevine. Nadalje, primijetili su da se citotoksi¢nost
poveCava s brojem okretnih veza, Sto se povezuje s fleksibilnosti molekula i njihovim
potencijalom za prodiranje kroz staniénu membranu, te sa srednjim atomskim van der
Waalsovim volumenom HBD. Toksi¢nost za bakterije zabiljezena je i za Gram-pozitivne i za
Gram-negativne bakterije za neke DES-ove na bazi fosfonija i to u vecoj mjeri u odnosu na
komponente tih DES-ova (Hayyan i sur., 2013). Ispitan je uCinak i DES-ova na bazi betaina,
kolin klorida i limunske kiseline na bakterije pri ¢emu su DES-ovi s limunskom kiselinom
pokazali najve¢u toksi¢nost, vjerojatno zbog velike kiselosti (RadoSevi¢ i sur, 2018).
PrimijeCeno je takoder i da su DES-ovi na bazi kiselina viSe toksiCni za bakterije od onih s

drugim komponentama (Zhao i sur., 2015).

Za hDES-ove postoji puno manje dostupnih radova o citoksi¢nosti. Ahmadi i sur. (2018) ispitali
su utjecaj nekoliko DES-ova na bazi mentola i zasi¢enih masnih kiselina na HaCaT stani¢noj
liniji iz Cega su zakljucili da je DES mentol:laurinska kiselina pokazao najvecu citotoksi¢nost,
sli¢nu onoj Cistog mentola, dok su DES-ovi s miristinskom i stearinskom kiselinom pokazali

manju toksi¢nost od njihovih komponenata.

Osim gore navedenih, rade se i procijene fitotoksi¢nosti DES-ova na biljne organizme, no ta
su istrazivanja manje brojnosti. Ispitan je utjecaj DES-ova na sjemenkama pSenice, jeCma,
zelene salate i ¢ednjaka. Vecéina DES-ova koriStenih u tim istrazivanjima je na bazi kolin
klorida, pri ¢emu je izveden generalni zakljuCak kako su ta otapala niske toksiCnhosti za
germinaciju sjemena, no imaju inhibitoran utjecaj na rani rast izdanaka (RadoSevic i sur., 2015,
Rodrigues i sur., 2021a). Dakako, postoje iznimke pa su tako DES-ovi kolin klorid:oksalna
kiselina i kolin klorid:mlije€na kiselina pokazali toksi¢niji profil, Sto se pripisuje snizenju pH
medija zbog kiseline kao komponente DES-a kod vecih koncentracija (da Costa i sur., 2023).
Fitotoksi¢nost hidrofobnih DES-ova procijenjena je u radu da Costa i sur. (2023) za DES-ove
Pt:Gy:La i Oc:Gy:La (Pt — pentanol, Gy — glicerol, Oc — oktanol, La — mlije¢na kiselina) koji su
pokazali znatno toksi¢niji ekotoksikoloski profil u odnosu na hidrofilne DES-ove. S obzirom da
na relativno mali broj istrazivanja na temu fitotoksi¢nosti DES-ova, potrebno je ispitati veci broj

razliCitih DES-ova na razli¢itim biljkama kako bi se dobila Sira slika.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Staniéne linije

U izradi ovog rada koristene su HelLa stani¢na linija iz banke stanica American Type Culture

Collection te HaCaT stani¢na linija iz banke stanica CLS Cell Lines Service GmbH

(Eppelheim, Njemacka).

3.1.2. Kemikalije

Tablica 1. Popis i podrijetlo kemikalija koriStenih u izradi rada

Kemikalija

Proizvodac

Bradford reagens

Applichem, Njemacka

Destilirana voda

PBF, Zagreb, RH

Dimetilsulfoksid

Honeywell — Riedel-de Haen, Seelze,
Njemacka

DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)

GIBCO Invitrogen Corporation,
Paisley, Velika Britanija

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina)

Kemika, Zagreb, RH

Etanol, p.a.,

Kemika, Zagreb, RH

FBS (engl. Fetal Bovine Serum)

GIBCO Invitrogen Corporation,
Auckladin, Novi Zeland

Gvajakol

Acros-Organics, SAD

Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4, 1M)

Kemika, Zagreb, RH

Kalijev hidrogen fosfat (K;HPO4, 1M)

Kemika, Zagreb, RH

Kalijev jodid, 1M

Kemika, Zagreb, RH

L-askorbinska kiselina

Kemika, Zagreb, RH

Metionin

Acros-Organics, SAD

Natrijev askorbat

T.T.T. d.o.o., Hrvatska

Natrijev hipoklorit

Gram-mol, Hrvatska

Nitro plavi tetrazolijev klorid (NBT)

Alfa Aesar, SAD
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Tablica 1. Popis i podrijetlo kemikalija koriStenih u izradi rada - nastavak

Kemikalija

Proizvodac

Polivinil-polipirolidon (PVPP)

Acros-Organics, SAD

Riboflavin

Kemika, Hrvatska

Proliferation Assay

The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Promega, SAD

Tiobarbituratna kiselina (TBA)

Acros-Organics, SAD

Trikloroctena kiselina (TCA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Tripan-plavo

Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Tripsin-EDTA, 0,25 %

GIBCO Invitrogen Corporation,
Paisley, Velika Britanija

Vodikov peroksid

Gram-mol, Hrvatska

3.1.3. Pribor i aparatura

Tablica 2. Popis opreme koriStene u izradi rada

Vrsta opreme

Proizvodac

Analiticka vaga

Boeco BAS 31 plus, Njemacka

Centrifuga MRC, lIzrael
Citag ploga Tecan Sunrise, Mannedorf, Svicarska
Digestor Waldner, Njemacka

Hladnjak i zamrziva¢€ (+4 °C i -20 °C)

Gorenje, Slovenija

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO-»

Kambi¢, Slovenija

Komora za sterilni rad

Kambic, Slovenija

Magnetska mijesSalica s grijanjem

RTC Basic, IKA Werke, Njemacka

Neubauer komorica za brojanje stanica

Reichert, NY, SAD

Spektrofotometar

TECAN, Infinite 200Pro, Svicarska

Svjetlosni mikroskop

Zeiss, Njemacka

Tresilice

Crux, Hrvatska

Zamrzivag (-75 °C)

TT 80 FRYKA, Njemacka
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3.1.4. Otopine i puferi

Pufer za ekstrakciju proteina, pH = 7,0
—  KH2PO4 (1 M) 3,85 mL

- KzHPO4 (1 M) 6,15 mL
— EDTA (10 mM) 2,00 mL
— L-askorbinska kiselina 176,00 mg
— destilirana voda do 200 mL
Kalij fosfatni pufer (50 mM), pH =7,0
— KH2PO4 (1 M) 0,96 mL
- KzHPO4 (1 M) 1,54 mL

— destilirana voda do 50 mL

Kalij fosfatni pufer (100 mM), pH =7,4
—  KH2PO4 (1 M) 0,99 mL

—  K:HPO4 (1 M) 4,01 mL

— destilirana voda do 50 mL

Pufer za mjerenje aktivnosti superoksid-dismutaze, pH = 7,8
— KH2PO4 (1 M) 0,92 mL

