SveuciliSte u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Ivona Karaula i Emma Karolina Vasung

Inovativni pristupi u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljaka: racionalnim
dizajnom do visokovrijednih ekstrakata brokule u prirodnim

niskotemperaturnim eutekti¢ckim otapalima

Zagreb, 2024.



Ovaj rad izraden je u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije Zavoda
za biokemijsko inzenjerstvo Sveudilista u Zagrebu Prehrambeno-biotehnoloski fakultet pod
vodstvom izv. prof. dr. sc. Marine Cvjetko Bubalo te je predan na natje¢aj za dodjelu Rektorove
nagrade u akademskoj godini 2023./2024.



Sadrzaj

B U Y 0 R 1
1.1 BioloSki aktivni spojevi u biljkama ..., 1
1.1.1. Definicija i podjela sekundarninh metabolita..................uvviviiiiiiiiiiiiiis 1
0 O 0 R o1 1Y T R 4
O 2 1 111 (o4 | T ] - 5
1.1.2. Brokula kao izvor bioloSki aktivnih spojeva............cccccovviiiiiiiiiiii 7
1.1.3. Tradicionalni i suvremeni pristupi u ekstrakciji bioloSki aktivnih spojeva.............. 9
1.2, ZeleNa Otapala........ccooeeeiiiieeicee e e 11
1.2.1. Zelena otapala u kontekstu zelene Kemije ..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiii e 12
1.2.2. Tipovi zelenih Otapala ..........cooii i 13
1.2.3. Niskotemperaturna eutektiCka otapala..............cccooei i, 15

1.2.4. Prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala i njihova primjena u ekstrakciji

bioloski aktivnih spojeva iz biljaka............cccooviiiii i, 18

2. OPCI I SPECIFICNI CILIEV .. ..ooviieeieeee ettt ettt nen e 20

2.1. OpCi i SPECITIENI CIlJEVI ..vvui i 20

3. MATERIJALI I METODE.......co oo 21

oL MAEETTAIT .o 21

700 0 B o 1 o] I o] (0 (0 | =P 21

3.1 2. KeMIKAIE ..o 21

3.1.3. OtOPINE T PUTETT .o 22

314, SEANICNE TINIJE... ittt 24

3.1.5. OPremMa i UFA@JH .. ...uuuuueiiiiiiiiiiiiiii e 24

R JZ |V = o o = PP 25
3.2.1. Radunalno predvidanje topljivosti polifenola i glukozinolata u prirodnim

niskotemperaturnim eutektiCkim otapalima.............cccooooiiiiiii 25

3.2.2. Priprema i karakterizacija prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala........ 28

3.2.2.1. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala............................ 28

3.2.2.2. Fizikalno-kemijska karakterizacija prirodnih niskotemperaturnih eutektickin

(0] 7= o 7= - TP 28
3.2.3. Ekstrakcija polifenola i glukozinolata iz brokule ..., 29
3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau reagensom...............ccccecuuveee. 29
3.2.5. Pracenje stabilnosti polifenOla..........ccuuiii i 31
3.2.6. Odredivanje pojedinacnih alifatskih i indolnih glukozinolata ...................cccevvnennn. 31

3.2.6.1. Ekstrakcija ukupnih glukozinolata iz brokule ..............cccooooiiiiii 31



3.2.6.2. Desulfatacija pripravljenih ekstrakata pomoc¢u enzima sulfataze .................. 31

3.2.6.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

desulfoglukozinolata..............coooeeeeiei i ——— 32
3.2.7. Pracenije stabilnosti alifatskih i indolnih glukozinolata..................cccooooooiinnnn. 33
3.2.8. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta primjenom ORAC metode.................... 33
3.2.9. Ispitivanje bioloSke aktivnosti ekstrakata brokule na stani¢nim linijama HaCaT i
[ (=] - TP PP PPPTTPTTRR 34
3.2.9.1. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo .............cccceiiiiiiienineienns 35
3.2.9.2. Odredivanje vijabilnosti stanica MTS metodom............ccccoovvviiiiiiiiiieeneneeenns 35
3.2.10. StatistiCka obrada podataka.............cccooeiiiiiiiii 36
4. REZULTATI I RASPRAVA . ... 37
4.1. Racunalni probir prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala za ekstrakciju
polifenola i gIUKOZINOIALA ............cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 38
4.2. Priprema i karakterizacija prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala........... 44

4.3. Priprema i karakterizacija ekstrakata brokule primjenom prirodnih

niskotemperaturnih eutektiCkih otapala.............cccccoeiiiiii 45
4.3.1. Sadrzaj i stabilnost polifenola...............couuiiiiiiiiii s 46
4.3.2. Sadrzaj i stabilnost glukozinolata .............cccooo oo, 48
4.3.3. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata.............cccevuvviviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 52
4.3.4. UCinak ekstrakta brokule u B:Glci:1 na proliferaciju humanih stanica.................. 53

4.4. Procjena odrzivosti postupka priprave ekstrakta brokule primjenom prirodnih

niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala............cccoooo i 54
5. ZAKLJUCC ] ......cveeeeeeeee oottt ettt ettt ettt nsaneeteete e eneannare e 62
B. LITERATURA ..ottt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s st eeeaeee e e e st teeaaaaeeeesaannnnnnenaaeens 32
7. SAZEIAK ..o 72

8. SUIMIMAIY ..ot e e ettt e e e e e e et e e e e et e e e e e et e enne b e e eeeas 73



1. UVOD



1.1 Bioloski aktivni spojevi u biljkama

Znacaj biljaka u ljudskoj prehrani i lije€enju razliCitih stanja i bolesti prepoznat je josS od
antickih vremena, no tek su tijekom 20. i 21. stolje¢a, kroz brojna istrazivanja, identificirani
razligiti bioloki aktivni spojevi u biljkkama uz potvrdu brojnih zdravstvenih blagodati. Sirok
raspon bioloSkih aktivnosti ovih komponenti ukljuCuje antioksidativno, antimikrobno,
antikancerogeno i protuupalno djelovanje, ali i brojna druga. Danas se bioloski aktivni spojevi,
u obliku biljnih ekstrakata odnosno gistih spojeva dobivenih sintetskim ili polusintetskim
postupcima, Siroko primjenjuju u prehrambenoj, farmaceutskoj te brojnim drugim industrijama
(Azmir i sur., 2013). Ekstrakcija vodom ili organskim otapalima najceS¢e je prvi korak u izolaciji
bioloski aktivnih spojeva kojim se postize njihovo koncentriranje i odvajanje od balastnih tvari,
a u novije vrijeme sve se viSe istrazuju postupci koji ukljuéuju primjenu alternativnih izvora

energije odnosno inovativnih zelenih otapala (Kyriakoudi i sur., 2024).

1.1.1. Definicija i podjela sekundarnih metabolita

BioloSki aktivni spojevi u biljkama mogu se definirati kao sekundarni metaboliti koji
izazivaju farmakolo3ke ili toksikoloSke u€inke kod ljudi i Zivotinja, a njihova kemijska priroda i
sastav variraju medu biljnim vrstama. Sekundarni metaboliti proizvodi su tzv. sporednih
metaboli¢kih puteva u biljkama te nisu izravno ukljueni u osnovne Zivotne procese, poput
rasta, razvoja i razmnozavanja. lako nisu kljuéne za osnovne fizioloske funkcije, od iznimne su
vaznosti za prezivljavanje biljaka, ukljuCujuci zastitu od nametnika, otpornost na bolesti,
privlaCenje kukaca te za oplodnju ili signalizaciju. Primjerice, flavonoidi Stite biljku od slobodnih
radikala nastalih tijekom fotosinteze, hlapljivi terpenoidi proizvode mirise koji priviaCe kukce
opraSivace, a za alkaloide je poznato da odbijaju napade insekata (fitoaleksini). Za neke je
skupine sekundarnih metabolita dokazano i da djeluju kao kljuéne molekule u stani¢noj
signalizaciji (Twaij i Hasan, 2022). Sposobnost proizvodnje ovakvih spojeva karakteristi¢na je
za vecinu biljaka, uklju€ujuci i bilike za prehranu ljudi i Zivotinja, a na njihov sadrzaj u biljkama
utje€u geneticki, okolisni i agronomski ¢imbenici (Neugart i sur., 2018).

Bioaktivni spojevi u bilkama klasificiraju se prema razli€itim kriterijima. Uobi€ajeno,
sekundarni metaboliti klasificiraju se prema kemijskoj strukturi u pet velikih skupina: dusikovi

spojevi, fenolni spojevi, glikozidi, tanini i terpenski spojevi (Slika 1).
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Slika 1. Klasifikacija sekundarnih biljnih metabolita (prema Das i Gezici, 2018)

Dusikovi spojevi ukljuéuju alkaloide, neproteinske aminokiseline i cijanogene glikozide.
Alkaloidi, derivati aminokiselina, heterocikli¢ki su spojevi ugljika koji sadrze najmanje jedan
atom duSika unutar ili izvan prstena. Upotreba biljaka koje sadrze alkaloide kao boja, za€ina,
lijekova ili otrova datira gotovo do pocetka civilizacije, a poznati su po svom karakteristichom
gorkom okusu (Jain i sur., 2019). RazliCite skupine alkaloida karakterizira Sirok spektar
djelovanja. Tropanski alkaloidi imaju antikolinergi¢ku aktivnost (antagonisti su muskarinskih
receptora) i koriste se za smanjenje gréeva glatkih misi¢a, hipersekrecije i bola. Visoke
koncentracije pronadene su u biljnim porodicama Solanaceae i Erythroxylaceae (Kohnen-
Johannsen i Kayser, 2019). Izokinolinski alkaloidi su izuzetno velika skupina alkaloida koja se
vecinom javlja u viSim biljkama, poput biljaka iz porodica Papaveraceae i Berberidaceae, a
njihovi najznacajniji ucinci su ublazavanje boli te inhibicija rasta tumorskih, kao i bakterijskih
stanica (Dey i sur., 2020). Nadalje, pirozolizidinske alkaloide karakterizira hepatotoksi¢nost
nakon bioaktivacije, a posebno su prisutni u porodici Asteraceae, dok su metilksantinski
alkaloidi, prisutni u biljkama Coffea arabica (kava) i Theobroma cacao (kakao), znacajni po
tome $to se u razliitom stupnju veZu na adenozinske receptore i izazivaju neuroloSke ucinke
kod ljudi i Zivotinja (Karuppagounder i sur., 2021). Pseudoalkaloidi nisu derivati aminokiselina,
no poput pravih alkaloida sadrze heterocikli¢ki prsten s duSikom te pokazuju sli¢na kemijska
svojstva. Neke skupine pseudoalkaloida dokazano djeluju na srediSnji Ziv€ani sustav te
prijenos iona i rad srca, a pronadeni su u raznolikim biljnim vrstama, ukljuCujuci primjerice one

iz porodice Solanaceae (Chowanski i sur., 2016). Biljni proteini i peptidi vrlo su znacajni u



prehrani ljudi i zZivotinja. Posebno su vazni bioaktivni biljni proteini i peptidi, koji obi¢no nisu
hidrolizirani u probavnom traktu. Mnogi od njih se u svom poéetnom obliku apsorbiraju i
ostvaruju specificno djelovanje u organizmu. Ovakve proteine i peptide posebno proizvode
bilike iz porodice Euphorbiaceae. Neproteinske aminokiseline predstavljaju rezervoar
organskog dusSika u bilikama. Osim toga, igraju vazne uloge u signalizaciji te u odgovoru na
stres (Vranova i sur., 2011).

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji sadrze fenolnu skupinu, odnosno
benzenski prsten s najmanje jednom hidroksilnom (-OH) skupinom. NajraSireniju skupinu
fenolnih spojeva C&ine flavonoidi. Flavonoidi su fenolni spojevi koji se sastoje od dva fenilna
prstena s jednim ili viSe hidroksilnih supstituenata. Proantocijanidini su oligomeri flavonoida te
se zajedno s njima mogu pojavljivati kao glikozidi. Fenolne grupe ovih spojeva uklju€ene su u
op¢i antioksidativni ucinak, a drugi ucinci mogu biti razli¢iti. Primjerice, neke strukture
karakteristiCne su za smanijuje upale ili prevenciju raka. Flavonoidi i proantocijanidini pojavljuju
se u velikom broju biljnih porodica kao prirodni pigmenti. Polifenoli su prirodni spojevi Siroko
rasprostranjeni u raznim biljnim vrstama, a njihova kemijska struktura ukljuCuje najmanje dva
fenilna prstena s jednim ili viSe hidroksilnih supstituenata. Ova sloZena struktura omogucéava
polifenolima da djeluju kao snazni antioksidansi, 5to je od velike vaznosti za zastitu biljaka od
oksidativnog stresa. Osim toga, dokazani su i njihovi brojni pozitivni u€inci na ljudsko zdravlje
(Fragai sur., 2019).

Glikozidi su spojevi koji se sastoje od razliitih vrsta sekundarnih metabolita povezanih s
mono- ili oligosaharidom ili s uronskom kiselinom. Dio koji €ini saharid ili uronska kiselina
naziva se glikon ili Se¢erni dio, a drugi dio aglikon ili neSeéerni dio. Glikonski i aglikonski dio
povezani su glikozidnom vezom. Za glikozide je najéeSce karakteristicna hidroliza u debelom
crijevu Covjeka. Glavne skupine glikozida su sréani glikozidi, cijanogeni glikozidi, glukozinolati,
saponini i antrakinonski glikozidi. Sr€ani glikozidi su spojevi za €ije je aglikone karakteristiCna
steroidna struktura. Djeluju inhibiraju¢i Na*/K*-ATP-azne pumpe (Schneider i sur., 2017), §to
rezultira pove¢anom kontraktilno$c¢u srca te smanjenom frekvencijom otkucaja. Sréani glikozidi
prisutni su u biljnim porodicama Scrophulariaceae te Convallariaceae. Cijanogeni glikozidi se
sastoje od aglikona tipa a-hidroksinitrila i Secernog dijela (naj¢e$c¢e D-glukoze). Zbog cijanidne
skupine koju sadrze (-CN), najCeSce ih se ne svrstava medu uobiCajene glikozide. Umjesto
toga, pripadaju skupini dusikovih spojeva u biljkama, a karakteristi¢ni su po oslobadanju
toksi¢nog vodikovog cijanida koji u visokim dozama moze biti smrtonosan. Ovi spojevi
posebno su prisutni u vrstama porodice Rosaceae (Vetter, 2000). Saponini, glikozidi Siroko
rasprostranjeni u carstvu biljaka, ukljuuju raznoliku skupinu spojeva karakteriziranih
strukturom koja sadrzi steroidni ili triterpenoidni aglikon i jedan ili vise Secernih lanaca.
Saponinski glikozidi su velike molekule s hidrofilnim glikonom i hidrofobnim aglikonom, §to im

daje emulgiraju¢a svojstva te se mogu koristiti kao deterdzenti, a pokazuju i imunomoduliraju¢e



te antineoplastiéne ucinke. Prisutni su u razli¢itim biljnim porodicama, medu kojima se moze
istaknuti Liliaceae (Ozlem i Mazza, 2007).

Tanini pripadaju grupi polifenolnih spojeva, a dijele se na kondenzirane i hidrolizabilne.
Obje vrste tanina imaju vecinu zajednickih svojstava, ali su hidrolizabilni tanini manje stabilni i
imaju veci potencijal za izazivanje toksi¢nosti. Veci tanini koriste se kao adstringenti u
slu¢ajevima krvarenja koze, pojave upalnih procesa i akni. Tanini su Siroko rasprostranjeni u
brojnim biljnim porodicama, od kojih se istiCe Fagaceae (Wang i sur., 2016).

Terpenoidi su prirodni lipofilni spojevi koji spadaju u skupinu terpenskih spojeva. Njihova
se struktura sastoji od razliCitog broja izoprenskih jedinica. Od posebnog su znac€aja njihovi
antineoplasti¢ni, antibakterijski i antivirusni uc€inci. Pronadeni su u razli€itim biljnim
porodicama, ukljuCujuc¢i Lamiaceae (porodica majc€ine dusice) (Bendif i sur., 2021). Smole
takoder spadaju u grupu terpenskih spojeva, a predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu
sekundarnih metabolita te obi¢no uklju€uju i hlapljive i nehlapljive spojeve. Najpoznatije su
smole koje luCe drvene strukture, ali prisutne su i kod zeljastih biljaka. Za vec¢inu smola

karakteristicna su antimikrobna svojstva i mogucénost zacjeljivanja rana (Khan i Kumar, 2016).

1.1.1.1. Polifenoli

Polifenoli su prirodni spojevi zastupljeni u brojnim biljnim vrstama. Njihovu strukturu
karakteriziraju najmanje dva fenilna prstena s jednim ili viSe hidroksilnih supstituenata. S
obzirom da imaju znacajnu ulogu u rastu i razvoju te obrambenim mehanizmima biljaka,
ubrajaju se medu najvaznije sekundarne biljne metabolite. Od iznimnog su znacaja njihova
antioksidativna svojstva kao i sposobnost keliranja iona teSkih metala. Pronadeni su u vocu,
povrcu, zelenom €aju i cjelovitim Zitaricama. Temeljem njihove kemijske strukture i sloZenosti
(tj. broja fenolnih prstena i supstituiraju¢ih skupina), polifenoli se opcenito klasificiraju u
flavonoide i ne-flavonoide (Neveu i sur., 2010). Glavne skupine ne-flavonoidnih spojeva €ine
fenolne kiseline (hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina), tanini (hidrolizirajuci i
kondenzirani tanini — proantocijanini), lignani i neolignani, kumarini te fenolni alkoholi (Slika 2)
(Singla i sur., 2019).

Obzirom na veliku brojnost i bogatu strukurnu raznolikost, flavonoidi predstavljaju
najznacajniju heterogenu skupinu fenolnih spojeva. Naime, u razli€itim biljkama identificirano
je preko 9000 flavonoidnih komponenti. Osnovnu strukturu flavonoida €ine dva benzenska
prstena (A i B) koja su povezana jednim heterociklickim furanskim ili piranskim prstenom (C),
Sto se Cesto opisuje kao C6-C3-C6 sustav. Strukturna raznolikost flavonoidnih molekula
proizlazi iz razlika u obliku hidroksilacije i oksidacijskom stanju, §to rezultira Sirokim spektrom
spojeva: flavanoli, antocijanidini, antocijanini, izoflavoni, flavoni, flavonoli, flavanoni,

flavanonoli i dr. (Singla i sur., 2019).



Fenolne kiseline

Hidroksibenzojeva y Far kDo
kiselina 4 enolni alkoholi
Hidroksicimetna ¥ /

kiselina

Flavonoidi

Flavoni
Flavanoni
Flavonoli

Antocijanini

I1zoflavoni

Hidroliziraju¢i tanini

Lignani i

Kondenzirani tanini neolignani

Slika 2. Fenolni spojevi prisutni u razli€itim biljnim vrstama (prema Singla i sur., 2019)

Posljednjih godina, posebna je pozornost posvecena istraZivanju zdravstvenih koristi
polifenola. Na koncentraciju polifenola u bilikama i drugim prehrambenim proizvodima utjecu
brojni okolidni E&imbenici ukljuCujuci izloZenost suncu, koli¢ine oborina, prinos plodova i dr., kao
i biokemijski ¢imbenici u koje spadaju stupanj zrelosti te metoda termi¢ke obrade odnosno
kulinarske pripreme. Dokazano je kako redovita konzumacija hrane bogate polifenolima moze
pomoci u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, poremecaja jetre, pretilosti i dijabetesa (Rasouli
i sur., 2017).

1.1.1.2. Glukozinolati

Glukozinolati su sekundarni biljni metaboliti Ciju osnovnu strukturu €ini B-D-tioglukozna
skupina povezana sa sulfoniranom aldoksimskom jedinicom i varijabilnim aminokiselinskim
bocnim lancem. Njihovi aglikoni potje€u od aminokiselina. Za ove spojeve karakteristi¢no je da
sadrze sumpor. Glukozinolati su posebno karakteristi¢ni za biljke iz porodice Brassicaceae, a
na temelju strukture aminokiselinskih prekursora, glukozinolati se mogu podijeliti u sljedece
skupine: (a) alifatski glukozinolati izvedeni iz metionina, izoleucina, leucina ili valina, (b)
aromatski glukozinolati izvedeni iz fenilalanina ili tirozina te (c) indolni glukozinolati izvedeni iz
triptofana (Radojci¢ Redovnikovic i sur., 2008).

