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1. UvOD
1.1.Maslina

Maslina (Olea europea L.) je zimzelena vrsta iz porodice Oleaceae. Stablo masline doseze
visinu do 10 m, dok na poloZajima zasti¢enim od vjetra moZze narasti i viSe. Raste grmoliko,
liS¢e je po granama pravilno razdijeljeno: uvijek su po dva lista nasuprot, a grana zavrSava s
jednim listom. U pazuscima listova smjesteni su pupovi. Cvjetovi su zuckasto bijeli i ugodnog
mirisa. Nakon cvatnje i oplodnje razvija se plod. Plod masline je koStunica ovalnog oblika,
sastavljena od perikarpa i endokarpa. Kad je plod masline zelen, meso je gorko. Dozrijevanjem
se gubi gorcina i povecava se sadrzaj ulja u plodu. Za jelo se beru zeleni plodovi, a za ulje se
beru dozreli, koji su poprimili ljubi¢astu boju. (Kantoci, 2006) Proces dobivanja maslinog ulja
dijeli se u vise faza. Prva faza je pranje 1 ¢iS¢enje plodova te nakon zavrSetka te faze zaostaju 2
nusprodukta: lis¢e i vegetabilna voda. Zatim slijedi faza mljevenja i mijeSanja. Zbog pritiska
tijekom mljevenja iz masline izlazi tekucina, koju ¢ini ulje s vodom. (Pal¢i¢ i suradnici, 2009)
Nakon toga slijedi centrifugiranje. Centrifugiranje je proces odvajanja ulja iz smjese na bazi
razlike u gusto¢i ulja, vegetabilne (biljne) vode i krutih cestica. Odvija se u horizontalnim
centrifugama ili dekanterima, s dva ili tri izlaza. Ako postoje dva izlaza, voda i ¢vrste Cestice
se odvajaju zajedno, a ako su 3 izlaza, sve tri komponente se odvajaju posebno: ulje, voda i
Cvrsta tvar. (Brlek T. i suradnici, 2009) Nusprodukti u ovoj fazi su vegetabilna voda i komina.
Zadnji korak dobivanja ulja je filtriranje. Filtriranjem se uklanjaju suspendirane ¢vrste tvari,
¢ime se dobije ulje koje se dalje koristi u potrosacke svrhe. (Frankel i sur., 2013). Prosje¢no, na
100 kg procesiranin maslina se dobiva 35kg komine masline i 440L vegetabilne vode.
(Goldsmith, 2018.)

Slika 1. Maslina-Olea europea L. (http://www.inpharma.hr)



1.1.1. Komina masline

Nakon proizvodnje maslinovog ulja kao jedan od nusprodukata nastaje komina masline. Sastoji
se od kozice ploda, pulpe i dijelova kostice. To je tamna smjesa, intenzivnog mirisa i umjereno
kiselog pH. Kemijski sastav komine masline varira ovisno o sorti masline i postupku obrade
ploda masline. Kemijski sastojci su voda, lipidi, bjelanéevine, ugljikohidrati i lignin. Voda se

uklanja suSenjem. (Nogueira, 2015)

Tablica 1. Udio glavnih komponenta suhe komine masline (Nogueira, 2015)

Sastav Udio (%)

Lignin 32-55
Hemiceluloza 27-41
Celuloza 14-25

Masti 7-19

Proteini 4-11
Vodotopljivi ugljikohidrati 1-16
Vodotopljivi fenoli 0,6-2

Problem kod proizvodnje maslinovog ulja je da zaostaju velike koli¢ine komine koja predstavlja
veliki ekoloski problem u podrucjima intenzivne proizvodnje maslinovog ulja. Komina masline
sadrzi znatan udio lignina koji oteZava njenu razgradnju mikroorganizmima. Osim toga, U
komini masline zaostaju spojevi kao $to su fenoli, lipidi i organske kiseline. Ti se spojevi
razgraduju u fitotoksi¢ne spojeve koji su pokazali negativan ucinak na vodeni sustav,
populaciju mikroorganizama u tlu pa ¢ak i na zrak. (Roig i suradnici, 2006) Ipak, komina
masline takoder sadrzi i velik broj hranjivih tvari zbog ¢ega se moze iskoristiti na razliite
nacine. Najjednostavniji nacin iskoriStavanja komine masline je kompostiranje, ¢ime se dobiva
kvalitetno gnojivo. Moguce ju je koristiti i kao sto¢nu hranu ili kao izvor energije. Dobivanje
energije iz komine masline moze se posti¢i na dva nacina; biokemijski — anaerobnom
fermentacijom uz proizvodnju bioplina te termokemijski — zbijanjem komine u pelete i
sagorijevanjem u pe¢ima za biomasu. Energetska vrijednost komine masline (20,7 MJ/kg) je
priblizno jednaka onoj drveta (17 MJ/kg) 1 ugljena (23 MJ/kg), §to nam ukazuje na kominu kao
visoko vrijedni energent. Medutim, sumporni dioksid(SO2) u sastavu dimnih plinova moze
stvarati problem ako se postrojenje gradi unutar naseljenog podrucja jer je neugodnog mirisa.

Tada se nastali plin mora prociscavati, $to poskupljuje cijeli proces. Ipak u vrijeme kad je



fosilnog goriva sve manje i1 kada se sve vise okre¢e prema novim izvorima energije komina
masline se pokazala kao vrijedan izvor energije, a iskoriStavanjem u te svrhe ujedno se i rjesava

njezin problem zbrinjavanja. (Brlek i suradnici, 2009.)

Slika 2. Komina masline(preuzeto iz: Nogueira,2015)

1.1.2. Fenolni spojevi u komini masline

Mediteranska prehrana je povezana sa nizom incidencijom kroni¢nih bolesti 1 ve¢im Zivotnim
vijekom. Glavni sastojak mediteranske prehrane je ekstra djevicansko maslinovo ulje.
Maslinovo ulje, ali 1 ostatak masline, bogat je fenolnim spojevima koji se smatraju zasluZznima
za navedene zdrastvene koristi. Fenolni spojevi u svim biljkama, pa tako i maslini su proizvodi
sekundarnog metabolizma. Imaju najmanje jedan aromatski prsten (C6), na koji je vezana jedna
ili vise hidroksilnih grupa. Fenolni spojevi su bioloski aktivne molekule. Najznacajniji fenolni
spojevi u maslini su oleuropein, hidroksitirosol i tirosol. (Cicerale i sur., 2012) Tijekom
sazrijevanja masline udio oleuropeina se smanjuje, dok se udio hidroksitirosola i tirosola

povecava.



Oleuropein je ester hidroksitirosola i elenolne kiseline. Razne studije su pokazale da oleuropein
posjeduje antihipertenzivna, antitrombotska, antibakterijska, antivirusna i hipoglikemijska
djelovanja. Oleuropein je snazan antioksidans koji smanjuje ukupni kolesterol i trigliceride te
na taj nacin znatno smanjuje ucestalost infarkta. Nadalje, uspjesno lije¢i doksorubicinom
induciranu kardiotoksi¢nost inhibicijom produkata lipidne peroksidacije i smanjenjem
oksidativnog stresa u kardiomiocitima. Prisutstvo oleuropeina kroz stani¢ni zivotni vijek
odgada starenje i odrzava stanicu mladom te ujedno uzrokuje veéu stopu stani¢nog
prezivljavanja nakon oksidativnog stresa $to bi moglo ukazati da na to da je oleuropein prirodni

spoj koji usporava starenje.

HO

HO

Slika 3. Kemijska struktura oleuropeina (preuzeto iz: https://www.sigmaaldrich.com)

Ostali polifenoli prisutni u komini masline; p-kumarinska Kkiselina,dimetiloleuropin,rutin,
luteolin-7-O-glukozid, apigenin 7-O-rutinozid, apigenin 7-O-glukozid, luteolin, cijanidin 3-O-
glukozid i cijanidin 3-O-rutinozid imaju ista farmakoloska svojstva, iako u manjoj mjeri, kao

oleuropein.