- KoHPO4(1 M) 9,08 mL

— EDTA (10 mM) 2,00 mL

— metionin 388,0 mg

— NBT 127,0 mg

— Destilirana voda do 200,00 mL

Pufer za mjerenje aktivnosti nespecifiCnih peroksidaza
- H202 (w=0,3) 25,50 uL

— gvajakol (18 mM) 100,65 pL

— kalij fosfatni pufer (50 mM) do 50,00 mL
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Pufer za mjerenje aktivnosti katalaze, pH = 7,0
— kalij fosfatni pufer (50 mM) 50,0 mL

- H202 (10 mM) 51,0 pL

Pufer za mjerenje aktivnosti askorbat-peroksidaze, pH = 7,0
— kalij fosfatni pufer (50 mM) 50,0 mL

— EDTA (0,1 mM) 500,0 pL

PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline) pufer, pH = 7,4
NaCl 8,0 g

KCI 0,2 g

Na:HPO4 1,44 g

KH.PO4 0,24 g

— Destilirana voda do 1000 mL

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hidrofobnih niskotemperaturnih eutektickih otapala

Za pripremu otapala koriStenih u eksperimentalnom dijelu rada, pomijeSane su
komponente hDES-ova u odredenim molarnim omjerima (navedeni u tablici 3) nakon ¢ega su
dobivene smjese stavljene u tresilicu na 180 rpm-a, pri 50 °C na nekoliko sati do formiranja

bistre homogene smjese.

Tablica 3. Hidrofobna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala koristena pri izradi ovog rada

Niskotemperaturno Molarni omjer
Kratica
eutekticko otapalo komponenata
mentol:timol Me:Ty 1:1
mentol:oktanska kiselina Me:C8 1:3
timol:dekadska kiselina Ty:C10 1:1

Kako se radi o hDES-ovima, za pripravu razriedenja najprije su DES-ovi otopljeni u etanolu,
tako da je ukupni maseni udio etanola u nastalom razriedenju 10 %, nakon ¢ega je dodano

vode do odredenog razrjedenja. Primjerice, za koncentraciju od 500 mg L' dodano je 50 mg
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hDES-a u 5 mg EtOH te je nadopunjeno do 100 mL s demineraliziranom vodom. Za ispitivanje
fitotoksiCnosti kori$tene su koncentracije 5, 25, 50 i 500 mg L', dok su za stanice koristene
koncentracije od 100, 125, 150 i 200 mg L™".

3.2.2. Odredivanje fitotoksi€nosti hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

odredivanjem oksidativnog stresa kod klica obi¢ne pSenice

Eksperimentalni sustav sastoji se od 30 sjemenki pSenice po Petrijevoj zdjelici, a
postavljen je u 15 Petrijevih zdjelica. Sjemenke obi¢ne pSenice (Triticum aestivum L.) najprije
su sterilizirane namakanjem u 1 %-tnoj otopini natrijevog hipoklorita tijekom 30 minuta, nakon
Cega su isprane sterilnom demineraliziranom vodom 3 puta i inkubirane u mraku 24h na filter

papiru.

Nakon toga, u Petrijeve zdjelice promjera 15 cm polozena je vata u ravnomjernom sloju, na
nju je stavljen filter papir, pa je na njega polozeno 30 prethodno steriliziranih sjemenki, te je
sve zalijano sa 30 mL otopine DES-a odredene koncentracije (5, 25, 50 i 500 mg L), prema
shemi pokazanoj na slici 3. Postavljeno je viSe kontrolnih skupina, od kojih je jedna Petrijeva
zdjelica zalijevana etanolom u koncentraciji od 5 %, jedna s etanolom u koncentraciji 10 %,
dok je treca zalijevana sa demineraliziranom vodom. Svi eksperimentalni sustavi stavljeni su
na inkubaciju pri kontroliranim uvjetima: temperaturi od 30 °C te uz izmjenu svjetla prema
ciklusu dan/no¢ (14/10 sati). Svakih 24 sata tijekom 7 dana uzgoja mjerena je duljina izdanaka
i korijena, te je na kraju uzgoja prikupljen biljni materijal. Drugi i peti dan mijenjana je vata te
je dodano po 30 mL DES-a/kontrolne otopine kako bi se osigurao stalni kontakt sjemena s

testiranim otapalima, te kako bi se osigurala vlaznost sjemena.

Sjemenke pSenice

<+———— Filtar papir

'\ Jata

I l [

Slika 3. Shema eksperimentalnog sustava za testiranje fitotoksi¢nosti na sjemenju obi¢ne
pSenice
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3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina i aktivnosti antioksidativnih enzima

Nakon uzgoja i mjerenja duljine izdanaka i korijena, izdanci su homogenizirani uz
pomoc tarionika i tucka na ledu. Za ekstrakciju je najprije izvagano 200 mg biljnog materijala,
koji je zatim uz dodatak 2 mL pufera za ekstrakciju proteina pH = 7,0 te polivinilpoliprolidona,
polimer koji sluzi za stabilizaciju proteina, podvrgnut homogenizaciji. Dobiveni ekstrakt
centrifugiran je pri 10 000 rpm, dekantiran i €uvan na -20 °C do analize. Taj ekstrakt koristi se
za odredivanje koncentracije ukupnih topljivih proteina metodom po Bradfordu, te za mjerenje
aktivnosti askorbat peroksidaze (APOX), katalaze (CAT), nespecifiCnih peroksidaza (POD) te
superoksid dismutaze (SOD).

3.2.3.1. Odredivanje koncentracije ukupnih topljivih proteina po Bradfordu

Analiza ukupnih topljivih proteina provedena je metodom po Bradfordu (Bradford,
1976). U plo€u s 96 jazica se najprije otpipetira po 10 yL uzorka, na $to se dodaje 225 uL
Bradfordovog reagensa. Plo¢a s uzorcima inkubira se 15 minuta u mraku, nakon ¢ega se mjeri

apsorbancija pri 595 nm spektrofotometrom.

3.2.3.2. Mjerenje aktivnosti askorbat peroksidaze (APOX)

Za mijerenje aktivnosti askorbat peroksidaze pracen je protokol Ambriovi¢ Ristov i
suradnika iz 2007. godine. U kvarcnu je kivetu najprije otpipetirano 970 uL pufera za mjerenje
aktivnosti askorbat peroksidaze, pa je dodano 10 pL Na-askorbata te 10 uL ekstrakta, nakon
Cega je dodano 10 yL alikvota vodikovog peroksida ¢ime zapocinje reakcija. Tijek reakcije
mjeri se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 290 nm svakih 15 sekundi tijekom 1 minute.
Aktivnost APOX odgovara smanjenju koli€ine askorbata s ekstinkcijskim koeficijentom 2,8

mM-' cm™, a izrazava se kao nmol po minuti i mg ukupnih proteina (nmol min' mg™' P).