U prirodi je identificirano vise od 130 razliCitih glukozinolata, a njihova strukturna
raznolikost najceS¢e je posljedica Sirokog raspona sekundarnih modifikacija, uklju€ujuci

oksidaciju, desaturaciju, hidroksilaciju, metoksilaciju, sulfataciju i glukozilaciju (Halkier i



Gershenzon, 2006; Wittstock i Halkier, 2002). Glukozinolati ¢ine jednu od najvaznijih skupina
sekundarnih biljnih metabolita prilikom interakcije biljaka i insekata, predstavljajuéi klasi¢an
primjer biljnih obrambenih mehanizama protiv biljojeda (Hopkins i sur., 2009). Glukozinolati se
mogu hidrolizirati kako bi se proizveli izotiocijanati, nitrili, tiocijanati, goitrini i epitionitrili u
prisutnosti biotickih ili abioti¢kih aktivatora (Bones i Rossiter, 2006). Obzirom da su stabilni
spojevi, hidroliza glukozinolata odvija se enzimskim reakcijama. Enzim koji katalizira reakcije
hidrolize naziva se mirozinaza, a smjeStena je u specificnim vakuolama biljnih stanica
nazvanim mirozinska tijela. Tijekom obrade biljaka ili transformacije u gastrointestinalnom
sustavu prilikom probave, razgradnja biljnih tkiva omogucuje oslobadanje glukozinolata i
mirozinaze (Bones i Rossiter, 2006). Zatim, enzim katalizira hidrolizu tioglukozida, proizvodeci
glukozu i nestabilni aglikon poznat kao tiohidroksimat-O-sulfonat, koji spontano prelazi u ITC,
nitrite, tiocijanate, epitinitrile i oksazolidin-2-tione, ovisno o fizikalno-kemijskim uvjetima medija.
Od iznimnog je znac€aja enzimska konverzija glukorafanina u sulforafan. Naime, sulforafan je
dugo vremena poznat po blagotvornim ucincima na zdravlje, a dokazana je i njegova uloga u
mehanizmima zastite stanica od raka (Bulgakov i sur., 2016; Calmes i sur., 2015).

Veé su znanstvena istrazivanja iz proslog stolje¢a ukazala na povezanost izmedu
konzumacije biljaka iz porodice Brassicaceae i prevencije odredenih vrsta raka, a dokazana je
i njihova uloga u smanjenju rizika od vide vrsta bolesti, poput dijabetesa, kardiovaskularnih
poremecaja, bakterijskih infekcija i drugih disfunkcija uzrokovanih oksidativnim stresom
(Dinkova-Kostova i Kostov, 2012). Postoje dokazi koji ukazuju na to da glukozinolati i njihovi
produkti hidrolize imaju antifungalnu aktivnost u bilikama (Ishida i sur., 2014; Wittstock i Halkier
2002). Naime, uslijed gljivicne infekcije vrste B. napus, mjerenja su detektirala poveéanu razinu
glukozinolata. Takoder, razina ekspresije enzima uklju€enih u biosintezu glukozinolata bila je
povecana prilikom inokulacije listova modelne bilike A. thaliana s nekrotrofnim patogenom
Sclerotinia sclerotiorum (Ishida i sur., 2014; Stotz i sur., 2011). Osim toga, dokazano je da
glukozinolati i njihovi derivati, prvenstveno izotiocijanati, mogu djelovati kao antimikrobni
agensi protiv patogenih bakterija (Sotelo i sur., 2015; Aires i sur., 2009). Istrazivanje koje su
proveli Aires i suradnici (2009) pokazalo je kako izotiocijanati dobiveni iz aromati¢nih
glukozinolata obi¢no imaju vecu baktericidnu aktivnost od onih dobivenih iz alifatskih
glukozinolata. Provedeni eksperimenti ukazuju na mogucnost Siroke uporabe razgradnih
produkata glukozinolata. Posebno se proucava njihova uporaba u poljoprivredi, gdje bi mogli
djelovati kao alternativni izvor za kontrolu rasta fitopatogenih bakterija i gljivica. Na taj nacin
smanjili bi se znac€ajni gubici produktivnosti usjeva, kao i prijeko potrebnih ekonomskih

sredstava (Rodrigues i Rosa, 1999).



1.1.2. Brokula kao izvor bioloski aktivnih spojeva

Brokula (Brassica oleracea var. Italica) je zeljasta biljka iz porodice Brassicaceae, poznata
i kao krstaSica (Cruciferae), s niskom energetskom hranjivom vrijednoScu, ali visokom
nutritivnom vrijedno$¢u zahvaljujuéi sadrzaju vlakana, kalija, folata te vitamina C i K (Baladia i
sur., 2024). Naziv "brokula" izveden je od talijanskog "broccolo", §to oznacava cvjetni vrh.
Brokula je porijeklom iz isto€nog Sredozemlja, a uvezena je u Ameriku i Englesku u 17. stolje¢u
te u Kinu u 20. stoljecu (Li i sur., 2019).

Brokula je odli¢an izvor netopljivih prehrambenih vlakana, minerala (Ca, Fe, Mg, K, Na,
Se), vitamina (A, C, E, Kii B skupine) i razli¢itih sekundarnih metabolita kao $to su glukozinolati,
fenoli (flavonoidi, derivati hidroksicimetne kiseline), klorofil te karotenoidi (B-karoten,
zeaksantin). Od svih navedenih bioloSki aktivnih sastojaka brokule, najvise se istiCu
glukozinolati, zatim flavonoidi i vitamin C (Latte i sur., 2011).

Klice brokule smatraju se funkcionalnom hranom upravo zbog visokog sadrzaja
glukozinolata, fenola i navedenih vitamina. Posljednjih godina bioaktivni spojevi brokule, kao
8to su glukozinolati i njihovi produkti razgradnje sve se viSe istraZzuju. Blagotvorni u¢inci brokule
i proizvoda dobivenih od nje prikazani na Slici 3 (npr. antioksidacijski, protuupalni, antitumorski,
antimikrobni, regulacija metabolickog sindroma i neuroprotekcija) dokazani su brojnim
istrazivanjima (Gigliotti i sur., 2020; Xu i sur., 2020; Lee i sur., 2018). Nedavno su klini¢ka
ispitivanja pokazala da brokula moze doprinijeti i u prevenciji teSkih simptoma COVID-19
(Bousquet i sur., 2021.).
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Slika 3. Blagotvorni ucinci brokule i njenih proizvoda (prema Li i sur., 2022)




Jedan od spojeva koji brokulu €ini funkcionalnom hranom je izotiocijanat sulforafan.
Glukozinolati su velika skupina sekundarnih metabolita biljaka koji u svojoj strukturi imaju
sumpor, a koji se pojavljuju u vrstama iz porodice Brassicaceae. Poznato je da glukozinolati
imaju antitumorska svojstva i smanjuju rizik od nastanka tumora u raznim tkivima kao $to su
gusteraca, mjehur, jetra te tanko i debelo crijevo (Chaudhary i sur., 2012). Zanimljivo je da se
sulforafan zapravo ne nalazi u sastavu brokule ve¢ nastaje u reakciji hidrolize glukorafanina
(Slika 4). Hidroliza glukorafanina u njegov aglikonski produkt sulforafan zahtijeva aktivhost
enzima mirozinaze koji se oslobada iz biljke tijekom konzumiranja i drugih enzima mirozinaza

prisutnih u nasim crijevima (Clarke i sur., 2008).
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Slika 4. Hidroliza glukorafanina u sulforafan pomoc¢u enzima mirozinaze (prema Ul-Haq i sur.,
2021)

Sulforafan pokazuje antioksidativnho djelovanje jer reagira sa slobodnim radikalima te
inducira nuklearni faktor eritroida 2 (Nrf2). Nrf2 je transkripcijski faktor koji pozitivno regulira
gene povezane s proizvodnjom antioksidativnih proteina klju¢nih za neutralizaciju oste¢enja
nastalih oksidativnim stresom (Nguyen i sur., 2009). Ovaj glukozinolat pokazuje i mehanizme
djelovanja pomoc¢u kojih sprjeCava inicijaciju raka i inhibira njegovo napredovanje. Prvo,
sulforafan blokira inicijaciju raka inhibiraju¢i enzime faze 1 koji pretvaraju prokarcinogene u
konacne karcinogene. Sulforafan moze modulirati metabolizam faze 1 izravnim interakcijama
s enzimima citokroma P450 (CYP) ili reguliranjem razine njihovih transkripata unutar stanice.
Takoder, inducira enzime faze 2 koji detoksificiraju ksenobiotike i olak8avaju njihovo
izluCivanje iz organizma (Clarke i sur., 2008). Uz navedene mehanizme, sulforafan takoder
blokira prijelaz iz G2 faze u M fazu stani¢nog ciklusa fosforilacijom CDK1 putem kinaza Wee1
i MYT1 te smanjuje razine proteina ciklina B1, Cdc25B i Cdc25C koji su potrebni za odvijanje
stani¢nog ciklusa (Clarke i sur., 2008).

Uz antioksidacijsko i antitumorsko djelovanje sulforafan pozitivno utje€e i na imunoloski
sustav povecavajuci broj leukocita i sintezu antitijela te stimulirajuCi proizvodnju stanica u

kostanoj srzi. Djeluje bakteriostatski na odredene sojeve bakterije Helicobacter pylori te na taj



nacin pomaze u zastiti od peptiCkog ulkusa i smanjuje rizik od razvoja tumora. Sulforafan
doprinosi i obnavljanju stanica koze na nacin da u epidermisu potie ekspresiju gena koji

kodiraju za strukturni protein keratin (Dinkova-Kostova i Kostov, 2012).

1.1.3. Tradicionalni i suvremeni pristupi u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva

BioloSki aktivhe spojeve potrebno je izdvojiti iz biljnog materijala u svrhu njihove
karakterizacije i potencijalne daljnje upotrebe. Tradicionalni pristupi ukljuuju primjenu
utvrdenih metoda kao $to su maceracija, parna ili hidro-destilacija, preSanje, dekokcija,
infuzija, perkolacija i Soxhlet ekstrakcija, nakon €ega, po potrebi, slijede kemijski tretmani za
izolaciju zeljenih spojeva. UspjeSna ekstrakcija brojnih bioloSki aktivnih spojeva iz biljaka
zahtjeva koriStenje otapala razliCitih polarnosti (Wong i Kitts, 2006). NajceS¢ée se Kkoriste
metanol, n-heksan i etanol. Unato€ efikasnosti procesa, koriStenje navedenih otapala pokazuje
brojne nedostatke. Metanol je zapaljiv i Stetan spoj koji u laboratoriju ili industrijskom pogonu
moZze izazvati pozar, a ukoliko vece koli€ine dospiju u okoli§, vrlo lako moze doéi do
kontaminacije vodenih podrudja i naruSavanja ravnoteze flore i faune. Kod ljudi djeluje toksi¢no
na ziv€ani sustav, a u tezim slu€ajevima mozZe uzrokovati sliepocu, narkozu i smrt (Moon,
Kod ljudi mozZe uzrokovati neuroloSke probleme, ukljuCuju¢i zna€ajno smanjene brzine
provodljivosti Zivaca (Huang, 2008). Etanol je puno sigurniji u usporedbi s navedenim
spojevima. Medutim, problem koji se javlja prilikom koriStenja etanola predstavljaju visoki
troSkovi financijskih i prirodnih resursa. Negativan utjecaj na kvalitetu zraka takoder je povezan
s povec¢anom proizvodnjom etanola (Hahn i Cecot, 2009). Osim toga, konvencionalni procesi
ekstrakcije pokazali su se dugotrajnima i energetski zahtjevnima, a ¢esto rezultiraju i niskim
prinosima (Rasul i sur., 2018).

Zbog svega gore navedenog, u novije se vrijeme javila potreba za razvojem sigurnijih i
ucCinkovitijih tehnika ekstrakcije koje uravnotezuju ekoloske, drustvene i ekonomske zahtjeve.
Sukladno tome, traga se za novim pristupima kojima bi se uspjeSno o€uvala bioloSka aktivnost
Zeljenih spojeva, a da se pritom smanji Stetan uc€inak cijelog procesa na ljude i okolis. Jedan
od takvih pristupa uklju€uje primjenu alternativnih izvora energije, poput mikrovalnog zracenja
i ultrazvuka, odnosno primjenu alternativnih ekoloski prihvatljivih otapala (Slika 5) (Kyriakoudi
i sur., 2024).
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Slika 5. Razvoj zelenih metoda ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljaka (prema Kyriakoudi i sur.,
2024)

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-Assissted Extraction, MAE)
predstavlja jednu od najpoznatijih novinh metoda u industrijskim procesima. Mikrovalovi su
neionizirajuci elektromagnetski valovi smjesteni izmedu radiofrekvencijskog raspona na niZoj
frekvenciji i infracrvenog podrucja na vidoj frekvenciji u elektromagnetskom spektru, unutar
frekvencijskog opsega od 300 MHz do 300 GHz (Routray i Orsat, 2012). Glavni cilj koriStenja
MAE je ekonomicnije zagrijavanje otapala i ekstrakcija antioksidansa iz biljaka uz manju
koli¢inu otapala (Ballard i sur., 2010), a primjena ove metode rezultira visokim iskoriStenjem i
Cistoéom ekstrahiranih spojeva (Kapoore i sur., 2018). Medu glavnim prednostima MAE
svakako se istiCe i krace vrijeme ekstrakcije u usporedbi s konvencionalnim metodama.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound-Assissted Extraction, UAE)
koriStena je u raznim primjenama tehnologije prerade hrane za ekstrakciju bioaktivnih spojeva
iz biljnih materijala (Williams i sur., 2004). Zanimljivo je kako se, ovisno o primijenjenoj snazi
ultrazvuka, mogu postici razliciti efekti. Pri niskim intenzitetima uglavnom dolazi do utjecaja na
vanjsku otpornost prijenosu mase, dok struktura proizvoda obi¢no ostaje nepromijenjena.
Srednje razine intenziteta mogu utjecati na strukturu proizvoda, Sto povecava utjecaj i na
unutarnju otpornost prijenosa mase. Tek daljnjim povecanjem ultrazvuéne snage moze doci

do razgradnje stanica (Esclapez i sur., 2011). Glavna prednost ove metode je mogucnost
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koriStenja Sirokog raspona otapala. Barbero i sur. (2008) sugerirali su upotrebu ultrazvuka u
razli¢itim industrijama zbog njegovih pozitivnih u€inaka u ekstrakciji kapsaicinoida iz ljutih
papricica. Struktura Zeljenih spojeva ostaje oCuvana, a vrijeme procesa kraée je u odnosu na
konvencionalne ekstrakcije.

Zelena otapala za primjenu u ekstrakciji bioloSki aktivnih spojeva prvenstveno bi trebala
karakterizirati fizikalna i kemijska stabilnost, niska hlapljivost i jednostavnost uporabe, kao i
mogucnost recikliranja Sto bi omoguéilo koristenje u novim procesima. Osim toga, potrebno je
razmotriti konkurentnost otapala u cijeni i ucinkovitosti (Hackl i Kunz, 2018). Medu
najpoznatijim zelenim otapalima, svakako je bitno istaknuti ionske kapljevine te otapala
dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora poput glicerola i niskotemperaturnih eutektickih
otapala, kao i superkriti¢ne fluide, od kojih se posebno isti¢e superktiticni CO; koji se vrlo ¢esto
koristi kao zamjena za razli€ita organska otapala. Ova alternativna otapala, detaljnije opisana
u poglavlju 1.2. Zelena otapala, pobuduju sve veci interes akademske zajednice, §to potvrduje

i znacajan porast publikacija tijekom posljednjeg desetljeca.

1.2. Zelena otapala

U mnogim industrijskim procesima, velike koli€ine hlapljivih i zapaljivih organskih otapala
koriste se u razli€itim reakcijskim sustavima zbog njihove kljuéne uloge u otapanju krutih tvari,
prijenosu tvari i topline te prociSéavanju produkata. Ova praksa neizbjezno pridonosi sve
veéem zagadenju okoliSa, Sto postaje znaCajan globalni problem posljednjih godina.
Procjenjuje se da organska otapala Cine gotovo 60 % svih industrijskih emisija i 30 % svih
emisija hlapljivih organskih spojeva. Takoder, vecina konvencionalnih organskih otapala je
toksi€na, zapaljiva i korozivna, a njihovo recikliranje povezano je s energetski zahtjevnom
destilacijom uz unakrsnu kontaminaciju te znatne gubitke. Sukladno tome, rastu¢e podrucje
istraZivanja u razvoju zelenih tehnologija posvecéeno je dizajniranju novih, ekolo$ki prihvatljivih
i podesivih otapala Cija bi uporaba zadovoljila i tehnoloSke i ekonomske zahtjeve (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015 i 2018).
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1.2.1. Zelena otapala u kontekstu zelene kemije

Anastas i Warner su 1998. godine predlozili 12 principa zelene kemije, prikazanih u Tablici
1, koji su zamisljeni kao poCetna smjernica prilikom razvoja ekoloskih kemikalija i procesa
kojom se nastoji smanijiti ili eliminirati uporaba Stetnih otapala, reagensa i proizvoda koji
zagaduju okoli§ (Anastas i Warner, 1998). Cilj zelene kemije je postizanje ekoloSkih i
ekonomskih prednosti putem razli€itih pristupa, ukljuCujuéi biokatalizu, upotrebu obnovljivih
sirovina, povecanje ekonomske ucinkovitosti, koristenje alternativnih uvjeta reakcije poput
ultrazvuka i mikrovalova, te zamjenu konvencionalnih otapala manje opasnim zelenim
otapalima. Ovaj pristup ne samo da smanjuje Stetan utjecaj na okoli§, vec i potiCe odrzivost i

ekonomsku isplativost u industriji.

Tablica 1. 12 principa zelene kemije (prema Anastas i Warner, 1998)

1. | Bolje je sprijecCiti nastanak otpada nego ga sanirati nakon $to je nastao.

Proces sinteze treba osmisliti tako da je u konacni proizvod uklju¢ena maksimalna koli€ina
ulazne sirovine.

Ukoliko je moguce, postupak sinteze treba osmisliti s ciliem smanjena upotrebe spojeva
Setnih za ljudsko zdravlje i okolis.

4. | Kemijske produkte treba osmisliti tako da budu u€inkoviti s minimalnom toksi¢noSc¢u.

Upotrebu pomoc¢nih sredstava (otapala, sredstva za separaciju) treba svesti na minimum te
kad god je mogucée koristiti neSkodljiva.

Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku tako da bi se
energetski zahtjevi sveli na minimum.

7. Upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehni¢ke i ekonomske strane prihvatljivo.

8. | Treba izbjegavati nepotrebna proSirenja procesa (zastitne skupine, privremena modifikacija)

= stehiometrijskim koli¢inama.

10 Kemijski produkti moraju imati moguénost pretvorbe u produkte neskodljive za okoli§ nakon
" | prestanka njihovog djelovanja.

11 Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za praéenje kemijskog, proizvodnog
" | procesa s ciliem sprje€avanja nastanka opasnih tvari.

12 U kemijskim procesima potrebno je smanijiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati Stetne

posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).

