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1. UvOD

Razvoj industrijske proizvodnje, s jedne strane donosi gospodarski razvitak koji se
oéituje u znatnom povecanju zivotnog standarda, no s druge uzrokuje onecis¢enje prirode i
narusavanje ekoloSke ravnoteze. Unutar grane kemije, koja se naziva Zelena kemija,
intenzivno se istrazuju novi, sigurniji i energetski uc¢inkovitiji procesi proizvodnje i primjene
kemikalija koji se zasnivaju na kompromisu izmedu ekonomskih, Socijalnih i ekoloskih
zahtjeva. Jedno od klju¢nih pitanja su ekoloski prihvatljiva zelena otapala koja bi zamijenila
opasna organska otapala ¢ija je upotreba Siroko rasprostranjena. Prema smjernicama zelene
kemije idealno otapalo trebalo bi biti jednostavno za upotrebu, kemijski i fizicki stabilno,

niske hlapljivosti te jednostavno za recikliranje uz moguénost ponovne uporabe.

Do sada je broj dostupnih zelenih otapala bio priliéno ograni¢en, no u posljednja dva
desetljeca ogromnu pozornost stekle su ionske tekuéine (eng. lonic Liquids, ILs) koje se
definiraju kao organske soli sa temperaturom talista nizom od 100 °C (Cvjetko Bubalo i sur.,
2014). S obzirom na vrijeme otkrivanja, kemijsku strukturu spojeva, te fizikalno-kemijska i
bioloska svojstva ILs se mogu podijeliti na ionske tekuéine prve, druge, treée i Cetvrte
generacije. Imaju jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva koja su pozeljna s tehnoloskog
gledista, no njihova priprava Cesto je skupa i komplicirana, te pokazuju visoku razinu

toksi¢nosti prema okoliSu i ljudima (Kudtak i sur., 2015).

U Cetvrtu generaciju ILS ubrajaju se i eutekti¢na otapala (eng. Deep Eutectic Solvents,
DES), koja zbog svojih povoljnih fizikalno-kemijskih i bioloskih svojstava, te jednostavnije i
ekonomiénije priprave (niza cijena pocetnih sirovina) predstavljaju novu generaciju zelenih
otapala. Definiraju se kao smjesa dviju ili visSe komponenata u krutom ili teku¢em stanju, koja
u odredenom omjeru imaju nize taliSte nego pojedinacne komponente smjese (Paiva i sur.,
2014). Kada su komponente koje izgraduju eutekticno otapalo najcesce primarni metaboliti
takva se otapala nazivaju prirodnim eutekticnim otapalima (eng. Natural Deep Eutectic
Solvents, NADES). Pripravljena otapala cesto su biorazgradiva, stabilnija, nisu hlapljiva,
manje su toksi¢na prema okoliSu i ljudima, te je njihova direktna upotreba u proizvodniji
moguca bez dodatnog procis¢avanja. Zbog postojanja Sirokog spektra spojeva koji mogu
tvoriti NADES, postoji i moguénost dizajniranja njihovih fizikalno-kemijskih svojstava za
razli¢ite buduce aplikacije kao npr. otapalo ili zamijenski medij u podrucju sinteze,

ekstrakcije, biokemije, elektrokemije, kemijske/enzimske katalize, proizvodnji biodzela itd.



Cilj ovog rada je bila priprava osam NADES (kolin klorid:jabu¢na kiselina,
prolin:jabucna kiselina, kolin klorid:prolin:jabu¢na kiselina, betain:jabu¢na kiselina, jabu¢na
kiselina:glukoza, jabu¢na kiselina:glukoza:glicerol, kolin klorid:limunska kiselina,
betain:limunska kiselina) te njihova fizikalno-kemijska karakterizacija. Takoder je provedena
i bioloSka karakterizacija ispitivanjem njihove in vitro citotoksi¢nosti na humanim stanicama

HelLa i HEK293T te je izmjeren njihov antioksidacijski kapacitet ORAC metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Eutekti¢na otapala

Abbott i sur. prvi put spominju eutekticna otapala 2001. god., a 2003. god. isti¢u
brojne prednosti pripravljenih eutekti¢nih otopina uree i raznih kvarternih amonijevih soli kao
Sto su stabilnost otopine, biorazgradivost, t¢ mogucnost prilagodbe otapala razli¢itim
aplikacijama. Od tada ecutekti¢na otapala pocinju se razmatrati kao alternativa ionskim
tekuc¢inama, te se eksponencijalno povecava broj radova vezanih uz njihovu fizikalno-

kemijsku karakterizaciju, te se $iri moguénost njihove primjene (Paiva i sur., 2014).

Danas su ecutekti¢na otapala Siroko priznata kao nova, Cetvrta generacija ionskih
teku¢ina zbog mnogih zajednickih fizikalno-kemijskih karakteristika, no ipak treba istaknuti
da su to zapravo dvije razlicite vrste otapala. DES-o0vi se definiraju se kao smjesa dviju ili vise
komponenata u krutom ili teku¢em stanju, koje u odredenom omjeru imaju nize taliSte nego
pojedina¢ne komponente smjese (Paiva i sur., 2014). S obzirom na kemijsku prirodu
komponenata, DES-ovi su smjese Lewis-ovih ili Brensted-ovih kiselina i baza, te mogu
sadrzavati razli¢ite anione i katione. Za razliku od njih, ILs se formiraju prvenstveno od jedne
izolirane vrste kationa i aniona (Smith i sur., 2014). Opcenito, DES-ove karakterizira velika
depresija tocke smrzavanja i tekuce stanje na temperaturama nizim od 150 °C, s time da je

vecina prisutna u tekué¢em stanju na temperaturama nizim od 70 °C (Zhang i sur., 2012).

Eutekti¢na otapala obi¢no se dobivaju kompleksiranjem organskih soli (kvartarne
amonijeve ili fosfonijeve soli) sa metalnim solima ili donorima vodikovih veza (eng.
hydrogen bond donors - HBD). S obzirom da razli¢ite komponente mogu tvoriti eutekticna

otapala u tablici 1. prikazana su definirana Cetiri tipa DES-ova.

Tablica 1. Tipovi eutekti¢nih otapala (Smith i sur., 2014)

Tip Opis Primjer
| Kombinacija metala i organske soli ZnCl; + kolin klorid
1 Kombinacija hidrata metalne soli i organske soli CoClyx6H,0 + kolin klorid
i Kombinacija donora vodikove veze i organske soli Urea + kolin Kklorid
" Kombinacija metalnog klorida sa donorom vodikove MCl, + urealetilen glikol
veze




2.1.1. Prirodna eutekti¢na otapala

Ideja za prirodna eutekticna otapala potice od mikrobnih, biljnih i Zivotinjskih stanica
u kojima su primarni metaboliti kao §to su Seceri, aminokiseline, organske kiseline (jabué¢na,
limunska i mlije¢na kiselina), te kolin prisutni u visokim koncentracijama. Visak Secera
stanicama moze posluziti kao skladiSte i izvor energije, no ostali spojevi prisutni su u
prevelikim koncentracijama da bi ih se smatralo samo intermedijerima u metabolickim
putevima. Pretpostavlja se da u zivim stanicama metaboliti koji su prisutni u visokim
koncentracijama mogu formirati tre¢i alternativni medij koji ima vaznu ulogu u biosintezi,
otapanju, spremanju i transportu metabolita koji nisu topljivi niti u vodi niti u mastima, te da

potpomaze prezivljavanju biljaka u ekstremnim suSama i hladno¢ama (Choi i sur., 2011).

Nedavno je otkriveno da brojni biljni primarni metaboliti u krutom stanju kada se
pomijeSaju u pravom omjeru formiraju tekuéinu. Pokazalo se da su primarni metaboliti
idealan izbor za pripravu NADES zbog njihove velike kemijske raznolikosti, biodegradacije,
te zbog farmaceutski prihvatljivog profila toksi¢nosti. Dai i sur. (2013a) pripravili su velik
broj stabilnih NADES baziranih prvenstveno na primarnim metabolitima kao §to su

aminokiseline, organske kiseline, te Seceri.

Opcenito, NADES se dobivaju kompleksiranjem akceptora i donora vodika, te bi ih se
mogli klasificirati kao treci tip eutekti¢nih otapala. Najcesce sadrze donore vodika kao $to su
alkoholi, kiseline, amidi, amini ili Seceri, @ 0d akceptora vodika najc¢e$ce se koristi kolin
klorid. Kolin klorid je vrlo jeftina, biorazgradiva, netoksi¢na kvartarna amonijeva organska
sol. Koristi se kao vitaminski dodatak krmnim smjesama koji poboljSava i ubrzava rast
zivotinja, a pogotovo peradi. Lako je dostupan zbog Siroko rasprostranjene i ekonomicne
proizvodnje, te se naj¢es¢e dobiva ekstrahiranjem iz biomase ili jednostavnom sintezom iz
fosilnih rezerva (Durand i sur., 2013; Zhang i sur., 2012). Na slici 1. prikazane su kemijske

strukture molekula koje su koristene za pripravu prirodnih eutekti¢nih otapala u ovom radu.
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Slika 1. Kemijske strukture molekula koje mogu tvoriti NADES (Anonymous 1, 2016)

2.1.2. Priprava prirodnih eutekti¢nih otapala

Za razliku od ostalih generacija ILs, priprava NADES je jednostavnija i ekonomicnija,
te se mogu pripraviti na vise nacina: iz koncentrirane vodene otopine koja sadrzi svaku
komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana ili iz krute mjesavine
dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed odredene vrijednosti temperature (Paiva i
sur., 2014).

Najcesce se pripravljaju postupkom blagog zagrijavanja gdje se to¢no odredena masa
komponenata izvaze, te se s ili bez dodatka vode zagrijava uz mijesanje na temperaturi do 100
°C, 30 do 90 minuta dok se ne formira bistra teku¢ina. Molarni omjer komponenata i
temperatura taljenja ovisi o kemijskoj prirodi komponenata eutekti¢nog otapala. Otapala istog
kemijskog profila mogu se dobiti vakuum upravanjem gdje se sastojci NADES prvo otapaju u
vodi, a potom uparavaju na 50 °C pomocu rotacijskog uparivaca do postizanja konstantne
mase (Abbott i sur., 2004; Dai i sur., 2013a). Gutiérrez i sur. (2009) opisali su postupak
dobivanja NADES pomocu liofilizacije. To¢nije, vodene otopine pojedinacnih komponenata u

odredenom omjeru se pomijesaju 1 zamrznu te se postupkom suSenja (sublimacije) dobiva



teku¢i NADES. Zbog svoje jednostavnosti, metoda se pokazala pogodna za ugradnju razli¢itih

stani¢nih struktura (vezikula, liposoma) u NADES (Gutiérrez i sur., 2009).

Razlog nastajanja tekucih eutekti¢nih otapala je medusobno povezivanje dviju ili vise
krutih ili tekué¢ih komponenata pomocu vodikovih veza. Infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom (FT-IR) pogodna je za identifikaciju i odredivanje strukture
(npr. odredivanje duljina veza i kuteva, te jakost veze) bilo kojeg uzorka jer ne postoje dvije
molekularne strukture koje proizvode isti infracrveni spektar. Usporedbom FT-IR spektara
Ciste otopine jabucne kiseline, Ciste otopine prolina i eutekti¢ne otopine jabuc¢ne kiseline i
prolina u molarnim omjerima 1:1, 3:1 i 1:3 na sobnoj temperaturi, utvrdeni su kemijski
pomaci vrpca koji ukazuju da jabucna kiselina i prolin mijenjaju svoju konformaciju da bi
formirali vodikovu vezu (O=C-O-H"N), kako je prikazano na slici 2. Usporedbom kemijskih
pomaka i inteziteta vrpci odredenih funkcionalnih grupa koje sudjeluju u formiranju
vodikovih veza na spektrima razli¢itih molarnih omjera moze se zakljuciti da je 1:1 pravilan
omjer za stvaranje stabilnog NADES izmedu jabuéne kiseline i prolina (Dai i sur., 2015).
Opcenito, promjene u kemijskoj strukturi molekula koja sudjeluje u stvaranju vodihovih veza
moguce je vidjeti iz Sirenja ili suzavanja vrpci koje ukljuc¢uju OH skupine, pomaka C-H i

C=0 vrpci u kiselinama ili u nestanaku vrpci reprezentativnih grupa molekule.