3.2.3.3. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze mjerena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 290 nm, svakih 5
sekundi tijekom 1 minute. PoCetak mjerenja oznaCava dodatak 5 pL razrijedenog uzorka u
995 pL pufera za mjerenje aktivnosti katalaze (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Ekstinkcijski
koeficijent iznosi 40 mM-' cm™'. Aktivnost katalaze izraZava se kao nmol po minuti i mg ukupnih

proteina (nmol min' mg™”' P).

3.2.3.4. Mjerenje aktivnosti nespecificnih peroksidaza (POD)

Kako bi izmjerili POD, u plo¢u s 96 jazica se otpipetira 190 uL pufera za mjerenje
aktivnosti nespecifiCnih peroksidaza, te se zapocinje reakcija dodatkom 10 uL ekstrakta,
nakon Cega se prati porast apsorbancije svakih 15 sekundi tijekom 5 minuta, pri valnoj duljini

470 nm. (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Tijekom reakcije nastaje tetragvajakol, Ciji molarni
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ekstinkcijski koeficijent iznosi 26,6 mM' cm'. Aktivnost nespecifi¢nih peroksidaza izrazava se

kao mmol po min i mg ukupnih proteina (nmol min"' mg™' P).

3.2.3.5. Mijerenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Za mjerenje aktivnosti SOD pripreme se razliCita razriedenja ekstrakta mijeSanjem
odredenih volumena ekstrakta i pufera za ekstrakciju proteina pH = 7,0 do ukupnog volumena
od 33,3 L ako se radi u plo¢ama s 96 jazica. U svaku se jazicu dodaje 300 L pufera za
mjerenje aktivnosti superoksid-dismutaze, pH = 7,8 i 0,67 puL 2 uM riboflavina te se enzimska
reakcija pokrene uklju€ivanjem izvora svjetla od 36 W. Reakcija traje 10 min nakon ¢ega se
prekida zamracivanjem uzoraka. Mjerenje se odvija 5-10 min nakon zamracivanja uzoraka
pomocu spektrofotometra pri valnoj duljini od 560 nm, nakon ¢ega se izraduje krivulja

aktivnosti enzima. Aktivnost SOD izrazava se kao inhibicija redukcije supstrata:
NBT (%) = [(A-B)/A] - 100
A - apsorbancija izmjerena nakon reakcije bez enzima (najveca vrijednost apsorbancije)
B - apsorbancija izmjerena nakon reakcije s enzimom (smanjenje apsorbancije)

Krivulja aktivnosti enzima konstruira se na nacin da se na ordinatu nanesu vrijednosti inhibicije
redukcije supstrata NBT(%), a na apscisu volumeni enzimskog ekstrakta koji su koristeni za
pripremu razrjedenja. |1z pravca se odredi volumen enzimskog ekstrakta koji je potreban za 50
% inhibicije NBT-a u reakcijskoj smjesi pa se iz koncentracije ukupnih proteina izracuna
specificna aktivnost SOD koja se izrazava u jedinicama enzimske aktivnosti po miligramu

ukupnim proteina (U mg™ P).

3.2.4. Uzgoj staniénih linijja HeLa i HaCaT

Kako bi se odredila citotoksi€nost hDES, koriStene su 2 stani¢ne linije. HeLa stani¢na
linija adenokarcinoma vrata maternice te HaCaT stani¢na linija epidermalnih keranocita. Obje
stani¢ne linijje su nakon odmrzavanja uzgajane u DMEM (Dulbecco's modified Eagle's
medium, Lonza, Belgium) mediju kojem je dodano 5 % (v/v) FBS-a i 1 % (v/v) antibiotika.
Uzgoj je proveden u inkubatoru, u atmosferi koja sadrzi 95 % zraka i 5 % CO- pri temperaturi
od 37 °C. Svakog dana prati se broj stanica, morfologija i adherencija stanica pomoc¢u
inverznog mikroskopa. Tijekom rada sa stani¢nim linijama od izrazite je vaznosti primjenjivati

asepticne tehnike rada kako ne bi doslo do kontaminacije.

Stanice se nakon odmrzavanja odrZavaju u Petrijevim zdjelicama, uz redovito pasaziranje i
mijenjanje medija kako bi se osigurale potrebne hranjive tvari za njihovu proliferaciju. Pri
postavljanju eksperimenta stanice su precijepljene iz Petrijevih zdjelica u kojima su uzgajane

u ploCe s 96 jazica. Kako bi se mogle precijepiti, stanice je najprije potrebno odvojiti od
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podloge, pa se dodaje PBS kako bi se uklonili ostaci medija. Nakon 1 minute, PBS se izuzima
i baca, nakon ¢ega se dodaje Tripsin/EDTA te se stani¢na kultura inkubira 3 — 5 minuta u CO
inkubatoru na +37 °C uz povremeno protresanje. Kad se makroskopski i mikroskopski utvrdi
da su se sve stanice podigle s dna kultivacijske posude, dodaje se 1 mL medija kako bi se
zaustavilo djelovanje Tripsin/EDTA. Uzorak suspenzije stanica zatim se uzima kako bi se
odredio broj stanica pomo¢u metode tripan-plavo pod svjetlosnim mikroskopom. Nakon $to je
odreden broj stanica, raCuna se potrebni volumen stani¢ne suspenzije za nacjepljivanje u
ploGu s 96 jazica, tako da u svakoj jazici bude nacijeplieno po 100 uL suspenzije pocetne

koncentracije 3x10* stanica mL™".

3.2.5. Brojanje stanica metodom tripan-plavo

Brojanje stanica vrSi se u Neubauerovoj komorici (slika 4) pomoc¢u metode tripan-plavo.
Tripansko modrilo koristi se kako bi se razlikovale zZive od mrtvih stanica s obzirom da se veze

za oStecCene dijelove membrane i tako boja mrtve stanice u plavo.

Bojilo se pomijeSa sa stanichom suspenzijom u omjeru 1:1, pa se smjesa inkubira 3 minute.
Za to se vrijeme komorica i pokrovnica steriliziraju izopropilnim alkoholom, te se pokrovnica
pri¢vrsti pomicanjem po komorici do nastanka Newtonovih kolobara. 1z pripremljene smjese
uzima se 10 L i nanosi se na Neubauerovu komoricu. Stanice se zatim promatraju pomocu

svjetlosnog mikroskopa te se broje u 4 kvadrata, pa se koncentracija rauna prema formuli:

broj stanica po mL suspenzije = broj izbrojenih stanica u sva 4 kvadrata x 5000 x faktor

razrjedenja

Ef

Slika 4. Neubauerova komorica i mreza za brojanje stanica (Logosbio, 2024)

21



3.2.6. Odredivanje citotoksi¢nosti hidrofobnih niskotemperaturnih eutektickih otapala na

stani¢nim linijjama HelLa i HaCaT

Za ispitivanje citotoksi¢nosti koridtenih DES-ova stanice su uzgajane u ploéama s 96
jazica. U svaku jazicu nacijeplieno je 100 uL suspenzije poc¢etne koncentracije 3x10* stanica
mL". Za tretman stanica pripremljene su mati¢ne otopine otapala koncentracije 2mg mL™", pri
¢emu su DES-ovi razrijedeni u otopini EtOH i PBS-a (omjer 1:9). Nakon prekonocne
inkubacije, stanicne linije tretirane su dodatkom hDES tako da je ukupna koncentracija hDES
u mediju bila 100, 125, 150 i 200 mg L.