Jedan od ucinkovitih nadina za postizanje zelenijih procesa je zamjena opasnih i
neucinkovitih otapala onima sigurnijim i u€inkovitijim. Nacela zelene kemije istiCu da bi idealno
otapalo trebalo biti kemijski i fiziCki stabilno, nezapaljivo, male hlapljivosti, s povoljnim
ekolodkim otiskom, jednostavno za uporabu te jednostavno za recikliranje s moguénoscéu

ponovne uporabe kao $to je prikazano na Slici 6 (Radojci¢ Redovnikovi¢, 2020).
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Slika 6. Karakteristike idealnog otapala prema nacelima zelene kemije

(prema Radojci¢ Redovnikovi¢, 2020)

Konvencionalno otapalo koje zadovoljava gore spomenute kriterije jest voda. Voda se
stoljec¢ima koristila za ekstrakciju bioloSki aktivnih spojeva razli€itim procesima i postupcima:
maceracijom, dekokcijom, infuzijom i perkolacijom, no poznato je da je loSe otapalo za
nepolarne ili neke semipolarne spojeve (Chemat i sur., 2019). Takoder, uz procese koji
ukljuuju vodu vezu se visoki energetski zahtjevi za njeno uklanjanje po zavrSetku procesa te
stoga ograni€avaju njezinu primjenu u industriji. Obzirom na prethodno navedena razmatranja,
u fokusu istrazivanja su razli€ita ekoloski prihvatljiva, prilagodljiva i pametna otapala koja se
razvijaju kao zamjena za Stetna organska otapala. Medu njima se istiCu ionske kapljevine,
superkriticni i subkritiCni fluidi te otapala dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora, detaljnije

opisani u sljedecem poglavlju, kao najperspektivniji u podrugju razvoja novih, ekolo3ki

1.2.2. Tipovi zelenih otapala

lonske kapljevine predstavljaju vaznu skupinu zelenih otapala. Za razliku od klasi¢nih
otapala, ionske kapljevine nisu gradene od molekula, ve¢ od iona. Karakteristike koje ih €ine
privianima, kako s tehnoloSkog tako i s ekolodkog gledista, ukljuCuju nisku hlapljivost,

nezapaljivost te toplinsku, kemijsku i elektrokemijsku stabilnost (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
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Definiraju se kao skupina nemolekularnih otapala pripravljenih kombinacijom organskih
kationa i organskih ili anorganskih aniona koji se tale ispod 100 °C (Tang i sur., 2012). Kationi
u ionskim kapljevinama su razli¢ito supstituirane organske molekule niske simetrije koje sadrze
pozitivno nabijen atom duSika, sumpora ili fosfora (npr. N, N'-dialkilimidazolijev, N-
alkilpiridinijev,  N-akilmorfonijev,  N,N'-diakilpirazolijev, akilamonijev, akil-fosfonijev,
alkilsulfonijev i tiazolijev kation). Tipi¢ni anioni su halogenidi, tetraflourborat, heksafluorfosfat,
nitrat, sulfat, alkilsulfati, alkilsulfonati i trifluoracetat (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Ovisno o vrsti
aniona i duljini alkilnog lanca kationa, ionske kapljevine mogu biti hidrofilne ili hidrofobne.
Primjera radi, ionske tekuéine s anionima poput halogenida ([Cl], [Br], [I]) i acetata [CH3COQ]
su hidrofilne, dok su one s tetrafluorboratnim [BF.] i heksafluorfosfatnim [PFs] anionom
hidrofobne (Ajam, 2005). Jedna od najznacajnijin karakteristika ionskih kapljevina je
moguc¢nost modifikacije njihove strukture te posljedi€no i njihovih fizikalno-kemijskih svojstava.
Modifikacijama strukture ovih otapala moze se utjecati na talidte, topljivost odredenih
komponenti, kiselost, hidrofobnost, gustoéu, viskoznost, topljivost u vodi i organskim otapalima
i ekstrakcijski kapacitet te tako izravno utjecati na uspjeSnost primjene ionske kapljevine.
Upravo zbog toga ova otapala su prepoznata kao zelena ,dizajnerska“ otapala (Cvjetko Bubalo
i sur., 2014).

Sljedeca skupina zelenih otapala podrazumijeva superkriti¢ne fluide. Naj¢eS¢e koristeni
superkriticni fluid je ugljikov dioksid (CO2) zbog svojih niskih kritickih konstanti (T.= 31,1 °C,
P.= 7,38 MPa) kao i netoksi¢nosti, nije eksplozivan, lako je dostupan te se lako uklanja iz
proizvoda (Damjanovi¢ i sur., 2005). Ovaj se plin koristi kao zamjena za toksi¢ne freone i
odredena organska otapala. Pri sobnoj temperaturi CO; je u plinovitom stanju $to omogucuje
jednostavno prociS¢avanje analita i osigurava analite bez otapala. Uz to CO; je mala linearna
molekula te stoga brze difundira od konvencionalnih tekucih otapala. CO. je opcenito
prepoznat kao sigurno otapalo (engl. Generally Regarded as Safe, GRAS), tako da su
proizvodi ekstrahirani s ovim otapalom sigurni za ljudsko zdravlje (Rutkowska i Stolyhwo,
2009). Nadalje, obzirom na sve vece zabrinutosti oko globalnog zagrijavanja i emisije
stakleni¢kih plinova, joS jedna prednost potencijalnih velikih postrojenja za superkriti€nu
obradu CO; bila bi hvatanje i stvaranje novih namjena za CO; koji generiraju druge industrije
umjesto ispustanja u atmosferu (Temelli, 2009). Medutim CO; pokazuje i neke nedostatke,
primjerice, nije pogodno otapalo za spojeve velike molekulske mase i polarne spojeve. Niska
polarizacija superkrititcnog CO., moZe se poboljSati uporabom polarnih modifikatora (ko-
otapala, uglavnom etanola i metanola) te se na taj nacin poveca i njegova mo¢ otapanja prema
analitu od interesa. Primjerice, dodavanje do 10 % metanola u CO, omogucuje ekstrakciju
polarnih analita (Herrero i sur., 2010). Primjene superkriticnog fluida CO, prema Cvjetko
Bubalo i sur. (2015), ukljuCuju prehrambenu industriju (npr. kava, €aj, zacini, arome,

antioksidansi, ulja iz sjemenki), nutraceutike i farmaceutike (npr. karotenoidi, likopen,
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astaksantin, steroli), kozmetiku (npr. aktivni sastojci, mirisi), kemijske reakcije (npr.
polimerizacija, hidrogenizacija, uniStavanje toksi¢nih tvari), obradu materijala (npr.
mikroinkapsulacija, bojanje, kristalizacija, formiranje Cestica), CiS¢enje (npr. kemijsko Ciscenje,
rekultivacija tla), te posebne primjene (npr. separacija membranama, sterilizacija, ekstrakcija
tankih filmova).

Posljednja skupina zelenih otapala, detaljnije opisana u poglaviju 1.2.3.
Niskotemperaturna eutekticka otapala, otapala su dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora
poput glicerola, Se¢era i organskih kiselina. Ova otapala, zahvaljujuéi svojim jedinstvenim
fizikalno-kemijskim svojstvima, ekoloskoj prihvatljivosti, pristupacnoj cijeni i mogucnosti
prilagodbe za specifiCne primjene, predstavljaju jedinstvena otapala s velikim potencijalom za
primjenu u kemijskoj i procesnoj tehnologiji, biotehnologiji, prehrambenoj tehnologiji,

farmaceutskoj industriji i biomedicini (Radovi¢ i sur., 2021).

1.2.3. Niskotemperaturna eutekticka otapala

EutektiCke smjese su homogene smjese tvari koje se tale na temperaturi koja je niza od
talista bilo kojeg od pojedinaCnih sastojaka smjese i poznate su viSe od jednog stolje¢a
(Radovi¢ i sur., 2021). Medutim, Abbott i sur. (2004) izvijestili su o smjesama kvaternih
amonijevih soli s amidima, npr. kolin-klorid (T;= 302 °C) i uree (T: = 133 °C) u molarnom omjeru
1:2, s znac€ajnim ("dubokim") smanjenjem temperature faznog prijelaza kruto-teku¢e od one
koja se oCekuje za idealnu smjesu te su posljedicno smjese ostale tekuée Cak i na sobnoj
temperaturi. Ova izvanredna otkri¢a poteknula su Abbottovu grupu da definiraju novu klasu
takvih smjesa: niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES).
Takvo znacajno snizenje taliSta pripisuje se delokalizaciji naboja zbog stvaranja jakih
medumolekulskih interakcija (npr. vodikove, ionske i van der Waalsove veze) u odredenom
rasponu omjera komponenti.

Opc¢a formula DES-ova je Cat*XzY, pri éemu X oznafava Lewisovu bazu, odnosno
halogenid, a Cat* amonijev, fosfonijev ili sulfonijev kation. Cat*X™ ¢ine akceptor vodikove veze,
dok donor vodikove veze, koji moze biti Lewisova ili Brgnstedova kiselina (Y), stvara
"kompleks" s X". U glavnoj formuli, z oznaava broj molekula Y (Radovic¢ i sur., 2021). DES-
ovi se obi¢no klasificiraju u Cetiri vrste €ija je opéa formula opisana u Tablici 2. Otapala tipa |
sadrze kvaterne amonijeve soli te halogenide metala (poput Zn, Sn, Fe), a otapala tipa Il
karakteriziraju kvaterne amonijeve soli s hidriranim metalnim halogenidima. S druge strane,
otapala tipa Il uklju€uju spojeve kvaternih soli i donora vodikovih veza poput kiselina, amida i
alkohola, a skupinu IV ¢€ine halogenidi metala i donori vodikovih veza poput amida i alkohola
(Smith i sur., 2014).
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Tablica 2. Tipovi DES-ova i njihove opc¢e formule (prema Smith i sur., 2014)

Tip | Cat* X zMClIx M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
Tip Il Cat* X -zMCIx-yH20 M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe
Tip I Cat* XzRZ Z = CONH2, COOH, OH
Tip IV MCIx + RZ = MClx1 + -RZ + MClx+1 M = Al, Zn; Z = CONHz, OH

Nedavno je u opcu klasifikaciju dodana i peta vrsta DES-ova koja ukljuuje sve DES-ove
sastavljene isklju€ivo od neionskih, molekularnih akceptora vodikove veze (npr. tercijarni
amini) i donora vodikove veze (npr. alkoholi, kiseline, amini, cikli¢ki i linearni terpeni)
(Abranches i sur., 2019). Vecina prijavljenih DES-ova su tipa Illl i V s kvaternim amonijevim
solima poput kolin klorida ili metilamin betaina kao jeftinim, lako dostupnim i netoksi¢nim
akceptorima vodikove veze, te Seéerima (npr. glukoza, ksiloza i saharoza), poliolima (npr.
ksilitol, sorbitol, etilen-glikol i glicerol), amidima (npr. urea) i organskim kiselinama (npr.
mlije€na kiselina i jabucna kiselina) kao neutralnim donorima vodikove veze (Kyriakoudi i sur.,
2024). Uz navedene, postoje i drugi spojevi koji se koriste za pripravu niskotemperaturnih
eutektiCkih otapala te su prikazani na Slici 7 (Radovi¢ i sur., 2021).

Osim toga, uz opisane donore i akceptore vodikove veze, voda se Cesto koristi kao
komponenta DES-a, jer je pokazano da ima klju¢nu ulogu u formiranju DES-ova modificirajuci
fizikalno-kemijska svojstava odgovaraju¢e DES supramolekularne mreze, ¢ime se smanjuje
taliSte, viskoznost i gusto¢a otapala, Sto je izuzetno vazno za primjenu (Zhang i sur., 2012).
Medutim, udio vode ne smije biti previsok jer moze razbiti supramolekularni kompleks donor-
akceptor vodikove veze, Sto bi u konacnici rezultiralo vodenom otopinom pojedinih
komponenata otapala zbog gubitka mreZe vodikovih veza medu njima (Radovic i sur., 2021).

Pored tradicionalne klasifikacije DES-ova, ova otapala su takoder kategorizirana u
posebne podskupine prema podrijetlu njihovih sastojaka ili njihovoj namjeni. Prema tome

mogu se podijeliti na prirodne i terapijske DES-ove (Kyriakoudi i sur., 2024).
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Slika 7. Spojevi koji se koriste za pripravu DES-ova (Radovi¢ i sur., 2021)

Prirodni se DES-ovi (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES), podrobnije opisani u
poglavlju 1.2.4., sastoje samo od spojeva koji se javljaju u prirodi (stani¢ni metaboliti) kao $to
su polioli, SecCeri, organske kiseline, aminokiseline i masne kiseline, pa se pretpostavlja da su
niske toksi¢nosti, Sto je za vecinu dosad pripremljenih NADES-a i dokazano (Martinez i sur.,
2022). Opcenito, prirodno porijeklo NADES-a omogucuje stvaranje okruzenja koje je sli¢no
prirodnom okoliSu za razne biomolekule, poput sekundarnih biljnih metabolita, proteina i
enzima, ¢ime je omogucéeno oCuvanje njihovog bioloSkog identiteta i funkcionalnosti. Upravo
zbog toga, ova otapala uspjedno se primjenjuju u podrucjima kao 5to su ekstrakcija biljnih
metabolita, biokataliza, tehnologija formulacije proizvoda i biomedicinske primjene (Liu i sur.,
2018).

Druga podskupina DES-ova su terapijska niskotemperaturna eutektiCka otapala (engl.
Therapeutic Deep Eutectic Solvents, THEDES) koja se definiraju kao eutekticki sustav u kojem
je jedna od komponenti aktivni farmaceutski sastojak (engl. Active Pharmaceutical Ingredient,
API) ili sustav u kojem je API disperziran (Duarte i sur., 2017). U takvom otapalu, sve jedinice
otapala, povezane vodikovim ili ionskim vezama, tvore niskotemperaturnu strukturu
eutektiCckog otapala, ¢ime se mozZe poboljsati topljivost API-ja, bioraspolozZivost i kontrolirano

oslobadanje aktivne tvari (Oliveipaivachra i sur., 2021).
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U Tablici 3 prikazana su glavna svojstva ranije spomenutih ionskih kapljevina i (NA)DES-
a. Moze se uoCiti da je glavna razlika izmedu IL-a i (NA)DES-a vrsta medumolekulske
interakcije koja ih karakterizira. Dok su u ionskim kapljevinama medumolekulske interakcije
ionske veze, u (NA)DES-ima su vodikove veze. Jo$ jedna vazna razlika je ta $to su, za razliku

od ionskih kapljevina, (NA)DES-i opcenito netoksi¢ni (Chemat i sur., 2019).

Tablica 3. Usporedno prikazana svojstva ionskih kapljevina i (NA)DES-a (Chemat i sur., 2019)

lonske veze Vodikova veza
Ispod 100 °C
Nizak
Visoka viskoznost, pozitivha korelacija s temperaturom
Sirok raspon polarnih i nepolarnih molekula

Umijerena do visoka Opcenito netoksicni

1.2.4. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala i njihova primjena u

ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljaka

Kao &to je ve¢ spomenuto, jedna od vaznih podgrupa DES-ova su prirodna
niskotemperaturna eutektiCka otapala, tzv. NADES-i, koja u potpunosti ispunjavaju kriterije
idealnog otapala prema zelenoj kemiji (Paiva i sur., 2014). Ova otapala se dobivaju od
prirodnih spojeva, prvenstveno primarnih metabolita kao $to su Sec€eri, aminokiseline i alkoholi.
Njihova sve veca uporaba proizasla je iz njihovog sastava koji sadrzi prirodne komponente,
ekoloSku prihvatljivost i ekonomiénost u odnosu na konvencionalna organska otapala. Osim
toga, ova otapala omogucuju jednostavne metode pripreme uz niske troSkove te bez stvaranja
otpada. NADES-i ne samo da pruzaju izvrsnu topljivost bioloSki aktivnih tvari, ve¢ takoder
stabiliziraju Sirok spektar biomolekula, uklju€ujuéi enzime, proteine i nukleinske kiseline (Choi
i sur., 2011).

Istrazivanja su pokazala da NADES, posebno uz pomo¢ ultrazvu€ne ili mikrovalne
ekstrakcije, poboljSavaju uc€inkovitost ekstrakcije u usporedbi s konvencionalnim otapalima, ali
i zna¢ajno povecavaju stabilnost ekstrahiranih spojeva. Na primjer, Dai i sur. (2014) su
pokazali da NADES moze =zastititi kurkumin i kartamin od fotodegradacije i toplinske
degradacije ucinkovitije od konvencionalnih otapala poput metanola. Ova povec¢ana stabilnost
pripisuje se molekularnim interakcijama izmedu komponenti NADES-a i ekstrahiranih spojeva,
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koji ih Stite od Stetnih ucinaka topline, svjetlosti i vremena, ¢ime se Cuva njihova bioaktivnost i
produljuje njihov rok trajanja. Dodatno, utvrdeno je da NADES-i koji se sastoje od organskih
kiselina i Se¢era odrzavaju bolja antioksidativna svojstva u kurkuminoidima u usporedbi s
konvencionalnim organskim otapalima (Liu i sur., 2019). Uz to, NADES-i koji sadrze organske
kiseline pokazuju i antimikrobne ucinke, vjerojatno zbog niskog pH. Upravo zbog toga NADES-
i bi mogli biti potencijalni farmaceutski nosacéi u antradoimikrobnim tretmanima kroni¢nih
lokalnih infekcija. (Wikene i sur., 2017; Zhao i sur., 2015).

Toksi¢nost NADES-a odreduje njegovu primjenu u hrani. RadoSevi¢ i sur. (2015) procijenili
su in vitro toksi¢nost odnosno fitotoksicnost NADES-a koriste¢i humane stani¢ne linije,
stani¢nu liniju riba te klice pSenice. Njihovi rezultati su pokazali da tri NADES-a na bazi kolin-
klorida imaju nisku citotoksi€nost i ne inhibiraju klijanje sjemena p3enice. Takoder, Mitar i sur.
(2019) testirali su toksi¢nosti ovih otapala na ljudskim stani¢nim linijama te se pokazalo da ¢ak
i pri najvecoj koncentraciji (2000 mg L), NADES-i nisu inhibirali rast humanih HEK-293T,
HelLa i McF-7 stanica.
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2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI



2.1. Opéi i specifiéni ciljevi

Zahvaljuju¢i zna¢ajnom udjelu biolo$ki aktivnih spojeva, brokula je okarakterizirana kao
bilika s viSestrukim pozitivnim ucincima na zdravlje. Medu brojnim bioaktivnim spojevima,
svojim su se djelovanjem svakako istaknuli polifenolni spojevi te glukozinolati, koji su velikim
dijelom zasluzni za svrstavanje brokule u skupinu funkcionalne hrane. Posebno je vazno
istaknuti djelovanje razgradnih produkata glukozinolata u prevenciji raka i kardiovaskularnih
bolesti (Thomas i sur., 2018). Pored glukozinolata, razli€ite grupe fenolnih spojeva prisutnih u
brokuli imaju dokazana antioksidativha, antitumorska i vazodilatacijska svojstva (Bachiega i
sur., 2016).

Obzirom na brojne nedostatke i opasnosti konvencionalnih metoda ekstrakcije, novi
trendovi u ekstrakciji vrijednih biljnih metabolita iz brokule, ali i iz biljaka opcenito, uglavnhom
su usmjereni na dobivanje visokokvalitetnih ekstrakata s poboljSanom bioloskom aktivnho$éu i
dugim rokom trajanja, uz nastojanje minimiziranja upotrebe Stetnih otapala tijekom priprave
ekstrakta (Kyriakoudi i sur., 2024). Upotreba prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala
(engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES), kao nove klase zelenih otapala s izuzetnom
strukturnom fleksibilnoS¢u, pruza priliku za dizajn otapala kako bi se zadovoljili zahtjevi
prehrambene i kozmeticke industrije u proizvodniji visokovrijednih istinski prirodnih te sigurnih
bilinih ekstrakata (Rente i sur., 2022). Medutim, eksperimentalni odabir odgovarajuceg
NADES-a, izmedu gotovo neograni¢enog broja ovih otapala, dugotrajan je i skup proces.
Stoga, kako bi se ubrzao postupak probira NADES-a, u posljednje se vrijeme tezi racionalnom
dizajnu ovih otapala primjenom racunalnih metoda (Pani¢ i sur., 2021a).

Primjena NADES-a u ekstrakciji polifenola u posljednje se vrijeme intenzivno proucava te
je, pored uspjesnosti ekstrakcije, dokazana i uloga NADES-a u o€uvanju bioloSke aktivnosti
ovih spojeva (Rente i sur., 2022). S druge strane, potencijal NADES-a u ekstrakciji
glukozinolata je u potpunosti neistrazen. Stoga, op¢i cilj ovog znanstvenog rada jest uspostaviti
odrzivu pripravu visokovrijednog i stabilnog teku¢eg ekstrakata brokule u NADES-u bogatog
polifenolima i glukozinolatima, a koji se moze izravno primijeniti u prehrambenoj ili kozmetickoj
industriji, bez dodatnih koraka procis¢avanja. U tu svrhu definirani su sljedeéi specifi¢ni ciljevi:
(1) primjenom racunalne metode racionalno suziti broj kandidata NADES-a, (2) pripremiti i
okarakterizirati odabrane NADES-e te ih primjeniti u ekstrakciji polifenola i glukozinolata iz
brokule, (3) odrediti sadrzaj polifenola i glukozinolata u ekstraktu te pratiti njihovu stabilnost
tijekom skladisStenja ekstrakata na sobnoj temperaturi odnosno u hladnjaku, (4) okarakterizirati
dobivene ekstrakte u kontekstu bioloSke aktivnosti, (5) procijeniti odrzivost ekstrakcije pomoc¢u
NADES-a. Zaklju¢no, rezultati dobiveni u ovom radu postavit ¢e temelj racionalnom dizajnu

inovativnih i visokovrijednih biljnih ekstrakata brokule temeljenih na NADES-ima.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali

3.1.1.