0 OH /\

HO 0

jabucna kiselina ,
] prolin

Slika 2. Vodikova veza izmedu hidroksilne skupine jabu¢ne kiseline i amino skupine prolina
(Dai i sur., 2015)

Novonastale vodikove veze u NADES uzrokuju mjestimi¢nu delokalizaciju naboja, $to
uzrokuje snizavanje taliSta smjese u odnosu na taliste pojedina¢nih komponenti (Abbott i sur.,
2001). Na primjer, kombinacijom dvije Ciste krutine kao Sto su urea (temperatura taljenja, Tny,
=133 °C) i kolin klorid (T, = 302 °C) u molarnom odnosu 2:1 dobiva se eutekti¢no otapalo
na temperaturi od 15 °C $to je znatno nize od temperatura taljenja ¢istih komponenata (Abbott
i sur., 2003). Snizavanje temperature taliSta ovisi 0 simetriji prisutnog kationa i o kemijskoj
prirodi funkcionalnog bo¢nog lanca (Abbott i sur., 2001). U slucaju kolin klorida, izbor HBD

kao i njihov molarni omjer je kriticna tocka formiranja NADES sa nizom tockom talista.



Takoder, prisutan anion u derivatu kolinskih soli moze utjecati na tocku talista, pa tako u
kombinaciji s ureom tocka talista NADES opada prema redosljedu F > NO3 > CI" > BF4
(Zhang i sur., 2012).

2.1.3. Fizikalno-kemijska svojstva prirodnih eutekti¢nih otapala

Kemijska struktura vodik donora i akceptora znatno utje¢e na formiranje i stabilnost
NADES. Pod pojmom stabilnosti smatra se mogucnost pripravljenin NADES da ostanu u
tekucoj fazi dulje vrijeme, tj. da ne dolazi do pojave kristalnog taloga. U slu¢aju organskih
kiselina, za razliku od jabu¢ne i limunske, jantarna kiselina neée tvoriti tekué¢inu sa kolinskim
solima. Prisutnost dodatnih hidroksilnih i karboksilnih skupina u jabuénoj i limunskoj kiselini
omogucava nastajanje vise vodikovih veza sa kolin kloridom ¢ime se omogu¢ava formiranje
stabilnog NADES. Uz kemijsku strukturu, na stabilnost vodikovih veza veliki utjecaj ima i
prostorni raspored skupina unutar molekule (Dai i sur., 2013a). Popescu i Constantin (2014)
pokazali su da limunska i malonska kiselina formiraju eutekti¢nu otopinu sa kolin kloridom u
molarnom omjeru 1:2, no zbog razli¢itog prostornog rasporeda reaktivnih skupina, eutekti¢na
otopina sa limunskom kiselinom (donor tri protona) gubi na stabilnosti i s vremenom postaje
gusti gel, dok eutekti¢na otopina sa malonskom kiselinom (donor dva protona) zadrzava svoja
svojstva duze vrijeme. Takoder, na stabilnost NADES mogu utjecati i razli¢iti omjeri
komponenata. Na primjer, pripravljena eutekti¢na otopina glukoze i kolin Kklorida biti ¢e
stabilna kada se pomije$aju u molarnom omjeru 2:5, ali u molarnim omjerima 2:1, 1:1 ili 1:4
u nastaloj bistroj tekucini s vremenom se postupno pojavljuje kristalni talog (Dai 1 sur.,

2013a).

Nakon priprave stabilnih NADES potrebno je provesti fizikalno-kemijsku
karakterizaciju (npr. odrediti elektriénu provodljivost, polarnost, viskoznost, gustocu,
povrsinsku napetost, index loma, pH itd.) kako bi se $to bolje definirala njihova svojstva, a

time i moguc¢nost njihove primjene.
2.1.3.1.  Viskoznost

Zajednicko svima eutekti¢nim otapalima, $to je ujedno i njihov najve¢i nedostatak, je
vrlo visoka viskoznost (200-500 mm?s™ na 40 °C) §to dovodi do nekih prakti¢nih problema

kao S§to je dugotrajan prijenos mase u postupcima ekstrakcije (Dai i sur., 2013b). Opcenito,



viskoznost opisuje unutarnje trenje gibajuceg fluida tj. otpornost tvari prema tecenju te visoka
viskoznost predstavlja problem kod projektiranja industrijskih procesa npr. kod sustava za
pumpanje, mijesanje i protok tekucina. Visoke vrijednosti viskoznosti povezuju se sa jakim
intermolekularnim interakcijama (mreza vodikovih veza 1 Van der Waalsove interakcije)
izmedu pojedninih komponenata NADES koje neizbjezno smanjuju pokretljivost slobodnih
molekula unutar NADES (Ruf i Koénig, 2012; Zhang i sur., 2012). Na viskoznost se moze
utjecati dodatkom vode. Voda utjece na prisutne vodikove veze koje postupno oslabljuju tj.
progresivno pucaju ¢ime se viskoznost eutekticnog otapala smanjuje. No, kada udio vode
prede 50 %, gubi se struktura NADES (povecéava se broj slobodnih molekula), te se takvo
otapalo vise ne moze smatrati NADES (Dai i sur., 2015).

Viskoznost eutekticnih otapala pri atmosferskim tlakom jako ovisi o temperaturi, te
mnogi radovi pokazuju da se viskoznost NADES smanjuje sa povecavanjem temperature.
Porast temperature povecava prosjecnu brzinu molekula u otapalu §to smanjuje jacinu
prosjecne intermolekularne sile §to u konacnici dovodi do pucanja vodikovih veza. Promjena
viskoznosti sa temperaturom moze se opisati Arrhenius-ovom jednadzbom (Hayyan i sur.,

2012; Hayyan i sur., 2013c; Kareem i sur., 2010).

Uz temperaturu, veliki utjecaj na viskoznost imaju molarni odnos i kemijska priroda
komponenata NADES (Kareem i sur., 2010). S obzirom na omjer komponenata u nekim
slucajevima se pokazalo da NADES sa najnizom eutekti¢cnom toc¢kom (najniza temperatura
taljenja) imaju i najnizu viskoznost u testiranom rasponu temperature. S obzirom na sastav,
Mulia i sur. (2015) pokazali su da je viskoznost NADES baziranih na kolin kloridu i
alkoholima (1,2-propandiol i glicerol) kao HBD niza nego viskoznost NADES koji kao HBD
sadrze $eCer (glukoza) ili organsku kiselinu (limunska kiselina). Sto HBD ima vise
hidroksilnih skupina, vise vodikovih veza moze tvoriti sa kolin kloridom S$to utjece na jace
povezivanje komponenata i povecanje viskoznosti. Kada se usporeduju alkoholi, kod diola
(1,2-propandiol) povecanje koncentracije kolin klorida rezultira poveéanjem viskoznosti, dok
kod triola (glicerol) dodatak kolin klorida dovodi do redukcije viskoznosti (Harris, 2008). U
slu¢aju NADES koji sadrze kolin klorid i Se¢erne alkohole ili poliole (ksilitol, sorbitol...) kao
HBD izmjerena je visoka viskoznost pri blagim temperaturama, no na viskoznost se moze
utjecati dodavanjem glicerola §to znacajno smanjuje viskoznost (Maugeri i Dominguez de
Maria, 2012). Kada se usporeduju NADES koji sadrze razli¢ite organske soli, NADES
bazirani na fosfonijevom ionu i razli¢itim HBD imaju nizu viskoznost nego NADES bazirani
na kolin kloridu i Secerima (fruktoza, glukoza) (Hayyan i sur, 2012; Hayyan i sur, 2013c;
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Kareem i sur., 2010). Kod eutekti¢nih otapala kolin klorid:urea i kolin Kklorid:malonske
kiselina u omjerima 1:2 razlike u izmjerenoj viskoznosti pripisuju se razli¢itim donorima
vodika sto utjece na jacinu vodikove veze, urea formira dvije vodikove veze preko NH; grupe,
dok malonska kiselina preko hidroksilnih (-OH) i karbonilnih grupa (-C=0) (Popescu i
Constantin., 2014).

2.1.3.2.  Elektricna vodljivost

Elektricna vodljivost je fizikalna veli¢ina koja opisuje svojstvo materijala da prenosi
elektri¢nu struju, te ovisi o raspolozivim nosiocima naboja, njihovoj pokretljivosti te valenciji
iona. Na elektricnu vodljivost NADES utjece sastav, udio vode u otapalu, temperatura i
viskoznost. Zbog svoje relativno visoke viskoznosti, ve¢ina NADES imaju nisku elektri¢nu
vodljivost (niza od 2 mS ecm™ na sobnoj temperaturi). Kako se sa poveéanjem temperature
smanjuje viskoznost, tako se povecava elektri¢éna vodljivost NADES (Zhang i sur., 2012).
Ovisnost elektricne provodljivosti 1 temperature, kao 1 kod viskoznosti, moze se opisati
Arrhenius-ovom jednadzbom. Takoder, na elektri¢énu vodljivost moZe se utjecati i dodatkom
vode (do 50 %) ¢ime se elektricna vodljivost NADES povecava ¢ak i do 100 puta (Dai i sur.,
2015).

S obzirom na sastav NADES elektri¢na vodljivost opada u smjeru baza:polialkohol >
baza:organska kiselina = baza:Secer > organska kiselina:aminokiselina (nepolarna) > organska
kiselina:Secer > Secer:Secer, §to znaci da kolin klorid (baza) i organske kiseline pokazuju veéu
vodljivost nego kolin klorid i nepolarne aminokiseline (Dai i sur., 2015). Kada NADES
sadrZe alkohole to¢nije diole mora se paziti na koncetraciju soli. Naime, kada sadrze vise od
20 % kolin klorida iako se povecava broj nabijenih molekula dolazi do zasi¢enja otopine
solima, te vrijednost elektricne vodljivosti opada (Harris, 2008). Kareem i sur. (2010)
pokazali su da se elektri¢na vodljivost NADES koji sadrze metil-trifenil-fosfonijev bromid
povecava sa povecanjem temperature te su dobri kandidati za elektrokemijske procese, za
razliku od NADES koji sadrze benzil-trifenil-fosfonijev bromid ¢ija se elektri¢na

provodljivost smanjuje sa pove¢anjem temperature.
2.1.3.3. Gustoéa

Gustoca je jedno od najvaznijih fizikalnih svojstava za otapalo, te se definira kao

omjer mase 1 volumena neke tvari. Opcenito, gustoca NADES je veca nego gustoca vode, te

je usporediva sa ILs Cija gustoca varira izmedu 1,112,4 g cm™,



Na gusto¢u NADES, kao i na druga fizikalno-kemijska svojstva, moze se utjecati
promjenom temperature. Povecanje temperature dovodi do veée molekularne aktivnosti i
pokretljivosti sto pove¢ava molarni volumen otopine i uzrokuje linearno smanjivanje gustoce
(Hayyan i sur., 2012; Hayyan i sur., 2013c; Kareem i sur., 2010). Takoder, na promjenu
gusto¢e NADES utjece i molarni omjer organske soli i HBD, kao i kemijska priroda HBD. Na
primjer, smanjivanje gustoce NADES koji sadrzi glicerol (alkohol kao HBD) i kolin klorid
(organska sol) postize se pove¢anjem molarnog udjela kolin klorida §to se moZe objasniti
teorijom rupa (Zhang i sur, 2012). U slu¢aju NADES koji uz kolin klorid sadrze fruktozu ili
glukozu (Se¢er kao HBD), gusto¢a se povecava kako se povecava molarni udio kolin Klorida,
te najvecu gusto¢u pokazuje NADES kolin klorid:fruktoza u molarnom omjeru 1:1 (Hayyan i
sur, 2012; Hayyan i sur., 2013c). Kao i kod viskoznosti, u nekim sluc¢ajevima pokazalo se da
NADES sa najnizom eutekticnom tockom (najniza temperatura taljenja) imaju i najniZu
gustocu u testiranom rasponu temperature. Takoder, primje¢eno je da povecéanje udjela vode

do 50 % u NADES uzrokuje linearno smanjivanje gustoce (Dai i sur., 2015).