Kako bi se odredio postotak prezivljenja stanica, koristena je MTS metoda (The CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay). Metoda se bazira na sposobnosti Zivih
stanica da reduciraju MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolijeva sol)) u ljubi¢asto obojeni formazan pomoéu enzima dehidrogenaze te NADH
i NADPH kao koenzime (slika 5). Ta se reakcija odvija u metaboli¢ki aktivnim stanicama, pri
¢emu dolazi do oksidacije koennzima NAD(P)H u NAD(P)+. Intenzitet obojenja proporcionalan

je broju zivih stanica te se ocitava spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 490 nm.

OCH-COO0H OCH,COOH
: Iy
LY M.‘-
W ;N Enzim dehidroagenaza = H
NN M
M
N\fL\ MT“‘/"\\
MTS Farmazan

Slika 5. Redukcija MTS-a u formazan (prema Kuete i sur., 2017)

Nakon 72 sata od tretmana hDES-ovima, dodaje se po 10 yL MTS reagensa u svaku jazicu
te se stanice inkubiraju 3 sata pri 37 °C, nakon Cega se spektrofotometrijski mjeri intenzitet
razvijene boje pri 490 nm, a iz dobivene vrijednosti apsorbancije racuna se postotak

prezivljenja stanica rauna pomocu sljedece formule: .

oo ) apsorbancija trerianih stanica
Postotak preZivljenja stanica = — - —x 100
apsorbancija kontrolnih stanica

3.2.7. lzraCunavanje EC50 vrijednosti

EC50 vrijednost (engl. Effective Concentration 50, EC50) definira se kao koncentracija
tvari izraZena u gramima po litri (g L") a koja uzrokuje odgovor koji je na to¢no polovici izmedu

bazne linije i maksimalnog odgovora (Singh i sur., 2020). Krivulje doza-odgovor i izraCunate
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EC50 vrijednosti koriste se za procjenu utjecaja kojeg kemikalija ima na odredeni bioloSki
sistem (Nyman i sur., 2015). U kontekstu ovog rada EC50 vrijednosti se koristi za iskazivanje
koncentracije hDES-a koja uzrokuje inhibiciju germinacije, odnosno rasta izdanaka na 50 %
tretiranih sjemenki pSenice.

Za odredivanje EC50 vrijednosti potrebno je grafi¢ki prikazati rezultate te pronaéi jednadzbu
krivulje koja ju najbolje opisuje, a to je ona kod koje je vrijednost R? najbliza 1. U tu se
jednadzbu uvrstava 50 kako bi se pronasla koncentracija pri kojoj je na 50 % tretiranog uzroka

primije¢en utjecaj na ispitivani organizam.

3.2.8. StatistiCka obrada podataka

Sva su mjerenja provedena u paralelama, a rezultati su prikazani kao prosjeéne vrijednosti
mjerenja + standardna devijacija (S.D.). Razlike izmedu uzoraka odredene su ANOVA testom
te post hoc Turkey's HSD testom. Statisticki znaajna razlika je razmatrana na razini

vjerojatnosti p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U dosadasnjim istrazivanjima pretpostavljalo se kako su DES-ovi netoksic¢ni i ekoloSki
prihvatljivi zbog €injenice da su pripremljeni od prirodnih komponenata za mnoge od kojih je
potvrdena netoksi¢nost, no s obzirom da DES-ovi posjeduju razli€ita svojstva od pojedinih
tvari od kojih su nacinjeni, ta se tvrdnja mora provjeravati za svaku pojedinu formulaciju
niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala. Takoder, pretpostavlja se kako delokalizacija naboja
do koje dolazi zbog povezivanja vodikovim vezama kod formiranja DES-a moze dovesti do
toksi¢nijeg sistema za organizme jer su kemikalije s delokaliziranim nabojima toksi¢nije od

kemikalija s lokaliziranim nabojima (Hayyan i sur., 2013).

S obzirom na narativ uklju€ivanja DES otapala u sve aspekte industrije, bitno je procijeniti
njegov utjecaj na zive organizme. Osim $to bi uporabom u industriji hDES-ovi bili u direktnom
doticaju s ljudskim organizmom, zbog &ega je izrazito bitno da nije toksi¢an prema Zivotinjskim
i ljudskim stanicama, neizbjezno je da kao rezultat primjene hDES-ova u raznim procesima,
rezidue dolaze i u druge dijelove ekosustava, posebice vodu i tlo i tako ova otapala imaju
direktan dodir s bilikama zbog €ega je bitno procijeniti fitotoksi¢nost ovih otapala prije njihove
uporabe. Prou€avanje utjecaja tvari na viSe vrsta omogucuje otkrivanje slicnosti i razli€itosti u
toksikoloskoj reakciji na ispitivanu tvari, $to u krajnosti dovodi do stvarnog shvacanja

potencijalnih opasnosti (Sharma i Lee, 2024).

U izradi ovog rada procijenjena je fitotoksi¢nhost hDES-ova Ty:C10 (1:1), Me:Ty (1:1) i Me:C8
(1:3), u vidu klijavosti sjemenja i duljine izdanaka pSenice (T. aestivum L.), 5to je prikazano u
tablici 4. te na slici 6. Nadalje, odredena je aktivnost antioksidativnih enzima u ekstraktima
izdanaka pSenice tretirane tim hDES-ovima, a rezultati su vidljivi na slikama 7-11.
Citotoksi¢nost testiranin hDES-ova na staniCne linije HelLa i HaCaT procijenjena je
odredivanjem vijabilnosti stani€nih linija nakon tretmana hDES-ovima, te su dobiveni rezultati

prikazani na slikama 12 i 13.

4.1.FITOTOKSICNOST

Za procjenu fitotoksiCnosti odabranih hDES-ova koridteno je sjeme obi¢ne pSenice (T.
aestivum). Odabrana je ta vrsta jer je jednostavna za uzgoj, a predstavlja svjetski znacajnu
zitaricu s velikim utjecajem na gospodarstvo. Sjeme pSenice ftretirano je razliCitim
koncentracijama hDES-ova tijekom 7 dana, a pritom su pracene klijavost i duljina izdanaka
kao varijable koje prikazuju rast biljke. Klijanje bilike rezultat je enzimskih reakcija koje
aktiviraju anabolic¢ke i kataboli¢ke procese u stanici, a ukoliko dode do ometanja tih procesa
zbog prisustva ksenobiotika, klijanje je inhibirano. Takoder, kao rezultat toksiCnosti

ksenobiotika dolazi do usporavanja rasta i akumulacije biomase, pa je duljina izdanaka
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vrijedan pokazatelj fitotoksi¢nosti (Jitarenau i sur., 2019). Vrijednosti EC50 za obje varijable

izraCunate su iz pripadajucih krivulja doza-odgovor te su prikazane u tablici 4.