Uzorci brokule

Pri izradi ovog rada koriStena je liofilizirana i mljevena brokula kupljena na lokalnoj trznici

te je Cuvana na sobnoj temperaturi od 25 °C prije upotrebe.

3.1.2.

Kemikalije

0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK
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

Anionski izmjenjiva¢ na bazi dietilaminoetila (Fast DEAE Sepharose CL-6B), Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD

Betain, 98 %, p.a. Sigma-Aldrich. St. Louis, SAD

Destilirana voda, Prehrambeno-biotehnolodki fakultet, Zagreb

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation,
Paisley, UK

Etanol, Acros Organics, New Yersey, SAD

Fluorescein, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika, Zagreb, RH

Fetalni telec¢i serum, FBS (eng. Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation,
Auckland, Novi Zeland

Glicerol, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Glukoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Imidazol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Jabucna kiselina, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Mravlja kiselina, Kemika, Zagreb, RH
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3.1.3.

Natrijev acetat, Kemika, Zagreb, RH

Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, Kemika, Zagreb, RH

Natrijev karbonat, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Nile red solvatokromna proba, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Octena kiselina, Kemika, Zagreb, RH

Reagens za stani¢nu vijabilnost , The CellTiter 96° AQueaus One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS test), Promega, SAD

Saharoza, p.a. Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sinigrin, Extrasynthese, Lyon, Francuska

Sulfataza (iz Helix palatia), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Tripan- plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

Tripsin, 0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, Velika Britanija

Otopine i puferi

Folin-Ciocalteau reagens
FC reagens 10 mL

Destilirana voda do 100 mL

Acetatni pufer (0,02 M)
Ishodna otopina 1:

Octena kiselina (0,2 M) 82 mL
Natrijev acetat (0,2 M) 18 mL
Ishodna otopina 2:

Ishodna otopina 1 5mL
Destilirana voda 45 mL

Otopina natrijevog karbonata
Na.CO3 7,5 g

Destilirana voda do 100 mL

Otopina imidazol-formijata (6 M)

Imidazol 20,49
Mravlja kiselina 28,25 mL
Destilirana voda do 50 mL
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e Otopina sinigrina
Sinigrin 10,38 mg
Destilirana voda do 10 mL

¢ Otopina sulfataze
Sulfataza 75 mg
40 %-tni etanol do 10 mL

e Fosfatni pufer (0,2 M, pH=7)

Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (6,242 g do 200 mL destilirane vode) 39 mL
Dinatrijev hidrogenfosfat (5,687 g do 200 mL destilirane vode) 61 mL
Destilirana voda do 200 mL

e Fosfatni pufer (0,075 M)
Fosfatni pufer (0,2 M) 37,5mL

Destilirana voda 100 mL

e Otopina fluoresceina

Ishodna otopina 1:

Fluorescein 15mg
Fosfatni pufer (0,075 M) 100 mL
Ishodna otopina 2:

Ishodna otopina 1 100 uL
Fosfatni pufer (0,075 M) 10 mL
Ishodna otopina 3:

Ishodna otopina 2 25 uL
Fosfatni pufer (0,075 M) 25 mL

e Otopina Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetraetilkroman-2-karboksilna kiselina)

Ishodna otopina 1:

Trolox 6,25 mg
Fosfatni pufer (0,075 M) 10 mL
Ishodna otopina 2:

Ishodna otopina 1 1,6 mL
Fosfatni pufer (0,075 M) 8,4 mL
Konaéna otopina Trolox:

Ishodna otopina 2 10 mL
Fosfatni pufer (0,075 M) do 50 mL
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e PBS pufer (pH=7,4)

Natrijev klorid 8,049
Kalijev klorid 0,2¢g
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,449
Kalijev dihidrogenfosfat 0,24 ¢g
Destilirana voda do 1000 mL

Sve kemikalije i otapala koristeni u ovom radu bili su analiticke Cistoce.

3.1.4. Stanic¢ne linije

U ovom radu koristene su humane stani¢ne linije HelLa i HaCaT. HelLa stanina linija
dobivena je iz ameri¢ke banke stanica, ATCC (engl. American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, SAD), dok je HaCaT stani¢na linija kupljena od radne banke stanica CLS
Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Njemacka).

Stani¢na linija HelLa je prva humana kultura stanica malignog tumora, izolirana 1950-ih iz
adenokarcinoma vrata maternice pacijentice Henriette Lacks. Zahvaljuju¢i moguénosti
neprekidne diobe, ova stani¢na linija izvrstan je materijal za ispitivanje utjecaja razlicitih
terapeutika i otapala na ljudske stanice, kao i za brojna druga biomedicinska istrazivanja.

HaCaT linija predstavlja humanu kulturu spontano imortaliziranih keratinocita; stanica
izoliranih iz koze odrasle osobe. Ove stanice imaju vaznu ulogu u zacjeljivanju rana i obrani
koZe od Stetnih vanjskih utjecaja. Zahvaljuju¢i tome, koriste se u istrazivanjima stani¢ne

diferencijacije kao i u brojnim imunoloskim testiranjima.

3.1.5. Oprema i uredaji

¢ Analiticka vaga, Sartorius, Entris, Njemacka

o Citag plo&a, Tecan Sunrise, Svicarska

o Digitalna vaga BAS 31 plus, Boeco, Njemacka

e Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright-Line, Njemacka
¢ Hladnjak (4 °Ci-20 °C), Gorenje, Slovenija

o HPLC, Agilent1200 Series, Agilent Technologies, SAD

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambi¢&, Slovenija

¢ Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

e Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija
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e Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Njemacka

e Laboratorijsko posude (epruvete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne tikvice,
pipete, nastavci za pipete, lijevak, Eppendorf kivete, Falcon tube, Blichnerov lijevak)

¢ Orbitalni homogenizator/inkubator, Biosan, Latvija

o Piknometar, Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Hrvatska

o Ploce s 96 jazZica, Corning, SAD

e Racunalni program BOVIA COSMOtherm 2020, Verzija 20.0.0 (Revision 5273M),
Dessault Systems, Izrael

o Racéunalni program TmoleX, Verzija 4.5, COSMOIlogic GmbH & Co, lzrael

¢ Rotacijski viskozimetar, Anton Paar QC 300, Anton Paar, Austrija

e Svijetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

e T-boce od 25 cm?, Corning, SAD

o Ultrazvuéna kupelj GRANT WUBS5, Grant Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo

e Univerzalan uredaj za mjerenje pH, mV/ORP iiona, Mettler Toledo/S220, SAD

o UV-Vis spektrofotometar, GENESYSTM 10S, ThermoFisher Scientific, SAD

3.2. Metode

3.2.1. Racéunalno predvidanje topljivosti polifenola i glukozinolata u prirodnim

niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Optimalna gusto¢a naboja i geometrija pojedinaénih molekula (kvercetin, ferulinska
kiselina, glukorafanin i sve komponente NADES-a) izraCunata je pomoc¢u racunalnog
programskog paketa TURBOMOLE (TmoleX). 3D struktura svih molekula preuzeta je iz

PubChem baze podataka (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) te zatim ruéno unesena u SDF

formatu (engl. Spatial Data File, SDF). Racunalnim optimiranjem gusto¢e naboja i geometrije
odredena je geometrija molekula u kojoj njihova struktura ima najmanju energiju (Slika 8).
Nakon geometrijskog i energetskog optimiranja molekula, izracunati podaci pohranjeni su u
COSMO datoteke kako bi se olakSao termodinamicki proraCun u programskom paketu
COSMOthermxX.

Model COSMO-RS (engl. Conductor-like Screening Model for Real Solvents) primjenjuje
se za raCunalno predvidanje eutekticke toCke otapala i topljivosti komponenata u eutekticnom
otapalu. Zahvaljujuci raCunalnom predvidanju topljivosti komponenata u otapalu smanjena je
koliCina eksperimentalnog rada kao i potroSnja materijala i kemikalija. Za racunalno
predvidanje topljivosti supstrata u NADES-ima odabrana su dva polifenola — kvercetin i

ferulinska kiselina te glukozinolat glukorafanin. Za primjenu modela COSMO-RS potrebno je
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prvo izraditi o-profile, $to ukljuCuje izracune optimalne geometrije molekula, te raspodijelu
volumena i povrSinskog elektricnog naboja. Ovaj proces se provodi koristenjem COSMO
modela i softvera BIOVIA TmoleX19 verzija 2021 (Dassault Systemes, Paris, Francuska).
Nakon toga, koriste¢i softverski paket COSMOtherm verzija 20.0.0. (Dassault Systémes,
Paris, Francuska), iz o-profila se odreduju o-potencijali komponenti ili njihovih smjesa te
odgovaraju¢i kemijski potencijali (Panic¢ i sur., 2021a). Zatim se metode fizikalne kemije i
kemijsko-inzenjerske termodinamike koriste za izradunavanje izvedenih termodinamickih
svojstava supstrata i otapala, kao $to su koeficijent aktivnosti, koeficijent raspodjele, topljivost
kljuénih komponenti u NADES-u, ravnotezni tlak para ili fazni dijagrami, temeljeni na
disperzijskim medudjelovanjima i vodikovim vezama izmedu otapala i otopljenih tvari
(Palmelund i sur., 2019).

Slika 8. Geometrijsko i energetsko optimiranje molekule betaina (vlastita slika)
(Ukupna energija = -402,5367431700).

Kako bi se odredila topljivost spoja prvo je potrebno unijeti .cosmo datoteke spojeva koje
Zelimo ispitati i komponenata koje ¢ine NADES. Zatim se u sekciji Activity Coefficient odabire
temperatura pri kojoj se ispituje topljivost te sastav smjese, odnosno mnozinski udjeli [mol mol
11 akceptora vodikove veze, donora vodikove veze te spoja od interesa koji u sumi moraju biti
jednaki 1.

Topljivost spoja u odredenom otapalu obrnuto je proporcionalna njegovom koeficijentu
aktivnosti u sustavu. Logaritam koeficijenta aktivnosti pri beskonacnom razrjedenju (In(y))
pruza uvid o topljivosti spoja u ispitivanom otapalu. Ln(y) vrijednost manja od 1 podrazumijeva
da spoj posjeduje dobru topljivost, dok In(y) vrijednost ve¢a od 1 znaci da je spoj slabo topljiv
u promatranom otapalu (Wojeicchowski i sur., 2020; Klamt i sur., 1998). Topljivost polifenola i
glukozinolata ispitana je u 71 razli€itih NADES-a koji su prikazani u Tablici 4.
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Tablica 4. NADES-i za ispitivanje topljivosti kvercetina, ferulinske kiseline i glukorafanina pomocu

modela COSMOtherm
NADES Mol.arni NADES Mollarni NADES Mol-arni
omjer omjer omjer
B:CA 1:1 ChCl:Pro:Ma 1:1:1 Ma:Glc:Gly 1:1
B:Glc 5:2 ChClI:Suc 2:1 Ma:Sor:Gly 1:1:1
B:Glc 1:1 ChCl:Sol 1:1 Ma:Suc 1:1:2
B:Gly 1:2 ChCl:Sol 2:3 Pro:Fru:Gly 2:1
B:OxA:Gly 1:2:1 ChCl:Sor 1:1 Pro:Ma 1:1:1
B:Ma 11 ChCl:U 1:2 Suc:EG 11
B:Ma:Glc 1:1:1 ChCl:U:EG 1:2:2 Suc:Glc:Fru 1:2
B:Ma:Pro 1:1:1 ChCIl:U:Gly 1.2:2 Suc:Glc:U 1:1:1
B:EG 1.2 ChCl: Xyl 2:1 Sor:EG 1:1:2
B:Arg 1.1 ChCl: Xyol 5:2 Sol:EG 1.2
B:His 1:1 CA:Fru 1:1 Xyl:EG 1:2
B:Lys 11 CA:Glc 11 Me:Cam 11
B: Xyl 1:1 CA:Glc:Gly 1:1:1 Me:Cam 4:1
B:Suc 4:1 CA:Sor 2:3 Me:EU 11
ChCI:CA 21 CA:Suc 1:1 Me:PA 11
ChCI:CA 11 Fru:EG 1:2 Me:SA 4:1
ChCIl:EG 1:2 Fru:Glc:U 1:1:2 Me:C8 11
ChCl:Fru 11 Glc:EG 1:2 Me:C10 11
ChCl:Glc 2:1 Glc:Fru 1:1 Me:C18:2 1:1
ChCl:Glc 11 Glc:Fru:EG 1:1:2 Me:Ty 3:2
ChCl:Gly 1:2 Gly:Glc 2:1 Ty:C8 1:3
ChCl:Ma 11 Ma:Fru 2:1 Ty:C10 11
ChCl:Mal 4:1 Ma:Fru:Gly 1:1 Ty:Cou 3:2
ChCI:OxA 11 Ma:Glc 1:1:1

Arg: arginin, B: betain, C10: dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, CA: limunska kiselina,

Cam: kamfor, ChCI: kolin klorid, Cou: kumarin, EG: etilen glikol, EU: eukaliptol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly:

glicerol, His: histidin, Lys: lizin Ma: jabu€na kiselina, Me: mentol, OxA: oksalna kiselina, PA: perilna kiselina, Pro:

prolin, SA: salicilna kiselina, Suc: saharoza, Sol: sorbitol, Sor: sorboza, Ty: timol, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol: ksilitol.
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3.2.2. Priprema i karakterizacija prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih

otapala

3.2.2.1. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutektiCkih otapala

NADES-i su pripremljeni mijeSanjem dviju komponenti u specificnom molarnom omijeru
(Tablica 5). Prema tom omjeru izrauna se masa komponenata otapala te masa vode tako da
odgovara masenom udjelu vode od 30 % (w/w). Komponente otapala i voda se odvazu te
pomijeSaju u plastiénoj Falcon tubi (V = 50 mL) te se smjesa homogenizira mijeSanjem u
orbitalnom homogenizatoru pri temperaturi od 60 °C sve dok ne nastane tekuca, viskozna,
homogena i prozirna smjesa. Pripremljena otapala se ¢uvaju zatvorena na sobnoj temperaturi

do upotrebe.

Tablica 5. Molarni omjeri pripremljenih NADES-a te udio vode u istima

B:Glc1:1 1:1

B:Glcs:2 5:2
B:Suc 4:1 30
B:Gly 1:2
B:MA 11

3.2.2.2. Fizikalno-kemijska karakterizacija prirodnih niskotemperaturnih eutektiCkih

otapala

Ispitivani parametri karakterizacije NADES-a obuhvacali su mjerenje viskoznosti, gustoce,

pH vrijednosti i polarnosti otapala na sobnoj temperaturi od 25 °C.

Mjerenje viskoznosti pripremljenih otapala

Viskoznost prirodnih niskotemperaturnin eutektiCkin otapala izmjerena je pomocu
rotacijskog viskozimetra Anton Paar QC 300 (Anton Paar, Graz, Austrija). Nastavak uredaja
za mjerenje napuni se otapalom te se pokrece mjerenje odabirom Zeljenih postavka rada i
uputa prikazanih na ekranu uredaja. Za svaki uzorak provedena su 3 paralelna mjerenja, a

dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost.

Mjerenje gustoce pripremljenih otapala
Gustoc¢a NADES-a izmjerena je pomocéu piknometra, instrumenta koji sluzi za precizno
odredivanje gustoce tekuéina. Metoda se temelji na Archimedovom principu i ukljuCuje

mjerenje mase tekucine u piknometru, a potom preracunavanje gusto¢e na temelju poznatog
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volumena piknometra. U piknometar je dodano otprilike 2 mL svakog otapala. Zatvaranjem
piknometra, viSak tekucine izlazi van, omogucujuéi to¢no odredeni volumen otapala. Masa
piknometra s otapalom zatim je izmjerena na preciznoj vagi. Oduzimanjem mase praznog
piknometra od ukupne mase dobivena je masa odredenog NADES-a. Gusto¢a NADES-a je

izraCunata pomo¢u mase otapala i poznatog volumena piknometra.

Mijerenje pH vrijednosti pripremljenih otapala

Vrijednost pH NADES-a odredena je pomoc¢u unaprijed kalibriranog univerzalnog uredaja
za mjerenje pH modela Mettler Toledo/S220. Mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi od
25 °C uranjanjem elektrode u otapalo te oc€itavanjem vrijednosti prikazanih na ekranu uredaja

nakon stabilizacije vrijednosti.

Odredivanje polarnosti pripremljenih otapala

Polarnost pripremljenin NADES-a odredena je pomocu solvatokromne probe Nile red.
Crvena stock otopina koncentracije 1,0 g L™ pripremljena je u etanolu i pohranjena na 4 °C.
Uzorci za spektrofotometar su pripremljeni u Eppendorf kivetama od 2 mL prema slijedec¢em;
1,5 mL uzorka (NADES-a) pomijeSano je sa 0,5 mL 100x razrijedene mati¢ne otopine Nile
reda. Zatim je u kivete dodano 800 pl tako pripremljenog uzorka te je apsorbancija uzoraka i
slijepe probe (destilirana voda) mjerena u rasponu od 340 - 800 nm primjenom

spektrofotometra.

3.2.3. Ekstrakcija polifenola i glukozinolata iz brokule

U plasticne Falcon tube odvaze se 1 g brokule i doda se 10 mL unaprijed pripremljenog
NADES-a (NADES-i navedeni u Tablici 5). Smjesa se zatim termostatira na 75 °C tijekom 10
minuta kako bi se inaktivirala sulfataza. Ekstrakcija se provodi u ultrazvuénoj kupelji tijekom
15 minuta pri 25 °C. Svakih 5 minuta otopine su vadene iz kupelji i kratko homogenizirane na
vrtloznom homogenizatoru kako bi se osigurala homogenost i poboljSala ucinkovitost
ekstrakcije. Na kraju je provedena vakuum filtracija preko Blchnerovog lijevka, pri ¢emu je
talog odbacen, a filtrat pohranjen za daljnju analizu. Opisani postupak na isti je nacin proveden

i s referentim otapalom 70 %-tnim etanolom (v/v).

3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau reagensom

Folin—Ciocalteu metoda najceS¢e je koriStena metoda za odredivanje ukupnih polifenolnih
spojeva, a temelji se na redukciji Folin-Ciocalteu (FC) reagensa u prisutnosti polifenola. FC

reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline koje se pri oksidaciji polifenola
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reduciraju u plavo obojeni volframov i molibdenov oksid u luznatom mediju. Intenzitet nastalog
obojenja proporcionalan je udjelu polifenolnin spojeva u uzorku, a odreduje se
spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 760 nm (Geremu i sur., 2016).

Pripremljeni ekstrakti brokule razrijede se 20 puta s destiliranom vodom. Zatim se u
staklene epruvete otpipetira 250 uL ekstrakta i 1,25 mL 10x razrijedenog Folin-Ciocalteau
reagensa. Slijepa proba priprema se na isti nacin, ali umjesto ekstrakta dodaje se otapalo u
kojemu je provedena ekstrakcija. Uzorci se nakon toga vorteksiraju i inkubiraju 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije doda se 1 mL otopine natrijevog karbonata (75 g L.
Uzorci se vorteksiraju i zatim inkubiraju u vodenoj kupelji na 50 °C tijekom 5 minuta. Reakcija
se naglo prekida stavljanjem uzoraka u ledenu kupelj, nakon ¢ega se apsorbancija mjeri na
valnoj duljini od 760 nm koriste¢i UV/VIS-spektrofotometar (Ainsworth i Gillespie, 2007).
Mjerenja se provode u tri paralele. Koncentracija ukupnih polifenola raduna se kao ekvivalent
galne kiseline pomoéu bazdarnog dijagrama (Slika 9). Rezultati mjerenja izraZavaju se kao mg

polifenola po gramu suhe tvari brokule.
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Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti koncentracije galne kiseline o apsorbanciji

Izracun se provodi na slijedeci nacin:
Y=ax+b [1]
Y =0,0128 x + 0,0503; R = 0,9905 [2]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 760 nm

x — koncentracija galne kiseline (mg L)
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3.2.5. Praéenje stabilnosti polifenola

Za potrebe ispitivanja stabilnosti dobiveni ekstrakti brokule inkubirani su tijekom 28 dana
na sobnoj temperaturi od 25 °C te na temperaturi od 4 °C u hladnjaku. Analiza stabilnosti
polifenola provedena je u NADES-ima i referentom otapalu etanolu mjerenjem promjene
koncentracije ukupnih polifenola Folin—Ciocalteu metodom opisanom u poglaviju 3.2.4.

Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau reagensom

3.2.6. Odredivanje pojedinacnih alifatskih i indolnih glukozinolata

Odredivanje glukozinolata provedeno je prema medunarodnoj standardnoj ISO metodi
(ISO 10633-1, 1995).

3.2.6.1. Ekstrakcija ukupnih glukozinolata iz brokule

U epruvete je odvagana usitnjena brokula (1 g) te je u svaku od pet epruveta dodan
odgovarajuéi NADES (10 mL). Osim toga, u dvije epruvete je umjesto NADES-a dodano 10
mL etanola (70 %, v/v). Sadrzaj svake epruvete homogeniziran je pomocu vorteksa, nakon
Cega su epruvete uronjene u prethodno termostatiranu vodenu kupelj na 75 °C. Inkubacija u
vodenoj kupelji trajala je 10 minuta, te su potom epruvete prebacene u ultrazvuénu kupel.
Inkubacija u ultrazvuénoj kupelji provodila se na 30 °C i ukupno je trajala 15 minuta. Sadrzaji
epruveta su svakih 5 minuta homogenizirani pomoc¢u vorteksa. Ekstrakti su potom odvojeni
vakuum filtracijom. Za daljnju analizu glukozinolata, po 250 pL svakog ekstrakta pomijeSano

je sa 750 pL otopine sinigrina. Uzorci su do daljnje analize ¢uvani na -20 °C.

3.2.6.2. Desulfatacija pripravijenih ekstrakata pomocu enzima sulfataze

Postupak desulfatacije pripravljenih ekstrakata proveden je uz koriStenje ve¢ gotovih
kolona za desulfataciju. Na kolonu je prvo dodano 0,7 mL ionskog izmjenjivaca Fast DEAE
Sepharose CL-6B te 2 mL otopine imidazol-formijata. Nakon $to je sav imidazol-formijat
iskapao, na kolonu je dva puta dodano po 1 mL destilirane vode. Kada je iskapala i voda, na
svaku je kolonu dodan 1 mL odgovaraju¢eg ekstrakta te dva puta po 1 mL acetatnog pufera
(0,02 M). Nakon $to je iskapao sav pufer, dodano je 100 pL sulfataze, enzima koji prevodi
glukozinolate u desulfatirani oblik. Sulfataza je ostavljena da djeluje 18 sati pri sobnoj
temperaturi. Eluacija je provedena s 1,5 mL destilirane vode, a eluati su se hvatali u nove,
Ciste epruvete. Dobiveni se eluat analizira teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC).
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3.2.6.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti desulfoglukozinolata

Kromatografski uvjeti:
Kromatografska kolona: Supelcosil 15¢m x 4,6 mm i.d., S5um
Pokretna faza: A - deionizirana voda B - acetonitril (y= 0,20) u deioniziranoj vodi
Protok: 1,0 mL min*
Eluiranje: gradijentno, 0-1 min 100% otapala A 1 - 20 min linearna promjena gradijenta do
100% B 20-25 min linearna promjena gradijenta do 100 % A 25 - 30 min uravnotezenje
kolone, 100 % A
Detekcija: UV, A=229 nm
Temperatura kolone: 30 °C
Vrijeme trajanja analize: 30 min
Prema primijenjenoj metodi desulfoglukozinolati se s kolone eliminiraju u nizu padajuée

polarnosti.

Identifikacija desulfoglukozinolata provedena je prema redoslijedu izlazenja pikova s
kromatografske kolone (Tablica 6) te je potvrdena UV spektrima. Tipi€an kromatogram

desulfoglukozinolata brokule prikazan je na Slici 10.
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Slika 10. Kromatogram desulfoglukozinolata etanolnog ekstrakta brokule (EtOH)
Kromatografski uvjeti: kolona: Supelcosil 15 cm x 4,6 mm i.d., 5 pm; pokretna faza: A-voda, B-20 %-tni acetonitril;
gradijentno eluiranje protok: 1,0 mL min; detekcija: UV, A=229 nm.
DS-GBI = desulfoglukoiberin, DS-SIN = desulfosinigrin, DS-GRA = desulfoglukorafanin, DS-GBS = desulfoglukobrasicin, DS-4-
OCH3-GBS = desulfo-metoksiglukobrasicin, DS-neo-GBS = desulfo-neo-glukobrasicin
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Tablica 6. Redoslijed eluiranja desulfoglukozinolata (DSGSL) s kromatografske kolone i faktori

preracunavanja

Redoslijed ; Faktor
eluiranja Desulfoglukozinolat preradunavanja
1 Desulfoglukoiberin (DS-GBI) 1,07
2 Desulfosinigrin (DS-SIN) 1,00
3 Desulfoglukorafanin (DS-GRA) 1,07
4 Desulfoglukobrasicin (DS-GBS) 0,29
5 Desulfo-metoksiglukobrasicin (DS-4-OCH3-GBS) 0,25
6 Desulfo-neo-glukobrasicin (DS-neo-GBS) 0,20

Kvantifikacija pojedinacnih glukozinolata provodi se metodom unutarnjeg standarda. Udio
pojedinih glukozinolata u ekstraktu brokule racuna se prema sljedecoj jednadzbi:
GLS =29 x - x Kg [umol g svjeZe tvari brokule] [3]
gdje je:
Ag - povrsina pika pojedinog desulfoglukozinolata
As - povrdina pika desulfatiranog unutarnjeg standarda, sinigrina
n - mnozina unutarnjeg standarda (umol)
m - masa analiziranog uzorka (g)
Kg - faktor odnosa apsorbancije pojedinog desulfoglukozinolata prema apsorbanciji

desulfatiranog unutarnjeg standarda; razli€it za svaki glukozinolat

3.2.7. Praéenje stabilnosti alifatskih i indoInih glukozinolata

Za potrebe ispitivanja stabilnosti dobiveni ekstrakti brokule inkubirani su tijekom 28 dana
na sobnoj temperaturi od 25 °C te na temperaturi od 4 °C u hladnjaku. Analiza stabilnosti
glukozinolata provedena je u NADES-ima i referentom otapalu etanolu mjerenjem promjene
koncentracije alifatskih i indolnih glukozinolata metodom opisanom u poglaviju 3.2.6.

Odredivanje pojedinacnih alifatskih i indolnih glukozinolata.

3.2.8. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta primjenom ORAC metode

ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) metoda temelji se na stvaranju
slobodnih radikala, pri ¢emu kao izvor sluzi AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamid)-
dihidroklorid). Peroksil radikali (ROO-) oksidiraju fluorescein $to dovodi do smanjenja

flourescencije €ija se vrijednost mjeri spektroflourimetrijski. Kao standard koristi se Trolox (6-
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hidroksi-2,5,7,8-tetraetilkroman-2-karboksilna kiselina; u vodi topiv analog vitamina E) za kojeg
je dokazano da ima jako antioksidacijsko djelovanje (Giordano i sur., 2020).

Uzorci za mjerenje pripremljeni su na sljede¢i nacin: u epruvetu je dodano 2,250 mL
otopine flouresceina te 0,375 mL uzorka prethodno razrijedenog 100 puta. Otopine su potom
termostatirane na 37 °C tijekom 30 minuta. Nakon toga, sadrzaj svake epruvete preto€en je u
posebnu kivetu za mjerenje te je dodano 0,375 mL mL otopine AAPH. Mjerenje se provodilo
pomocu flourescentnog spektrofotometra na temperaturi od 37 °C tijekom 30 minuta. Tijekom
svake minute mjerena je promjena intenziteta flourescencije pri Aeks= 485 nm i Aem = 520 nm.
Prilikom priprave slijepe probe, umjesto uzorka dodano je 0,375 mL fosfatnog pufera (0,075
M). Na isti naCin odredena je ORAC vrijednost standarda, otopine Troloxa koncentracije

80umol L koja je dobivena iz mati¢ne otopine koncentracije 2,497 x 10% umol L™

ORAC-vrijednosti raCunaju se prema formulama:

AUCU—-AUCSP

Relativha ORAC-vrijednost = (m

)x kxaxh [umol Trolox ekvivalent g-* uzorka] [4]

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

Pri cemu je:

AUCU = antioksidacijski kapacitet uzorka
AUCSP = antioksidacijski kapacitet slijepe probe
AUCTRX = antioksidacijski kapacitet Troloxa

k = faktor razrjedenja

a = molarna koncetracija Troloxa

_ V(ekstrakta)
~ g(uzorka)

3.2.9. Ispitivanje bioloske aktivnosti ekstrakata brokule na stani¢nim linijama
HaCaT i HeLa

Za potrebe umozavanja biomase stanica i postavljanja pojedinacnih pokusa, stani¢ne
linije HaCaT i HeLa odrZzavane su u T-bocama. Svaka 3-4 dana stanice su pasaZzirane kako bi
se odrzale u eksponencijalnoj fazi rasta. Svakodnevno su promatrane inverznim mikroskopom,
pri Eemu je prac¢eno prihvaéanje za podlogu, brojnost stanica te njihova morfoloSka svojstva.
Prije postavljanja pokusa stanice su tretirane tripsinom kako bi se odvojile od podloge. Potom
je metodom tripan-plavo odreden ukupan broj stanica te je izraCunat volumen suspenzije
stanica potreban za nacjepljivanje ploCe s 96 jazica za svaku stani¢nu liniju. U svaku jazicu na
ploCi s 96 jazica nacijepljeno je po 100 pL suspenzije stanica. Obje stani¢ne linije nacijepljene

su u pocetnoj koncentraciji 3 x 10%stanica mL™. Nakon 24 sata, stanice su tretirane ekstraktima
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brokule u odabranom DES-u u volumnim udjelima: 0,5, 1,25, 2,51 5 (v/v). Za svaki su pokus
postavljene 3 paralele. Nakon tretmana koji je trajao 72 sata, primjenom kolorimetrijske MTS
metode odredena je vijabilnost stanica koja je izrazena kao postotak prezivljenja u odnosu na

kontrolne stanice.

3.2.9.1. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Prilikom odredivanja broja stanica bojom tripan-plavo (0,4 % m/v), najprije je uklonjen
medij te je povrSina za uzgoj isprana sterilnim PBS puferom, nakon ¢ega je dodano 100 uL
tripsina. Stanice su vrac¢ene u inkubator na otprilike 5 minuta kako bi se uslijed djelovanja
tripsina uspjesSno odvojile od podloge. Odvajanje stanica od podloge praceno je inverznim
mikroskopom. Tako dobivena suspenzija stanica resuspendirana je te je alikvot od 20 L
pomijeSan s 20 pL boje tripan-plavo. Zbog ostec¢enja membrane, ova boja mrtve stanice boji
plavo te je omoguéeno njihovo razlikovanje od Zivih stanica. Potom je 20 yL tako pripremljene
suspenzije naneseno u Neubauer-ovu komoricu za brojanje i stanice su izbrojane u 4 kvadrata.

Za svaki uzorak odreden je broj stanica u najmanje tri paralelne probe.

Broj stanica po mL suspenzije izraCunat je iz izraza:

Br. stanica mL™ suspenzije = (zbroj izbrojenih stanica u 4 kvadrati¢a) x 5000 [5]

3.2.9.2. Odredivanje vijabilnosti stanica MTS metodom

MTS test odnosno The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je
kolorimetrijska metoda koja se Kkoristi za pracenje proliferacije stanica u ovisnosti o
nutrijentima, faktorima rasta, citokinima i mitogenima. Osim toga, koristi se i za analizu
djelovanija citotoksi¢nih i citostati¢kih spojeva te za odredivanje protutijela koja inhibiraju rast
stanica. Tetrazolijeva sol MTS-a [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazol] se djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza reducira do formazana
ljubiaste boje koji je otoplien u mediju. Sto je vedéi broj Zivih stanica, aktivnost mitohondrijskih
dehidrogenaza u uzorku bit ¢e izraZenija. Intenzitet aktivnosti mitohondrijskih dehidrogenaza
proporcionalan je povecanju inteziteta boje koje daje obojeni produkt formazan, iz ¢ega je
moguce odrediti broj zivih stanica u kulturi. Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama
ekstrakata brokule tijekom 72 sata, nakon ¢ega je u svaku jazicu dodano 10 uyL MTS reagensa.
PloCe su vracene na inkubaciju u trajanju 3 - 4 h, a potom su kratko (30 s) stavljene na tresilicu.
Intenzitet razvijene boje u odnosu na slijepu probu odreduje se spektrofotometrijski pri 492 nm
primjenom CitaCa ploCa. Prezivljenje stanica izrazava se kao postotak omjera apsorbancije

tretiranih i netretiranih (kontrolnih) stanica i rauna se prema izrazu:
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Postotak preZivijenja stanica = [srednja vrijednost Asg, (uzorka) / srednja vrijednost Ase
(kontrola)] x 100 [6]

3.2.10. Statisticka obrada podataka

Sva mjerenja provedena su u paralelama. Rezultati su prosje¢ne vrijednosti dva ili viSe

mjerenja, ovisno o pokusu, i izraunati su prema izrazu:
__1.opn
x = ;2i=1x1 [7]

S pripadajuéim standardnim devijacijama S.D.:

s p = |Ex-D? 8]
n

Pri €¢emu je n ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢na vrijednost uzorka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



U sklopu ovog rada istrazena je mogucénost primjene NADES-a u ekstrakciji polifenola i
glukozinolata iz brokule u cilju razvoja biolo$ki aktivnih i stabilnih tekuéih ekstrakata dobivenih
odrzivim i ekonomi¢nim postupkom. U tu svrhu, prvo je raunalnim probirom suzen broj
kandidata NADES-a kako bi se smanijio broj potrebnih eksperimenata te osigurala usteda
potrebnih kemikalija. Potom su odabrani NADES-i, u kojima je topljivost zZeljenih komponenti
bila najveca, primijenjeni za ekstrakciju polifenola i glukozinolata. Dobivenim ekstraktima
odreden je sadrzaj ukupnih polifenola i profil glukozinolata te antioksidativna aktivnost, nakon
Cega je pracena stabilnost ovih spojeva tijekom skladidtenja ekstrakata na sobnoj temperaturi
odnosno u hladnjaku na 4 °C. Ekstrakt u NADES-u, koji je pokazao najvecu antioksidativnu
aktivnost, odabran je za ispitivanje bioloskog u€inka na ljudskim stanicama koZe (stani¢na linija
HaCaT) te tumorskim stanicama (stani¢na linija HelLa). Nadalje, koristeéi parametre zelene
kemije i kompleksni indeks ekoloSke prihvatljivosti analitiCcke procedure, procijenjena je
ekolodka odrzivost te isplativnost provedene ekstrakcije pomoéu NADES-a. Na posljetku,
S.W.O.T. analizom procjeni su unutarnji i vanjski ¢imbenici koji mogu utjecati na odrzivost

proucavanog postupka. Shema istrazivanja prikazana je na Slici 11.

£ RACUNALNI PROBIR

NADES-A
@ ¢ ) Fizikalno-kemijska
= 6 PRIPREMA = %‘ karakterizacija NADES-a
NADES-A
o CD
o) 3 .l
G TAY i
Odredivanje bioloske ¢ 0 EKSTRAKCLA M:’@ Kemijska
aktivnosti ekstrakata . = —1 b ’ POLIFENOLA | = A karakterizacija
: JE e GLUKOZINOLATA I ) . ekstrakta
BROKULE vty 2

li=

. @ . PROCJENA ODRZIVOSTI
Lo} POSTUPKA EKSTRAKCLIE

Slika 11. Shema provedenog istrazivanja
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4.1. Racéunalni probir prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih

otapala za ekstrakciju polifenola i glukozinolata

Jedna od kljuénih prednosti koristenja NADES-a u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva je
njihova kemijska raznolikost i prilagodljivost. Naime, variranjem komponenti (donora i
akceptora vodikove veze) te finim podeSavanjem sadrzaja vode, NADES-i se mogu prilagoditi
specificnim potrebama odredenog procesa. Prvotno se procjenjivalo da postoji oko 10°
mogucih strukturnih varijacija NADES-a, ali s kontinuiranim izvjeStajima o novim
komponentama, viSekomponentnim NADES-ima i razli¢itim moguc¢im molarnim omjerima
(uklju€ujuéi i vodu kao komponentu NADES-a), broj mogucih strukturnih kombinacija danas se
procjenjuje neograni¢enim (Pani¢ i sur., 2021b). Ovaj veliki kemijski prostor nudi izvanredan
potencijal za dizajn otapala, ali istovremeno postavlja znacajan izazov: kako identificirati
"idealni" NADES koji ispunjava razliCite kriterije za ekstrakciju neke bioloSki aktivne
komponente?

Odabir odgovaraju¢eg NADES-a za ovu svrhu tradicionalnim eksperimentalnim
metodama pokusaja i pogreske dugotrajan je i skup proces. Kako bi se prevladale poteSkocée
eksperimentalnih metoda, u posljednje se vrileme koriste raCunalne metode odabira najboljeg
otapala. Trenutno se COSMO-RS smatra jednom od najpreciznijih ab initio racunalnih metoda
dostupnih za rangiranje otapala (Klamt i sur., 1998). lako ova metoda nije izvorno razvijena za
NADES-e, ve¢ za organska otapala, moguce je izraditi vlastitu bazu podataka o ovim
otapalima te ju koristiti za procjenu njihovih termodinamickih parametara otapala i topljivost
odredenih molekula u istima. Takva baza podataka izradena je u Laboratoriju za tehnologiju i
primjenu stanica i biotransformacije SveuciliSta u Zagrebu Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
te je koriStena u ovom radu u svrhu procjene topljivosti polifenola i glukozinolata u 71 razlicitih
NADES-a prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.1. Racunalno predvidanje topljivosti
polifenola i glukozinolata u prirodnim niskotemperaturnim eutektickim otapalima. Obzirom da
su polifenoli odnosno glukozinolati skupine raznovrsnih spojeva, za procjenu topljivosti uzeti
su u obzir u brokuli najzastupljeniji polifenoli, kvercetin i ferulinska kiselina, te najznacajniji
predstavnik glukozinolata u brokuli, glukorafanin. Na Slici 12 prikazane su strukture i
optimirane molekule (.cosmo) kvercetina, ferulinske kiseline i glukorafanina koristene kao

ulazni parametri za racunalne simulacije.
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1) Kvercetin 2) Ferulinska kiselina 3) Glukorafanin

O
A OH

HO

Slika 12. Strukture kvercetina, ferulinske kiseline i glukorafanina koje sluze kao ulazni parametri

za COSMOtherm proracune

Dobiveni logaritmi koeficijenta aktivnosti pri beskonaénom razrjedenju (In(y)) kvercetina i
ferulinske kiseline, koji su mjera topljivosti odredene molekule u otapalu, prikazani su u
Tablicama 7 i 8, a glukorafanina u Tablicama 9 i 10. Izlazni parametar COSMOtherm procjene
topljivosti je logaritam koeficijenta aktivnosti, In(y), koji govori o topljivosti ispitivanog spoja u
odabranom otapalu. Manji koeficijent aktivnosti znaéi vecu topljivost ispitivane molekule u
promatranom otapalu. PriloZzena skala Tablicama 7 - 10 pokazuje da u svrhu potrage za
otapalom koje moZe najbolje otopiti Zeljeni spoj treba teziti vrijednostima u podrucju hladnijih
boja odnosno rasponu [-« ; 0] (Pani¢ i sur., 2021a).

