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1.UvOD

1.1. Maslina

Maslina (Olea Europea L.) je biljna vrsta iz porodice maslina (Oleaceae) karakteristicna za obalno
podrucje Mediterana. Raste sporo te joj je za razvoj potrebno dovoljno topline i sunca. Stablo je
razgranato i moZe narasti do 10 metara visine s mnogo grana i Sirokom kro$njom. Listovi su
nasuprotni, na kratkim peteljkama, kozasti, zimzeleni, usiljenog vrha, cjelovitog ruba, na nali¢ju
srebrnosivkasti, dugi 5 - 10 cm, a $iroki do 2 cm. Cvjetovi su jednospolni, dvodomni skupljeni u
rahle metli¢aste cvatove. Plod masline je mesnata i ovalna kostunica duga 1 - 3 cm, Siroka do 2
cm. Sastoji se od kozice, pulpe i sjemenke. Ulje se u plodu nalazi u pulpi u vakuolama stanica. U
pocetku je zelena, a dozrijevanjem u rujnu ili listopadu postaje modra, crna ili smedezelena
(plantea.com). Na isto¢noj obali Sredozemnog mora i u juznim predjelima sredi$nje Azije,
maslina raste samoniklo. U Hrvatskoj je maslina najve¢im dijelom rasprostranjena na otocima 1
uskom dijelu priobalja. Uzgajaju se domace, ali i strane sorte maslina. NajviSe se prednost daje
onim sortama koje su prikladne za dobivanje ulja i konzerviranje jela (Kustrak, 2005.). Pojedini
primjerci masline, zahvaljujuéi izvanrednoj sposobnosti obnavljanja grana i korijena, mogu

dozivjeti starost i vise od 2000 godina (slika 1).

Slika 1. Olea europae L. na Velikom Brijunu stara 1600 godina (Fotografija: Valentina Séur)



1.2. Komina masline

U procesu proizvodnje maslinovog ulja kao nusprodukt nastaje komina masline kao ¢vrst produkt
i vegetabilna ili biljna voda kao tekuca faza. Potrebno je pravilno zbrinjavanje komine masline
zbog njezinog fitotoksi¢nog ucinka na tlo i vodu. Takoder sadrzi mnoge komponente koje se mogu
reciklirati i iskoristiti. Komina masline sastoji se od koZice ploda, pulpe i dijelova kostice. Smjesa
je gumaste strukture, tamne boje, intenzivnog mirisa i umjereno kisele pH vrijednosti. Kemijski
sastav moze varirati ovisno o naéinu prerade, tipu, stanju i podrijetlu masline (Sladonja i sur.,
2006.). Centrifugalnom ekstrakcijom s dvije faze dobije se komina s ve¢im sadrzajem vode, a
manjim sadrzajem ulja. KoriStenjem centrifugalnih ekstraktora s tri izlaza dobiva se komina
bogatija uljem. Glavne kemijske sastavnice komine masline su celuloza, voda, ulje, proteini te

organski spojevi kao $to s polifenoli, organske kiseline, lipidi, alkoholi (Frankel i sur., 2013).

Komina masline moZe se koristiti na vi$e na¢ina, a neki od njih su proizvodnja energije, izolacija
organskih spojeva, kao herbicid, pesticid, sto¢na hrana, gnojivo, regenerator tla (Brlek i sur.,
2009).

Slika 2. Komina masline, (agroklub.com,29.10.2013)



1.3. Oksidativni stres i antioksidansi

Slobodni radikali su molekule ili molekularni fragmenti koji sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona u atomskoj ili molekularnoj orbitali koji im omoguéuju veliku reaktivnost. Kisikovi
slobodni radikali, koji se nazivaju i reaktivni kisikovi spojevi (ROS) mogu nastati tako da molekula
kisika neenzimatskom oksidacijom oduzima elektrone drugim molekulama (Stefan i sur., 2007).
Utjecaj oksidativnog stresa ovisi 0 mjestu, intenzitetu stvaranja i vrsti oksidansa te djelovanju
antioksidansa i o sposobnosti sustava za oporavak (Cosi¢ i sur., 2017). ROS uklju¢uju superokside,
hidroksidne i peroksidne slobodne radikale, dusikove spojeve (NO i peroksinitril). Oni sluze kao
signalne molekule u normalnim i patoloskim putovima, a njihovo odrzavanje u granicama bitno je
za odrZzavanje homeostaze. Kada njihova proizvodnja nadvlada antioksidacijske putove, mogu
dovesti do ostecenja lipida, DNA i proteina. Bioloski u¢inci koje iniciraju ROS mogu izazvati
Siroki raspon fenotipskih odgovora kao $to su aktivacija genske ekspresije, starenje, proliferacija,

stani¢na smrt ili usporavanje rasta (Johri i Flint-Beal, 2012)

Antioksidansi su tvari koje u malim koncentracijama dovode do odgadanja ili inhibicije oksidacije
supstrata. Smatra se da antioksidans moze u¢inkovito reducirati prooksidans uz nastanak tvari koje
nisu toksi¢ne. Mogu djelovati razli¢itim mehanizmima kao $to su uklanjanje kisika, smanjenje
lokalne koncentracije Kisika, uklanjanje metalnih iona, uklanjanje slobodnih radikala, uklanjanje

ROS ili uklanjanje singletnog kisika (Stefan i sur., 2007).