2.1.3.4. Indeks loma

Indeks loma je bezdimenzionalna fizikalna veli¢ina koja opisuje medudjelovanje
svjetlosti i opticki prozirne tvari, a definira se kao omjer brzine svjetlosti u vakumu i brzine
svjetlosti u mjerenom uzorku (apsloutni indeks loma) ili kao omjer brzina svjetlosti u dva
opticka sredstva (relativni indeks loma). Bitan je u optic¢koj identifikaciji pojedinih tvari, kod
provjere CistoCe materijala i mjerenja koncentracije otopljene tvari u otopini. Indeks loma
proporcionalan je kvadratnom korijenu relativne dielektri¢ne permitivnosti tvari i relativne
magnetske permeabilnosti, te njegova promjena sa promjenom temperature nije linearna, no
ofekuje se da opada sa povefanjem temperature zbog smanjenja gustoce otapala, Sto se
pokazalo to¢nim u vecini slucajeva (Kareem 1 sur., 2010; Hayyan i sur., 2012). Takoder,
pokazalo se da NADES koji u svom sastavu imaju Secere (fruktoza, glukoza) imaju veci
indeks loma zbog veée gustoée u usporedbi sa NADES koji ne sadrze Secere (Hayyan i sur.,
2012, Hayyan i sur., 2013c, Kareem i sur., 2010). U slu¢aju NADES koji sadrze kolin klorid i
karboksilne kiseline (npr. limunska, malonska, fenil-propionska, fenil-octena kiselina itd.)
vrijednost indeksa loma je relativno visoka, a najvec¢u vrijednost pokazuju Kiseline sa
fenilnom skupinom jer sadrZe aromatski prsten koji je podlozniji promjeni dipolnog momenta
zbog promjene vanjskog elekti¢nog polja §to u konacnici uzrokuje veéi indeks loma (Abbott i

sur., 2004).
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2.1.35. pH

pH je mjera kiselosti odnosno bazi¢nosti vodenih otopina i mijenja se linearno sa
promjenom temperature. Vazno je svojstvo kod odabira vrste materijala za konstrukciju cijevi
u pogonu (zbog moguce korozije), te ima utjecaj na provodenje procesa. Na primjer,
cutekti¢na otopina kolin Klorid:urea zbog slabe luznatosti moze apsorbirati malu koli¢inu CO,

(Zhang i sur., 2012).

Osim temperature, na pH moze imati jak utjecaj i kemijska priroda HBD, pa tako
eutekti¢na otapala koja sadrze kolin klorid i Secerne alkohole kao HBD uvijek pokazuju
neutralni pH (Maugeri i Dominguez de Maria, 2012). Na sobnoj temperaturi pH NADES koji
sadrze Secere (fruktoza, glukoza) kre¢e se u rasponu od 6,1 do 7,1, no postupno povecanje
temperature uzrokuje smanjivanje pH (Hayyan i sur, 2012; Hayyan i sur, 2013c). Budu¢i da
se organske kiseline koriste kao HBD u prirodnim eutekti¢nim otapalima, dokazano je da
takvi NADES imaju osobito niske vrijednosti pH (manje od 3), te kao rezultat toga je njihov
negativan u¢inak na aktivnost stanica zbog toga §to uzrokuju denaturaciju proteina (Radosevié¢
i sur., 2015), ali zbog svojih kiselih svojstva takvi NADES su pozeljniji u ekstrakcijskim
procesima (Dai i sur., 2013b).

2.1.4. Bioloska aktivnost prirodnih eutekti¢nih otapala
2.1.4.1.  Invitro testovi odredivanja toksicnosti

Zbog prirodnog porijekla veéine tvari koje se koriste za pripravu NADES i njihove
niske toksi¢nosti za okoli§ i ljude obi¢no se smatra da to nisu toksi¢na otapala. Medutim,
izmedu komponenata NADES moze do¢i do pojave sinergijskog u€inka Sto rezultira ve¢om
toksi¢nosti otapala od individualnih komponenata. NADES bazirani na fosfonijevom ionu i
razli¢itim HBD (glicerin, etilen glikol 1 trietilen glikol) pokazuju vecu toksi¢nost na gram-
pozitivnim i gram-negativnim bakterijama od individualnih komponenata $to se pripisuje
prisutnoj delokalizaciji naboja u otapalu koja uzrokuje pucanje stani¢nih stijenki bakterija, te
se navedena otapala potencijalno mogu koristiti kao antibakterijska sredstva (Hayyan i sur.,
20134, Paiva i sur., 2014). S druge strane, NADES bazirani na kolin kloridu i razli¢itim HBD
(glicerin, etilen glikol, trietilen glikol i urea) ne pokazuju toksi¢nost na gram-pozitivnim i

gram-negativnim bakterijama (Hayyan i sur., 2013b). No, Wen i sur. (2015) su pokazali da pri

11



ve¢im koncentracijama NADES koji sadrze kolin klorid ili kolin acetat (posebice u
kombinaciji sa etilen glikolom i glicerolom kao HBD) narusavaju strukturu stani¢ne stijenke
gram-negativne bakterije Escherichia Coli. U vodenoj otopini, NADES mogu biti disocirani
te kolinski kation moZe stupati u interakcije preko vodikovih veza i drugih interakcija sa

polisaharidima ili peptidnim lancima u stani¢noj stijenci Sto uzrokuje njezino izobli¢enje.

Osim na bakterijama, toksi¢nost NADES ispitana je i na drugim organizmima. Na
solinskom raci¢u (Artemia salina) NADES bazirani na kolinskim solima ili fosfonijevom ion
pokazuju vecu toksi¢nost od individualnih komponenta. Pretpostavlja se da je razlog tome
sinergijski u¢inak izmedu komponenata NADES, nedostatak kisika ili zbog poteskoca u
kretanju raci¢a u otapalu zbog visoke viskoznosti (Hayyan i sur., 2013a; Hayyan i sur.,
2013b). Nadalje, na humanoj stani¢noj liniji karcinoma MCF-7 i stanicama ovarija kanalskog
soma (CCO) NADES bazirani na kolin kloridu i HBD (glukoza, glicerol i oksalna kiselina)
pokazuju nisku ili umjerenu toksi¢nost, te ne inhibiraju klijavost sjemena pSenice (Radosevic i
sur., 2015). S druge strane, na CCO stani¢noj liniji Radosevi¢ i sur. (2016) pokazuju da
NADES bazirani na kolin kloridu i organskim kiselinama (limunska i mlije¢na kiselina), te
Se¢erima (fruktoza, ksiloza, manoza) kao HBD ne pokazuju toksi¢nost, dok otapalo kolin
klorida:jabu¢na kiselina u molarnom omjeru 1:1 pokazuje najveci inhibicijski utjecaj na
viabilnost CCO stanica tj. pokazuje umjerenu citotoksi¢nost. Takoder, Paiva i sur. (2014)
zakljucuju da otapala koja sadrZe kolin klorid 1 vinsku ili limunsku kiselinu pokazuju toksi¢an
ucinak na stanicnoj kulturi misjih fibroblasta (L929). Takoder, u istrazivanju Hayyan 1 sur.
(2015) NADES bazirani na kolin kloridu i razli¢itim HBD (glicerin, etline glikol, trietilen
glikol i urea) pokazuju relativno visoku citotoksi¢nost na tumorskim (PC3, A375, HepG2,
HT29, MCF-7) i normalnim (OKF6 i H413) humanim stani¢nim linijjama. Najmanju
citotoksi¢nost pokazuje NADES koji kao HBD sadrzi ureu (organska supstanca koja se
proizvodi u ljudskom tijelu), dok stani¢na linija PC3 pokazuje najveu rezistenciju na
testirane NADES. U konacnici toksi¢nost NADES ovisi 0 sastavu, viskoznosti i omjeru
komponenata NADES, ali i o osjetljivosti stani¢ne linije na toksine (Hayyan i sur., 2015, Wen
i sur., 2015).

U gore navedenim istrazivanjima Koristili su se razli€iti in vitro testovi citotoksicnosti
koji ukljucuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama, fragmentima tkiva, primarnim stani¢nim
kulturama, stani¢énim linijama itd., Koji su razvijeni kao alternativa klasi¢nim in Vivo
testovima na pokusnim zivotinjama. Prednost in Vitro testova je u tome $to su rezultati
dostupni u kratkom vremenskom roku, visoki je stupanj standardizacije i reproducibilnosti,
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jeftiniji su troskovi provodenja testa te nastaje manja koli¢ina toksi¢nog otpada. Nedostaci in
vitro testova su nedovoljna ili potpuna odsutnost metabolicke aktivacije ispitivane tvari u

stani¢nim sustavima zbog izmijenjenih svojstava stanica, te nedostatak validacije.

2.1.4.2.  Antioksidativna aktivnost prirodnih eutekticnih otapala

Antioksidansi su spojevi koji pomazu u borbi protiv Stetnih ucinaka reaktivnih
kisikovih ¢estica (ROS) i slobodnih radikala koji mogu ostetiti i promijeniti funkciju
biomolekula sto dovodi do stani¢ne disfunkcije i smrti stanica, te mogu uzrokovati oksidativni
stres u tijelu koji se oc€ituje u pojavi razlic¢itih degenerativnih bolesti (npr. ateroskleroza,
hipertenzija, karcinomi itd.). Najveéu pozornost zbog vrlo izraZzenog antioksidacijskog i
kemoprotektivnog djelovanja na ljudsko zdravlje (smanjuju ucestalost teSkih kroni¢nih
bolesti, kao Sto su tumorska i1 kardiovaskularna oboljenja) privlace razlicite skupine fenolnih
spojeva. No, osim njih spojevi kao §to su limunska kiselina, jabucna kiselina, prolin i betain
takoder pokazuju odredenu antioksidativnu aktivnost, te imaju pozitivan utjecaj na ljudsko
zdravlje. Posto prirodna eutekti¢na otapala u svom sastavu mogu sadrzavati spojeve kao §to
su limunska kiselina, jabuc¢na kiselina, prolin i betain moZe se oc€ekivati da Cisti NADES

imaju odredenu antioksidativnu tj. biolosku aktivnost.

U literaturi postoji vrlo malo radova koji se odnose na antioksidativnu aktivnost
NADES. Hayyan i sur. (2015) pokazuju, na temelju rezultata ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) analize, da NADES bazirani na kolin kloridu i HBD (glicerin, etline
glikol, trietilen glikol i urea) imaju nisku antioksidativnu aktivnost u odnosu na koriSteni
standard kvarcetin, $to ukazuje da navedeni NADES nemaju moguénost hvatanja slobodnih

radikala.