Prema podacima prikazanim u Tablicama 7 - 10 vidljivo je da su hidrofilni NADES-i
prikladniji za otapanje odabranih polifenola i glukozinolata od hidrofobnih NADES-a. To je u
skladu s oc€ekivanjima obzirom na strukturu odabranih molekula koje sadrze polarne regije
(Slika 12). Nadalje, najvecu topljivost u polarnim NADES-ima pokazuje kvercetin, zbog
dodatnih hidroksilnih skupina koje mu povecavaju polarnost, dok ferulinska kiselina i
glukorafanin imaju nesto manju topljivost. Za sve odabrane polifenole i glukozinolate vidljiv je
trend smanjivanja topljivosti s povecanjem udjela vode, Sto odgovara dostupnoj literaturi (Panic
i sur., 2021a). Zaklju€no, za ekstrakciju polifenola i glukozinolata odabrana su otapala koja
sadrze betain u kombinaciji s glukozom, saharozom, glicerolom odnosno jabuénom kiselinom
s masenim udjelom vode od 30 % (w/w) (Tablica 11) te su pripremljena i koriStena u nastavku

istrazivanja.
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Tablica 7. Prikaz In(y) vrijednosti kvercetina i ferulinske kiseline u ispitanim hidrofilnim NADES-ima na

bazi betaina i kolin-klorida

udio vode % (w/w)

10 | 30 | 50

10 | 30 | 50

Hidrofilni DES MOI"?‘m' kvercetin fer_ulln_ska
omjer kiselina
1 B:CA 1.1
2 | B:Glc 5:2
3 | B:Glc 11
4 | B:Gly 1.2
5 | B:OxA:Gly 1:2:1
6 B:Ma 1.1
7 | B:Ma:Glc 1:1:1
8 B:Ma:Pro 1:1:1
9 | BEEG 1:2
10 | B:Arg 11
11 | B:His 11
12 | BiLys 1.1
13 | B:Xyl 1:1
14 | B:Suc 4:1
15 | ChCI:.CA 2:1
16 | ChCI:.CA 11
17 | ChCLEG 1:2
18 | ChCl:Fru 11
19 | ChCIGlc 2:1
20 | ChCI:Glc 11
21 | ChCIL:Gly 1:2
22 | ChCl:Ma 1:1
23 | ChCl:Ma 4:1
24 | ChCIl:OxA 1:1
25 | ChCl:Pro:Ma 1:1:1
26 | ChClI:Suc 2:1
27 | ChCl:Sol 1:1
28 | ChCl:Sol 2:3
29 | ChCl:Sor 1:1
30 | ChCl:U 1:2
31 | ChCLUEG 1:2:2
32 | ChCl:U:Gly 1:2:2
33 | ChCI:Xyl 2:1
34 | ChCl:Xyol 5:2

Skala In (y) vrijednosti

Arg: arginin, B: betain, CA: limunska kiselina, ChCI: kolin klorid, EG: etilen glikol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly:
glicerol, His: histidin, Lys: lizin, Ma: jabu¢na kiselina, OxA: oksalna kiselina, Pro: prolin, Suc: saharoza, Sol: sorbitol,
Sor: sorboza, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol: ksilitol.
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Tablica 8. Prikaz In(y) vrijednosti kvercetina i ferulinske kiseline u ispitanim hidrofilnim NADES-ima na
bazi organskih kiselina i Se¢era te u hidrofobnim NADES-ima

udio vode % (w/w)
10 | 30 |50 10]30] 50

Hidrofilni DES MOIé.lm' kvercetin fer_ulmska
omjer kiselina
35 CA:Fru 1:1
36 CA.Glc 1:1
37 CA:Glc:Gly 1:1:1
38 CA:Sor 2:3
39 CA:Suc 11
40 Fru:EG 1:2
41 Fru:Glc:U 1:1:2
42 GIc:EG 1:2
43 Glc:Fru 1:1
44 Glc:Fru:EG 1:1:2
45 Gly:Glc 2:1
46 Ma:Fru 2:1
47 Ma:Fru:Gly 1:1
48 Ma:Glc 1:1:1
49 Ma:Glc:Gly 1:1
50 Ma:Sor:Gly 1:1:1
51 Ma:Suc 1:1:2
52 Pro:Fru:Gly 2:1
53 Pro:Ma 1:1:1
54 Suc:EG 11
55 Suc:Glc:Fru 1:2
56 Suc:Glc:U 1:1:1
57 Sor:EG 1:1:2
58 Sol:EG 1:2
59 Xyl:EG 1:2
Hidrofobni DES 'V'O'&.‘”“ kvercetin fer.ulmska
omjer kiselina
60 Me:Cam 1:1
61 Me:Cam 4:1
62 Me:EU 1:1
63 Me:PA 1:1
64 Me:SA 4:1
65 Me:C8 1:1
66 Me:C10 1:1
67 Me:C18:3 1:1
68 Me: Ty 3.2
69 Ty:C8 1:3
70 Ty:C10 11
71 Ty:Cou 3.2

C10: dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, CA: limunska kiselina, Cam: kamfor, Cou:
kumarin, EG: etilen glikol, EU: eukaliptol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly: glicerol, Ma: jabuéna kiselina, Me: mentol,
PA: perilna kiselina, Pro: prolin, SA: salicilna kiselina, Suc: saharoza, Sol: sorbitol, Sor: sorboza, Ty: timol, U: urea,
Xyl: ksiloza.
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Tablica 9. Prikaz In(y) vrijednosti glukorafanina u ispitanim prirodnim hidrofilnim NADES-ima na bazi

betaina i kolin klorida

udio vode % (w/w)

10 | 30 | 50

Hidrofilni DES Molarni omjer Glukorafanin

1 B:CA 1:1
2 B:Glc 1.1
3 B:Gly 1:2
4 | B:OXA:Gly 1:2:1
5 B:Ma 1:1
6 B:Ma:Glc 1:1:1
7 B:Ma:Pro 1:1:1
8 B:EG 1:2
9 B:Arg 11
10 | B:His 1.1
11 | BiLys 11
12 | B:xyl 11 L
13 | B:Suc 4:1
14 | ChCIL.CA 2:1
15 | ChCIL.CA 11
16 | ChCLEG 1:2
17 | ChCl:Fru 11
18 | ChCl.Glc 2:1
19 | ChCl:Glc 1:1
20 | ChCl:Gly 1:2
21 | ChCl:Ma 1.1
22 | ChCl:Ma 4:1
23 | ChCI:OxA 1:1
24 | ChCIl:Pro:Ma 1:1:1
25 | ChCl:Suc 2:1
26 | ChCl:Sol 11 Skala In (y) vrijednosti
27 | ChCl:Sol 2:3
28 | ChCl:Sor 11
29 | ChClU 1:2
30 | ChCLUEG 1:2:2
31 | ChCl:U:Gly 1:2:2
32 | ChCI: Xyl 2:1
33 | ChCl:Xyol 5:2

Arg: arginin, B: betain, CA: limunska kiselina, ChCI: kolin klorid, EG: etilen glikol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly:

glicerol, His: histidin, Lys: lizin, Ma: jabu¢na kiselina, OxA: oksalna kiselina, Pro: prolin, Suc: saharoza, Sol: sorbitol,

Sor: sorboza, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol: ksilitol.
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Tablica 10. Prikaz In(y) vrijednosti glukorafanina u ispitanim prirodnim hidrofilnim NADES-ima na bazi

organskih kiselina i $ec¢era te u hidrofobnim NADES-ima

udio vode % (w/w)

10 | 50
Hidrofilni DES MO"'?“”' Glukorafanin

omjer
34 | CAFru 1:1
35 | CAGIc 1:1
36 | CA:Glc:Gly 1:1:1
37 | CA:Sor 2:3
38 | CA:Suc 1:1 T
39 | FruEG 1:2
40 | Fru:Glc:U 1:1:2
41 | GIc:EG 1:2
42 | Glc:Fru 1:1
43 | Glc:Fru:EG 1:1:2
44 | Gly:Glc 2:1
45 Ma:Fru 1.1
46 | Ma:Fru:Gly 1:1:1
47 | Ma:Glc 11
48 | Ma:Glc:Gly 1:1:1
49 | Ma:Sor:Gly 1:1:2
50 Ma:Suc 2:1
51 | Pro:Fru:Gly 1:1:1
52 Pro:Ma 11
53 | Suc:EG 1:2
54 | Suc:Glc:Fru 1:1:1
55 | Suc:Glc:U 1:1:2
56 | Sor:EG 1:2
57 | Sol:EG 1:2
58 | Xyl:EG 1:2

Hidrofobni DES Molgrm Glukorafanin

omjer
59 | Me:Cam 1:1
60 Me:Cam 4:1
61 | Me:EU 1:1
62 | Me:PA 1.1
63 | Me:SA 4:1
64 | Me:C8 1:1
65 | Me:C10 1.1
66 | Me:C18:2 11
67 | Me:Ty 3:2
68 | Ty:C8 1:3
69 | Ty:Cl10 1.1
70 | Ty:Cou 3:2

Skala In (y) vrijednosti

C10: dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, CA: limunska kiselina, Cam: kamfor, Cou:
kumarin, EG: etilen glikol, EU: eukaliptol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly: glicerol, Ma: jabuéna kiselina, Me: mentol,
PA: perilna kiselina, Pro: prolin, SA: salicilna kiselina, Suc: saharoza, Sol: sorbitol, Sor: sorboza, Ty: timol, U: urea,
Xyl: ksiloza
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4.2. Priprema i Kkarakterizacija prirodnih niskotemperaturnih

eutektickih otapala

NADES-i odabrani na temelju racunalnog probira, pripravljeni su i fizikalno-kemijski
okarakterizirani prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.2. Priprema i karakterizacija
prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala (Tablica 11). Postupak pripreme NADES-a
odlikuje se potpunim iskoriStenjem bez stvaranja otpada (sve komponente dodane za pripravu
Lugraduju“ se u otapalo). Takoder, lako dostupne, biorazgradive i relativno jeftine sirovine istiCu

ekolosku prihvatljivost i ekonomsku odrzivost priprave ovih otapala (Yang, 2018).

Tablica 11. Fizikalno-kemijske karakteristike pripremljenih NADES-a

11 71,49 1,20 7,24 49,21

5:2 53,45 1,20 7,85 49,90
41 54,13 1,19 7,71 49,90
1:2 25,70 1,17 7,03 49,72
11 61,18 1,24 3,24 49,21

- 1,20% 0,87 6,10 51,06

B: betain, Glc: glukoza, Suc: saharoza, Gly: glicerol, MA: jabu¢na kiselina, EtOH: 70 %-tni etanol
* PanReac AppliChem (2024)

Obzirom da su viskoznost i gusto¢a otapala izrazito vazni za rukovanje otapalom,
pogotovo u industrijskom mjerilu (Aten, 1996), pripravljenim NADES-ima odredena su ova dva
fizikalna svojstva, a vrijednosti prikazane u Tablici 11. Viskoznosti pripremljenin NADES-a
kre¢u se u rasponu od 25,70 mPa:s do 71,49 mPa-s. Usporedbom rezultata moze se zakljuditi
da sva pripremljena otapala imaju znatno vece vrijednosti viskoznosti od one za vodu (1,00
mPa-s) (Stanley i sur., 2002) odnosno referentno otapalo etanol (70 %-tna otopina u vodi, v/v)
(1,20 mPa-s) (PanReac AppliChem, 2024). Ovi rezultati u skladu su s o€ekivanjima obzirom
da je jedna od karakteristika NADES-a visoka vrijednost viskoznosti (Chemat i sur., 2019).
Najvecu vrijednost viskoznosti ima B:Glc11 (71,49 mPa-s), dok najmanju vrijednost pokazuje
B:Gly (25,70 mPa-s). Na temelju rezultata iz tablice takoder se moze primijetiti da NADES-i na
bazi Secera (glukoza i saharoza) pokazuju sli¢ne visoke vrijednosti viskoznosti. Nadalje, B:MA
takoder pokazuje veliku vrijednost viskoznosti koja iznosi 61,18 mPa-s. Ovakvi rezultati,

odnosno dobivene vrijednosti viskoznosti NADES-a mogu biti ograni¢avajuci faktor u primjeni
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ovih otapala u industriji. Medutim, viskoznost otapala moze se smanijiti pove¢anjem masenog
udjela vode kao i povecanjem temperature (Rente i sur., 2022). Nadalje, vrijednosti gustoce
pripremlienih NADES-a kre¢u se u manjem rasponu od 1,17 g cm™ do 1,24 g cm3, znatno
vece od gustocée vode (1,00 g cm?) i referentnog otapala (0,87 g cm3). Najmanju vrijednost
gustoce koja iznosi 1,17 g cm2 ima NADES koji pokazuje i najmanju vrijednost viskoznosti, a
to je B:Gly. Ovi podaci sugeriraju da glicerol, kao donor vodikove veze, doprinosi smanjenju
gustoce i viskoznosti u odnosu na druge donore poput Secera ili kiselina.

Kemijska svojstva otapala, poput pH i polarnosti, odreduju topljivost i stabilnost otopljene
komponente u otapalu (Singh i sur., 2021) te su stoga izmjerene za pripravljena otapala.
Izmjerene pH vrijednosti ve€ine NADES-a kre¢u se u neutralnom podrudju (7,03 - 7,85). Vece
odstupanje izmjereno je jedino kod B:MA, €ija pH vrijednost iznosi 3,24. Buduéi da na pH
vrijednost NADES-a najveci utjecaj imaju ishodne komponente otapala, za oCekivati je da se
pH vrijednost NADES koji sadrzi organsku kiselinu nalazi u kiselom podru¢ju. Nadalje,
vrijednosti molarne tranzicijske energije (Enr), mjere polarnosti otapala, ispitivanin NADES-a
kreéu se u rasponu 49,21 - 49,90 kcal mol™ pri éemu otapala s niZom vrijednosti ukazuju na
vecéu polarnost. Takoder, svi NADES-i su polarniji od referentnog otapala s izmjerenom Enr 0d
51,06 kcal mol™". Najmanja Enr Vrijednost izmjerena je za B:MA te iznosi 49.21 kcal mol™’, $to
ukazuje na najvecéu polarnost. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem kojeg su proveli
Dai i sur. (2013), kada su okarakterizirali fizikalno-kemijska svojstva 13 najéeSce koristenih
NADES-a. Zaklju€ili su kako upravo NADES-e temeljene na organskim kiselinama
karakterizira najveca polarnost, dok su manje polarni oni NADES-i u Cijem se sastavu nalaze

Seceri i polioli.

4.3. Pripravai karakterizacija ekstrakata brokule primjenom prirodnih

niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

Ekstrakcija polifenola i glukozinolata provedena je koriStenjem pripravijenin NADES-a:
B:Glci1, B:Glcs:2, B:Suc, B:Gly i B:MA (Tablica 5). Odvaganim uzorcima brokule dodan je
odgovarajuci, unaprijed pripremlijeni NADES te su navedeni spojevi ekstrahirani prema
protokolu opisanom u poglavlju 3.2.3. Ekstrakcija polifenola i glukozinolata iz brokule. U
dobivenim ekstraktima odreden je sadrzaj i stabilnost polifenola i glukozinolata. Pored toga,
ekstraktima je odreden i antioksidacijski kapacitet te je ispitana bioloSka aktivnost odabranog

ekstrakata brokule na stani¢nim linijjama HaCaT i HelLa.

45



4.3.1. Sadrzaj i stabilnost polifenola

Ukupni polifenoli u ekstraktima brokule odredeni su primjenom Folin-Ciocalteau reagensa,
prema metodi opisanoj u poglaviju 3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau
reagensom. Rezultati mjerenja izraZzeni su kao ekvivalent galne kiseline (mg GE g* s.t.) i

prikazani na Slici 13.

@

Ukupni polifenoli (mg GE g, )
(5]

B:Glc1:1 B:Gle5:2 B:MA B:Gly B:Suc EtOH

Slika 13. Maseni udio ukupnih polifenola u ekstraktima brokule izrazeni kao ekvivalent galne kiseline

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3), s.t. = suha tvar
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2), B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabu¢na kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)

Rezultati mjerenja ukazuju na najveci udio polifenola u ekstraktu pripremljenom
koristenjem NADES-a na bazi glukoze, pri emu je za ekstrakt pripremljen pomoc¢u B:Glc1:1
(4,90 mg GE g?* s.t.) izmjerena vise nego dvostruko veca koli¢ina polifenola u odnosu na
referentno otapalo (1,86 mg GE g* s.t.). Ostali NADES-i takoder su bili uspjesni u ekstrakciji
polifenola sa rasponom vrijednosti izmedu 2,5 i 4,0 mg GE g* s.t. Dobiveni rezultati potvrduju
ucinkovitost modela COSMO-RS za predvidanje topljivosti polifenolnih spojeva te su u skladu
s istrazivanjem koje su proveli lanni i sur. (2023), a koji su potvrdili ve¢u ucinkovitost ekstrakcije
polifenola koristenjem NADES-a u usporedbi s konvencionalnim organskim otapalima.
Nadalje, nije uo€ena ovisnost fizikalno-kemijskih svojstava otapala o uspjesSnosti ekstrakcije
polifenola iz brokule te je potrebno provesti daljnja istrazivanja vezana uz razumijevanje
mehanizama topljivosti ovih spojeva u NADES-ima.

U pripravljenim ekstraktima, skladistenim na sobnoj temperaturi (25 °C) odnosno u
hladnjaku (4 °C) tijekom 28 dana, prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.5. Pracenje
stabilnosti polifenola pra¢ena je stabilnost polifenola, a rezultati su prikazani na Slikama 14 i
15.
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Slika 14. Rezidualna koncentracija polifenola u ekstraktima brokule skladiStenim tijekom 28 dana pri
4 °C, izrazena kao omjer koncentracije polifenola u ekstraktu nakon inkubacije i inicijalne
koncentracije polifenola u ekstraktu

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ S.D. (n=3)
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabu¢na kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)
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Slika 15. Rezidualna koncentracija polifenola u ekstraktima brokule skladiStenim tijekom 28 dana pri
25 °C, izrazena kao omjer koncentracije polifenola u ekstraktu nakon inkubacije i inicijalne
koncentracije polifenola u ekstraktu

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3)
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabucna kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)
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Mjerenje stabilnosti pri obje je temperature pokazalo sli¢an trend rezidualne koncentracije
ukupnih polifenola u ekstraktima pripravljenim u odabranim NADES-ima tijekom vremena. 1z
grafi¢kih prikaza vidljivinh na Slikama 14 i 15, moze se zakljuciti da su B:Glcs:2, B:Glc1.1, B:Gly
te B:MA iznimno dobri stabilizatori polifenolnih spojeva (rezidualna koncentracija ukupnih
polifenola > 90 %), a najvec¢a rezidualna koncentracija polifenola odrzana je u ekstraktima
pripravljenima u B:Glcs2. Oc€ekivano, referentno otapalo etanol nije se pokazalo dobrim
stabilizatorom, biljeze¢i znaCajan pad rezidualne koncentracije polifenola (72 % pocetne
koncentracije pri 4 °C te 45 % na sobnoj temperaturi). Za usporedbu, u istraZivanju koje su
proveli Dai i sur. (2016) takoder je dokazana veca stabilnost polifenola cijanidina u ispitanim

NADES-ima nego u zakiseljenom etanolu.

4.3.2. Sadrzaj i stabilnost glukozinolata

Alifatski i indolni glukozinolati su u pripremljenim ekstraktima analizirani HPLC-om (prema
protokolu opisanom u poglavlju 3.2.6. Odredivanje pojedinacnih alifatskih i indolnih
glukozinolata). Komercijalno dostupan glukozinolat sinigrin koriSten je kao unutarnji standard,
a faktori preraCunavanja prikazani su prethodno u Tablici 6. Identifikacija razdvojenih pikova
desulfoglukozinolata izvrSena je na temelju redoslijeda njihovog eluiranja s kromatografske
kolone, a dodatno je potvrdena usporedbom UV spektara. Rezultati kvantitativne analize
ekstrakata brokule prikazani su na Slici 16.
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Slika 16. Graficki prikaz pojedinacnih alifatskih i indolnih glukozinolata u ektraktima brokule
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3), s.t. = suha tvar
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabu¢na kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt
u 70 %-tnom etanolu (v/v)
DS-GBI = desulfoglukoiberin, DS-GRA = desulfoglukorafanin, DS-GBS = desulfoglukobrasicin, DS-4-OCH3-GBS = desulfo-
metoksiglukobrasicin, DS-neo-GBS = desulfo-neo-glukobrasicin
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Iz dobivenih je rezultata vidljivo da su u brokuli alifatski glukozinolati zastupljeniji u odnosu
na indolne glukozinolate. Kada su u pitanju alifatski glukozinolati (DS-GBI i DS-GRA), B:MA
ekstrakt istice se s najve¢om koncentracijom ovih glukozinolata (33,67 ymol g* s.t.. i 20,95
umol g? s.t.). Ekstrakti u ostalim NADES-i pokazuju vrijednosti sli¢ne onima izmjerenim u
referentnom otapalu (2,87 umol g? s.t. za DS-GBI i 5,04 pmol g? s.t. za DS-GRA). B:MA
ekstrakt takoder pokazuje najvec¢u koncentraciju indolnih glukozinolata (6,88 umol g* s.t.), dok
ostali ekstrakti u NADES-ima i referentom otapalu pokazuju nize koncentracije indolnih
glukozinolata. Kao i kod polifenola, dobiveni rezultati ukazuju na ucinkovitost modela COSMO-
RS u predvidanju topljivosti glukorafanina te na izostanak jasne korelacije izmedu fizikalno-
kemijskih karakteristika NADES-a i njihova kapaciteta za ekstrakciju glukozinolata.