Hidroksitirosol i tirosol su strukturno sli¢ni fenoli supstituirani na para polozaju s
hidroksietilnim lancom. Hidroksitirosol ima dodatnu OH skupinu na benzenskom dijelu na
polozaju pored druge OH skupine i stoga je orto-difenol ili katehol. Takva strukturna
modifikacija rezultira velikim razlikama u osjetljivosti na oksidaciju i antioksidacijsku mo¢ pa
je hidroksitirosol bolji antioksidans od tirosola. Tirosol i hidroksitirosol pokazali su potencijal
u smanjivanju nefrotoksi¢nosti ciklosporina,prevenciji mikro i makrovaskularnih komplikacija
u dijabetesu,potiskivanju upalnog odgovora, ali isto tako u smanjivanju ucestalosti

ateroskleroze i mnoge vrste karcinoma. (Preedy i Watson, 2010)
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Slika 4. Kemijske strukture tirosola i hidroksitirosola (preuzeto iz:

https://www.sigmaaldrich.com)

Tablica 2. Fenolni spojevi u komini masline (Nogueira, 2015)

Skupina Ime fenolnog spoja

Feniletanoidi Oleuropein

hidroksitirosol
Tirosol
Derivati cimetne kiseline ferulinska kiselina
kavska kiselina
p-kumarinska kiselina
Derivati benzojeve kiseline 3,4-dihidroksifenilacetinska kiselina

4-hidroksibenzojeva kiselina

Benzenedioli Katehol
metil-katehol
Flavonoidi cinarozid(luteolin-7-O-glukozid)

apigetrin(apigenin-7-O-glukozid)
Kvercetin
rutin(kvercetin-3-O-rutinozid)
Antocijani krizantemin(cijanidin-3-glukozid)

antirinin(cijanidin-3-rutinozid)

1.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres, koji nastaje zbog povecane produkcije reaktivnih kisikovih i duSikovih
specija ili zbog smanjenja u produkciji antioksidansa moze prouzrociti oSte¢enje stani¢nih

lipida, proteina ili DNA inhibirajuc¢i njihovu normalnu funkciju. Oste¢enjem DNA nastaju

5



mutacije, oksidacijom proteini gube svoju funkciju, a lipidi podlijezu lipidnoj peroksidaciji pri
¢emu nastaju reaktivni aldehidi. (https://www.irb.hr) Zbog takvog ucinka oksidativni stres
povezan je sa nastankom nekih patoloskih stanja kao S§to su kardiovaskularne,
neurodegenerativne i1 zlo¢udne bolesti te sa procesom starenja. Prema nekim istrazivanjima
prehrana bogata antioksidansima se pokazala u¢inkovitom u smanjenju rizika od nastanka
takvih patoloskih stanja. Zbog toga, Sve se intenzivnije istrazuju pozitivni fizioloski uéinci
prirodnih produkata, pogotovo onih koji se ¢esto konzumiraju u svakodnevnoj prehrani. Postoje
razli¢ite in vitro metode kojima se mjeri antioksidacijski potencijal prirodnih produkata, biljaka
i hrane medu kojima je koja je jedna od najces¢e koriStenih ORAC antioksidacijska

ucinkovitost (LOpez-Alarcéna i Denicolab, 2013)

1.3. Metoda kidanja DNA

Dijelovi DNA duzine u rasponu od 50 parova baza pa do nekoliko milijuna baznih parova mogu
se odvojiti pomocu elektroforeze na agaroznom gelu. Brzina migracije fragmenata ovisi 0sim
o njihovoj veli¢ini i 0 koncentraciji agaroze koja se koristi za pripremu gela. Koncentracija
agaroze je obrnuto proporcionalna brzini migracije DNA fragmenata, tj. Sto je manja
koncentracija agaroze to je veca brzina migracije DNA fragmenata i obrnuto. Za odjeljivanje
vrlo malih fragmenata DNA Koriste se gelovi s visokim postotkom agaroze (do 2%). Veliki
fragmenti bolje se odjeljuju na niskopostotnim agaroznim gelovima (0.3-0.7%). Medutim, na
pokretljivost utjece 1 oblik molekule DNA (linearna, cirkularna, superuzvojnica). Kada je
plazmidna DNA izolirana i putuje, na agaroznom gelu pojavljuju se 2, 3, 4 ili viSe vrpci.
Uobicajeno, veéina izolirane DNA ¢e biti superuzvojnica DNA, ali se pojavljuju i ostali oblici.

(Piljac, 2006)

Superuzvojnica DNA je nativna konformacija pronadena in vivo 1 nastaje kada se dodatno
uvijanje uvodi u dvostruku spiralnu uzvojnicu. Superuzvojnica DNA migrira brze od
predvidenog u agaroznom gelu zbog svoje konformacije jer zbog dodatnog uvijanja zauzima

manje volumena. Superuzvojnica DNA je Zeljena vrsta kod izoliranja plazmidne DNA.

Tijekom replikacije, stani¢ne topoizomeraze kidaju jedan lanac DNA uzvojnice i opustaju
superhelicku napetost, ¢ime polimeraze stjecu pristup DNA. Takva opustena DNA je joS uvijek
u kruznom obliku ali nema dodatno uvijanje kao §to ima superuzvojnica i zbog toga je najsporiji

migrirajuci oblik u agaroznom gelu. Linearna DNA nastaje kada se spiralnoj DNA pomocu



restrikcijskih enzima pokidaju oba lanca na istom mjestu. Linearna DNA uobicajeno migrira

izmedu opustene 1 superuzvojnice DNA.

U alkalnim uvjetima dolazi do kidanja vodikovih veza pa su plazmidi denaturirani, iako
kovalentne veze ostaju netaknute. Kada se opet uspostavi neutralan pH dolazi do ponovnog
stvaranja vodikovih veza i formiranja superuzvojnice. Ipak, kada su uvjeti preostri, tj. kada je
alkalna liza prevelika, DNA se nepovratno denaturira i u cirkularnom obliku migrira ispred svih

drugih oblika plazmida u gelu. (https://bitesizebio.com)

Nicked

Linear

Supercoiled

Circular, single-stranded

Slika 5. Oblici DNA na agaroznom gelu (preuzeto iz: https://bitesizebio.com)

DNA metoda mjeri antiradikalnu uc¢inkovitost uzorka s obzirom na njegovu sposobnost da
inhibira kidanje dvostruke uzvojnice DNA (superuzvojnica DNA) uzrokovano djelovanjem
slobodnog radikala (AAPH). Sto je uzorak bolji antioksidans to ve¢i udio DNA ostaje u formi

superuzvojnice, a manje nastaje ostalih oblika DNA.

1.4. ORAC antioksidacijska ucinkovitost

ORAC (kapacitet apsorpcije kisikovih radikala) metoda je jedna od najkoriStenijih metoda za
mjerenje antioksidacijskog potencijala. ORAC metoda je integralna metoda koja se temelji na

sljede¢im reakcijama:
AAPH+02 —2R0O0* +N2

ROO-« +FP—smanjenje intenziteta fluorescencije



ROO+ +XH—X* +ROOH
2RO0+ —ne-radikalni produkti

Gdje je AAPH, azo spoj punog naziva 2,2’-azobis (2-amidinopropan)-dihidroklorid,izvor
peroksilnog radikala; ROOe, tj. u prisutstvu kisika AAPH stvara peroksilni radikal. Inkubacija
fluorescentne probe (FP) sa AAPH wuzrokuje oksidaciju probe ¢ime ona prelazi u
nefluorescentni oblik i time dolazi do smanjenja intenziteta fluorescencije. Kod koinkubacije
AAPH, fluorescentne probe i antioksidansa (XH), antioksidans je donor vodika, te on daje svoj
vodik peroksilnom radikalu pri ¢emu peroksilni radikal prelazi u manje reaktivni oblik. Manjak
peroksilnog radikala uzrokuje smanjivanje oksidacije fluorescentne probe,a time ujedno i
odgadanje smanjenja intenziteta fluorescencije(Lopez-Alarcona i Denicolab, 2013). Uzimajuci
u obzir prethodno navedene reakcije, za ORAC antioksidacijsku u¢inkovitost ocekuje se da ¢e
biti neovisna o odabranoj fluorescentnoj probi iako istrazivanja pokazuju da selekcija ciljne
molekule moze utjecati znacajno na ORAC antioksidacijsku ucinkovitost. U ranijim
istrazivanjima kao ciljna molekula upotrebljavao se B-fikoeritrin, protein izoliran iz crvene alge
Porphyridium cruentum. Medutim, upotreba B-fikoeritrina u mjerenju antioksidacijskog
potencijala imala je brojne nedostatke ukljuc¢ujuéi varijabilnost u reakciji na puno peroksilnih
radikala, §to je dovelo do nedosljednosti u rezultatima analize. Takoder, B-fikoeritrin postaje
fotonestabilan nakon izlaganja svjetlosti i ulazi u interakcije sa polifenolima,$to daje laZzno niZe
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta. (Zhong, Shahidi,2015) Od 2001. godine kao ciljna
molekula koristi se fluorescein koji je fotostabilan, jeftin i ne stupa u interakciju s polifenolom.
(Lopez-Alarcona i Denicolab, 2013) U ORAC metodi antioksidacijski kapacitet se izra¢unava
pomocu povrsine ispod krivulje (AUC) 1 kinetickog profila potros$nje ciljne molekule.
Vrijednosti povrsine ispod krivulje se uobi¢ajeno usporeduju sa galnom kiselinom ili Troloxom
(vodotopljivi oblik vitamina E) omogucujuéi odredivanje ORAC antioksidacijske uc¢inkovitosti
usporedivanjem sa navedenim referentnih spojevima. Rezultati se iskazuju u mikromolovima