S druge strane, NADES su se pokazala su se kao dobra otapala u ekstrakciji fenolnih
spojeva iz razli¢itih sirovina, te podaci dobiveni iz istrazivanja Mouratoglou i sur. (2016)
pokazuju da eutekticke otopine glicerol: kolin klorid i glicerol:natrijev acetat imaju usporediv,
a u nekim slucajevima i znatno veéi kapacitet ekstrakcije polifenola u odnosu na vrlo
ucinkovit vodeni etanol, te da postoji korelacija izmedu rezultat prinosa polifenola u
ekstraktima i rezultata antioksidativne aktivnost ekstrakata (FRAP i DPPH metoda), tj.
ekstrakti sa veCom koncentracijom polifenolnih spojeva pokazuju i vecu antioksidativnu

aktivnost tj. pokazuju ve¢u mo¢ redukcije i ve¢u antiradikalnu aktivnost.
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2.1.5. Primjena prirodnih eutekti¢nih otapala

Prirodna eutekti¢na otapala imaju jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva te zbog
mogucénosti dizajniranja istih moguce je osmisljavanje idealnog otapala za specifi¢ne svrhe.
Razvoj ovih otapala privukao je pozornost u sintetskoj kemiji, elektrokemiji, izradi
nanomaterijala, biokemiji te razdvajanju i analizi razliitih spojeva. Mnoga istrazivanja
pokazuju Siroku moguénost upotrebe NADES kao otapala na podrucju katalize i organske
sinteze, te ona doprinose dizajniranju ekoloski prihvatljivih procesa zbog moguénosti
selektivnog i jednostavnog izdvajanja produkta reakcije, prilagodbe pH, otapanja organskih i

anorganskih soli kao i tranzicije metal-kompleksa i nanocestica (Zhang i sur., 2012).

Osim $to izvrsno otapaju anorganske soli i organske molekule zbog moguénosti
doniranja i primanja protona i elektrona, NADES pokazuju i sposobnost otapanja metalnih
oksida i soli, stoga se mogu koristiti u elektrokemijskim procesima kao $to su obnova i
zavr$na obrada metala (elektropoliranje i elektronanoSenje), te razdvajanje i proc¢isc¢avanje
metala (Smith i sur., 2014). Takoder, postoji mogucnost otapanja CO, u NADES, ¢ija se
topljivost u NADES povecéava u prisutnosti amina zbog mogucnost formiranja karbamata.
Sposobnost otapanja CO; ¢ini ih atraktivnim sustavom za kontrolu emisije stakleni¢kih
plinova tj. za katalizu i kemijsku fiksaciju CO, (Kudtak i sur., 2015). Nadalje, Jablonski i sur.
(2015) pokazali su da NADES, pogotovo kolin klorid:oksalna kiselina, dobro otapaju lignin iz

lignoceluloznih ostataka te se predstavljaju kao obecavajuée otapalo za predobradu biomase.

Mnogi NADES pripravljaju se iz denaturirajucih agensa (limunska kiselina i urea) koji
uzrokuju narusavanje strukture proteina (enzima) i gubitak njihove bioloske funkcije. No,
Candida antartica lipaza B (Novozyme 435, enzim koji sudjeluju u hidrolizi esterske veze
izmedu masnih kiselina i alkohola) pokazuju visoku aktivnost i stabilnost u NADES kao §to
su kolin klorid:urea i kolin klorid:glukoza. U njima je moguca enzimska kataliza glikolipida
zbog njihove sposobnosti otapanja oba supstrata (hidrofilnih Secera i hidrofobnih masnih
kiselina), a u slucaju sinteze glukoza-6-O-heksanoata NADES u ¢ijem je sastavu glukoza
istovremeno sluzi i kao otapalo i kao supstrat (Pohnlein i sur., 2015). Zhao i sur. (2013)
predstavili su biokataliticku proizvodnju biodizela iz triglicerida pomo¢u Novozyme 435 u
kolin klorid:glicerolu. Glavna prednost metode je visoka razina pretvorbe triglicerida (88 %),

te se koristeni enzim moze upotrijebiti najmanje Cetiri puta bez gubljenja aktivnosti.
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U posljednje vrijeme sve vise se ispituje primjena NADES u ekstrakciji bioloski
aktivnih spojeva. Mnoga istrazivanja pokazuju da NADES imaju visoki potencijal u
ekstrakciji fenolnih spojeva, $to je povezano sa stvaranjem vodikovih veza izmedu fenolnih
spojeva i molekula unutar NADES. Fizikalna svojstva NADES, kao S§to su polarnost i
viskoznost, imaju veliki utjecaj na ekstrakciju, te njihovom optimiranjem mogu se postici veci
prinosi fenolnih spojeva u usporedbi s konvencionalnim otapalima kao $to su voda i etanol.
Nekoliko studija je pokazalo kako je ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva 10-100 puta
ucinkovitija u eutekticnim otapalima nego u vodi ili lipidima (Dai i sur., 2013; Bi 1 sur.,
2013). Npr. za ekstrakciju flavonoida miricetina i amentoflavona iz listova Chamaecyparis
obtuse koristene su razli¢ite kombinacije kolin klorida i alkohola, te na temelju analize
ekstrakata HPLC-UV metodom, pokazano je da NADES baziran na kolin Kloridu i
polialkoholu 1,4-butandiolu imaju slicnu ili veéu mo¢ ekstrakcije u usporedbi s
konvencionalnim metodama (Bi i sur., 2013). Sli¢no pokazuju i rezultati ekstrakcije bioloski
aktivne komponente a-mangostina iz perikarpa mangostina (Garcinia mangostana L.) gdje
NADES baziran na kolin kloridu i polialkoholu 1,2-propandiolu pokazuje ve¢u moguénost
ekstrakcije u usporedbi sa NADES koji sadrze glukozu (Secer), limunsku kiselinu (organska
kiselina) i glicerol (polialkohol) (Mulia i sur., 2015), a bolja ekstrakcija sa kolin klorid:1,2-
propandiolom pripisuje se njoegovim povoljnijim fizikalno-kemijskim svojstvima. Za
ekstrakciju fenolnih spojeva u specificnim ultrazvuc¢im uvjetima koristili su se 90 % glicerol-
bazirani NADES. Rezultati pokazuju da glicerol:kolin klorid i glicerol:natrijev acetat
pokazuju visoku ucinkovitost ekstrakcije polifenolnih spojeva s obzirom na 60 % vodenu
otopinu etanola, te da dobiveni ekstrakti pokazuju znatnu antioksidativnu aktivnost
(Mouratoglou i sur., 2016).

Uz sveobuhvatnu karakterizaciju (optimirana priprava, definirana fizikalno-kemijska
svojstva 1 citotoksi¢nost) prirodna eutekticna otapala predstavljaju znacajan doprinos
uspostavljanju ekoloski prihvatljivih postupaka ekstrakcije bioloSki aktivnih spojeva iz
nusproizvoda prehrambene industrije. U konacnici, posto su komponente eutekti¢nih otapala
prisutne u nasoj svakodnevnoj prehrani pripremljeni ekstrakti mogli bi se izravno Koristiti u
prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj 1 agrokemijskoj industriji bez dodatnih

procis¢avanja (Dai i sur., 2013b).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

2,2"-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid (AAPH), Acros Organics, New Jersey, SAD
6-hidroksi-2,5,7,8-tetraetilkroman-2-karboksilna  kiselina (Trolox), Aldrich, Steinheim,
Njemacka

Betain, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Destilirana voda, PBF

Dinatrijev hidrogenfosfat, Na,HPO,, Kemika, Zagreb, RH

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK
FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland
Fluorescein, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Glukoza, Kemika, Zagreb, RH

Glicerol, Kemika, Zagreb, RH

Jabucna kiselina, Kemika, Zagreb, RH

Kolin-klorid (> 97 %), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Limunska kiselina, Kemika, Zagreb, RH

Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, NaH,PO4 x 2H,0, Kemika, Zagreb, RH

Prolin, Kemika, Zagreb, RH

3.1.2. Humane stani¢ne linije

U ovom radu koristene su dvije humane stani¢ne linije Hela i HEK293T, dobivene iz

radne banke stanica American Type Culture Collection (ATCC).

HelLa stanice (slika 3.) izolirane su 1951. godine iz adenokarcinoma vrata maternice
pacijentice Henrietta Lacks po kojoj dobivaju ime. One su prva humana tumorska stani¢na
linija uspostavljena u kulturi, koja se u optimalnim uvjetima uzgoja moze neogranic¢eno
umnazati. Karakterizira ih visok stupanj adherentnosti kao i moguénost kontaktne inhibicije u
in vitro ispitivanjima. Koriste se kao modelni organizam za proucavanje stani¢nih i
molekularnin mehanizama u ljudskom organizmu, te je na njima karakterizirano mnogo

vaznih bioloskih procesa. Dva istrazivanja na HelLa stanicama rezultirala su Nobelovim
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nagradama, za otkri¢e veze izmedu humanog papiloma virusa i karcinoma vrata maternice te

ulogu telomeraze u sprecavanju degradacije Kromosoma.

’*.*;, s

Scale Bar = 100pm

High Density

OW‘ ensity - Scale Bar = 100pm
Slika 3. HelLa stanice (Anonymous 3, 2016)

HEK293T (slika 4.) stanice su izvedene transformacijom humanih embrionalnih
stanica bubrega s DNA adenovirusom 5. Stani¢nu liniju kultivirao je Alex Van der Eb, ranih
1970-ih godina u Nizozemskoj, a transformaciju je izveo Frank Graham po ¢ijoj metodi
dobivaju ime. Popularne su zbog brze i jednostavne reprodukcije i odrzavanja, te moguénosti
transfekcije razlicitim metodama. Zbog visoke ucinkovitosti transfekcije ¢esto se koriste u
bioloskim istrazivanjima. Koriste se za proizvodnju egzogenih proteina ili virusa za

farmaceutsku i biomedicinsku namjenu te u raznim istrazivanjima.

"

Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100um

Slika 4. HEK293T stani¢na linija (Anonymous 4, 2016)
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3.1.3. Uredaji i oprema

Analiticka vaga, Kern, Balingen, Njemacka

Cary Eclipse Fluorescence Spectrofotometar, Varian, Mulgrave, Australia

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambi¢, Slovenija

Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Komora za sterilni rad, Iskra P10, Slovenija

Laboratorijsko posude (laboratorijske caSe, ljevci, pipete, odmjerne tikvice, menzure, kivete)
Magnetske mijesalice s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke

Neubauerova komorica za brojanje stanica

Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK

3.2. Metode rada
3.2.1. Priprava prirodnih eutekti¢nih otapala

Sve kemikalije za pripravu NADES koriStene su bez prethodnog prociS¢avanja, a
njihova odvaga se provodila na analitickoj vagi. Za potrebe istraZivanja pripravljeno je osam
prirodnih eutekticnih otapala sa razlicitim udjelima vode (10 %, 30% 1 50 %): kolin
klorid:jabucna kiselina (ChCl:Ma), betain:limunska kiselina (B:Cit), betain:jabu¢na kiselina
(B:Ma), prolin:jabuc¢na kiselina (Pro:Ma) 1 jabuc¢na kiselina:glukoza (Ma:Glu) sa molarnim
omjerom komponenata 1:1, kolin klorid:prolin:jabu¢na kiselina (ChCl:Pro:Ma) i jabucna
kiselina:glukoza:glicerol (Ma:Glu:Gly) sa molarnim omjerom komponenata 1:1:1, te kolin

klorid:limunska kiselina (ChCI:Cit) sa molarnim omjerom komponenata 2:1.

Priprava se provodi u tikvici s okruglim dnom u kojoj se pomijeSaju ¢vrste-Cvrste ili
¢vrste-teku¢e komponente prirodnog eutekticnog otapala u molarnim omjerima kako je
navedeno gore uz razli¢iti udio vode (10, 30, 50 %). Reakcijska smjesa se zagrijava na
magnetnoj mjeSalici do 3 sata na temperaturi od 40 do 60 °C uz neprestano mijesanje.