Nadalje, za potrebe ispitivanja stabilnosti, ekstrakti brokule su skladiSteni na sobnoj
temperaturi (25 °C) odnosno u hladnjaku (4 °C) tijekom 28 dana te je praéena koncentracija
alifatskih i indolnih glukozinolata (prema protokolu opisanom u poglaviju 3.2.7. Pracenje
stabilnosti alifatskih i indolnih glukozinolata), a rezultati su prikazani na Slikama 17 — 20.
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Slika 17. Rezidualna koncentracija alifatskih glukozinolata u ekstraktima brokule skladiStenih tijekom
28 dana pri 4 °C, izrazena kao omjer koncentracije glukozinolata u ekstraktu nakon inkubacije i
inicijalne koncentracije glukozinolata u ekstraktu
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3)

B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu

betain:jabu¢na kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)
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Slika 18. Rezidualna koncentracija indolnih glukozinolata u ekstraktima brokule skladistenih tijekom
28 dana pri 4 °C, izrazena kao omjer koncentracije glukozinolata u ekstraktu nakon inkubacije i
inicijalne koncentracije glukozinolata u ekstraktu
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ S.D. (n=3)

B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu

betain:jabucna kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)

Mijerenje stabilnost alifatskih i indolnih glukozinolata pri 4 °C pokazuje sli¢an trend
rezidualne koncentracije u pripremljenim ekstraktima tijekom vremena. Alifatski glukozinolati
najstabilniji su u ekstraktu u B:Glcs:2, gdje relativna koncentracija ovih glukozinolata nakon 28
dana iznosi 62 % pocetne vrijednosti. Za usporedbu, u istom se periodu u referentnom otapalu
koncentracija alifatskih glukozinolata smanijila na 7 % pocetne koncentracije. U ekstraktima u
B:Gly i B:Glci1.1 takoder je zabiljezena dobra stabilnost alifatskih glukozinolata. Suprotno tome,
u ekstraktima u B:Suc, B:MA zabiljeZzena je zna€ajnu degradacija glukozinolata, sli€¢na onoj
etanolnom ekstraktu.

Kod indolnih glukozinolata vidljiva je bolja stabilnost pri 4 °C u usporedbi s alifatskim
glukozinolatima. Najbolja stabilnost indolnih glukozinolata zabiljeZzena je u ekstraktu u B:Glc1:,
kod kojeg koncentracija nakon 28 dana iznosi €ak 93 % pocetne vrijednosti. Za usporedbu, u
istom se periodu u referentom otapalu koncentracija indolnih glukozinolata smanijila na 57 %
poCetne koncentracije. U ekstraktima u B:Glcs2, B:Suc i B:Gly takoder je zabiljezena dobra
stabilnost indolnih glukozinolata (gotovo 80 % pocetne vrijednosti). Najznacajniji pad

koncentracije zabiljezen je u ekstraktu u B:MA.

50



120

100

[es]
o

I
o

=]
o

Rezidualna koncentracija alifatskih
glukozinolata (%)
[e2]
o

0 o
0 5 10 15 20 25
Vrijeme inkubacije (dan)

——B:Glc5:2 —e—B:Glclil ——B:MA —e—B:Gly —e—B:Suc —e—EtOH

Slika 19. Rezidualna koncentracija alifatskih glukozinolata u ekstraktima brokule skladistenih
tijekom 28 dana pri 25 °C, izrazena kao omjer koncentracije glukozinolata u ekstraktu nakon
inkubacije i inicijalne koncentracije glukozinolata u ekstraktu

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3), s.t. = suha tvar
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabu¢na kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)
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Slika 20. Rezidualna koncentracija indolnih glukozinolata u ekstraktima brokule skladistenih
tijekom 28 dana pri 25 °C, izraZena kao omjer koncentracije glukozinolata u ekstraktu nakon
inkubacije i inicijalne koncentracije glukozinolata u ekstraktu

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3), s.t. = suha tvar
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabucna kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)
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Mijerenje stabilnost alifatskih i indolnih glukozinolata pri 25 °C pokazuje sli¢an trend
rezidualne koncentracije u pripremljenim ekstraktima tijekom vremena. Najbolja stabilnost
alifatskih glukozinolata vidljiva je u B:Glcs.2i B:Gly ekstraktima (44 i 48 % pocetne vrijednosti).
Ostali ekstrakti bilieze potpunu degradaciju alifatskih glukozinolata nakon 28 dana.

Kod indolnih glukozinolata, jednako kao i pri 4 °C, vidljiva je bolja stabilnost u usporedbi s
alifatskim glukozinolatima. Najbolju stabilnost ponovno pokazuje B:Glci.1 ekstrakt, kod kojeg
koncentracija nakon 28 dana iznosi ¢ak 84 % pocetne vrijednosti. Za usporedbu, u istom se
periodu u referentom otapalu koncentracija indolnih glukozinolata smanjila na 36 % pocetne
koncentracije. Ekstrakti u B:Glcs2, B:Suc i B:Gly takoder su pokazali visoku odrzivost
stabilnosti indolnih glukozinolata. Najznacajniji pad koncentracije ponovno je zabiljezen u
ekstraktu u B:MA.

Oc¢ekivano, iz rezultata je vidljivo kako su glukozinolati stabilniji pri temperaturi od 4 °C u
usporedbi s 25 °C. Kao najbolji NADES-i za ekstrakciju i odrZzavanje stabilnosti pokazali su se
B:Glcy1 i B:Gly. Takoder, treba spomenuti da je na temelju rezultata prikazanih na Slici 16
vidljivo da je najveca koncentracija ekstrahiranih alifatskih i indolnih glukozinolata postignuta
u ekstraktu u B:MA. Medutim, na temelju rezultata prikazanih na Slikama 17 - 20 vidljiva je i
znacajna degradacija ovih glukozinolata nakon 28 dana, $to sugerira da su potrebna daljnja
istrazivanja kako bi se pronasao NADES koji je jednako ucinkovit u ekstrakciji i stabilizaciji

glukozinolata.

4.3.3. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata brokule odreden je ORAC metodom prema protokolu
opisanom u poglavlju 3.2.8. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta primjenom ORAC
metode. Ova metoda podrazumijeva praéenje inhibicija djelovanja slobodnog radikala AAPH
(2,2'-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid) na fluorescentni spoj fluorescein. Znacajna
prednost ove metode je Sto se odvija pri fizioloSkoj pH-vrijednosti i temperaturi od 37 °C,
odnosno uvjetima koji prevladavaju i u ljudskom organizmu. Osim toga, generiraju se radikalne
vrste koje opona3aju lipidni peroksil radikal ukljuéen u reakciju peroksidacije bioloskih
komponenti (Sakurai i sur., 2022).

Dobiveni rezultati izrazeni su u ekvivalentima Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-uglji¢na kiselina), odnosno kao mg Trolox ekvivalent L™ ekstrakta (mg TE
Llekst) te su prikazani na Slici 21. U referentnom, etanolnom ekstraktu brokule izmjerena je
najmanja ORAC-vrijednost (18,59 mg TE L), dok je najve¢a ORAC-vrijednost, koja je
iznosila 48,95 mg TE L e, zabiljezena je kod ekstrakta pripremljenog u B:Glcy1. Nesto nize

vrijednosti pokazuju slijededi ekstrakti i to redom: B:Gly > B:Suc > B:MA. Dobivene vrijednosti
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antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata u izravnoj su korelaciji s udjelima polifenola opisanima
u poglavlju 4.3.1. Sadrzaj i stabilnost polifenola. Naime, veéi antioksidacijski kapacitet
odgovara veéem masenom udjelu polifenola, $to upucuje da su upravo polifenoli odgovorni za
antioksidacijsku aktivnost ekstrakata brokule. Sli€ne rezultate dobili su Pani¢ i sur. u
istrazivanju iz 2021. godine, kada su zakljucili kako su odredene ORAC-vrijednosti ispitivane
komine grozda u izravnoj korelaciji s ukupnim sadrzajem fenolnih spojeva (Panic i sur., 2021a).
Osim toga, dobivene vrijednosti u skladu su i s rezultatima istrazivanja iz 2008. godine, kada
su Borowski i sur. potvrdili korelaciju izmedu masenog udjela bioaktivnih spojeva i oksidacijskih
svojstava brokule. Takoder su potvrdili kako brokula ima jaCa antioksidativha svojstva u

usporedbi s povréem poput graska, paprike, cikle ili zelene salate (Borowski i sur., 2008).
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Slika 21. Graficki prikaz relativnih ORAC-vrijednosti za analizirane ekstrakte brokule

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3)
B:Glc = ekstrakt pripremljen u otapalu betain:glukoza (molarni omjeri komponenti 1:1 odnosno 5:2, B:MA = ekstrakt u otapalu
betain:jabucna kiselina, B:Gly = ekstrakt u otapalu betain:glicerol, B:Suc = ekstrakt u otapalu betain:saharoza, EtOH = ekstrakt

u 70 %-tnom etanolu (v/v)

4.3.4. U¢inak ekstrakta brokule u B:Glc1:1 na proliferaciju humanih stanica

U nastavku rada je ispitana in vitro bioloSka aktivnost ekstrakta brokule u NADES-u
B:Glcy:1 primjenom kuture stanica, stanicnoj liniji humanih keratocita (HaCaT) te tumorskoj
humanoj stanicnoj liniji (HeLa) prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.9. Ispitivanje bioloSke
aktivnosti ekstrakata brokule na stani¢nim linjama HaCaT i HeLa. Naime, ovaj se NADES
pokazao vrlo uspjesnim prilikom ekstrakcije polifenola i glukozinolata te o€uvanja njihove
stabilnosti, zbog €ega je odabran za testiranje in vitro bioloSke aktivnosti, a dobiveni rezultati

prikazani su na Slici 22. Obje stani¢ne linije pokazale su visoko prezivljenje u cijelom rasponu
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volumnih udjela ekstrakta u B:Glci1 (0,5 - 5 v/v), &ime je dokazano da ispitani ekstrakt u
NADES-u ne djeluje citotoksi¢no, ve¢ i blago stimuliraju¢e na HaCaT stani¢nu liniju te se moze
smatrati sigurnim za ljudsku primjenu. Rezultati potvrduju rezultate istrazivanja koje su proveli
Pani¢ i sur. (2021a), a gdje je pokazano da ekstrakt komine grozda na bazi NADES-a ima
stimulativni u€inak na HaCaT stani¢nu liniju te je ucinak proporcionalno ovisan koncentraciji
polifenola u ekstraktu (Panic¢ i sur., 2021a). U ovom radu nije dokazana antitumorska aktivhost
ekstrakta, iako je u prijasnjim istrazivanjima dokazana antitumorska aktivnost polifenola
(Raduinz i sur., 2020). S druge strane, obzirom da sulforafan, izotiocijanat koji ima znacajnu
ulogu u suzbiijanju rasta tumorskih stanica, nastaje tek hidrolizom glukorafanina u ljudskim
crijevima djelovanjem mirozinaze, za o€ekivati je da glukozinolati u ekstraktu brokule u kojemu
nije aktivan ovaj enzim, ne doprinose antitumorskoj aktivnosti ekstrakta, odnosno nece
inhibirati rast tumorskih stanica (stani¢na linija HeLa). Stoga, kao nastavak ovom istrazivanju
predlaze se ispitati in vitro antitumorsku aktivnost ovako pripremljenih ekstrakta nakon in vitro

simulacije humanog gastrointestalnog trakta uz dodatak enzima mirozinaze.
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Slika 22. Ovisnost preZivljenja stanica o koncentraciji NADES-a B:Glci:1

Vijabilnost stanica (%) izraZzena je kao postotak tretiranih stanica u odnosu na kontrolne stanice

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3)

4.4. Procjena odrzivosti postupka priprave ekstrakta brokule

primjenom prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

Odrzivost postupaka koji se temelje na primjeni NADES-ima, poput ekstrakcije biolo3ki

aktivnih spojeva prikazane u ovom radu, oslanja se na zelene karakteristike ovih otapala (npr.
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neznatna hlapljivost, nezapaljivost, netoksi¢nost te jednostavna priprava iz prirodnih i
obnovljivih sirovina) (Rente i sur., 2022). Unato¢ tome, kako bi se potaknula primjena ovih
otapala u novim i postoje¢im industrijskim procesima, potrebno je holisti¢ki pristupiti procjeni
odrzivosti procesa u kojima se ista primjenjuju, uzimajuci u obzir njihovu cijenu, zelene
parametre i troSkove procesa, slozenost izolacije produkta te moguénost regeneracije i
ponovne uporabe otapala. Trenutno, za procjenu odrzivosti odredenih postupaka dostupni su
brojni alati, poput metodologije izrauna parametara zelene kemije (Sheldon, 2017), procjene
zivotnog ciklusa (engl. Life Cycle Assessment, LCA) (Curran, 2013) te detaljne tehno-
ekonomsku analize kojom se procjenjuju investicijski i komunalni troSkovi (Martinez-Fernandez
i sur., 2021). Stoga, na temelju rezultata prikazanih u ovom radu, procijenjena je odrzivost
postupka priprave tekuéeg ekstrakta brokule temeljenog na NADES-u B:Glcy1 izraunom
parametara zelene kemije te kompleksnog indeksa zelenosti analitiCke procedure (engl.
Complex Green Analytical Procedure Indeks, ComplexGAPI). Za usporedbu, procijenjena je i
odrzivost konvencionalnog postupka priprave ekstrakta brokule, a koji podrazumijeva
ekstrakciju etanolom. Naposlijetku, provedena je S.W.O.T. analiza (engl. Strengths,
Weaknesses, Opportunities, Threats analysis) postupka ekstrakcije primjenom NADES-a u
kontekstu potencijalne industrijske primjene, koja obuhvaéa strukturirani pristup za procjenu
unutarnjih i vanjskih ¢imbenika koji mogu utjecati na odrzivost istog.

Kao $to se moze vidjeti na Slici 23, sredisSnji dio konvencionalnog procesa pripreme
etanolnog ekstrakta i procesa pripreme NADES ekstrakta brokule bogatog polifenolima i
glukozinolatima, koji se odnosi na sam postupak ekstrakcije, proveden je na isti nacin
(mijeSanje na sobnoj temperaturi tijekom 2 h), dok se isti razlikuju u sloZenosti daljnje obrade.
Naime, u konvencionalnom postupku ekstrakcije, otapalo (70 %-tni etanol, v/v) se nakon
ekstrakcije uklanja primjenom snizenog tlaka, ¢ime se dobiva neprociS¢eni kruti ekstrakt
brokule (uz mogucnost regeneracije etanola, n = 60 %) (Rente i sur., 2022). U postupku
ekstrakcije primjenom NADES-a kao otapala, dobiveni ekstrakt moze se primijeniti izravno,
bez prodis¢avanja (engl. ready-to-use extract), to znacajno doprinosi smanjenju sloZenosti
pro€is¢avanja ekstrakta obzirom da nije potrebno uvoditi energetski zahtjevan postupak
uklanjanja otapala. Naime, komponente NADES-a koristenog u ovom radu (ali i NADES-a
opcenito) dio su naSe svakodnevne prehrane, kao i prehrambenih dodataka koji su ve¢ na
trziStu (npr. kolin, betain, jednostavni Seceri, organske kiseline, aminokiseline itd.) te se smatra
da su ekstrakti temeljeni na ovim otaplima sigurni za unos u organizam te primjenu na kozi
(Dai i sur., 2013). Upravo zbog toga, NADES-i mogu posluZiti kao multifunkcionalni medij za

ekstrakciju i pohranu bioaktivnih prirodnih prehrambenih, kozmetickih ili farmaceutskih
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proizvoda, pri Eemu i sam NADES predstavlja aktivni sastojak odnosno stabilizacijski sustav

(Torregrosa-Crespo i sur., 2020; Pani¢ i sur., 2019; Jeong i sur., 2017).

®
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Slika 23. Shema ekstrakcije polifenola i glukozinolata iz klica brokule koriStenjem konvencionalnog
otapala (70 %-tni etanol u vodi, v/v, EtOH) i NADES-a B:Glc1:1

Za ekstrakciju uz pomo¢ NADES-a, NADES ekstrakti su pripremljeni izravno kao spremni za uporabu, dok je za konvencionalni

postupak razmatrano uklanjanje otapala smanjenim tlakom, uz recikliranje otapala od 60%.

Kako bi se procijenila odrzivost navedenih postupaka, najprije su izracunati industrijski
prihvaceni faktori koji opisuju odrzivost postupka ekstrakcije, uzimajuéi u obzir ekstrakciju
bioloSki aktivnih spojeva iz 1 g brokule primjenom 10 mL otapala (prema protokolu opisanom
u poglavlju 3.2.3. Ekstrakcija polifenola i glukozinolata iz brokule): (1) omjer tezine stvorenog
otpada i ukupne tezine krajnjeg proizvoda (E-faktor), (2) E- faktor pomnozen s kvocijentom
opasnosti po okoli§ (EQ) i (3) omjer ukupne mase koriStene u procesu i mase krajnjeg
proizvoda (PMI) (Mbous i sur., 2017). Prema prikazanom rezultatima u Tablici 12, moze se
zakljuditi kako postupak dobivanja tekuéeg ekstrakta brokule primjenom NADES-a rezultira
znacajno nizim faktorima odrzivosti od konvencionalnog postupka, budu¢i da nije stvoren

nikakav otpad. Naime, vrijednosti E-faktora i EQ za taj postupak iznose 0 kg kg™', dok za
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konvencionalni postupak obje vrijednosti iznose 800 kg kg™ (kvocijent opasnosti po okoli§
etanola iznosi 1). Sto se tice PMI koeficijenta, ekstrakcija primjenom NADES-a (1100 kg kg™")
takoder pokazuje bolju odrzivost od konvencionalnog postupka (2000 kg kg™') buduci da je za
dobivanje iste koli¢ine bioloski aktivnih spojeva potrebno utrositi vecu koli€inu biljnog materijala
te samim time i ekstrakcijskog otapala. Uzimajuéi u obzir ekonomsku ucinkovitost
usporedivanih procesa, cijena NADES-a potrebnog za dobivanije 1 kg bioloski aktivnih spojeva
manja je od cijene etanola za dobivanije iste koli€ine biolo$ki aktivnih spojeva (Tablica 12), sto
¢ini ekstrakciju primjenom NADES-a ekonomski isplativom. Naime, iako je cilena NADES-a
(125 € kg™") vecéa u odnosu na cijenu etanola (80 € kg™"), pri ¢emu su za oba sluc¢aja uzete su
u obzir komercijalne cijene kemikalija Cisto¢e > 99,5 %, za dobivanje iste koli€ine bioloski

aktivnih spojeva potrebno je koristit veéu koli€inu etanola u odnosu na NADES.