Trolox ekvivalenta (TE) po litri ili gramu uzorka (umol TE/g ili umol TE/L) (Prior i sur. 2005)

1.5. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi koji sadrze barem 6 D-(+) glukopiranoznih jedinica
povezanih sa a-(1,4) glukozidnom vezom. Tri prirodna ciklodektrina a, B, y (sa 6, 7, ili 8
glukopiranoznih jedinica) proizvode se procesom fermentacije iz Skroba pomocu bakterijskih

kultura i razlikuju se u veliini prstena i topljivosti. (Barel i suradnici, 2009).
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Slika 6. Kemijska struktura ciklodekstrina (preuzeto iz: Simi¢, 2015)

Zbog konformacije stolca glukopiranoznih jedinica, ciklodekstrini imaju oblik krnjeg stoSca.
Hidroksilne skupine su orijentirane prema van, s time da su zbog smanjene rotacije a-(1,4)
veza primarne hidroksilne skupine usmjerene prema uzem rubu stoSca, a sekundarne prema
Sirem rubu. (Jug i Beéirevi¢-Lacan, 2008) U unutrasnjosti ciklodektrina se nalazi hidrofoban
skelet ugljika glukopiranoznih jedinica, sto je kljuéna znacajka ciklodekstrina jer omoguéuje
stvaranje uklopljenih spojeva, inkluzija. Prilikom stvaranja inkluzija obi¢no dolazi do
interakcije samo jedne molekule sa Supljinom ciklodekstrina. Razne ne-kovalentne sile, kao $to
su Van der Waalsove, vodikove, elektrostatske interakcije i druge odgovorne su za stvaranje
stabilnog kompleksa. Formiranje inkluzije moZe se smatrati kao 'kapsuliranje' molekule lijeka,
ili barem labilnog dijela molekule. Inkapsuliranje stiti molekulu lijeka od napada razlicitih
reaktivnih molekula i na taj nacin smanjuje brzinu hidrolize, oksidacije, pregradnje,
racemizacije i ¢ak enzimske razgradnje. Takoder, ciklodekstrini mogu smanjiti fotodegradaciju
razli¢itih lijekova osjetljivih na svjetlost. Osim zastite molekule unutar Supljine ciklodekstrini
mogu promijeniti i nezeljena svojstva same molekule kao §to je neugodan okus, slaba
bioraspolozivost ili slaba topljivost u vodi. Mnoge su tehnike koriStene za stvaranje CD
kompleksa, a neke od njih su ko-precipitacija, metode vlaznog ili suhog mijesanja, metode

grijanja ili ekstruzije.



Umetanje lijekz u Lipofilna unutrainjost Hidrofilna vanjska povriina
unutrasnjost ciklodekstrina

Molekula lijeka Ciklodekstrin Inkluzija kompleksa lijeka i
ciklodekstrina

Slika 7. llustracija inkluzijskog kompleksa (preuzeto iz: Sharma i Baldi, 2014)

Prirodni ciklodekstrini mogu se modificirati ¢ime se moZe povecati ili smanjiti njihova
topljivost. Modifikacija 2- ili 3-hidroksilne skupine dovodi do poremecaja u vodikovoj vezi
koja se pojavljuje oko prstena ciklodekstrina. Zbog poremecaja omoguceno je vise interakcija
tih hidroksilnih skupina s molekulama vode, §to rezultira promjenom topljivosti, npr. metilirani
ciklodekstrin pokazuje do 50 puta vecu topljivost u vodi od nesupstituiranog ciklodekstrina.
(Shimpi, 2005)

Ciklodekstrini se u farmaciji koriste za optimiziranje lokalne i sistemske terapije lijeka, koja
moze ukljuéivati oralnu, nazalnu, okularnu, dermalnu ili pak parentalnu primjenu lijeka. Sa
toksikoloskog aspekta, zbog velike molarne mase i hidrofobnosti prirodni ciklodekstrini tesko
penetriraju preko lipofilne bioloske membrane. Zbog toga je samo 1-3% doze ciklodekstrina
absorbirano u gastrointestinalnom sustavu dok je dermalna, nazalna i okularna bioraspolozivost
jo§ manja. Zbog te slabe gastrointestinalne apsorpcije istrazivanja su pokazala da je oralno

unesen ciklodekstrin prakti¢ki netoksi¢an. (Jug i Becirevi¢-Lacan, 2008)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Tijekom proizvodnje maslinovog ulja kao jedan od nusprodukata nastaje i komina masline.
Komina masline sadrzi znatan udio lignina koji otezava njenu razgradnju te fitotoksi¢ne
spojeve koji su pokazali negativan u¢inak na vodeni sustav, populaciju mikroorganizama u tlu
i zrak. Ipak, komina masline takoder sadrZi i znacajne koli¢ine razli¢itih bioaktivnih spojeva
koje se mogu iskoristiti na razli¢ite nacine. Polifenoli (oleuropein, hidroksitirosol i tirosol) koji
se nalaze u komini dokazano su korisni u prevenciji mikro i makrovaskularnih komplikacija u
dijabetesu, supresiji upalnog odgovora, smanjivanju ucestalosti ateroskleroze i mnogih vrsta
karcinoma. Zbog visokog sadrzaja spomenutih sastavnica, komina masline se pocinje
prepoznavati kao vrijedan prirodan produkt s visokim potencijalom iskoriStavanja u

farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

Cilj ovog rada je odrediti antioksidacijsku u¢inkovitost razli¢itih ekstrakata komine masline
(nativnog i inkapsuliranih razli¢itim ciklodekstrinima) primjenom razli¢itih in vitro pristupa za
odredivanje antioksidacijske u¢inkovitosti. U tu svrhu koristena je metoda kidanja DNA koja
mjeri ucinkovitost ekstrakta komine masline u zastiti bioloskih molekula od djelovanja
peroksilnih radikala (konkretno, kidanje dvostruke uzvojnice DNA). Antiradikalna
ucinkovitost ekstrakata komine masline protiv kisikovih radikala odredena je ORAC metodom
koja prati ucinkovitost antioksidansa kroz duZi vremenski period Sto je ¢ini superiornom u

odnosu na niz ostalih in vitro metoda koje mjere antioksidacijski potencijal u jednoj tocki.