Reakcija je gotova kada se dobije bistro, tekuce eutekticno otapalo.
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3.2.2. Odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava pripravljenih eutekti¢nih otapala

Zbog mogucénosti priprave prirodnih eutekticnih otapala iz Sirokog spektra spojeva
postoji mogucnost prilagodbe njihovih fizikalno-kemijskih svojstava odredenoj primjeni.
Stoga je na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije provedena fizikalno-kemijska
karakterizacija osam pripravljenih prirodnih eutekti¢nih otapala sa razli¢itim udjelima vode
(10, 30 i 50 %) navedenima u prethodnom poglavlju. Na sobnoj temperaturi (25 °C) izmjerena

je njihova gustoca, viskoznost, elektri¢na vodljivost, indeks loma te pH.

3.2.3. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti prirodnih eutekti¢nih otapala na HeLa i
HEK293T stani¢noj liniji

Uzgoj stani¢nih kultura

Uzgoj stanica u kulturi ovisi o tipu stani¢ne linije. HeLa i HEK293T su adherentne
stanice koje ovise o povrsini za rast tj. stanice ¢e porasti tek kada se prihvate za povrsinu. Za
uzgoj stani¢nih kultura koristi se kompleksni teku¢i medij koji mora zadovoljavati potrebe
stanica jednako kao u odgovaraju¢em in vivo sustavu. Medij je neophodan za rast i razvoj
stanica, a najvaznije komponente medija su glukoza, aminokiseline, anorganske soli i
vitamini. Hranjivom mediju naj¢e$¢e se dodaje i serum sisavaca koji predstavlja izvor
hormona, te razlicitih faktora kao $to su faktori rasta, faktori prihvacanja i Sirenja stanica 1
druge specifi¢ne tvari potrebne za rast stanica u kulturi. Osim hranjivog medija za uzgoj,
stanicama je potrebno osigurati i optimalne fizikalno-kemijske uvjete kao §to su pH,
temperatura, osmolalnost te odgovaraju¢a atmosfera. Za vrijeme rada u laboratoriju potrebno
je odrzavati asepticne uvjete 1 koristiti sterilne tehnike rada kako ne bi doslo do kontaminacije

kulture stanica.

HEK293T i Hela stanice odrzavane su u Petrijevim zdjelicama za potrebe
umnozavanja biomase i postavljanja pojedina¢nih pokusa u mediju DMEM (Dulbecco’s
Modification of Eagle's Medium) uz dodatak 5 % (v/v) serumom FBS (fetal bovine serum) te
su uzgajane u inkubatoru na 37 °C sa 5 % CO; i vlaznoj atmosferi. Stanice su svakodnevno
promatrane pod inverznim mikroskopom pri ¢emu je pra¢eno njihovo prihvacanje za podlogu
1 opce stanje. Stanice su pasazirane svaka 3-4 dana kako bi se odrzavale u eksponencijalnoj

fazi rasta i kako bi se sprijecila kontaktna inhibicija.
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Test citotoksié¢nosti

Kolorimetrijski The CellTiter 96" AQueous One Solution test staniéne proliferacije je
modificirani MTT test. MTT test se bazira na prevodenju Zute tetrazolijeve soli (MTT ili 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolijev  bromid) djelovanjem  mitohondrijskih
dehidrogenaza u ljubicasto obojene kristale formazana koji su topivi u organskim otapalima.
Nakon otapanja formazana, intenzitet nastale boje odreduje se spektrofotometrijski
(Mosmann, 1983). Reagens koji se koristi u The CellTiter 96 AQueous One Solution testu
stani¢ne proliferacije sadrzi novi tetrazolijev spoj (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij, MTS) i elektron-kondenzacijski reagens
(fenazin etosulfat, PES). PES ima pove¢anu kemijsku stabilnost, te u kombinaciji s MTS
formira stabilnu otopinu. MTS se bioreducira pomocu zivih stanica u obojeni formazan koji
se direktno topi u mediju u kojem se stani¢na kultura uzgaja, ¢ime se preskace korak otapanja
formazana u organskom otapalu. Koli¢ina formazana mjeri se spektofotometrijski i izravno je

proporcionalna s brojem zivih stanica u kulturi (Anonymous 2, 2012).

Buduc¢i da su HeLLa i HEK293T stanice adherentnog tipa, prije postavljanja pokusa su
tretirane tripsinom kako bi se odvojile od podloge, izbrojan je ukupan broj stanica u
Neubaerovoj komorici za brojanje stanica, te je izraCunat volumen suspenzije stanica potreban
za nacijepljivanje ploce s 96 jazica za svaku stani¢nu liniju. U svaku jaZicu nacijepljeno je po
100 pL suspenzije stanica u po&etnoj koncentraciji od 3 x 10* stanica mL™ za HeLa stanice i 2

x 10" stanica mL™* za HEK293T stanice zbog razliite brzine rasta.

Nakon §to su se stanice prihvatile za podlogu i porasle, tj. nakon 24 sata uzgoja,
tretirane su s 10 uL (po jazici) ishodnih otopina razlic¢itih koncentracija NADES, te su
stavljene na inkubaciju narednih 72 h. Ishodne otopine NADES pripremljene su u
deioniziranoj vodi, sterilizirane su filtracijom kroz 0,22 pm filter, te su razrijedene u mediju
za uzgoj stanica kako bi koncentracije u jazicama bile 500, 1000, 2000 mg L™*. Nakon 72 sata
tretmana, 10 pL CellTiter 96 otopine reagensa dodano je u svaku jazicu, te su stanice
stavljene na inkubaciju 4 sata, a zatim se mijerili apsorbancija na 490 nm u mikrotitarskom
¢itacu. Kao kontrola koriStene su netretirane stanice i stanice tretirane sa vodom koja je
koriStena za pripravu ishodnih otopina. Eksperimenti su provedeni dva puta za svaku stani¢nu
liniju s Cetiri paralele za svaku koncentraciju i podaci su izrazeni kao prosjek + S.D. Postotak
prezivljenja stanica izrazen je kao postotak tretiranih stanica u odnosu na kontrolne,

netretirane stanice.
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3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

Princip ORAC metode temelji se na inhibiciji peroksil radikala (ROO-) za koji se kao
izvor koristi AAPH. Peroksil radikal oksidira fluorescein i stvara produkt bez fluorescencije,
Sto vidimo kao smanjenje inteziteta fluorescencije. Dodatkom antioksidansa inhibira se
djelovanje radikala tj. oksidacijska degradacija fluoresceina Sto uzrokuje sporiji pad
fluorescencije. U ovom radu antioksidacijski kapacitet pripravljenih NADES odreden je

ORAC metodom opisanoj u radu Ninfali i sur. (2005).

Priprema otopina

Priprema 0,2 mol L™ otopine fosfatnog pufera:
U odmjernu tikvicu od 200 mL doda se 39 mL otopine NaH,PO4 x 2H,0 (6,242 g u 200 mL
destilirane vode) i 61 mL otopine Na,HPO, (5,687 g u 200 mL destilirane vode ), te se

destiliranom vodom nadopuni do 200 mL.

Priprema 0,075 mol L™ otopine fosfatnog pufera:
U odmjernu tikvicu od 200 mL doda se 75 mL 0,2 mol L™ fosfatnog pufera te se nadopuni

destiliranom vodom do oznake.

Priprema otopine fluoresceina:

Za mati¢nu otopinu 1 otopi se 15 mg fluoresceina u 100 mL 0,075 mol L™ otopine fosfatnog
pufera. Potom 100 pL matiéne otopine 1 razrijedimo s 10 mL 0,075 mol L™ otopine fosfatnog
pufera da bi dobili mati¢nu otopinu 2, te iz te otopine uzimamo 100 pL i razrijedimo sa 50
mL 0,075 mol L™ otopine fosfatnog pufera da bi dobili mati¢nu otopinu 3 koju koristimo kod

mjerenja.

Priprema otopine AAPH:
0,207 g AAPH se otopi u 5 mL 0,075 mol L™ otopine fosfatnog pufera.

Mjerenje ORAC vrijednosti

Mjerenje se provodi spektrofluorimetrijski pri temperaturi od 37 °C uz Aeks.= 485 nm i
Aem=520 nm. U Kkivetu za mjerenje doda se 2,250 mL fluoresceina i 0,375 mL uzorka.
Otopine se termostatiraju kroz 30 min pri 37 °C u vodenoj kupelji. Nakon 30 min dodaje se

0,375 mL otopine AAPH te se mjeri promjena intenziteta fluorescencije svaku minutu kroz
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pola sata tj. dok fluorescencija ne padne na nulu. Na isti nacin pripravi se 1 slijepa proba, za
&ije se mjerenje umjesto uzorka rabi 0,075 mol L™ fosfatni pufer. Kao standard se koristi
Trolox. Iz osnovne otopine Trolox-a (500 umol L™) pripremi se razrijedenje koncentracije 25
umol L koje se koristi kod mjerenja.

Izra¢un ORAC vrijednosti

ORAC-vrijednosti ratunaju se prema formulama:

AUCy — AUCgp

Relativna ORAC vrijednost = (AUC e ) xaxh [umoL Trolox ekvivalent g* uzorka]
TRX ™ SP

AUC = 0,5+(R2/R1)+(R3/Ry)+.....+(Rp+Ry)

pri ¢emu je:
» AUC, = antioksidacijski kapacitet uzorka
* AUCgp = antioksidacijski kapacitet slijepe probe
» AUC+rx = antioksidacijski kapacitet Troloxa
» a=molarna koncetracija Troloxa

=YV
+ h= g (uzorak)

3.3. Obrada podataka

Sva mjerenja su provedena u triplikatu, tako da su rezultati prikazani kao prosjecne

vrijednosti dvaju iskazana zajedno sa standardnom devijacijom (+ S.D.).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu pripravljeno je osam NADES (kolin klorid:jabu¢na kiselina,
prolin:jabuc¢na kiselina, kolin klorid:prolin:jabu¢na kiselina, betain:jabu¢na kiselina, jabu¢na
kiselina:glukoza, jabu¢na kiselina:glukoza:glicerol, kolin klorid:limunska kiselina,
betain:limunska kiselina) u razli¢itim omjerima sa razli¢itim udjelima vode (10, 30, 50%)
koji su prikazani u tablici 2. te je provedena njihova sveobuhvatna karakterizacija. Fizikalno-
kemijska karakterizacija provedena je na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije te je

ukljucivala: gustocu, viskoznost, elektricnu vodljivost, indeks loma te pH (tablica 3.).

Takoder je provedena i njihova bioloska karaterizacija ispitivanjem njihove in vitro
citotoksi¢nosti kolorimetrijskim The CellTiter 96° AQueous One Solution testom stani¢ne
proliferacije na humanim stanicama HelLa i HEK293T (slika 5. i 6.) te je izmjeren njihov

antioksidacijski kapacitet spektrofluorimetrijskom ORAC metodom (slika 7.).

4.1. Priprava prirodnih eutekti¢nih otapala

Pripravljenja prirodna eutekti¢na otapala, molarni odnosi komponenata, te razliCiti
udjeli vode prikazani su u tablici 2. Udio vode u pripravljenim NADES ne prelazi 50 %, zbog
toga Sto dodatak vode utjeCe na prisutne vodikove veze koje postupno oslabljuju tj.
progresivno pucaju ¢ime se, osim na fizikalno-kemijska svojstva, utjee i na strukturu
NADES koja se gubi jer se povecava broj slobodnih molekula, te se takvo otapalo viSe ne
moze smatrati NADES (Dai i sur., 2015). Takoder, Dai i sur. (2013b) pokazali su da se
dodavanjem male koli¢ine vode u NADES utjeCe i na smanjenje vremena i temperature

priprave.