Tablica 12. Parametri zelene kemije za pripravu ekstrakata brokule primjenom konvencionalnog otapala
(70 %-tni etanol u vodi, v/v) i NADES-a B:Glci:1

Polifenoli Glukozinolati
(mg g7%+t)  (mmol kg~'s.t)

- 19 9,3 800 800 2000 160

A Omjer mase generiranog otpada i ukupne mase krajnjeg proizvoda (ne uklju¢ujuci bilini materijal)

B E-faktor pomnozen s ekologki opasnim kvocijentom

€ Omijer ukupne mase kori$tene u procesu i mase krajnjeg proizvoda

P cijena otapala procijenjena je prema komercijalnim cijenama tvrtke Sigma-Aldrich

Svi faktori te cijena otapala izracunati su u odnosu na ukupnu masu dobivenih biolo$ki aktivnih spojeva, pri éemu biljnim materijal
nije uzet u obzir kao otpad obzirom na odrzivo porijeklo.

lako su izraCunati parametri zelene kemije te cijena otapala potrebnog za dobivanje 1 kg
spojeva od interesa pokazali da je postupak ekstrakcije primjenom NADES-a ekoloski i
ekonomski povoljniji, potrebno je ovdje spomenuti da, kada je rije€ o poveéanju mjerila procesa
ekstrakcije DES-om, viskoznost ovih otapala moze predstavljati problem te uzrokovati dodatne
troSkove vezane uz potroSnju energije potrebne za osiguravanje homogenosti smjese tijekom
ekstrakcije te pri filtraciji ekstrakta (Rente i sur., 2022). Naime, viskoznost koriStenog NADESA
za ekstrakciju iznosi 71,49 mPa-s (Tablica 11), Sto je znatno viSe u usporedbi s viskoznosti
etanola koja iznosi 1,20 mPa:-s (PanReac AppliChem, 2024). Naposlijetku, bitno je spomenuti

kako je jedna od glavnih prednosti NADES-a sigurnost tijekom rukovanja: karakteristike
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NADES-a, poput nezapaljivosti, netoksi¢nosti te neznatne hlapljivosti ¢ine ih sigurnijim
otapalom u odnosu na relativno toksican i lako zapaljiv etanol (Rente i sur., 2022).

Kao §to je ve¢ spomenuto, ekoloSka odrzivost dodatno je procijenjena primjenom
racunalnog alata Complex GAPI. Ovaj se alat prvenstveno koristi za procjenu odrzivosti
razli¢itih analitickih metoda u razli€itim podrugjima, ukljuCuju¢i farmaceutiku, kemiju hrane i
praéenje okoliSa, uzimajuci u obzir vrstu i koli€inu upotrijebljenih reagensa i otapala, koriStenu
instrumentaciju, te slozenost obrade i proCiS¢avanja. Alat Complex GAPI temelji se na pet
pentagrama i dodatnom Sesterokutnom polju za analizu prinosa postupka i uvjeta procesa u
kontekstu nacela zelene ekonomije. Za klasificiranje zelenog karaktera svake faze, koristi se
ljestvica boja, s tri razine evaluacije za svaku fazu (zelena — neopasno za okoli§, Zuta - blagi
ili umjereni negativni utjecaj na okoli$ i crvena — negativan utjecaj na okoli§). Vizualni prikaz
GAPI-ja omogucuje jednostavnu i istovremenu usporedbu razli€itih procesa i jednostavan

odabir ,najzelenijeg“ procesa za odredenu namjenu (Ptotka-Wasylka i Wojnowski, 2021).
Konvencionalni postupak ekstrakcije

Obrada i proci§cavanje Prinos i uvjeti

Povezanost s zelenom
ekonomijom
Reagensi i
Instrumentacija ot:pal a
Vib, l
I
2 "\

‘-@' NADES potpomognuti postupak ekstrakcije
e
1
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AR
Vb IVa_
W N
| Prinos va Tehnicke postavke
Il Temperatura / vrijeme vb Energija

Ve Profesionalni rizik
Il Broj ispunjenih pravila

IVa Koliina

Via Obrada i prociScavanje krajnjeg
i produkta
IVb Zdravstveni rizik Vb Gistoca
IVc Sigurnosni rizik Vi otpad

Slika 24. Procjena ekolodkog otiska priprave ekstrakata brokule primjenom konvencionalnog otapala
(70 %-tni etanol u vodi, v/v) i NADES-a B:Glci:1) koriStenjem alata ComplexGAPI (prema Ptotka-
Wasylka i Wojnowski, 2021)

Piktogrami su nacrtani pomoc¢u besplatnog softvera dostupnog na: https://mostwiedzy.pl/en/justyna-plotka-wasylka,647762-
1/complexgapi (Zuta polja oznaCavaju korake sa srednjim utjecajem na okoli$, a zelena polja oznacavaju ekoloski prihvatljive

korake)
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Usporedujuci pet pentagrama i Sesterokutno polje metoda ekstrakcije (Slika 24), postupak
ekstrakcije brokule primjenom NADES-a pokazao se ekoloski prihvatljivijim od
konvencionalnog, §to je definirano sa 17 zelenih regija (eko-prijateljski korak), u usporedbi s
14 i 12 zelenih regija za konvencionalnu ekstrakciju. Takoder, postupak temeljen na NADES-
u povoljniji je u smislu stvaranja otpada (proizvodnja potpuno bez otpada), obrade i
prociS¢avanja (nije potrebno prociS¢avanje) i sigurnih kemikalija.

Naposljetku, U svrhu preglednog prikaza svih prednosti i nedostataka ekstrakcije
polifenola i glukozinolata iz brokule primjenom NADES-a, uzimajuéi u obzir perspektivu
ovakvog pristupa za dobivanje visokovrijednih biljnih ekstrakata za primjenu u prehrambenoj i
kozmeti¢koj industriji, upotrijebljen je uobiajeni alat u strateSkom planiranju — S.W.O.T.
analiza (engl. Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats analysis) (Tablica 13).
Opcenito, S.W.O.T. analiza je alat koji se koristi za procjenu unutarnjih i vanjskih ¢imbenika
koji mogu utjecati na uspjeh projekta, proizvoda, procesa ili organizacije, a u ovom je radu
primijenjena kako bi se na pregledan nacin sazele prednosti i nedostaci primjene NADES-a u
ekstrakciji bioloski aktivnih komponenti iz biljaka, te kako bi se ukazalo na potencijalne prilike
i prijetnje ovakvog pristupa. Pored vlastitih rezultata prikazanih u ovom radu, uzeti su u obzir i
rezultati vezani uz primjenu NADES-a u ekstrakciji bioloSki aktivnih spojeva iz biljaka dostupni
u literaturi.

Istaknute snage i prilike ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz biljaka primjenom NADES-
a, sazete u Tablici 13, jasno ukazuju na potencijal NADES-a u primjeni u brojnim industrijskim
podrucjima. Potrebno je istaknuti kako se racionalnim dizajnom NADES-a mogu dobiti potpuno
novi ekstrakata temeljenih na NADES-ima sa kemijskim profilom koji je nemoguce postici
primjenom konvencionalnih otapala (Rente i sur., 2022). S druge stane, potrebna su dodatna
istraZivanja i razvoj NADES-a kako bi se prevladale potencijalne slabosti (poput ograniCene
stabilnosti NADES-a ili prijenosa iz laboratorijskog u industrijsko mjerilo) te uspje$no savladale

prijetnje poput regulatornih prepreka, uklju€ujuci stroge zahtjeve sigurnosti i kvalitete.
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Tablica 13. Analiza snaga, slabosti, prilika i prijetnji (S.W.O.T. analiza) ekstrakcije bioloski aktivnih

spojeva primjenom NADES-a

STRENGTHS - SNAGE

Prilagodljivost: Proces pripreme omogucuje prilagodbu svojstava NADES-a
prema specifiénim zahtjevima, poput topljivosti razli¢itih komponenti od
interesa, viskoznosti, toksi¢nosti biorazgradivosti.

Biokompatibilnost: NADES-i Eesto potjecu iz prirodnih izvora te se sastoje od
biokompatibilnih komponenti, $to ih ¢ini sigurnima za ljudsku upotrebu i
okolis.

Univerzalnost: koristenjem hidrofilnih i hidrofobnih komponenata, NADES-i se
mogu prilagoditi Sirokom rasponu bioloski aktivnih spojeva s razli¢itim
profilima topljivosti.

NADES-i su ,aktivno® otapalo: obzirom da komponente NADES-a Cesto
posjeduju biolosku aktivnost (npr. antioksidativna i antimikrobna aktivnost),
mogu mogu predstavljati dodanu vrijednost proizvodu koji ih ukljuéuje.
Primjenom NADES-a moguce je pripremiti ekstrakte sa jedinstvenim
fitokemijskim profilom

WEAKNESSES - SLABOSTI

Slozenost formulacije: Balansiranje hidrofilnih i hidrofobnih komponenata u
NADES formulaciji zahtijeva preciznu kontrolu i razumijevanje kemijskih
interakcija, Sto moze biti izazovno.

OgraniCena stabilnost: Neke NADES formulacije mogu pokazati ograni¢enu
stabilnost pod odredenim uvjetima skladiStenja, Sto moze rezultirati faznom
separacijom ili degradacijom aktivnih spojeva tijekom vremena, poput
negativnog utjecaja niskog pH kod kiselih hidrofilnin NADES-a.

Izazovi pri prijenosu u vece mjerilo (scale-up): Prijenos priprave NADES-a iz
laboratorijskog u industrijsko mjerilo moZe predstavljati izazove u odrZzavanju
konzistencije i kvalitete kona&nog proizvoda.

OPPORTUNITIES - PRILIKE

Mogucénost Sirenja primjene: suradnja izmedu akademske zajednice te
institucija razli¢itih podrudja istrazivanja mogla bi dovesti do primjene
NADES-a u jo§ veéem opsegu proizvodnje i razvoja industrije.

Dobivanje regulatornih odobrenja povecalo bi komercijalizaciju ovih prirodnih
otapala, stvarajudi priliku za otvaranje novih trZista.

Ucestalija primjena NADES-a potencijalno bi omogucila i detaljniju
karakterizaciju poznatih biljnih metabolita te otkrivanje novih svojstava
biljaka.

Sve konkurentnije podrucje istrazivanja zahvaljujué¢i kompetitivhosti medu
ulagacima.

Regulatorne prepreke: strogi zahtjevi sigurnosti, kvalitete i u€inkovitosti
NADES-a prije potencijalnog stavljanja na trziste.
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Na temelju rezultata predstavljenih u ovom radu, kao i relevantne literature, moze se
zakljuciti kako NADES-i imaju izniman potencijal kao otapala za dobivanje visokovrijednih i
stabilnih tekuc¢ih bilinih ekstrakata za uporabu u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji na
ekonomski i ekoloSki odrziv nacin. Takoder, rezultati prikazani u ovom radu predstavljaju
izvorni znanstveni doprinos u podru¢ju zelenih i odrzivih tehnologija temeljenih na ovim

otapalima u kontekstu njihova racionalnog dizajna za specificnu namjenu.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju dobivenih rezultata provedenog istrazivanja, moze se zakljuditi sljedece:

1. Pocetnim probirom NADES-a za pripremu visokovrijednih ekstrakata brokule primjenom
racunalnog alata COSMOtherm odabrano je ukupno pet betainijevih NADES-a s glukozom
(B:Glcia i B:Glcs2), saharozom (B:Suc), jabuénom kiselinom (B:MA) odnosno glicerolom
(B:Gly) kao donorom vodika te su ista otapala uspjeSno pripremljena i fizikalno-kemijski

okarakterizirana.

2. Ekstrakcijom polifenola iz brokule primjenom NADES-a postignut je veéi udio ekstrahiranih
polifenola u odnosu na referentno otapalo etanol, pri ¢emu je u B:Glc1.1 dobiven otprilike 2,5
puta veci udio polifenola u ekstraktu (4,89 mg GE g* s.t.) u odnosu na etanol (1.85 mg GE g*
s.t.).

3. U ekstraktima brokule u NADES-ima, skladistenim na sobnoj temperaturi (25 °C) odnosno
u hladnjaku (4 °C) tijekom 28 dana, polifenoli su bili stabilniji u odnosu na ekstrakt dobiven
referentnim otapalom. U B:Glc1.1, B:Glc s i B:MA koncentracija ukupnih polifenola oCuvana je

u potpunosti tijekom 28 dana inkubacije na obje ispitivane temperature.

4. Ekstrakcijom glukozinolata iz brokule primjenom B:MA postignut je znacajno vedéi udio
ekstrahiranih glukozinolata u odnosu na referentno otapalo etanol, pri €emu je koncentracija
alifatskih glukozinolata u tom NADES-u (54,62 umol g* s.t.) gotovo 7 puta vec¢a od one

izmjerene u referentnom otapalu (7,91 pumol g? s.t.).

5. U ekstraktima brokule u NADES-ima, skladiStenim na sobnoj temperaturi (25 °C) odnosno
u hladnjaku (4 °C) tijekom 28 dana, glukozinolati su opcenito bili stabilniji u odnosu na ekstrakt
dobiven referentnim otapalom. Takoder, indolni su glukozinolati bili stabilniji od alifatskih
glukozinolata, a kao najbolji NADES za stabilizaciju indolnih glukozinolata pokazao se B:Glci1.
(> 84 % pocetne koncentracije glukozinolata oCuvano je tijekom skladiStenja ekstrakata na

obje temperature).

6. Na temelju rezultata moze se zakljuciti da je COSMOtherm pouzdan racunalni alat za
predvidanje topljivosti odredenih spojeva u NADES-ima obzirom da su u otapalima s niskom

vrijednosti In(y) izmjerene visoke koncentracije polifenola i glukozinolata.
7. Odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom utvrdeno je da svi ekstrakti

pripravljeni u NADES-ima imaju veéi antioksidativni kapacitet od onog pripremljenog u

referentnom otapalu, pri ¢emu se posebno istiCu ektrakti u B:Glci1 i B:Glcs, s otprilike
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dvostruko vec¢im vrijednostima (48,95 odnosno 40,21 mg TE Ll«s) od one zabiljeZzene u
referentnom otapalu (18,6 mg TE Llest). Takoder, antioksidacijski kapacitet u izravnoj je
korelaciji s udjelom polifenola, sto upucuje da su polifenoli najveéim dijelom odgovorni za

antioksidacijsku aktivnost ekstrakta.

8. NADES koji se pokazao vrlo uspjeSnim u ekstrakciji polifenola i glukozinolata te u o€uvanju
njihove stabilnosti, B:Glc1.1, pri ispitanim koncentracijama pokazao je blago stimulativan uc¢inak

na HaCaT stani¢nu liniju, dok kod HeLa stani¢ne linije nije izazvao ucinak.

9. Procjena odrzivosti postupka priprave ekstrakta brokule primjenom B:Glcy.1, provedena
izraCunom parametara zelene kemije te kompleksnog indeksa zelenosti analiticke procedure,
ukazuije da je proces proizvodnje i primjene NADES-a u ekstrakciji ekoloski i ekonomski odrZiv,
a obzirom na dobivene rezultate i dostupnu literaturu dobiveni ekstrakti mogu se

okarakterizirati sigurnim za primjenu.
10. SW.O.T. analizom na pregledan su nacin prikazane prednosti i nedostaci primjene
NADES-a u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljaka u kontekstu industrijske primjene te

je istaknuta potreba za daljnjim istrazivanjima u ovom podrucju.

11. Rezultati prikazani u ovom radu predstavljaju doprinos racionalnom dizajnu inovativnih i

visokovrijednih biljnih ekstrakata temeljenih na NADES-ima.
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7. Sazetak

Ivona Karaula i Emma Karolina Vasung

Inovativni pristupi u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljaka: racionalnim
dizajnom do visokovrijednih ekstrakata brokule u prirodnim niskotemperaturnim

eutektickim otapalima

Kljuéne rije€i: prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala, zelena ekstrakcija, brokula, polifenoli,

glukozinolati

Sazetak: Brokula je bogata bioloski aktivnim spojevima, osobito polifenolima i glukozinolatima, koji su
zasluzni za viSestruke zdravstvene koristi ove biljke i svrstavaju je u funkcionalnu hranu. S obzirom na
brojne nedostatke konvencionalnih metoda ekstrakcije, novi trendovi u ekstrakciji bioloSki aktivnih
spojeva iz brokule, ali i biljaka opéenito, usmjereni su na dobivanje visokokvalitetnih ekstrakata s
poboljSanom bioloSskom aktivnoséu primjenom prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (engl.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). U ovom su radu pripremljeni tekuéi ekstrakti brokule
primjenom NADES-a, spremni za primjenu bez dodatnih koraka proci§¢avanja, bogati biolo$ki aktivnim
spojevima - polifenolima i glukozinolatima. Najprije, topljivost predstavnika polifenola i glukozinolata u
brokuli u NADES-ima predvidena je programom COSMO-RS, nakon ¢ega je pripravljeno i fizikalno-
kemijski okarakterizirano pet betainijevih NADES-a sa glukozom, saharozom, glicerolom odnosno
jabu¢nom kiselinom kao donorom vodika. Primjenom odabranih NADES-a pripravljeni su ekstrakti
brokule, sastav ekstrakata analiziran je obzirom na ukupne polifenole i pojedinacne glukozinolate te je
ispitan antioksidacijski kapacitet ekstrakata ORAC metodom, kao i in vitro bioloSka aktivnost primjenom
stani€nih linija HaCaT i HeLa. Takoder, pracena je stabilnost polifenola i glukozinota tijekom skladistenja
ekstrakata na sobnoj temperaturi odnosno u hladnjaku. Na temelju dobivenih rezultata zakljuéeno je
kako su udio polifenola i glukozinolata te antioksidativni u€inak veéi u ekstraktima pripremljenim u
NADES-ima u odnosu na ekstrakt dobiven primjenom referentnog otapala etanola. Takoder, bioloSki
aktivni spojevi stabilniji su u ekstraktima dobivenim pomo¢u NADES-a u odnosu na etanolni ekstrakt.
Ekstrakt brokule u betainijevom NADES-u sa glukozom kao donorom vodika pokazao je blago
stimulativan ucinak na HaCaT stani¢nu liniju, dok antitumorska aktivnost ekstrakta, pracena primjenom
HelLa stani¢ne linije, nije uolena. Naposlijetku, procjenom odrzZivosti postupka priprave ekstrakta
brokule primjenom NADES-a te S.W.O.T. analizom potvrden je izvanredni potencijal NADES-a u pripravi

bioloSki aktivnih i stabilnih biljnih ekstrakata na ekoloski i ekonomski odrziv nadin.
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8. Summary

Ivona Karaula and Emma Karolina Vasung

Innovative approaches to the extraction of biologically active compounds from plants:
Rational design of high-value broccoli extracts using natural deep eutectic solvents

Keywords: natural deep eutectic solvents, green extraction, broccoli, polyphenols, glucosinolates

Summary: Broccoliis rich in biologically active compounds, particularly polyphenols and glucosinolates,
which are responsible for the plant's numerous health benefits and classify it as a functional food.
Considering the many drawbacks of conventional extraction methods, new trends in the extraction of
biologically active compounds from broccoli, and plants in general, are focused on obtaining high-quality
extracts with enhanced biological activity using Natural Deep Eutectic Solvents (NADES). In this study,
liquid broccoli extracts were prepared using NADES, designed for use without additional purification
steps, and enriched with biologically active compounds such as polyphenols and glucosinolates. Initially,
the solubility of polyphenols and glucosinolates representatives in broccoli in NADES was predicted
using the COSMO-RS program. Subsequently, five betaine-based NADES were prepared and
characterized, using glucose, sucrose, glycerol, and malic acid as a hydrogen bond donor. Broccoli
extracts were then prepared using the selected NADES, and their composition was analyzed for total
polyphenols and individual glucosinolates. The antioxidant capacity of the extracts was tested using the
ORAC method, and in vitro biological activity was assessed using HaCaT and HelLa cell lines.
Additionally, the stability of polyphenols and glucosinolates during storage at room temperature and in
the refrigerator was monitored. Based on the results obtained, it was concluded that the levels of
polyphenols and glucosinolates and the antioxidant effect were higher in extracts prepared with NADES
compared to those obtained using a reference solvent ethanol. Furthermore, the biologically active
compounds were found to be more stable in extracts obtained with NADES than in ethanol extracts. The
broccoli extract in a betaine-based NADES with glucose as a hydrogen bond donor showed a mildly
stimulatory effect on the HaCaT cell line, while no antitumor activity was observed when tested with the
HelLa cell line. Finally, the sustainability of the broccoli extract preparation process using NADES, along
with a S.W.O.T. analysis, confirmed the exceptional potential of NADES for preparing biologically active

and stable plant extracts in an environmentally and economically sustainable manner.

73