Dobiveni rezultati znacajno ¢e doprinjeti trenutnim saznanjima o antioksidacijskoj aktivnosti
ekstrakta komine masline te mogucnostima primjene inkapsulacije ciklodekstrinima u

poboljSanju svojstava zavr§nog produkta.
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MATERIJALI | METODE
3.1. Kemikalije i pribor

pBR322 Plazmid DNA izoliran iz Escherichie coli RRI,¢uvan na temperaturi 2-8 °C
(Sigma, Missouri, SAD)

Nasumi¢no metilirani B-ciklodekstrin (RAMEB) (Sigma, Missouri, SAD)
Hidroksipropil B-ciklodekstrin (HPBCD) (Sigma, Missouri, SAD)
2-(6-hidroksi-3-okso-(3H)-ksanten-9-il) benzojeva kiselina-fluorescein (Sigma,
Missouri, SAD)

Fosfatni pufer za reakcijsku smjesu-PBS (Sigma, Missouri, SAD)
(x)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina —Trolox (Sigma,
Missouri, SAD)

2,2’-azobis(2-amidinopropan)-dihidroklorid- AAPH (Sigma, Missouri, SAD)
Deionizirana voda (18 mQ) Millipore-MiliQ system za procis¢ivanje vode (Merck, New
Jersey, USA)

Eppendorf epruvete od 2mL za uzorke

Analiticka vaga (Mettler-Toledo, SAD)

Vortex mijesalica, tipVTX -3000L (LMS, Tokio, Japan)

Multikanalna pipeta Rainin Crux (Mettler-Toledo, SAD)

Mt,ﬂ" d

®
“rﬂ‘ﬂ

Slika 8.Multikanalna pipeta Rainin Crux (preuzeto iz: http://www.crux.hr)

Agarozni gel (Kemig, Hrvatska)

GelRed® boja za gel elektroforezu (Biotium, Fremont, USA)

Image Quant LAS 500 —uredaj za kvantificiranje DANN bendova (GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, Illinois, USA)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VictorX3, (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)
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Slika 9. Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VictorX3 (preuzeto iz: http://www.perkinelmer.com )

3.2. Priprema ektrakata komine masline

Uzorak komine masline je uzet iz dvofaznog mlina nakon proizvodnje maslinovog ulja. Svjezi
uzorak je smrznut na -20 °C ¢ime se onemogucilo raspadanje vrijednih sastavnica. Nakon
odmrzavanja, uzorak se su$io 24 h u termostatu na 60 °C u velikim Petrijevim zdjelicama. Da
bi se uklonile kostice i homogenizirao uzorak, komina je usitnjena u tarioniku i mlincu 1
prosijana kroz sito veli¢ine pora 0,8 um. Homogenizirana komina se nakon toga odmascivala
pomocu Soxhlet uredaja i petroletera tijekom 2 sata. Na taj nacin uklonjena je uljna komponenta
uzorka koja bi ometala daljnju analizu. Nakon toga slijedila je ekstrakcija korisnih supstanca iz
uzorka.Ekstrakcija se provodila u vodenoj kupelji, 2 sata na 70 °C, brzinom 110 okretaja u
minuti i sa 60 postotnim etanolom kao otapalom. Potom se uzorak filtrirao i u tikvici uparavao
na 50 °C ¢ime se uklonio etanol. Zadnji korak u pripremi uzorka komine masline je bilo suSenje
uzorka liofilizacijom tijekom 48 h ¢ime smo dobili nativni uzorak. Osim nativnog uzorka
pripremljeni su i uzorci u koje su dodani dvije razli¢ite vrste ciklodekstrina: hidroksipropil B

(HPB) i nasumi¢no metilirani § (Randomly Methylated f-cyclodextrine -RAMEB).
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Tablica 3. Sastav razli¢itih uzorka ekstrakata komine masline

Oznaka Vrsta Masena Masena
uzorka ciklodekstrina koncentracija  koncentracija
komine (g/L)  ciklodekstrina
(g/L)
NAT - 20 0
HPB Hidroksipropil 20 8
RAMEB Nasumic¢no 20 8
metilirani

3.3. Metoda kidanja DNA

3.3.1. Priprema razrjedenja uzoraka

1z postojece stock otopine uzoraka koncentracije 5000 pg/mL naprave se 2 nove stock otopine
koncentracije 1000 pg/mL (A) i 100 pg/mL (B) tako da se stock otopina koncentracije 5000
Hg/mL razrjeduje fosfatnim puferom. Stock otopine A i B koriste se za izradu mjernih otopina.

Volumeni uzoraka koji se dodaju u reakcijsku smjesu su izracunati i prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Priprema razjedenja uzoraka iz stock otopina

C1 (png/mL) stock V1 uzorka (uL) C2 (ug/mL) u V2 (uL)

uzorka reakcijskoj smjesi) reakcijske smjese
1000 2,5 250 10

1000 0,5 50 10

100 1 10 10

100 0,2 2 10

3.3.2. Priprema pufera za reakcijsku smjesu (PBS)

Na analiti¢koj vagi izvaze se 0.26 g KH2PO, 42.17 g NaHPO4*7H0, te 8.71 g NaCl te se
pomijesa sa 800 mL deionizirane vode. Nakon mijeSanja pH otopine se podesi na 7.4 i volumen

se nadopuni sa deioniziranom vodom do 1000 mL. U konacnici se dobije pufer koncentracije

10mM.

3.3.3. Priprema stock otopine radikala (AAPH)

Da bi se dobila stock otopina koncentracije 50 mmol/L potrebno je otopiti 13.6 mg AAPH u 1
mL PBS-a. Koncentracija u reakcijskoj smjesi treba biti 10 mmol/L; dakle u reakcijsku smjesu
ukupnog volumena 10 pL ide 2 pL 50 mmol/L AAPH. Stock otopinu radikala potrebno je

pripremiti svjeze svaki dan prije pokusa.
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3.3.4. Priprema stock otopine standardnog antioksidansa (Trolox)

Ishodna otopina izraduje se otapanjem 2,5 mg Troloxa u 1ImL etanola. Stock otopina Troloxa
koncentracije 250 pg/mL pripremi se razrijedenjem ishodne otopine Troloxa 2,5 mg/mL. Stock
otopina radi se razrijedivanjem sa fosfatnim puferom. Volumeni stock otopine Troloxa koji se

dodaju u reakcijsku smjesu prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Koncentracijski raspon Trolox-a u reakcijskim otopinama

Trolox (ug/mL)  Trolox (uL) Reakcijska Trolox(pg/mL)

u ishodnoj smjesa (uL) u reakcijskoj
otopini smjesi)

250 2 10 50

250 1 10 25

250 0,4 10 10

250 0,2 10 5

250 0,1 10 2,5

3.3.5. Priprema otopine DNA

Liofilizirani prasak DNA se otopi u takvom volumenu PBS-a da se dobije otopina DNA
koncentracije 50 ng/mL (jedna A260 jedinica odgovara cca 50 ug DNA). U reakcijsku smjesu
od 10 pL ide 4 uL DNA; dakle koncentracija DNA u reakcijskoj smjesi je 20 ng/mL. Otopina
DNA stabilna je neko vrijeme na 4°C (oko mjesec dana), a neutroSenu DNA potrebno je

alikvotirati i zamrznuti.

3.3.6. lzrada pufera za elektroforezu (TAE)

Pufer za elektroforezu priprema se tako da se pomijesa 0.04 mol/L Tris HCI, 5 mmol/L

natrijevog acetata te 0.04 mmol/L EDTA. pH se podesina 7.9 .

3.3.7. Pufer za nanoSenje uzorka

Pufer za nanoSenje uzorka priprema se na nacin da se 2,5 g/L bromfenol plavila pomijesa sa

400 g/L saharoze te se mijeSanjem otopi u deioniziranoj vodi.

3.3.8. Agaroza (0.7%)

Zagrijavanjem je potrebno potpuno otopiti 0.7 g agaroze u 100 mL pufera za elektroforezu.
Pripremljena agaroza se hladi na oko 50°C, te se nakon hladenja izlijeva u kadicu u koju se
stavljaju ,,cesljici kako agaroza ne bi iscurila iz kadice.
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3.3.9. Priprema boje za elektroforezu

10 uL GelRed-a se pomijesa s 1 mL 6x pufera za nanoSenje uzorka. Boja i1 pufer se cuvaju na
sobnoj temperaturi zasticeni od svjetla. Pri nizim temperaturama, GelRed se istaloZi.
Homogenizira se zagrijavanjem do 50 °C i vorteksiranjem. Kako bi se dobili ostri bandovi,
preporucena koli¢ina DNA koja se nanosi na gel ne bi smjela prelaziti 200 ng. Takoder, GelRed
utjeCe na mobilnost i ukoliko je potrebno precizno odredivanje veli¢ine fragmenata ili je

potrebno njihovo visoko razlucivanje, preporuca se bojanje nakon zavrSene elektroforeze.