U ovom radu priprava vecine otapala provodila se na temperaturi od 60 °C. U slu¢aju
eutekticnih otapala koja sadrze Secer glukozu (Ma:Glu:Gly i Ma:Glu) primjeceno je da na
vi§im temperaturama poprimaju svijetlo smedu boju zbog oksidacije tj. karamelizacije Secera
te se zbog toga njihova priprava provodila na temperaturi od 40 °C, S§to se slaze sa

zapazanjima Hayyan i sur. (2012).

Vrijeme potrebno za dobivanje tekuceg otapala iz krutih 1 teku¢ih komponenata

takoder varira, te se 0n0 mijenja s obzirom na tip komponenata i udio vode unutar NADES.
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Za pripravu otapala koje sadrzi tekuci glicerol (Ma:Glu:Gly) bilo je potrebno od 30 do 45

minuta, ovisno o udjelu vode u NADES. U slucaju ostalih otapala koja sadrze Cvrste

komponente potrebno je manje vremena (u prosjeku sat-sat i pol) za pripravu NADES koji

sadrze 50 % vode od onih koji sadrze 10 % vode (u prosjeku dva do tri sata).

Tablica 2. Pripravljena eutekti¢na otapala koristena u radu

Molarni omjer Krati Udio vode u
ratica
NADES komponenata otapalu (%)
ChCl:Mal0 10
Kolin klorid:Jabu¢na
o 1:1 ChCl:Ma30 30
kiselina
ChClI:Ma50 50
Pro:Mal0 10
Prolin:Jabuéna Kiselina 1:1 Pro:Ma30 30
Pro:Ma50 50
Kolin ChClI:Pro:Mal0 10
klorid:Prolin:Jabuéna 1:1:1 ChClI:Pro:Ma30 30
kiselina ChClI:Pro:Ma50 50
B:Mal0 10
Betain:Jabuc¢na kiselina 11 B:Ma30 30
B:Ma50 50
Ma:Glu:Gly10 10
Jabuéna
o ) 1:1:1 Ma:Glu:Gly30 30
kiselina:Glukoza:Glicerol
Ma:Glu:Gly50 50
Ma:Glul0 10
Jabuéna kiselina:Glukoza 1:1 Ma:Glu30 30
Ma:Glu50 50
ChCI:Citl10 10
Kolin klorid:Limunska -
o 2:1 ChCI:Cit30 30
kiselina
ChCI:Cit50 50
B:Cit10 10
Betain:Limunska kiselina 1:1 B:Cit30 30
B:Cit50 50
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4.2. Fizikalno-kemijska svojstva pripravljenih prirodnih eutekti¢nih otapala

Prirodna eutekti¢na otapala mogu se pripraviti iz Sirokog spektra spojeva, te zbog
mogucénosti dizajniranja njihove strukture imaju vrlo obecavajuca i jedinstvena svojstva, stoga
je paznja znanstvenika usmjerena prema odredivanju njihovih fizikalno-kemijskih svojstava
(npr. tocka ledista, viskoznost, provodljivost, gustoca, polarnost i reaktivnost), koja su nuzna

za razvoj otapala za specifi¢ne svrhe (Durand i sur., 2013).

Budu¢i da su fizikalno-kemijska svojstva prirodnih eutekti¢nih otapala izrazito vazna
za njihovu primjenu, provedena je fizikalno-kemijska karakterizacija osam sintetiziranih
NADES sa razli¢itim udjelima vode (10, 30 i 50 %) prikazanih u tablici 2. Na sobnoj
temperaturi (25 °C) izmjerena je gustoca, viskoznost, elektricna vodljivost, indeks loma te pH,

a dobiveni rezultati su prikazani u tablici 3.

Takoder, u tablici 3. prikazano je kako povecanje udjela vode u pripravljenim NADES
utjeCe na njihova fizikalno-kemijska svojstva. Primjeceno je da povecanje udjela vode u
NADES uzrokuje linearnu promjenu gustoce, indeksa loma (vrijednosti opadaju), te pH (u
nekim sluc¢ajevima pada, u nekim raste) i elektricne vodljivosti (vrijednost raste) dok u slucaju
viskoznosti, dodatak vode uzrokuje eksponencijalno opadanje njezine vrijednost §to se slaze

sa rezultatima Dai i sur. (2015).

Na temelju rezultata i literaturnih podataka moze se uociti da povecanje udjela vode
djeluje na fizikalno-kemijska svojstva NADES sli¢no kao i povecanje temperature. Visoka
viskoznost zajednicka je svim NADES, te predstavlja veliki problem kod projektiranja
industrijskih procesa. Na smanjivanje njezine vrijednosti moze se utjecati povecanjem
temperature, kao i dodatkom vode, te u oba sluc¢aja dolazi do slabljenja tj. pucanja
intermolekularnih veza (vodikovih veza) izmedu komponenata NADES. Npr. viskoznost
NADES koji su bazirani na glukozi moZe se smanjiti poviSenjem temperature (Hayyan i sur.,
2013c) ili se na viskoznost moze djelovati direktno kod priprave odabirom pravilnog omjera

komponenata i udjela vode ¢ime se dodatno Stedi na energiji, a i vremenu priprave NADES.

25



Tablica 3. Fizikalno-kemijska svojstva pripravljenih prirodnih eutekticnih otapala na

sobnoj temperaturi (25 °C)

] ] elektricna |
udio vode gustoca viskoznost B indeks
NADES 3 vodljivost pH
(%) (gcm™) (Pas) 1 loma
(mScm™)
10 1,25 0,51 0,52 1,47 0,23
30 1,19 0,02 19,21 1,44 | 0,67
ChCl:Ma
ne moze se
50 S 0,005 46,30 1,40 | 1,06
izmjeriti
10 1,34 1,19 0,38 1,48 | 2,24
Pro:Ma 30 1,24 0,02 4,29 1,43 | 2,67
50 1,15 0,004 7,32 1,39 | 2,67
10 1,25 0,44 1,32 1,48 | 3,62
ChClI:Pro:Ma 30 1,19 0,01 17,71 1,44 | 3,21
50 1,13 0,003 27,80 1,40 | 2,97
10 1,29 7,12 0,85 1,47 | 3,16
B:Ma 30 1,23 0,05 1,45 1,44 | 3,27
50 1,16 0,006 4,74 1,40 | 2,88
10 1,40 0,34 0,05 1,48 | 1,01
Ma:Glu:Gly 30 1,29 0,04 0,25 144 | 1,15
50 1,20 0,008 1,43 1,40 | 1,45
10 1,49 0,03 1,46 | 0,41
ne moze se
Ma:Glu 30 1,33 L 0,14 1,45 | 0,49
izmjeriti
50 1,23 0,46 1,44 | 0,76
10 1,22 2,04 1,47 | 0,62
ne moze se
ChCI:Cit 30 ne moze Se . 23,90 1,44 |0,93
- izmjeriti
50 izmjeriti 53,30 1,41 | 1,16
10 1,32 2,20 0,16 1,47 | 2,63
B:Cit 30 1,24 0,06 2,18 1,44 | 2,60
50 1,17 0,006 5,40 1,39 | 2,59
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Zbog ograni¢enja mjernog instrumenta U slu¢ajevima ChCl:Ma50, te ChCI:Cit30 i
ChCI:Cit50 nije moguce izmjeriti gustocu, dok u sluc¢ajevima ChCl:Cit i Ma:Glu (sa 10, 30 i

50 % vode) nije moguce izmjeriti viskoznost.
Gustoca

Usporedujuci rezultate pripravljenih eutekti¢nih otapala primjeceno je da sva otapala
na sobnoj temperaturi (25°C ) imaju veéu gustoéu od gustoée vode (p(H20) = 1,0 g cm™) te da
vrijednost gustoc¢e opada (u prosjeku za 0,08) kako se povecava udio vode u njima $to se slaze

sa rezultatima Dai i sur. (2015).

S obzirom na sastav otapala, otapalo koje sadrzi Secer (Ma:Glu) ima najveéu gustocu
&ija je podetna vrijednost (1,49 g cm™) manja od vrijednosti gustoée Eiste glukoze (1,54 g cm’
%) i &iste jabucne kiseline (1,61 g cm™) (Anonymous 5, 2016) te se dodatkom vode vrijednost
gusto¢e smanjuje na 1,23 g cm™. Takoder, primjeéeno je da dodatak glicerola u otapalo
Ma:Glu uzrokuje sniZavanje gustoée (s 1,49 g cm™ (Ma:Glul0) na 1,40 g cm
¥(Ma:Glu:Gly10)). Usporedujuéi sa literaturnim podacima uo&ava se da otapala koja sadrze
kolin klorid i Secere (glukoza, fruktoza) pokazuju manju vrijednost gustoée ¢ija se vrijednost
kre¢e u rasponu od 1,24 g cm®do 1,34 g cm™ (Hayyan i sur., 2012; Hayyan i sur., 2013c)
nego otapalo sa organskom kiselinom i glukozom (Ma:Glu). Usporedujuéi vrijednosti gustoce
izmedu ChCl:Pro:Ma i Pro:Ma primjeéuje se da se gustoca otapala smanjuje dodatkom kolin
klorida (p(Pro:Mal0) = 1,34 g cm™, a p(ChCl:Pro:Mal0) = 1,25 g cm™), te se moze zakljuciti
da otapala sa kolin kloridom imaju manju gustoc¢u od onih bez kolin klorida u sastavu. Zhang
I sur. (2012) pokazali su sli¢an utjecaj kolin klorida tj. pove¢anjem omjera kolin klorida u
otapalima koja sadrze glicerol postize se smanjenje njihove gusto¢e pa tako otapalo sa
omjerom komponenata 1:1 ima najmaju gustocu. Takoder, primjecuje se da otapalo ChCIl:Cit
sa 10 %-tnim udjelom vode od svih pripravljenihn NADES sa 10 % vode ima najmanju
gustoéu (1,22 g cm™), dok se gustoéa otapala ChCI:Cit sa 30 i 50 % vode nije mogla izmjeriti

zbog ograni¢enja mjernog instrumenta.

Otapala koja sadrze betain i organsku kiselinu (B:Ma i B:Cit) imaju priblizno jednake
vrijednosti gustoée, gustoéa B:Cit kreée se u rasponu od 1,32 g cm>do 1,17 g cm™, a gustoca
B:Maod 1,29 gcm®do 1,16 g cm™.
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Viskoznost

Povecanjem udjela vode u eutekticnim otapalima smanjuje se vrijednost viskoznosti
kod svih otapala $to se slaze sa literaturnim podacima (Dai i sur., 2015). U usporedbi s
viskoznosti opada za jedan do dva reda veli¢ine npr. pad vrijednosti viskoznosti sa
povecanjem udjela vode kod otapala Pro:Ma krece se u rasponu 1,19 Pas (10 % vode) > 0,02
Pas (30%) > 0,004 Pas (50%).

Usporedujucu otapala sa 10 % vode najvecu viskoznost ima B:Ma (7,12 Pas), a slijede
ga B:Cit > Pro:Ma > ChCl:Ma > ChCl:Pro:Ma > Ma:Glu:Gly (0,34 Pas). Vidi se da NADES
koji sadrze betain i organsku kiselinu imaju veéu viskoznost (B:Ma 7,12 Pas, B:Cit 2,20 Pas)
s obzirom na ostale NADES (viskoznost ostalih otapala kre¢e se u rasponu od 1,19 do 0,34
Pas). Usporeduju¢i NADES sa 10 % vode koji sadrze prolin primjecuje se da je otapala
Pro:Ma viskoznije (1,19 Pas) nego ChCl:Pro:Ma (0,44 Pas), Sto ukazuje da dodatak kolin
klorida utjeCe na smanjivanje vrijednosti viskoznosti za duplo. Sli¢no je pokazao i Harris
(2008) gdje dodatak kolin klorida u NADES koji sadrze diole (glicerol) takoder smanjuje

viskoznost.