Tablica 4. EC50 vrijednosti za uzorke pSenice tretirane testiranim hDES, nakon sedmodnevne
inkubacije

EC50 [mg L]
hDES Klijavost | Duljina izdanka
Ty:C10 (1:1) 77,50 28,79
Me:Ty (1:1) 31,64 27,52
Me:C8 (1:3) 50,18 24,62

hDES- hidrofobno nikotemperaturno eutekticko otapalo, Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska
kiselina, C8 — oktanska kiselina

Inhibicija germinacije prisutna je tek kod 25 mg L' dodanog hDES, dok je kod koncentracije
od 50 mg L' znacajnije izraZzena, najvise kod uzoraka tretiranih Me:Ty, za koje je i EC50
najmanji (31,64 mg L™). Dobivene EC50 vrijednosti ukazuju na znatno vecu toksi¢nost
testiranih hDES-ova naspram EC50 vrijednosti DES-ova u kojima je donor vodikove veze kolin
klorid. Naime, RadoSevi¢ i sur. (2015) su istrazivali toksi¢ne u€inke DESova kojima je akceptor
vodikove veze kolin klorid (ChClI), Sto €ini, za razliku od DESova ispitivanih u ovom radu,
hidrofilno otapalo pa su i ispitivane koncentracije bile mnogo veée (do 20 000 mg L"). U tom
radu EC50 vrijednosti germinacije za ChCl:Glc i ChCL:Gly iznosile su vi§e od 20 000 mg L™,
osim za ChCL:OA (OA — oksalna kiselina) za koji je EC50 vrijednost iznosila oko 5000 mg L-
', &to su znatno vece vrijednosti od onih dobivenih za hDES-ove. Sli¢no primjecéuju i Rodrigues
i sur. (2021a), koji pokazuju EC50 vrijednosti za germinaciju sjemenki pSenice preko 20000
mg L' za DES-ove na bazi betaina. Takoder, da Costa i sur. (2023) zaklju€uju da svi hidrofilni
DES-ovi koje su oni testirali pokazuju EC50 vrijednosti iznad 5000 mg L™ na sjemenkama
zelene salate, dok za hDES-ove Pt:Gy:La i Oc:Gy:La primjecuju potpunu inhibiciju rasta, osim
u vrlo niskim koncentracijama, ¢ime dokazuju toksi¢niji ekotoksicni profil hDES-ova. Da Costa
i sur. (2023) isto kao i RadoSevic¢ i sur. (2015) primje€uju vecu toksi¢nost DES-ova Cija je jedna
od komponenti kiselina, te to pripisuju niskom pH koji se stvara pri koncentracijama viSim od
1000 mg L.

Uzevsi u obzir tablicu klasifikacije kemikalija koju su predloZili Passino i Smith (1987) (tablica
5.), testirani hDES spadaju u kategoriju blago toksi¢nih supstanci (10 do 100 mg L™"). Prema
toj istoj klasifikaciji, Rodrigues i sur. (2021b) svrstavaju DES-ove na bazi kolin klorida u

bezopasne (1000 mg L™ i viSe).
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Tablica 5. Klasifikacija toksi¢nosti kemikalija (prema Passino i Smith, 1987)

Relativna toksiénost EC50 [mg L]
Super toksi¢no < 0,01
Ekstremno toksicno 0,01 -0,1
Visoko toksi¢no 0,1-1,0
Umjereno toksi¢no 1,0-10,0
Slabo toksi¢no 10,0 - 100,0
Gotovo bezopasno 100,0 — 1000,0
Relativho bezopasno > 1000

Kako bi se hDES-ovi lak8e homogenizirali s demineraliziranom vodom u pripravi razriedenja,
u smjesu se dodaje i 10 % EtOH (mase EtOH naspram mase dodanog hDES-a), stoga
povecanje koncentracije hDESa u vodi povlagi za sobom i povec¢anje koncentracije etanola
koji je sam po sebi toksi¢an za biljke, pa tako pri koncentraciji hDESa od 500 mg L™ (i EtOH
50 mg L™, $to odgovara otprilike 5,95 % (v/v) etanola u smjesi) nije do$lo do germinacije niti
jednog sjemena. Upravo to je potvrdeno i uzgojem pSenice tretirane s 5 % v/v EtOH, i 10 %
v/v EtOH bez dodatka hDES-ova, gdje takoder nije doslo do germinacije niti jednog sjemena
na uzorku od 30 sjemenki (rezultati nisu prikazani). Koncentracija od 25 mg L' hDES-a
najveca je testirana koncentracija kod koje je doSlo do germinacije sjemena. Za izradu tog
razrjedenja koristeno je 2,5 mg L' EtOH $to odgovara otprilike 2,98 % (v/v). Ishodi ovih
eksperimenata podudaraju se s prijasnjim istrazivanjima koja navode da su koncentracije od
5 % (v/v) i viSe etanola prouzrokovale znatnu inhibiciju germinacije, dok su otopine s manje

etanola pokazale ¢ak i poboljSanu germinaciju u odnosu na kontrolu (Miyoshi i Sato, 1997).

Sto se tie rasta izdanaka u prvih 7 dana, njihova je prosje¢na duljina u uzorcima tretiranim s
5 mg L' Ty:C10 i Me:Ty ¢ak i veca u odnosu na kontrolu, dok s povec¢anjem koncentracije na

25, odnosno na 50 mg L' prosje¢na duljina izdanaka opada (slika 6).

EC50 vrijednosti uglavnom su nize za duljinu izdanaka, Sto pokazuje da se toksic¢ni utjecaji
hDES viSe ispoljavaju na rani rast nego na samu germinaciju sjemena, $to je u skladu sa
prethodnim istraZivanjima RadoSevi¢ i sur. (2015) i Rodrigues i sur. (2021b). Ipak, i tu su

evidentne razlike u toksi¢nosti, s EC50 vrijednostima klijanja sjemenki pSenice izmedu 24 i 30
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mg L' za hDES-ove testirane u ovom radu, naspram EC50 vrijednosti izmedu 450 i 3600 za

DES-ove na bazi kolin klorida u radu RadoSevi¢ i sur. (2015).