3.3.10. Priprema reakcijskih smjesa za pokus

Reakcijske smjese pripremaju se u Eppendorficama prema tablici. Svaka smjesa ima ukupni
volumen 10 mL. Trolox koji se koristi je otopina koncentracije 250 pug/mL. Uzorak koji je
oznacen slovom A koncentracije je 1000 ug/ml, a uzorak oznacen slovom B 100 pg/mL.
Najprije se pipetira PBS, potom uzorak/Trolox, pa AAPH i na kraju DNA. Nakon dodatka
reagensa reakcijska smjesa se kratko mijeSa pomocu Vortex mijesalice i onda kratko
centrifugira kako bi se sprjecilo da ne bude ostataka reakcijske smjese po stijenkama reakcijske
posude. Eppendorf kivete se nakon toga inkubiraju na 37 °C slijedeca 2 sata uz mijeSanje na
350 rpm. Nakon zavrSetka inkubacije reakcijske smjese se nanose na agarozni gel pomocu

pipete. Shema nanoSenja reakcijskih smjesa na agarozni gel prikazana je u Tablici 6.

Tablica 6. Shema pripreme mjernih otopina

pg/mL (reakcijska smjesa) pg/mL (reakcijska smjesa)
50 25 10 5 25 | 250 50 10 25 250 50 10 25 250 50 10 25
KO S ST ST ST ST ST | NAT NAT NAT NAT HP HP HP HP RAM RAM RAM RAM
N P 1 2 3 4 5 1 2 3 4 BL B2 B3 B4 EBI EB2 EB3  EB4
PBS 6 4 2 3 36 38 39 | 15 35 3 38 15 35 3 38 15 35 3 338
AAPH
0o 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
ROLOX o 0 2 1 04 02 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
UZORAK 2,5 0,5 0,2
0 0 0 0 0 0 0o | 25A o0sa 1B 028 ‘A A 1B §  25A  05A 1B 028
R 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

A-uzorak koncentracije 1000 ug/ml

B — uzorak koncentracije 100u g/mL

NAT — uzorak bez ciklodekstrina

HPB — uzorak sa dodatkom hidroksipropil s-ciklodekstrina

RAMEB — uzorak sa dodatkom nasumicno metiliranog f-ciklodekstrina
Trolox — otopina koncentracije 250 ug/mL
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3.3.11. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu

Agaroza je visoko procisceni prirodni polisaharid koji se dobiva iz agara. Gel od agaroze nastaje
hladenjem vodene otopine agaroze pripravljene otapanjem agaroze u obliku bijelog praha u
kipu¢oj vodi. Pri hladenju na odredenim dijelovima jedinica agaroze nastaju odsjecci s
dvostrukom uzvojnicom. Time se umrezavaju molekule i nastaju vlaknaste polimerne strukture.
Izmedu polimernih vlakana, u porama, zadrzava se voda odnosno otopina elektrolita i tako

nastaje gel. Veli¢ina pora u gelu ovisi o koncentraciji agaroze. (Piljac, Elektroforeza, 2006..)

Fragmenti dvolanc¢ane DNA kod neutralnog pH nose negativan naboj i dobro se odjeljuju
elektroforezom na agaroznom gelu. Elektroforetska pokretljivost ovisi o veli¢ini fragmenata i
uglavnom je neovisna o nukleotidnom sastavu. Medutim, na pokretljivost utjeCe 1 oblik
molekule DNA (linearna, cirkularna, superuzvojnica). Za odjeljivanje vrlo malih fragmenata
DNA koriste se gelovi s visokim postotkom agaroze (do 2%). Veliki fragmenti bolje se
odjeljuju na niskopostotnim agaroznim gelovima (0.3-0.7%). Prije ulijevanja pripremljene
agaroze u kadicu za elektroforezu se postavljaju pregrade kako bi se sprijecilo izlijevanje
otopine agaroze prije polimerizacije. Pomocu kapalice doda se malo otopine agaroze uz rubove
pregrada kako bi se provjerilo da li otopina agaroze negdje curi. Nakon nekoliko minuta ulijeva
se topla otopina agaroze u kadicu za elektroforezu te se postavlja ,,CesSalj” koji omoguéava
formiranje jazica za nanoSenje uzoraka. Nakon §to se gel polimerizira (oko 30 minuta), ,,ceSalj”
se uklanja te se dodaje toliko pufera da prekrije gel (1-2 mm iznad gela). Uzorci se pripremaju
tako da se na parafilmu izmijeSa reakcijska smjesa ukupnog volumena 10 uL sa 4 pL boje.
Nakon §to su uzorci pomijeSani sa bojom nanose se u jazice na gelu 1 provodi se elektroforeza
pri naponu od 120V u trajanju od 45 min (ostali parametri se postave na maksimalne vrijednosti
da bi se napon odrzavao konstantnim). Nakon elektroforeze gel se gleda pod izvorom UV

svjetla.

17



vrpce vidljive pod UV

svjetlom
A

elektroda \ / \
— ' 71 i \
m o1y
pufer . [ R :
: pravac kretanja ———9\

katoda

Slika 10. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu (preuzeto iz:https://www.researchgate.net)

3.4. ORAC antioksidacijska ucinkovitost

ORAC (kapacitet apsorpcije radikala kisika) mjeri sposobnost antioksidansa da inhibira
oksidaciju uzrokovanu peroksilnim radikalom i mjera je ukupnog antioksidacijskog kapaciteta.
Peroksilni radikal reagira s fluorescentnom probom, mijenjajuéi intenzitet fluorescencije tj.
poveéa brzinu  pada fluorescencije. U prisutnosti antioksidacijskog spoja (Smjese
antioksidansa) smanjenje fluorescencije je inhibirano. Test se provodi u mikrotitarskoj ploci s
96 jazica te moZe trajati od pola sata do nekoliko sati. Mikrotitarska plo€ica se stavlja u uredaj
za mjerenje fluorescencije koji mjeri pad fluorescencije. Ova analiza je jedinstvena po tome §to
se prati dinamicka promjena fluorescencije sonde tijekom vremena koja se izraCunava
raCunanjem povrsine ispod krivulje pada fluorescencije (AUC). Rezultat se dobiva
izraunavanjem podrucja ispod fluorescentne krivulje, 1 izrazava se kao ekvivalent od

mikromola Trolox-a po mL ili po gramu. Za izra¢unavanje rezultata koristi se sljedeca formula:

_ AUCuzorka - AUCslijepa proba
AUCtrolox - AUCslijepa proba

AC

* Ctrolox

U formuli AC predstavlja antioksidacijski kapacitet, AUCuzorak predstavlja povrsinu ispod
krivulje smjese uzorka, AAPH i fluorescentne probe (fluorescein), AUC:iijepa proba povrsinu

ispod krivulje smjese fluoresceina i fosfatnog pufera, AUCTrlox povrsinu ispod krivulje
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Troloxa, a Crrolox predstavlja koncentraciju otopine Troloxa. ORAC analiza mjeri sposobnost
antioksidansa da ugasi slobodne radikale donacijom vodika i stoga je mjera i opéeg i

specificnog antioksidacijskog djelovanja. (Litescu i sur., 2014)

3.4.1. Fluorescein

Otopina fluoresceina se pripremi tako da se 125 pL stocka fluoresceina koncentracije 1 mM
ulije u tikvicu od 25 mL i nadopuni fosfatnim puferom.

3.4.2. Trolox

Otopine Troloxa pripremaju se u rasponu koncentracija od 3,125 do 100uM na nacin da se
pomijesaju odredeni volumeni otopine Troloxa i fosfatnog pufera kao §to je prikazano u
Tablici 7.

Tablica 7. Priprema otopine Troloxa

Trolox Fosfatni
pufer
100pM 10pL stock otopine Troloxa 990uL
50 uM 500puL otopine Troloxa konc. 100 uM 500uL
25 uM 500puL otopine Troloxa konc. 50 uM 500uL
12,5 yM 500uL otopine Troloxa konc. 25 uM 500uL
6,25 UM 500puL otopine Troloxa konc. 12,5 uM 500uL
3,125 uM 500puL otopine Troloxa konc. 6,25 uM 500uL
3.4.3. Uzorci

Da bi iz uzorka koncentracije 1 mg/mL dobili uzorke koncentracije 0,125 mg/mL mijesa se 63
ML stock otopine uzorka i 441 pL fosfatnog pufera. Nakon toga uzorci se razrjeduju 400x sa

fosfatnim puferom.