1.3.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka i djeluju kao antioksidansi ovisno o redoks svojstvima
fenolnih hidroksilnih skupina i strukturnom odnosu izmedu razli¢itih dijelova u kemijskoj strukturi
(Bianco i sur., 2006). Za njihovu strukturu karakteristi¢ni su aromatski prsteni supstituirani barem
jednom hidroksilnom skupinom. Razli¢ite skupine polifenola razlikuju se po broju i polozaju

aromatskih prstena te njihovih supstituenata (Losada-Eccheberria i sur., 2017).

Polifenoli su vrlo heterogena skupina spojeva, a obzirom na kemijsku strukturu mogu se

klasificirati na sljede¢i nacin:



Fenolne kiseline

Fenolne kiseline spadaju u neflavonoidne polifenolne spojeve te se jos mogu podijeliti u
dvije skupine, derivate benzoi¢ne i cimetne kiseline koji se temelje na C1-C6 i C3-C6
strukturnoj formuli. Voée i povrée sadrzi mnogo slobodnih fenolnih kiselina dok su u
zitaricama i sjemenkama u vezanoj formi i mogu se osloboditi djelovanjem enzima ili

hidrolizom.

Flavonoidi

Opc¢a struktura flavonoida je C6-C3-C6 u kojoj su jedinice C6 prstenovi fenolne prirode. S
obzirom na varijacije u strukturi, flavonoidi se mogu podijeliti na antocijane, flavan-3-ole,
flavone, flavanone i flavonole. Osnovna struktura flavonoida je aglikon, ali se u prirodi
najéeS¢e javljaju kao glikozidi. Bioloska aktivnost ovih spojeva koja ukljucuje
antioksidativni u¢inak ovisi o strukturnim razlikama i razli¢itim putovima glikozilacije.
Polifenolni amidi

Neki od polifenola u funkcionalnoj skupini sadrze dusik. Dvije su znacajne skupine takvih
spojeva, a to su kapsaicinoidi kojima je dokazano antioksidativno i protuupalno djelovanje
te avenantramidi koji imaju antioksidativni u¢inak koji se temelji na inhibiciji oksidacije
LDL-a.

Ostali polifenoli

Uz ve¢ navedene polifenolne spojeve, postoji i skupina neflavonoidnih polifenola koji se
smatraju vaznima za ljudsko zdravlje. Neki od njih su resveratrol koji se nalazi u grozdu i
crnom vinu, elagi¢na kiselina i njezini derivati u bobi¢astom voc¢u. Lignani u zitaricama
postoje u vezanoj formi te hidrolizom nastaju slobodni spojevi. U razli¢itim biljkama mogu

se nalaziti galna 1 elagi¢na kiselina, a njihovi esteri s glukozom nazivaju se tanini

(Tsao isur., 2010.).



1.3.2. Antioksidansi u komini masline

Ulje, plod, lis¢e, stabljika, ali i komina masline bogati su polifenolima, a najvise oleuropeinom,
tirosolom i hidroksitirosolom (Wannes i Marzouk, 2016.). Oleuropein moze inhibirati PPARYy
receptore (peroksisom proliferatorom aktivirani receptor gamma) i aktivirati UCP-1 receptore sto
dovodi do povecane osjetljivosti tkiva na inzulin i preraspodjele adipoznog tkiva. Hidroksitirosol
moze aktivirati AMPK (5 adenozin monofosfat - aktivirana protein kinaza) i infibirati PPARYy i
PPARa $to dovodi do pojacane beta oksidacije i inhibicije diferencijacije adipocita (Castro-

Barquero i sur., 2018).
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Slika 3. Strukturne formule oleuropeina, tirosola i hidroksitirosola (Chin i sur., 2016.)



1.3.3. Butilhidroksianisol (BHA)

Kao jedan od uzoraka u ovom diplomskom radu koriSten je i BHA (butilhidroksianisol) koji se
primarno primjenjuje kao antioksidans za oc¢uvanje masti i ulja u kozmetickim i farmaceutskim
proizvodima te u prehrambenoj industriji. Bijele je boje, ¢vrste i voskaste strukture te se sastoji od
2- 1 3- tert-butil-4-hidroksianisola i veoma je aromati¢nog mirisa. Takoder je i dokazani karcinogen

(Pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.9).