Slika 6. P3enica 7.dan eksperimenta, prvired - tretman s Me:C8, drugi red - tretman s Me: Ty,
treci red - tretman s Ty:C10, prvi stupac — tretman s hDES-om u koncentraciji od 5 mg L,
drugi stupac — tretman s hDES-om u koncentraciji od 25 mg L i treéi stupac — tretman s

hDES-om u koncentraciji od 50 mg L™ (vlastite fotografije)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina

Osim ovih faktora rasta, utjecaj hDES-ova na biljne organizme procijenjen je i ispitivanjem
koncentracije antioksidativnih enzima odgovornih za zastitu biljke od oksidativnog stresa koji
se javlja pri povecanoj razini okoliSnih stresora. Antioksidativni mehanizmi bazalni su fizioloski
odgovor biljaka u kontaktu sa ksenobioticima te rezultiraju modifikacijom enzimske aktivnosti

enzima ukljuenih u te mehanizme.
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Antioksidativni enzimi €ija je aktivnost odredivana su askorbat-peroksidaza (APOX), katalaza
(CAT), peroksidaza (POD) i superoksid dismutaza (SOD). Ti enzimi odgovorni su za
odrzavanje homeostaze redukcijom koncentracije reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, reactive
oxygen species). ROS, kao proizvodi stani€nog metabolizma sluze za staniénu signalizaciju,
zbog ¢ega kontroliraju bioloske procese poput upale, proliferacije i stanicne smrti, a kad dode
do poremecaja zbog prekomjerne proizvodnije ili pak pogreSke u antioksidativnom sistemu,
dolazi do njihovog nakupljanja $to moze dovesti do ostecenja stanica, zbog €ega je izrazito

bitno da se njihov suviSak ukloni pomocu antioksidativnih enzima (Almeida i sur., 2022).

U mnogim se radovima spominje povecana aktivnost antioksidativnih enzima u procesima
borbe protiv oksidativhog stresa, a takav se povecani antioksidativni kapacitet povezuje sa

poveéanom tolerancijom biljaka na okoliSne stresore (Sharma i sur., 2012).

Aktivnost antioksidativnih enzima odredena je u uzorcima dobivenim homogeniziranjem
biljinog materijala, konkretno, izdanaka pSenice, u tarioniku na ledu. Nakon 7 dana provodenja
eksperimenta, prikupljeni biljni materijal kod koncentracija od 50 i 500 mg L' nije bio dovoljan
za ekstrakciju proteina, stoga ti uzorci nisu koristeni u odredivanju aktivnosti antioksidacijskih
enzima. Za ekstrakciju koristen je polivinil-polipirolidon i hladni pufer za ekstrakciju proteina.
Homogenizirani materijal centrifugiran je, te je dobiveni supernatant koriSten za mjerenja

aktivnosti enzima.

S obzirom da se aktivnost antioksidativnih enzima iskazuje u jedinicama aktivnosti po
miligramu ukupnih proteina, najprije su odredeni ukupni proteini metodom po Bradfordu. Mase
dobivene iz bazdarnog dijagrama nakon spektrofotometrijskog mjerenja uzoraka s
Bradfordovim reagensom pri 532 nm, prikazane su na slici 7. Promatrajuc¢i koncentracije
proteina u uzorcima s 5 mg L' hDES, nije zamijecena bitna razlika u odnosu na kontrolu.
Koncentracije proteina u tim uzorcima variraju izmedu 10,05i 10,8 mg proteina po gramu suhe
biline tvari. Nadalje, vidljivo je kako je u uzorcima s 25 mg L' svakog od dodanih hDES
povecana koncentracija ukupnih proteina u odnosu na kontrolu i kre¢e se izmedu 13,3 17,8
mg po gramu suhe biljne tvari, Sto ukazuje na moguce povecanje antioksidativnih enzima, sto
je pokazano koriStenjem metoda u nastavku. Kao Sto je oCekivano, pronadene su razlike u

aktivnosti antioksidativnih enzima s obzirom na razli¢ite koncentracije hDES-ova.
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Slika 7. Udio ukupnih proteina u izdancima pSenice nakon uzgoja s dodatkom razli¢itih
koncentracija hDES. Rezultati su prikazani kao srednja vriednost + S.D (n = 3)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina

Superoksid dismutaza (SOD) djeluje tako Sto balansira koncentraciju superoksidnih radikala
unutar i izvan stanica. On predstavlja prvu liniju obrane stanice protiv suviSska ROS tako Sto
pretvara O2- u H.O,, koji dalje ulazi u reakcije katalizirane drugim enzimima. lzmjerene
aktivnosti SOD enzima vidljive su na slici 8. U odnosu na kontrolu, statisti¢ki zna¢ajno (p<0.05)
smanjenje aktivnosti superoksid-dismutaze vidljivo je samo kod uzoraka tretiranih sa Me:C8
u koncentraciji od 25 mg L™, dok se ostali rezultati statisticki ne razlikuju od kontrole.
Radosevi¢ i suradnici su 2015. godine zabiljezili pozitivhu korelaciju aktivhosti SOD enzima i
koncentracije DES-a Ch:OA do koncentracije od 1000 mg L', nakon ¢ega se biljezi pad
aktivnosti tog enzima, dok su Rodrigues i sur. (2021a) uocili pad aktivhosti SOD enzima s
porastom koncentracije DES-ova na bazi betaina. Usporedimo li rezultate i s istrazivanjima na
bazi ionskih kapljevina kao prethodnika DES-ova u dizajniranju zelenih otapala, smanjenje
aktivnosti SOD-a s porastom koncentracije tretirane tvari, kao $to je u ovom slu¢aju s Me:C8,
zabiljezili su Chen i sur. (2018), ispitivajuci u€inak ionskih kapljevina na bazi imidazolija na

pSenici.
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Slika 8. Antioksidativna aktivnost superoksid-dismutaze u uzorcima tretiranim s ispitivanim
hDES, prikazana je kao srednja vrijednost £ S.D (n = 3)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina, SOD — superoksid dismutaza

Na slici 9. prikazana je aktivhost askorbat peroksidaze (APOX) u ekstraktima izdanaka
pSenice tretiranih razlicitim koncentracijama hDES-ova. U odnosu na kontrolu vidljivo je
statisti¢ki zna¢ajno (p<0.05) povecéanje aktivnosti enzima APOX kod uzoraka zalijevanih s
Ty:C10 i Me:Ty u koncentraciji od 25 mg L. Povecanije aktivnosti enzima koje je u korelaciji
s porastom koncentracije DES-a biljeZze i RadoSevi¢ i sur. (2015), kad su ispitivali utjecaj
Ch:OA na p3enicu. S druge strane, Rodrigues i sur. (2021a) bilijeze porast samo kod DES-a

B:PG u koncentraciji 20000 mg L™, dok se drugi rezultati statisti¢ki ne razlikuju od kontrole.
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Slika 9. Antioksidativna aktivnost askorbat-peroksidaze u uzorcima tretiranim s ispitivanim
hDES, prikazana je kao srednja vrijednost £ S.D (n = 3)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina
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Katalaza je enzim koji katalizira reakciju razlaganja vodikovog peroksida na vodu i molekularni
kisik. Vrijednosti aktivnosti enzima katalaze prikazane su na slici 10. PrimijeCen je statisticki
znacCajan (p<0,05) porast aktivnosti katalaze pri uzorcima tretiranim s hDES-ovima u
koncentraciji od 25 mg L™, dok se pri uzorcima tretiranim s manjom koncentracijom hDES-ova
rezultati statisti¢ki ne razlikuju od kontrole. U radu Rado$evi¢ i sur. (2015), povecanjem
koncentracije hidrofiinog DES-a Ch:Cl, CAT aktivhost se smanjivala. Isti trend biljeze i
Rodrigues i sur. (2021a). u istrazivanjima s DES-ovima na bazi betaina. Njihovi su rezultatu u
opreci s nasima $to upucuje na razli€¢it mehanizam odgovora obrambenog sustava pSenice
na razlicite DES-ove.
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Slika 10. Antioksidativha aktivnost katalaze u uzorcima tretiranim s ispitivanim hDES,
prikazana je kao srednja vrijednost £ S.D (n = 3)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina

Nespecificne peroksidaze, kao $to i ime govori, slabo su supstratno specificne pa se njihova
aktivnost mjeri uz dodatak gvajakola kao elektron donora. Samo kod uzoraka biljnog materijala
tretiranog s Me:Ty primijeen je reciproCan porast aktivnosti peroksidaze sa porastom
koncentracije hDES-a, dok je kod uzoraka tretiranih drugim hDES-ovima trend obrnut.
Rezultati mjerenja prikazani su na slici 11. Najveca aktivhost ovog enzima prisutna je kod
uzoraka tretiranih s Me:C8 u koncentraciji 5 mg L™ pri ¢emu je uoceno statisticki znacajno
povecanje u odnosu na kontrolu (p<0,05). Nasuprot ovim rezultatima, Rodrigues i sur. (2021a)
su primijetili pad aktivnosti peroksidaze u uzorcima tretiranim s DES-ovima na bazi betaina,
koji se ublazavao s porastom koncentracije pojedinih DES-ova, dok su RadoSevic i sur. (2015)
zamijetili rast aktivnosti nespecificnih peroksidaza do koncentracije od 1000 mg L' Ch:OA,

nakon Cega se aktivnost smanjivala s daljnjim poveéanjem koncentracije DES-a.
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Slika 11. Antioksidativha aktivnost peroskidaze u uzorcima tretiranim s ispitivanim hDES,
prikazana je kao srednja vrijednost £ S.D (n = 3)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina

Ukratko, prepoznata je povecCana aktivnost antioksidativnih enzima kao rezultat oksidativhog
stresa uzrokovanog tretmanom niskotemperaturnim eutektiCkim otapalima. Povecanje
koncentracije hDES-a u tretmanu uglavnom rezultira povec¢anom aktivnosti antioksidativnih
enzima, Sto se slaze s prijadnjim istrazivanjima napravljenim sa hidrofilnim DES-ovima
(Rodrigues i sur., 2021b). Askorbat peroksidaza i katalaza imaju pove¢anu aktivnost u svim
uzorcima tretiranim s 25 mg L' hDES-a, nespecifi¢ne peroksidaze bilieze pad aktivnosti kod
uzoraka tretiranim Ty:C10 i Me:C8, dok se aktivnost superoksid dismutaze ne mijenja s
porastom koncentracije za Ty:C10, dok u uzorcima tretiranim sa druga dva hDES-a aktivnost
pada. Ovi rezultati podudaraju se s premisom (Rodrigues i sur., 2021b) koja nalaze obrambeni
mehanizmi pSenice rezultiraju razlicitim antioksidativnim i odgovorima redox homeostaze na
oksidativni stres, §to ovisi o ispitivanom (h)DES-u, njegovoj koncentraciji te vrsti radikala koje

pojedini tretman inducira.

4.2. CITOTOKSICNOST

Citotoksi¢nost hDES-ova Me:C8, Me:Ty i Ty:C10 ispitana je na 2 stani¢ne linije, HelLa
kultura stanica raka grli¢éa maternice kao predstavnik tumorske stani¢ne linije i HaCaT kultura
stanica humanih keratinocita kao predstavnik ne-tumorske stani¢ne linije. Stani¢ne linije su
nakon jednodnevne inkubacije tretirane s hDES u 4 koncentracije - 100, 125, 150 i 200
mg L, §to s obzirom na volumen medija sa stanicama od 100 uL, odgovara dodatku 5, 6,25,
7,5 i 10 pL prethodno pripremljene sterilno profiltrirane mati¢ne otopine koncentracije 2 mg
mL". Nakon 72 sata ispitana je vijabilnost uzgojenih stanica MTS metodom. Eksperiment je

ponovljen dva puta, pri Eemu je svaka od koncentracija ispitana u 3 paralele, te su za prikaz
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rezultata izraCunate srednje vrijednosti postotka prezivljenja tretiranih stanica u odnosu na

kontrolu koju Cine netretirane stanice.

U ispitivanom rasponu koncentracija, hDES-ovi nisu pokazali citotoksi¢na svojstva ni na jednu
od testiranih stani¢nih linija, naprotiv, vidljiv je trend porasta prezivljenja stanica u odnosu na
kontrolu s porastom koncentracije hDES (slike 12 i 13), §to je vjerojatno rezultat varijacija u

metabolizmu ili pak malih pogre$aka u pipetiranju, $to pokazuje i standardna devijacija.
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Slika 12. Postotak prezivljenja HelLa stanica tretiranih hDES-ovima, prikazana je kao srednja
vrijednost + S.D (n = 6)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina

Radosevi¢ i sur. (2018) proveli su eksperimente u kojima su HeLa stanice tretirali s DES-ovima
na bazi ChCl, pri emu je najveci inhibitorni utjecaj imao DES Ch:Ox. EC50 je za taj spoj
iznosio 330.9 + 29,75 mg L™, dok su svi ostali ispitani DES-ovi imali EC50 preko 2000 mg -*

za ovu stani¢nu liniju.

Macario i sur. (2019) su ispitali utjecaj DES-ova s kolin kloridom, tetrametilmamonijevim
kloridom (N1111) i tetrabutilamonijevim kloridom (Nas4s) na stani¢ne linije HaCaT i MNT-1 u
rasponu koncentracija od 0 do 500 mg L'. DES-ovi na bazi Ns44 pokazali su toksi¢ni efekt na
HaCaT stanice s EC50 vrijednostima ispod 100 mg L' za DES-ove s etilen glikolom, 1-
propanolm te ureom, te blago iznad 100 mg L' za one u kojima je donor vodikove veze
butanska ili heksanska kiselina. U odnosu na te rezultate, moze se tvrditi da hDES-ovi ispitani

u ovom radu pokazuju manje citotoksi¢ne ucinke na HaCaT stani¢nu liniju.