3.4.4. AAPH

U falkon epruvetu odvaze se 203,4 mg AAPH te otopi u 5 mL fosfatnog pufera.

3.4.5. Priprema mikrotitarske ploce

Nakon $to su svi reagensi pripremljeni, u 40 jazica mikrotitarske plo¢e dodaje se 150 pL

fluoresceina pri ¢emu se izbjegavaju jazice na krajevima zbog temperaturne razlike. U pokusu
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se koristi multikanalna pipeta kako bi se skratilo vrijeme potrebno da se pojedina otopina stavlja
zasebno u svaku jazicu. Nakon toga se u 5 jazica dodaje 25 pL fosfatnog pufera $to predstavlja
slijepu probu, u tri jazice koje su oznacene slovom F po 50 pL pufera, a u ostatak jazica dodaje
se ili 25 pL otopine Troloxa ili 25 pL otopine uzorka. Uredaj za mjerenje flurescencije se podesi
na pokretanje fluorescentnog kineti¢kog ocitanja uz eksitacijsku valnu duljinu od 485 nm i
emisijsku valnu duljinu od 535 nm. Temperatura ispitivanja se podesi na 37°C. Mjerenje
intenziteta fluorescencije se mjeri 13 puta pri ¢emu se na pocetku svakog mjerenja plocica
protrese 7 sekundi i izmedu svakog mjerenja se radi pauza od 290 sekunda. Mikrotitarska
plocica se zatim stavlja u uredaj 1 zagrijava 10 minuta nakon ¢ega se vadi van i brzo pomocu
multikanalne pipete stavlja 25 pL AAPH u sve jazice osim u one koje su oznacene sa F nakon
Cega slijedi proces mjerenja prema prethodno napisanom protokolu. Raspored reakcijskih
smjesa za ORAC pokus prikazan je u Tablici 8.

Tablica 8. Shema za ORAC pokus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T50 T100 T100 T100 T100 NAT = NAT = NAT = NAT T25
T50 RAMEB RAMEB RAMEB RAMEB HPB HPB HPB HPB | T25
T50 T12,5 T12,5 T12,5 T12,5 T6,25  T6,25 T6,25 | T6,25 T25
T50 F F F SP SP SP SP SP T25

IOMmoon m>

T100 - Trolox koncentracije 100 ug/mL + fluorescein + AAPH , T50 - Trolox koncentracije 50 xg/mL+ fluorescein + AAPH
T25 - Trolox koncentracije 25 ug/mL+ fluorescein + AAPH, T12,5 - Trolox koncentracije 12,5 ug/mL+ fluorescein + AAPH
T6,25 - Trolox koncentracije 6,25 ug/mL+ fluorescein + AAPH , NAT - uzorak bez ciklodekstrina+ fluorescein + AAPH
HPB - uzorak sa dodatkom hidroksipropil g-ciklodekstrina + fluorescein + AAPH

RAMEB - uzorak sa dodatkom nasumicno metiliranog p-ciklodekstrina + fluorescein + AAPH

F - fluorescein + fosfatni pufer, SP —slijepa proba (fosfatni pufer + fluorescein + AAPH)

Nakon obavljenog pokusa uredaj za mjerenje flurescencije Victor daje podatke o izmjerenoj
fluorescenciji nakon svakog kruga mjerenja. Svi podaci se prikazuju u pivot tablici. lzmjerena
fluorescencija se preracunava u postotak intenziteta fluorescencije s time da se smatra da je
prva fluorescencija koju je izmjerio uredaj za mjerenje 100%-tna, a zadnja fluorescencija 0%-
tna. Tablica sa postocima izmjerene fluorescencije se prebacuje u program GraphPad koji sluzi
za izracunavanje povrsine ispod krivulje. Od svih povrsina ispod krivulja izraCunava se njihova
srednja vrijednost tj. AUC. Od svake povrsine ispod krivulje (AUC-a) oduzima se povrSina

ispod krivulje slijepe probe te se dobiva nAUC.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Metoda kidanja DNA

Nakon gel elektroforeze agarozni gel se gleda u tamnoj komori pod UV svjetlom. Pod UV
svjetlom vide se vrpce nativne DNA, kao i vrpce ostalih oblika DNA. Ovisno o tome koliko je
nativne DNA sa¢uvano ili razgradeno zbog djelovanja peroksilnog radikala vrpca nativne DNA
se vidi kao tamnija ili svjetlija mrlja. Tamnija mrlja znac¢i da je viSe nativne DNA ostalo
sacuvano dok svjetlija mrlja znaci da je nativna DNA djelomicno ili potpuno razgradena zbog

djelovanja peroksilnog radikala.

i | ¢} A < | 7 a H ] B 1<} | 7]
¥ * -

Slika 11. Vrpce DNA dobiveni gel elektroforezom prikazani pod UV svjetlom

lako se pojedine vrpce mogu usporediti vizualno prema nijansi benda, za dobivanje jasnih
rezultata i bolje usporedivanje se pomocu programa Image Quant 1 uz pripadajuci softwer
vizualiziraju i kvantificiraju bendovi. Slikanje se vr§i na automatskim postavkama kao i
kvantifikacija DNA u obliku superuzvojnice. Ako se zele kvantificirati i ostali oblici DNA,
kvantifikacija se mora izvrsiti ru¢no jer Vrpce superuzvojice imaju puno jaci signal od ostalih
pa ih program ne moze detektirati automatski. Image Quant je program koji sam moze odrediti
podrucje mjerenja te automatski oduzeti prisutan intenzitet pozadine pa rezultati koji se dobiju
predstavljaju tocan intenzitet vrpce. Kao sto se vidi na Slici 12. crvena linija predstavlja
intenzitet pozadine, dok zelena linija predstavlja intenzitet vrpce, a signal se o¢itava u onoj tocci
gdje je najveca razlika izmedu intenziteta pozadine 1 intenziteta vrpce (oznaceno sa brojem 1

na Slici 12).
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Slika 12. Intenzitet pozadine i benda

Nakon $to smo od pocetnih rezultata intenziteta vrpce (koji predstavljaju ukupan intenzitet u
koji je ukljuen i intenzitet pozadine) oduzeli intenzitet pozadine dobiveni rezultati se
preraunavaju u postotke tako da se intenzitet vrpce podijeli sa intenzitetom kontrole te
pomnozi sa 100. Rezultati se prikazuju u zasebnim grafovima za Trolox i za svaki od uzoraka
ekstrakata komine masline gdje x-0s predstavlja koncentraciju reakcijske smjese, a y-0s
postotak intenziteta vrpce.

120
100
y = 9.0278x + 20.598
80 R? = 0.8075

60

40

Postotak intenziteta (%)

20

0 2 4 6 8 10 12
Trolox (ug/mL)

Slika 13. Grafic¢ki prikaz ovisnosti postotka nativne DNA o koncentraciji Troloxa u

reakcijskoj smjesi
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Slika 14. Graficki prikaz ovisnosti koncentracija nativnog uzorka o postotku intenziteta vrpce
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Slika 15. Graficki prikaz ovisnosti koncentracija RAMEB-a 0 postotku intenziteta vrpce

¢ y =0.3457x - 9.7428
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz ovisnosti koncentracija HPB 0 postotku intenziteta vrpce

Za svaki uzorak izracuna se jednadZzba pravca koja je potrebna da bi se mogao dobiti ECso. ECso
oznacava koncentraciju uzorka pri kojem je ouvano 50% nativne DNA. Dobiva se prema

sljede¢oj formuli:

ECs0=(50 - odsjecak na y-osi) - nagib krivulje

S obzirom da je u nativnom uzorku (uzorak bez dodatka ciklodekstrina) najvisi udio komine, a
u HPB i RAMEB uzorcima manji udio komine zbog dodatka ciklodekstrina rezultati ECso se
moraju preracunati tako da se dobije ECso komine u uzorku. EC50 uzoraka izraZzava se na masu
suhog produkta. Prema prvim rezultatima, bez prera¢unavanja ECsp, rezultati pokazuju da
nativni uzorak ima najmanji ECso Sto bi znacilo da je ujedno i najbolji antioksidans §to je i
logi¢no jer sadrzi najveci postotak komine masline tj. najveci udio polifenola antioksidacijskog
djelovanja. ECsxo Cistog ekstrakta komine u uzorku se izra¢unava tako da se prethodno dobiveni

ECso mnoZi sa udjelom komine u uzorku.