Kod ostalih otapala sa udjelom vode 30 i 50 % nema znacajne razlike u viskoznost.
Vrijednost viskoznosti otapala sa 30 % vode krece se u rasponu od 0,06 Pas do 0,01 Pas, a
kod otapala sa 50 % vode od 0,008 Pas do 0,003 Pas. Primjecuje se da se vrijednost
viskoznosti otapala priblizno spusta na vrijednost viskoznosti vode na sobnoj temperaturi

(0,001 Pas) sto se slaze sa rezultatima Dai i sur. (2015).

Elekti¢na vodljivost

Elektri¢na vodljivost eutekti¢nih otapala sa 10 % vode kreée se u rasponu od 0,03 mS
cm™ (Ma:Glu10) do 2,04 mS cm™ (ChCI:Cit10) to je slaze sa podacima Zhang i sur. (2012)
koji su pokazali da se vrijednost elektri¢éne vodljivosti vecine otapala na sobnoj temperaturi
nalazi ispod 2 mS cm™ zbog visoke viskoznosti. Poveéanjem udjela vode u otapalima
uzrokuje se drasticno povecanje elektricne vodljivosti te u slucaju ChCl:Ma elektricna
vodljivost se poveéava ¢ak do 88 puta (s 0,52 mS cm™ (ChCl:Mal0) na 46,30 mS cm™
(ChCl:Ma50)), sto je u skladu sa cCinjenicom da dodatak vode moze povecati elektricnu

vodljivosti do 100 puta (Dai i sur., 2015). No, iako je skok vodljivosti s pove¢anjem udjela
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vode samo 26 puta, otapalo ChCl:Cit pokazuje najvecu vodljivost (s 2,04 mS cm™ na 53,30

mS cm™), a najmanju vodljivost pokazuje Ma:Glu (s 0,03 mS cm™ na 0,46 mS cm™).

S obzirom na sastav eutekti¢nih otapala elektri¢na vodljivost otopina sa 10 % vode
opada u smjeru baza:organska kiselina (ChCI:Cit (2,04 mS cm™) > B:Ma (0,85 mS cm™) >
ChCl:Ma (0,52 mS cm™)) > nepolarna aminokiselina:organska kiselina Pro:Ma (0,38 mS cm’
1) > organska kiselina:§eéer:polialkohol Ma:Glu:Gly (0,05 mS cm™) > organska kiselina:Secer
Ma:Glu (0,03 mS cm™), s tim da otapalo B:Cit (baza:organska kiselina, 0,16 mS cm™) &ini
iznimku. Dobiveni rezultati, osim iznimke, slazu se sa literaturnim podacima Dai 1 sur.

(2015).

Primjeceno je da otapalo ChCl:Ma ima vecu elektri¢nu vodljivost kod svih udjela vode
od otapala Pro:Ma §to se slaze sa rezultatima Dai i sur. (2015) koji pokazuju da otapalo kolin
klorid:jabu¢na kiselina s 25 % vode ima vecu elektri¢nu vodljivost od prolin:jabu¢na kiselina
S 25 %, Sto pripisuju ionskoj formi kolin klorida i djelomi¢noj ionizaciji prolina (pKa 1,99), te
sukladno tome zakljucuju da otapala sa kolin kloridom imaju puno vecu vrijednost elektricne
vodljivosti od NADES koji sadrze organske kiseline ili aminokiseline §to se slaze sa
dobivenim rezultatitima. Takoder, povecanje udjela vode na 50 % najveci utjecaj ima na
elekti¢nu vodljivost otapala koja sadrze kolin klorid (vrijednosti elektri¢ne vodljivosti otapala
s 50 % vode: ChCI:Cit (53,30 mS cm™) > ChCl:Ma (46,30 mS cm™) > ChCl:Ma:Pro (27,80
mS cm™)). Vrijednost elektriéne vodljivosti ostalih otapala s 50 % vode krece se od 7,32 mS
cm™ (Pro:Ma) do 0,46 (Ma:Glu).

Indeks loma

Ocekuje se da vrijednost indeksa loma opada kako se povecava temperatura zbog
smanjenja gustoce otapala (Kareem 1 sur., 2010; Hayyan 1 sur., 2012). PoSto povecanje udjela
vode u otapalima takoder uzrokuje smanjenje gusto¢e primjeceno je da vrijednost indeksa

loma polako opada (u prosjeku za 0,04) kako se povecava udio vode u otapalima.

Prema Abottu i sur. (2004) otapala koja sadrze kolin klorid i karboksilne kiseline
pokazuju relativno visoke vrijednost indeksa loma (od 1,53 do 1,49) s time da ChCI:Cit
pokazuje vrijednost od 1,50, a prema Jablonsky i sur. (2015) ChCl:Ma pokazuje vrijednost od
1,48. U nasem slucaju nema razlike izmedu vrijednosti indeksa loma ChCl:Ma (od 1,47 s 10
% vode do 1,40 s 50 %) i ChCI:Cit (od 1,47 s 10 % vode do 1,41 s 50 %), a u slucaju

ChCl:Ma dobiveni su sli¢ni rezultati.
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U radu Hayyan i sur. (2012, 2013c) eutekti¢na otapala koja sadrze kolin klorid i Secere
(fruktozu ili glukozu), &ija se gustoéa krece u rasponu od 1,30 do 1,34 g cm™, pokazuju
vrijednost indeksa loma u rasponu od 1,51 do 1,66. Ne temelju dobivenih rezultata u ovom
istrazivanju, za razliku od otapala koja sadrze kolin klorid i Se¢ere primje¢eno je da otapala s
kolin klorid u kombinacijama s organskim kiselinama i aminokiselinama, osim $to imaju niZu
vrijednost gustoée (od 1,19 do 1,25 g cm™), pokazuju i znatno nizu vrijednost indeksa loma
(od 1,47 do 1,48), te se moze zakljuciti da vrijednost indeksa loma ovisi o gusto¢i otapala tj.

Sto otapalo ima nizu gusto¢U ima i nizu vrijednost indeksa loma.

Opcéenito, najveci indeks loma izmjeren je kod otapala koje sadrzi aminokiselinu
prolin ¢ija struktura moze utjecati na povecanje vrijednosti indeksa loma pa tako otapalo
ChCI:Pro:Mal0 pokazuje najvecu vrijednost indeksa loma (1,48), dok otapalo koje sadrzi
jabuénu kiselinu i Seéer (Ma:Glul0) pokazuje najnizu vrijednost indeksa loma (1,46).
Takoder, moze se primijetiti da dodatak glicerola otapalu Ma:Glu uzrokuje povecanje

vrijednosti indeksa loma na 1,48.
pH

S obzirom da svi NADES u svom sastavu imaju ili jabu¢nu kiselinu (Ma) ili limunsku
kiselinu (Cit) ocekivano pH vrijednost se krece u kiselom podruéju (pH 0,23 do 3,62). Buduci
da se pH vrijednost otapala koja sadrze Secere, te Secerne alkohole (sorbitol) krece u
neutralnom podrucju (Hayyan i sur., 2012, Maugeri i Dominguez de Maria, 2012) vidljivo je
da sastav otapala tj. kemijska priroda HBD (kao npr. prisutnost organskih kiselina) jako utjece

na pocetnu pH vrijednost.

Usporeduju¢i pH vrijednosti otapala vidljivo je da se vrijednost pH u vecini slucajeva
linearno mijenja kako se povecava udio vode. U slucaju otapala ChCl:Ma, Ma:Glu:Gly,
Ma:Glu i ChCI:Cit vrijednost pH raste, u sluc¢aju ChCl:Pro:Ma i B:Cit vrijednost pH opada,
dok u slucaju Pro:Ma i B:Ma dolazi do odstupanja od linearnosti tj. do 30 % udjela vode pH
raste, a poslije opada. ChCl:Ma pokazuje najmanju pH vrijednost koja se kre¢e u rasponu od
0,23 (10 % vode) do 1,06 (50 % vode), dok ChCl:Pro:Ma pokazuje najvecu pH vrijednost
koja se krec¢e u rasponu od 3,62 (10 % vode) do 2,97 (50 % vode). Moze se primjetiti da
dodatak prolina u ChCl:Ma uzrokuje povecanje pocetne pH vrijednosti, no povecanje udjela
vode u otapalu ChCl:Ma:Pro uzrokoje suprotan ucinak nego kod otapala ChCl:Ma tj. pH
vrijednosti otapala ChCl:Ma:Pro opada.
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Takoder, moze se primjetiti da ChCl:Cit i ChCl:Ma pokazuju relativno nisku pocetnu
pH vrijednosti (0,62 kod ChCI:Cit, a 0,23 kod ChCl:Ma), dok su u slucaju otapala B:Cit i
B:Ma pocetne pH vrijednost vise (2,63 kod B:Cit, a 3,16 kod B:Ma). S obzirom na navedeno
moze se zakljuciti da eutekticna otapala koja sadrze betain 1 karboksilnu kiselinu imaju vecu
poCetnu pH vrijednost, nego otapala koja sadrze kolin Klorid i karboksilne kiseline.
Usporeduju¢i pH vrijednosti Ma:Glu i Ma:Glu:Gly primje¢uje se da dodatak glicerola
uzrokuje povecanje pocetne pH vrijednosti sa 0,41 (Ma:Glul0) na 1,01 (Ma:Glu:Gly10), a u

oba sluc¢aja povecanje udjela vode uzrokuje povecanje pH vrijednosti.
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4.3. In vitro djelovanje prirodnih eutekti¢nih otapala na HeLa i HEK293T stani¢ne

linije

Ucinak pripravljenin NADES s 10 %-tnim udjelom vode na proliferaciju humanih
stani¢nih linija HeLa i HEK293T ispitan je kolorimetrijskim The CellTiter 96® AQueous One
Solution testom stani¢ne proliferacije. Nakon prekonoénog rasta nacijepljenih HelLa i
HEK293T stanica u plo¢ama S 96 jazica, stanice su tretirane s ishodnim otopinama NADES
tako da je njihova koncentracija u jaZicama bila 500, 1000 i 2000 mg L™. Nakon 72 sata
tretmana, u svaku jazicu dodaje se reagens The CellTiter 96® AQueous One Solution, te se
stanice stavljaju na inkubaciju 4 sata. Nakon inkubacije, apsorbancija se mjeri pri 490 nm na
mikrotitarskom ¢ita¢u. Eksperimenti su provedeni tri puta s cetiri paralele za svaku
koncentraciju, te su podaci izrazeni kao srednja vrijednost = S.D (n=3). Prezivljavanje stanica

izraZeno je kao postotak tretiranih stanica u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.

S obzirom na male razlike u djelovanju NADES pri koncentracijama 500, 1000 i 2000
mg L, grafi¢ki su prikazani samo rezultati za najvisu ispitanu koncentraciju NADES (2000
mg L) (slika 5. i 6.).
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Slika 5. Djelovanije 10 %-tnih otopina NADES (2000 mg L™) na HeLa stani¢nu liniju
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Slika 6. Djelovanje 10 %-tnih otopina NADES (2000 mg L") HEK293T stani¢nu liniju

Tijekom tretmana HeLa i HEK293T stanica s pripravljenim NADES primjecena je
promjena boje medija iz narancaste u zutu (pogotovo kod najveée koncentracije NADES koji
sadrze limunsku kiselinu, B:Cit i ChCIl:Cit). Budu¢i da medij za uzgoj DMEM sadrzi
indikator fenol-crveno, ¢ija promjena boje ukazuje na promjenu pH medija, te s obzirom da se
pH vrijednost NADES krece u kiselom podrucju, promjena boje u zutu pokazuje da NADES
uzrokuju snizavanje pH medija. Sam pad pH vrijednosti medija nije imao negativan ucinak na
rast stanica. Vjerojatno zato jer je mediji za uzgoj stanica dobro puferirani te obzirom na
razrjedenje 1 mali volumen dodanih NADES, njihova kiselost nije znacajno promjenila pH

medija.