OH OH

Slika 4. 2- i 3- tert-butil-4-hidroksianisol (Pubchem.ncbi.nlm.nih.gov9, 23.7.2005.)

1.3.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija predmet je mnogih istrazivanja ve¢ nekoliko desteljeca. Smatra se da je
podloga za mnoga oboljenja kao $to su kardiovaskularne bolesti, neurodegerativne bolesti,
karcinom (Shichiri i sur. 2014). Predstavlja oksidativno osteCenje koje zahvaca stani¢ne
membrane, lipoproteine i ostale molekule koje sadrze lipide u uvjetima oksidacijskog stresa.

(Jangié i Stogi¢, 2014).

ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA) podloZnije su djelovanju ROS nego zasi¢ene masne
kiseline i masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku vezu. Hidroksilni radikal najcesce pokrece
lipidnu peroksidaciju, ali i drugi slobodni radikali takoder mogu pokrenuti proces peroksidacije.
Reakcija molekularnog kisika sa PUFA-om spinski je zabranjena, peroksidacija je moguca
mehanizmom kojim se premoscuje spinska prepreka izmedu kisika i PUFA-e. U lipidnim
sustavima ROS je sposoban izdvojiti atom vodika iz metilenske skupine te tako nastaju slobodni
lipidni radikali. Lipidni peroksidi pod djelovanjem iona zeljeza ili bakra stvaraju razgradne

produkte kao Sto su aldehidi, ketoni, ugljikovodici, epoksidi, aktivni radikali. Malondialdehid



(MDA) pokazatelj je lipidne peroksidacije. MDA se u fizioloskim uvjetima nalazi u obliku
enolatnog iona koji medureagira s proteinima. Ciljno mjesto napada MDA je i gvanin u DNA §to
moze izazvati mutagena osStecenja. Lipidna peroksidacija u stani¢nim membranama moze dovesti
do gubitka fluidnosti, padanja membranskog potencijala, pove¢ane permeabilnosti za ione, rupture

stanica i otpustanja stani¢nog sadrzaja (Stefan i sur., 2007).



1.4. Liposomi

Liposomi su sfericne fosfolipidne vezikule koje mogu biti nacinjene od kolesterola i prirodnih
netoksi¢nih fosfolipida, veli¢ine 30 nm do nekoliko mikrometara. Obecavajuci Su sustavi za
dostavu aktivnih tvari koje mogu biti hidrofilnog, lipofilnog ili amfipatskog karaktera na mjesto
djelovanja s obzirom na njihovu veli¢inu i svojstva te mogu zastititi aktivnu tvar od razgradnje.
Svojstva im se znatno se razlikuju s obzirom na lipidni sastav, veli¢inu, povrsinski naboj i nacin
izrade. Prednosti liposoma su to §to su netoksi¢ni, fleksibilni, biokompatibilni, bioazgradivi,
smanjuju toksi¢nost enkapsuliranog agensa, mogu smanjiti nuspojave te povecati uc¢inkovitost
lijeka. S druge strane slabo su topljivi, imaju kratak zivotni vijek, mogu podlije¢i oksidaciji ili
hidrolizi te moZe do¢i do izlijevanja enkapsuliranog sadrzaja. Takoder njihova izrada je skupa §to

sve moze dovesti do problema u njihovoj izradi i primjeni (Akbarzadeh i sur., 2013).

Liposomi su strukturno Klasificirani na temelju fosfolipidnih dvosloja. Unilamelarne vezikule
sastoje se od jednog sloja fosfolipida koji kapsulira unutarnju vodenu jezgru. Mogu se podijeliti
na male unilamelarne vezikule (engl. small unilamellar vesicles, SUV), velike unilamelarne
vezikule (engl. large unilamellar vesicles, LUV), vrlo velike unilamelarne vezikule (engl. giant
unilamellar vesicles, GUV). Multilamelarne vezikule (engl. multilamellar vesicles, MLV) sastoje
se od vise slojeva fosfolipidnih dvosloja. Razlic¢iti tipovi liposoma prikazani su na slici 3. (Mishra
isur., 2011).
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Slika 5. Klasifikacija liposoma (Mishra i sur., 2011.)