Nakon prera¢unavanja, rezultati pokazuju da je ECsp nativnog uzorka najveéi, a najmanji ECso
ima RAMEB. S obzirom da ECsp oznacava koncentraciju uzorka koja je potrebna da se ocuva
50% nativne uzvojnice DNA, §to je manja koncentracija potrebna to je uzorak bolji antioksidans
tj. ima vecu sposobnost ocuvanja DNA od slobodnih radikala. Prema tome zakljucuje se da je
RAMEB uzorak najbolji antioksidans poSto je potrebna najmanja koncentracija da se ouva
nativna DNA. Kao drugi najbolji antioksidans pokazao se HPB, a najlosiji od tri navedena je

nativni uzorak. S obzirom da su ciklodekstrini dodani kako bi inkapsulirali ekstrakt komine

24



masline te ga na taj nacin dodatno zastitili od radikala rezultat koji pokazuje da su uzorci koji
su bili inkapsulirani pomocu ciklodekstrina bolji antioksidansi od nativnog uzorka bez

ciklodekstrina je o¢ekivani.
250
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Slika 17. Prikaz ECso uzoraka izrazeno na masu suhog produkta
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Slika 18. Prikaz ECs izrazeno na masu Cistog ekstrakta komine

Radena su sli¢na istrazivanja koja su koristila metodu kidanja DNA kao dokaz za potencijalno
antioksidacijsko djelovanje razliitih ekstrakata; Suksomtip i Pongsamart (2008) koristili su
metanolni ekstrakt sjemenke tajlandske Tamarindus indice L. koji sadrzi polifenole; (-)
epikatehine te su zakljucili da prisutnost visoke koncentracije ekstrakta (1 mg/ml) ima sli¢an

ucinak kao $to ima i Trolox koncentracije 0.5 pg/mL tj. da moze zadrzati plazmidnu DNA u
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svom izvornom obliku. U nekim istrazivanjima radene su modifikacije samog ekstrakta te se
usporedivao modificiran i nemodificiran ekstrakt. Primjer modifikacije ekstrakata u svrhu
poboljsanja svojstva je i primjena ciklodekstrina. Hill i suradnici (2013) usporedivali su
svojstva ¢istih eteri¢nih ulja i inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina i eteri¢nih ulja. Stvaranje
inkluzijskih kompleksa potvrdili su pretraznom diferencijalnom kalorimetrijom. Inkluzijski
kompleksi sa ciklodekstrinom povecali su topljivost eteri¢nih ulja u vodi, zastitili od oksidacije
I poboljsali antimikrobne sposobnosti eteri¢nih ulja. Jo$ jedan od primjera je istrazivanje Kima
i suradnika (2009) koji su koristili ekstrakt Citrus grandis L. koji sadrZi visoki sadrzaj flavanona
u obliku glikozida. Flavanoni su konvertirani u svoje aglikone i hidroksilirani pomocu
Aspergillus saitoi. Antioksidacijski kapacitet analiziran je koristenjem kapaciteta apsorpcije
kisikovih radikala (ORAC) i metodom kidanja DNA. Uzorak koncentracije 10 pg/mL tretiran
sa A. saitoi 4 dana pokazao je najve¢i zaStitni ucinak na oSteCenje DNA uzrokovano
peroksilnim radikalom medu testiranim uzorcima sugeriraju¢i da modifikacija flavanonskih

aglikonskih ekstrakata Citrusa grandisa s A. saitoi povecava antioksidacijski u¢inak.

4.2. ORAC antioksidacijska ucinkovitost

Na Slici 19. moZemo vidjeti da se sa povecanjem koncentracije Troloxa povecava i povrSina
ispod krivulje (nAUC) tj. da je koncentracija Troloxa proporcionalna povrSini ispod krivulje.
Trolox je antioksidans koji sprjecava da peroksidni radikal reagira sa fluorescentnom probom i
na taj nadin smanjuje intenzitet fluorescencije probe. Sto je ve¢a koncentracija Troloxa to je
njegovo antioksidacijsko djelovanje jace i to ¢e on viSe reagirati sa peroksilnim radikalom pri
¢emu Ce peroksilni radikal prelaziti u manje reaktivni oblik te ¢e intenzitet fluorescencije biti

veci, a samim time 1 izmjerena povrsina ispod krivulje.
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Slika 19. Graficki prikaz ovisnosti srednjih vrijednosti povrSine ispod krivulje o koncentraciji
Trolox-a (kalibracijska krivulja)

Kao §to mozemo vidjeti na Slici 20. gdje je prikazana povrSina ispod krivulje (AUC) u
postotcima intenziteta na y-osi te vrijeme u minutama na X-0Si sa vremenom se smanjuje
postotak intenziteta fluorescencije. S obzirom da su koncentracije Troloxa poznate mozemo
saznati kakva je ovisnost koncentracije Troloxa o intenzitetu fluorescencije. Kod razli¢itih
koncentracija Troloxa dolazi do razli¢itog pada intenziteta u vremenu. Kod svih koncentracija
do pada intenziteta ne dolazi odmah nego nakon nekoliko minuta dok kod slijepe probe do pada
intenziteta dolazi odmabh zato §to slijepa proba ne sadrzi antioksidans koji bi odgodio djelovanje
peroksilnog radikala. Takoder, kod slijepe probe u kracem vremenu dolazi do potpunog gubitka
fluorescencije nego kod Troloxa. Do potpunog gubitka fluorescencije kod razli¢itih
koncentracija Troloxa dolazi izmedu 20. 1 40. minute pokusa. Kod vec¢ih koncentracija Troloxa
dolazi do duljeg odgadanja pocetnog pada intenziteta fluorescencije tj. Sto je veca koncentracija

Troloxa to ¢e krivulja dulje biti ravna.
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Slika 20. Krivulja fluorescencije razli¢itih koncentracija Troloxa i slijepe probe

Kod krivulje fluorescencije uzoraka ekstrakata komine masline (Slika 21.) na kojoj je takoder
prikazana povrsina ispod krivulje (AUC) u postotcima intenziteta na y-osi te vrijeme u
minutama na X-osi sa vremenom primjecuje se isti oblik krivulje kao i kod krivulje flurescencije
razli¢itih koncentracija Troloxa prikazanoj na Slici 20. Sa vremenom postotak intenziteta
flurescencije se smanjuje kod svakog od razli¢itih uzorka sa kominom masline. Kod slijepe
probe dogada se isto kao i u prethodnom mjerenju; zbog nedostataka antioksidansa intenzitet
pocinje padati odmah nakon mjerenja. Zbog odgodenog pada intenziteta moze se zakljuditi da
ekstrakti komine masline sadrze antioksidacijsku komponentu koja sprjeCava djelovanje
peroksilnog radikala i odredeno vrijeme zadrzava intenzitet fluorescencije. S obzirom da kod
Troloxa jacina antioksidacijskog djelovanja ovisi o koncentraciji; §to je veca koncentracija to
¢e Trolox biti bolji antioksidans moze se ocekivati da ¢e 1 u ovom slucaju uzorak sa najvise
antioksidacijske komponente imati najduze odgoden pad intenziteta fluorescencije. Takoder,
mozemo primijetiti da je kod uzoraka ekstrakata komine masline, za razliku od uzoraka Troloxa
kod kojih je do potpunog pada intenziteta fluorescencije doslo izmedu 20. i 40. minute, do

potpunog gasenja intenziteta doslo kasnije; izmedu 35. 1 40. minute.
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Slika 21. Krivulja fluorescencije uzoraka ekstrakata komine masline i slijepe probe

Da bi mogli medusobno usporedivati antioksidacijski potencijal ekstrakata komine masline u
nativnom obliku i kada je on uklopljen u ciklodekstrine kao §to su hidroksipropil B-
ciklodekstrin i nasumi¢no metilirani B-ciklodekstrin potrebno je izraziti uzorke u ekvivalentima
standardnog antioksidansa Troloxa. Za izraCunavanje ekvivalenta Troloxa potrebna je
jednadZzba kalibracijske krivulje (Slika 19) i srednja vrijednost povrsina ispod krivulja (nAUC).