33



SEETEEEEEE NN

40

20

Prezivljenje stanica u odnosu na kontrolu [%]

100 125 150 200 100 125 150 200 100 125 150 200

Me:C8 [mgL™"] Me:Ty [mgL™"] Ty:C10 [mgL™"]

Slika 13. Postotak prezZivljenja HaCaT stanica tretiranih hDES-ovima, prikazana je kao srednja
vrijednost £ S.D (n = 6)
Me — mentol, Ty — timol, C10 — dekadska kiselina, C8 — oktanska kiselina, SOD — superoksid dismutaza

Citotoksi¢nost DES-ova u literaturi je ispitana na razli€itim stani¢nim linijama no literatura
vezana uz hDES-ove je joS uvijek limitirana. Vifias-Ospino i sur. (2024) izlazu rezultate testova
tretmana hDES-ovima C8:Pro, Me:Eu i C12:C8 i ekstraktima narancine kore s tim hDES-
ovima kao otapalom na Caco-2 stanice, pri ¢emu se EC50 vrijednosti citotoksiCnosti
ekstrakata odredene MTS testom kreéu oko 20 ml L. U istom istrazivanju ispituju i
antiproliferativna svojstva tih hDES-ova na HT29 stani¢noj liniji, te zaklju€uju kako ekstrakt s
Me:Eu ima najvecu selektivhost prema stanicama tumora, $to je u skladu sa zaklju¢cima Cao
i Su (2021) koji navode da hDES-ovi na bazi mentola imaju antiproliferativha svojstva bez da
utjeCu na normalne stanice. Popovié¢ i sur. (2023) ispitali su citotoksi¢nost 12 DES-ova na bazi
kolin klorida na HT-29, Caco-2, MCF-7 i MRC-5 stani¢ne linije, te su EC50 vrijednosti na svim
testiranim sustavima iznosile preko 2000 mg L™, §to je izvan raspona koncentracija testiranih
u ovom radu, isto kao i u istrazivanju Mbous i sur. (2017) koji su ispitali utjecaj DES-ova
ChClI:Fru, ChCI:Glu te DAC:TEG na HelLa S3, AGS, MCF-7 i WRL68 stani¢ne linije te su dobili
EC50 vrijednosti iznad 5000 mg L. Hayyan i sur. (2015) ispitali su citotoksi¢nost DES-ova
na bazi amonijaka na OKF6, MCF-7, PC3, A375, HepG2, HT29 i H413 stani¢ne linije te su ti
DES-ovi pokazali vecu citotoksi¢nost u odnosu na hDES-ove iz ovog rada s EC50

vrijednostima ispod 100 mg L' za sve testirane stani¢ne linije.

S obzirom na veliku hidrofobnost ispitivanih spojeva, hDES-ovi nisu topljivi u stanicnom mediju

te iziskuju dodatak organskih otapala kako bi doslo do homogenizacije eksperimentalnog

34



sustava. Homogenost eksperimentalnog sustava izrazito je bitna, jer omogucava stalnu i

jednaku izlozenost stanica tretmanu i rezultira uniformnim rezultatima toksikoloskih studija.

Kao sto je bio slu¢aj kod ispitivanja fitotoksi¢nosti, hDES-ovi su i za tretman stanica najprije
otoplijeni u etanolu kod izrade razriedenja potrebnih za tretmane stanica. Preliminarni
eksperimenti radeni su ve¢om koncentracijom etanola (5 i 10 % v/v), $to je dovelo do
drastiénog smanjenja vijabilnosti stanica (rezultati nisu prikazani). Za potrebe ovog rada,
koncentracija etanola u razrjedenjima hDES-ova smanjena je na 1 % EtOH na ukupni volumen
medija. Taj je volumen EtOH uspjesno kori$ten za homogenizaciju 1i2 mg mL™' hDES-a. Kako
bi se ispitala citotoksi¢nost vecih koncentracija hDES-ova, potrebno je pronaci alternativni
nacin za homogenizaciju istog u vodenom mediju. Mapa i sur. (2020) proveli su set
eksperimenata kako bi utvrdili na€in za homogenizaciju 3-MCPD mono- i di-estera u vodenom
stani€nom mediju, sa $to manjim utjecajem otapala na same stance. Testirali su etanol, 2-
propanol acetonitril i dimetilsulfoksid u koncentracijama od 0 do 10 % (v/v) stani¢nog medija
u kojem su uzgajali HK-2 stanicne linije keratinocita. 1z njihovog istrazivanja proizlazi kako su
sva testirana otapala pogodna za dodavanje u medij za uzgoj stanica u koncentraciji od 1 %
(v/v). U koncentraciji iznad 1 %, samo acetonitril i DMSO omogucuju da stanice odrazavaju
vijabilnost iznad 50 %, no s obzirom na veliku hlapivost acetonitrila, DMSO se odabire kao
najbolja varijanta za koristenje u staniénim kulturama. Mapa i sur. (2020) predlazu da se
standardni protokol u kojem se hidrofobna tvar otapa najprije u otapalu, a zatim u stani¢nom
mediju proSiri na tri koraka koji osiguravaju bolju topljivost hidrofobnih komponenti. Prvi korak
ukljuCuje otapanje tvari u ¢istom DMSO-u do 10mM otopine, te zagrijavanje na 37 °C nakon
Cega se smjesa 10x razrjeduje pomocu FBS-a, prethodno zagrijanog na 50 °C. Zadnji korak
njihovog protokola je deseterostruko razrjedenje u prethodno zagrijanom stanicnom mediju
do koncentracije od 100 uM. S druge strane, poznato je da DMSO toksi¢an te se radni na
njegovoj zamjeni drugim otapalima, a za tu svrhu predlazu se upravo i DES-ovi, no na tom je

podrudju potrebno jo$ istraZivanja (Sarac, 2023).

lako su rezultati pokazali da u ispitivanom rasponu koncentracija testirani hDES-ovi ne
pokazuju citotoksi¢na svojstva, njihova netoksi¢nost mora se uzimati s oprezom. Zbog malih
ispitanih koncentracija, nije bilo moguce ekstrapolirati EC50 vrijednost za navedene spojeve,
dok kod viSih koncentracija dolazi do nehomogenosti eksperimentalnog sustava zbog
netopljivosti hDES-ova u vodenom stani¢nom mediju. Upravo zbog toga potrebno je osmisliti
alternativnhu metodu ispitivanja toksi¢nosti hDES-ova koja bi omogucila ispitivanje njihove

vecée koncentracije.
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5. ZAKLJUCCI
Iz rezultata dobivenih ovim istrazivanjem proizlazi:

1. Testirani hDES-ovi pokazali su fitotoksi¢ni u¢inak na sjeme obi¢ne pSenice (Aestivum

tirticum sp.) koji raste s porastom koncentracije hDES-a koristenog za tretman.
Najvecu fitotoksiénost pokazao je Me:Ty (1:1), s EC50 31,64 mg L.
Koristeni hDES-ovi uzrokovali su povecanje aktivnosti antioksidativnin enzima
askorbat peroksidaze i katalaze s povecanjem koncentracije hDES-ova, dok je
promjena aktivnosti nespecificnih peroksidaza i superoksid dismutaze osim o
koncentraciji ovisila i o sastavu hDES-a.

4. Ispitivani hDES-ovi nisu pokazali citotoksi¢ne ucinke na HelLa i HaCaT stanic¢ne linije
pri testiranim koncentracijama od 100, 125, 150 i 200 mg L.

5. Potrebno je osmisliti alternativhu metodu ispitivanja toksi¢nosti hDES-ova koja bi

omogucila ispitivanje njihove vece koncentracije.
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