Iz dobivenih rezultata moze se uociti da pripravljena eutekti¢na otapala u ispitanom
rasponu koncentracija (500, 1000 i 2000 mg L™) nemaju inhibitoran u¢inak na Hela i
HEK293T stani¢ne linije. Postotak prezivljavanja HeLa stanica krece se u rasponu od 106,13
(stanice su tretirane sa B:Ma) do 98,55 (stanice su tretirane sa B:Cit), dok se postotak
prezivljavanja HEK293T krece u rasponu od 112,14 (stanice su tretirane sa Pro:Ma) do
101,68 (stanice su tretirane sa ChCI:Cit).
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Takoder, niti jedan od testiranih NADES nije uzrokovao inhibiciju rasta 50 % stanica,
¢ak i kod najvisih koncentracija, stoga se moze zakljuciti da je ECsp vrijednost (koncentracija
otapala pri kojoj odumire 50 % tretiranih stanica) ve¢a od 2000 mg L . Sukladno tome, u
nasem slucaju na HeLa i HEK293T stani¢nim linijama u koncentraciji od 2000 mg Lt
eutekticna otopina ChCI:Cit ne pokazuje citotoksi¢ni efekt (postotak prezivljavanja stanica
iznosi 103,67 + 1,43 za HelLa, a 101,68 + 9,91 za HEK293T), dok u vecoj koncentraciji
(2500 mg L'l) na stani¢noj liniji misjih fibroblasta (L929) pokazuje citotoksi¢an ucinak
(postotak prezivljavanja stanica je oko 70 %) (Paiva i sur., 2014). Takoder, Radosevic i sur.
(2016) pokazuju da otapalo ChCl:Ma (molarni omjer 1:1) u koncentraciji od 2000 mg L™
uzrokuje inhibiciju rasta stanica ovarija kanalskog soma (CCO) (postotak prezivljavanja oko
70 %), no u naSem sluc¢aju navedeno otapalo ne pokazuje inhibitorni u¢inka na Hela i
HEK293T stanice. S obzirom na navedeno, vidi se da eutekti¢na otapala imaju razli¢iti ué¢inak
na razli¢ite stani¢ne linije (Hayyan i sur., 2015, Wen i sur., 2015), te da su humane stani¢ne
linije HeLa i HEK293T otpornije na djelovanje NADES od CCO i L929 stani¢nih linija.

Mnogi autori isti¢u da NADES koji sadrze organske kiseline kao HBD (npr. oksalana,
limunska, jabuCna, vinska i ostale kiseline) pokazuju vecu citotoksi¢nost na razli¢itim
stani¢im linijama (normalne i tumorske humane, riblje i misje stani¢ne linije) od NADES koji
sadrze Secere kao HBD (npr. glukoza, manoza, fruktoza, ksiloza i ostali) (Paiva i sur., 2014;
Radosevi¢ i sur.,, 2015; Radosevi¢ i sur., 2016; Hayyan i sur., 2015). Usporedujuci
medusobno dobivene rezultate citotoksi¢nosti testiranin NADES na HelLa i HEK293T
stani¢nim linijjama primjecuje se da nema prevelike razlike izmedu citotoksi¢nosti NADES.
Buduci da svi NADES u svom sastavu imaju ili jabuénu kiselinu (Ma) ili limunsku kiselinu
(Cit) primjeceno je da dodatak secera (glukoza), glicerola, prolina, betaina, kolin Klorida ili
glicerola navedenim organskim kiselinama ne utjeCe puno na promjenu citotoksi¢nosti

NADES.
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4.4. Antioksidacijski kapacitet prirodnih eutekti¢nih otapala

ORAC metodom odreden je antioksidacijski kapacitet (AUC) prirodnih eutekti¢nih
otapala s 10 %-tnim udjelom vode prac¢enjem inhibicije djelovanja slobodnog radikala AAPH
(2,2'-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid) na fluorescentni spoj fluorescein. U
usporedbi sa standandiziranim metodama za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (FRAP
metoda, DPPH metoda) ORAC metoda ima mnoge prednosti kao §to je odvijanje metode u
podrucju fizioloskog pH i pri temperaturi od 37 °C te se koristi peroksil radikal s redoks
potencijalom i reakcijskim mehanizmom koje je slican mehanizmu koji se odvija u nasem

organizmu.

Rezultati analize se izrazavaju u ekvivalentima Troloxa (TE, 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), tj. kao pmol TE g™ s.tv. Rezultati analize NADES

izrazeni su kao srednja vrijednost + S.D. (n =3), te su prikazani na slici 7.
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Slika 7. Relativne ORAC vrijednosti za analizirana prirodna eutekticna otapala s 10 %-tnim

udjelom vode
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Relativne ORAC vrijednosti analiziranin NADES znatno se razlikuju od uzorka do
uzorka. Medu ispitanim otapalima najveéi antioksidativni kapacitet, ima ChCl:Ma
(11,87+1,54 pmol TE g* s.t.), a prate ga Pro:Ma ~ B:Ma > Ma:Glu:Gly > Ma:Glu =
ChCl:Pro:Ma > ChCL:Cit i B:Cit (1,67+0,01 pmol TE g*s.t.). koji ima najnizi antioksidativni
kapacitet. Navedeni rezultati pokazuju da testirani NADES imaju odredenu antioksidativnu
aktivnost, $to se razlikuje od zapazanja Hayyan i sur. (2015), koji su pokazali da NADES koji
u sastavu imaju kolin klorid i HBD kao $to su glicerin, etline glikol, trietilen glikol i urea ne
pokazuju antioksidativnu aktivnost. S obzirom na sastav NADES vidi se da najmanju
antioksidativnu aktivnost imaju NADES koji sadrze limunsku kiselinu (ChCI:Cit i B:Cit ), za
razliku od ostalih koji sadrze jabu¢nu kiselinu. lako Triantis i sur. (2001) nisu mijerili
antioksidativna aktivnost NADES, vidi se poveznica izmedu rezultata. Oni su na temelju
rezultata PSCL (photo-storage chemiluminescene) metode pokazali da aditiv jabuéna kiselina

(E296) ima puno vecu antioksidativnu aktivnost od limunske kiseline (E330).

Pripravljeni NADES u svojem sastavu sadrze spojeve kao $to su organske kiseline
(jabu¢na i limunska), prolin i betain koji u ¢istom stanju pokazuju razli¢ita antioksidativna
svojstva. Npr. limunska i jabu¢na kiselina imaju znacajnu ulogu kao sredstva za keliranje, tj.
limunska kiselina djeluje kao antioksidativni sinergist jer uklanjaja ione metala koji
kataliziraju reakcije oksidacije i utjeCu na povecanje aktivnosti fenolnih antioksidansa, te se
moze Koristiti kao sredstvo za uklanjanje radioaktivnih Cestica, dok jabuc¢na kiselina kao
sredstvo za keliranje uspjesno §titi tkivo jetre od Stetnog ucinka AICls, inhibira aktivnost
mnogih enzima kao npr. polifenoloksidaze (specava posmedivanje voca), te djeluje
sinergisti¢ki uz vitamin C ¢ime povecava njegovo djelovanje. Takoder, pripravci koji sadrze
metalne ione 1 limunsku kiselinu blagotvorno djeluju na kroni¢ne rane jer limunska kiselina
deaktivira superoksidne anione (ROS) koji sprecavaju zacijeljivanje rana (Van der Berg 1 sur.,
2003). Obje kiseline pokazale su zastitni uc¢inak kod ishemijsko-reperfuzijske ozljede sr¢anog
miSi¢a tj. utjeCu na smanjenje veli¢ine sr€anog miSi¢a, agregaciju trombocita, te djeluju
protuupalno (Tang i sur, 2013). Sto se ti¢e aminokiseline prolina i tercijarnog amina betaina
(N,N,N-trimetilglicin), egzogeni prolin i betaina u biljnim stanicama uzrokuju aktivaciju
antioksidativne obrane koja ublazava Stetne ucinke oksidativnog stresa uzrokovanog
nakupljanjem Cd u stanici. Prolin smanjuje lipidnu peroksidaciju uzrokovanu Cd i povecava
aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (KAT) koje sudjeluju u antioksidativnoj

obrani, ali za razliku od betaina, ne smanjuje koncentraciju Cd u stanici (Islam i sur., 2009).
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S obzirom na to da navedene komponente (limunska i jabu¢na kiselina, prolin i betani)
imaju moguénosti primjene kao antioksidativna sredstva, te na dobivene rezultate o
antioksidativnim svojstvima NADES moze se ocekivati da ¢e daljnja istrazivanja na stani¢nim
kulturama pokazati neku vrstu bioloske aktivnosti prirodnih eutekti¢nih otapala. Smatramo da
se pravilnim odabirom tvari za pripravu NADES, osim $to se mogu dizajnirati njihova

fizikalno-kemijska svojstva za buduée primjene, mogu Se dizajnirati i bioloska svojstva.

37



5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Primarni metaboliti kao $to su glukoza, prolin, betain, glicerol, kolin klorid, limunska i
citratna kiselina u odgovaraju¢im omjerima i s razli¢itim udjelima vode (10, 30, 50%)

uspjesno tvore stabilne NADES.

2. Ovisno o strukturi NADES njihova fizikalno-kemijska svojstva medusobno se znatno

razlikuju.

3. Povecanje udjela vode u NADES uzrokuje linearno smanjivanje vrijednosti gustoce,
smanjivanje indeksa loma, a u slufaju viskoznosti dodatak vode uzrokuje
eksponencijalno smanjivanje vrijednosti. Za razliku od njih poveéanje udjela vode u
NADES ima suprotan ucinak na vrijednost elektri¢ne vodljivosti koja se poveéava cak

do 88 puta.

4. Vrijednost pH NADES krec¢e u kiselom podrucju od 0,231 do 3,619 budu¢i da u svom
sastavu imaju jabuénu ili limunsku kiselinu. pH vrijednosti takoder se mijenjaju
dodakom vode, te u sluc¢aju ChCl:Ma, Pro:Ma, Ma:Glu:Gly, Ma:Glu i ChCI:Cit pH
vrijednost raste, u slu¢aju ChCl:Pro:Ma i B:Cit vrijednost pH opada, dok u slucaju
B:Ma i Pro:Ma do 30 % udjela vode pH raste, a potom opada.

5. Osam pripravljenih NADES u ispitanom rasponu koncentracija (500 mg L™ do 2000
mg L) ne pokazuje negativan utjecaj na rast i prezivljavanje HelLa i HEK293T

stani¢nih linija tj. ne inhibiraju rast stanica.

6. Analizom antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom utvrdeno je da svi testirani
NADES pokazuju antioksidativnu aktivnost §to upu¢uje na mogucéu bioloSku aktivnost

NADES u daljnjim istrazivanjima na stani¢énim kulturama.

7. S obzirom da pripravljeni NADES ne pokazuju citotoksi¢ni u¢inak na tretirane stanice,
imaju antioksidativna svojstva, te se fizikalno-kemijska svojstva mogu pozitivno
prilagoditi povecanjem udjela vode dobri su kandidati kao otapala za primjenu u

raznim tehnoloski procesima.
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