Ekvivalent Troloxa se izracunava pomocu sljedece formule:

NnAUCy,orka — o0dsjeCak nay — osi

TE/mL =
mgTE/m nagib krivulje

Kada se uvrste brojevi kalibracijske krivulje i mL preracunaju u L dobije se sljedeca jednadzba:

NAUCyporia — 228,25

TE/L =
mgTE/ 71907

Dobivene rezultate dijelimo sa koncentracijom razrijedenog uzorka. Na Slici 22. mozemo
vidjeti da prema prvim rezultatima, koji prikazuju antioksidacijsku aktivnost izrazenu na masu

suhog produkta, najvise mg Trolox ekvivalenta sadrzi nativni uzorak prema ¢emu bi nativni
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uzorak bio najjaci antioksidans, dok HPB ima najmanje mg TE prema ¢emu bi on imao

najslabiji antioksidacijski potencijal.
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Slika 22. Antioksidacijska aktivnost odredena metodom kidanja DNA izrazena na masu
suhog produkta

Da bi dobili mg TE/L po gramu komine u uzorku dobiveni rezultati se pomnoze sa udjelom
komine u uzorku tj. s obzirom da u nativnom uzorku nije bilo dodano ciklodekstrina nativni

uzorak se pomnozi sa 1, a uzorci sa hidroksipropil B-ciklodekstrinom i nasumi¢no metilirani B-

ciklodekstrinom se pomnoze sa 0,31 jer su sadrzavali 31% komine.
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Slika 23. Antioksidacijska aktivnost odredena metodom kidanja DNA izraZena na ¢istog
ekstrakta komine

Nakon preracunavanja antioksidacijska aktivnost izrazena je na Cisti ekstrakt komine. Rezultati

prikazani na Slici 23. pokazuju da najvecéu antioksidacijsku u¢inkovitost ima RAMEB, drugu
30



po redu HPB, a najmanju NAT. Ciklodekstrini svojom sposobno$¢u uklopljavanja molekule
Stite ekstrakt komine masline tj. polifenolne spojeve koje on sadrzi istovremeno omoguéavajuci
da ti polifenolni spojevi zasticuju fluorescein od peroksilnog radikala. Dokazano je da ekstrakt
komine masline sadrzi spojeve koji imaju antioksidacijski u¢inak kao $to to ima i Trolox. lako
za odredivanje antioksidacijske u¢inkovitosti postoji mnogo razli¢itih metoda, ORAC metoda
jedna je od najkoristenijih (LOpez-Alarcona i Denicolab, 2013). Thaipong i suradnici (2006)
koristili su ABTS, DPPH, FRAP i ORAC testove za mjerenje antioksidacjske aktivnosti u
metanolnom ekstraktu egzoti¢nog voc¢a guave. Rezultati koje su dobili ORAC metodom ne
samo da pokazuju antioksidacijski u¢inak ekstrakata guave nego i to da su rezultati usporedivi

sa rezultatima dobivenim drugim metodama.

Prema na$im saznanjima, ovo je prvi pokuSaj odredivanja antioksidacijske uéinkovitosti
razlicitih ekstrakta komine masline (nativnog i inkapsuliranih razli¢itim ciklodekstrinima)
primjenom metode kidanja DNA i ORAC metode. Do sada koristile su se neke druge metode
kao $to je model za uklanjanje stabilnog radikala DPPH. KoriSteni su ekstrakti komine masline
iz dva razli¢ita podrucja Italije. Opazeno je znacajno uklanjanje slobodnih radikala kod oba
ekstrakta te da ucinak ovisi o koli¢ini polifenola koji je izmjeren Folin—Ciocalteu metodom; sto

vise polifenola ekstrakt sadrZi to je bolji antioksidacijski u¢inak (Cioffi i suradnici, 2010).
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. ZAKLJUCCI

Komina maslina tj. polifenoli (oleuropein, hidroksitirosol i tirosol) koje ona sadrzi
pokazali su ucinkovitost u zastiti bioloskih molekula od djelovanja peroksilnih radikala
u metodi kidanja DNA te antiradikalnu u¢inkovitost protiv kisikovih radikala u ORAC
metodi.

Dodatak ciklodekstrina znacajno utje¢e na antioksidacijske aktivnosti polifenola i u
metodi kidanja DNA i u ORAC metodi. Ciklodekstrini svojom sposobnoséu
uklopljavanja molekule Stite ekstrakt komine masline tj. polifenolne spojeve koje on
sadrzi i na taj nacin pospjesuju njihovu antioksidacijsku aktivnost.

U metodi kidanja DNA kao najbolji uzorak pokazao se uzorak sa dodatkom nasumicno
metiliranog ciklodekstrina (RAMEB) jer je imao najmanji EC50 tj. bila je potrebna
najmanja koncentracija uzorka da se o¢uva nativna DNA. Najlosiji od triju uzoraka
pokazao se nativni uzorak (uzorak bez dodatka ciklodekstrina).

ORAC metoda dala je jednake rezultate; uzorak sa nasumi¢no metiliranim
ciklodekstrinom pokazao je najvecu antiradikalnu u¢inkovitost, drugu po redu uzorak s
dodatkom hidroksipropil ciklodekstrina, a najmanju nativni uzorak.

Inkapsulacija nasumi¢no metiliranim B-ciklodekstrinom se moZze smatrati najboljim
izborom od tri navedena za buduce koriStenje ekstrakata komine masline u svrhu

postizanja najbolje antioksidacijske zastite.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Tijekom proizvodnje maslinovog ulja kao jedan od nusprodukata nastaje i komina
masline. Komina je S$tetna za okolis, ali ujedno sadrzi polifenole (oleuropein,
hidroksitirosol i tirosol) koji su pokazali antioksidacijske, protuupalne, hipoglikemijske
i mnoge druge zdravstveno pozitivne ucinke. Zbog toga, komina masline se pocinje
prepoznavati kao vrijedan prirodan produkt s visokim potencijalom iskoristavanja u
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Cilj ovog rada je odrediti antioksidacijsku
ucinkovitost razli¢itih ekstrakata komine masline (nativnog 1 inkapsuliranih razli¢itim
ciklodekstrinima) primjenom razli¢itih in vitro pristupa kao $to je metoda kidanja DNA
1 ORAC metoda. Zakljuceno je da komina masline sadrzi polifenolne spojeve koji Stite
bioloske molekule od djelovanja peroksilnih radikala te postizu antiradikalnu
u¢inkovitost protiv  kisikovih radikala. Dodatak ciklodekstrina pospjeSuje
antioksidacijsku aktivnost polifenola i u metodi kidanja DNA i u ORAC metodi. U obje
metode kao najbolji uzorak se pokazao uzorak sa nasumi¢no metiliranim [3-
ciklodekstrinom, drugi po redu hidroksipropil B-ciklodekstrin, a najlosiji nativni uzorak
zbog ¢ega se dodatak nasumicno metiliranog B-ciklodekstrina moZze smatrati najboljim
izborom od tri navedena za buduce koristenje ekstrakata komine masline u svrhu

postizanja najbolje antioksidacijske ucinkovitosti.
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Major byproduct remaining after the production process of olive oil is olive pomace. It
is harmful to the environment, but it also contains polyphenols (oleuropein,
hydroxytrosol and tyrosol) which have shown antioxidative, anti-inflammatory,
hypoglycemic and many other health-positive effects. Therefore, olive pomace is
becoming recognized as a valuable natural product with high potential for exploitation
in the pharmaceutical and food industry. The aim of this study was to determine the
antioxidant efficacy of different extracts of olive pomace (native and incapsulated by
various cyclodextrins) by using two in vitro approaches: the DNA scission inhibition
and ORAC antioxidant activity. It has been concluded that olive pomace contains
polyphenolic compounds that protect biological molecules from peroxyl radicals and
achieve shows oxygen radical- scavenging activity. The addition of cyclodextrin
enhances the antioxidant activity of polyphenols in both applied methods; in both cases,
extract incapsulated with randomly methylated B-cyclodextrin showed the highest
antioxidant activity. Hydroxypropyl B-cyclodextrin sample has proven to be the second
best alternative, with the least preferable native sample. Aplication of randomly
methylated B-cyclodextrin can be considered the best choice for the future use of olive

pomace extracts as antioxidative ingredients.
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