1.5. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi koji se koriste kao farmaceutski ekscipijensi te zbog svojih
svojstava privlade sve vise paznje u znanosti. Cine ih glukopiranozne jedinice, a dobivaju se
katalitickom razgradnjom Skroba pomocu enzima glukotransferaze. Dolazi do kidanja lanaca i
intermolekularne preraspodjele. Najcesce sadrze 6, 7 ili 8 glukopiranoznih jedinica. Molekularna
struktura ciklodekstrina izgleda poput krnjeg stosca zbog konformacije stolca glukopiranoznih
jedinica povezanih a-1,4-glikozidnim vezama. Unutarnja Supljina je hidrofobna, a vanjski dio je
hidrofilan zbog brojnih hidroksilnih skupina. U unutarnju Supljinu mogu se smjestiti male

hidrofobne molekule ili molekule koje veli¢inom odgovaraju Supljini (Topuz i Uyar, 2018.).
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Slika 6. 3D prikaz ciklodekstrina i glukopiranozne jedinice, (Topuz i Uyar, 15.05.2017.)
Ciklodekstrini ne mogu sadrzavati manje od 6 glukopiranoznih jedinica zbog sterickih smetnji, a
u literaturi su opisani ciklodekstrini sa vise od 8 glukopiranoznih jedinica, ali njihova vaznost u

farmaceutici jos$ se istrazuje (Jug i Beéirevi¢-Lacan, 2008).

U tablici 1 prikazanoj ispod navedena su fizikalno-kemijska svojstva nekih farmaceutski vaznih
ciklodekstrina. Ciklodekstrini su sposobni stvarati inkluzijske komplekse s razli¢itim organskim i
anorganskim spojevima u vodenim otopinama. Molekularna enkapsulacija moze pozitivno utjecati
na svojstva spojeva uklopljenih u ciklodekstrine te im tako poboljSati svojstva kao Sto su topljivost
1 kemijska stabilnost $to pruZza mnogo novih moguénosti (Martin de Valle, 2018). Formiranje
inkluzijskog kompleksa moze zastititi molekule od redukcije, oksidacije, hidrolize, racemizacije

ili enzimske razgradnje (Jug i Becirevic¢-Lacan, 2008).



Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva nekih farmaceutski vaznih ciklodekstrina

Ciklodekstrin | N® R Supstitucija® | Mr (g/mol) Topljivost®
a-CD 6 -H - 972 145
B-CD 7 -H - 1135 18,5
HP-B-CD 7 -CH,CHOHCH3 0,65 1400 >600
SBE-B-CD 7 | -(CH2)4SOsNa* 18 1312 >500
METIL-B-CD 7 -CH3 0,9 2163 >500
¥-CD 8 -H - 1297 80

(1)- broj glukopiranoznih jedinica; (2) - prosje¢an broj supstituenata po glukopiranoznoj jedinici; (3) - topljivost u vodi pri 25 °C

B + 1=

\

CYCLODEXTRIN DRUG INCLUSION
COMPLEX

Slika 7. Nastajanje inkluzijskog kompleksa (Jug i Be¢irevi¢ Lac¢an 2008.)

Kada se govori o novim ekscipijensima, sigurnost je na prvom mjestu te su zato na
ciklodekstrinima provedena brojna toksikoloska i bioloSka istrazivanja. Ciklodekstrini su otporni
na djelovanja pankreasne amilaze i razgradnju ljudskom slinom. Unato¢ velikoj molarnoj masi,
relativno teSko prolaze kroz bioloske membrane. Samo 1 - 3 % ciklodekstrina apsorbira iz
gastrointestinalnog trakta dok je apsorpcija preko sluznice nosa, koze 1 oka joS niza. Apsorbirani
ciklodekstrini izluuju se bubrezima. ToksikoloSka istrazivanja pokazala su da oralno primljeni
ciklodekstrini nisu toksi¢ni, a pokazalo se da su ¥-CD i HP-B-CD netoksi¢ni i pri parenteralnoj

primjeni (Jug i Beri¢evi¢ Lac¢an, 2008).
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1.6. Zeta potencijal

Zeta ili elektrokineti¢ki potencijal je potencijal na udaljenosti od plohe smicanja, a bitan je
parametar u procjeni stabilnosti koloidnih disperzija. Naime, koloidni sustavi s velikom
apsolutnom vrijednosti zeta potencijala su stabilni, a sustavi kod kojih je vrijednost zeta potencijala
manja su nestabilni i teze flokulaciji. Na povrs$ini koloidne Cestice nalazi se elektricni dvostruki
sloj, sac¢injen od sloja slabo pokretnih iona i naziva se Sternov sloj te sloj suprotno nabijenih
pokretnih iona iz otapala. Zajedno s Cesticom se giba Sternov sloj, ali i dio vezanih molekula

otapala koji je od ostalih molekula otapala odijeljen plohom smicanja (Bhattacharjee, 2016).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U naSem je podrucju komina masline Siroko dostupna, ali se najées¢e smatra otpadom te njezin
potencijal nije dovoljno prepoznat. Znanstvenim istrazivanjima potvrdeno je kako je komina
bogata polifenolima koji djeluju kao antioksidansi te pokazuju u¢inkovitost u prevenciji mnogih
bolesti u kojima je oksidacijski stres vazan dio etiologije. Unos polifenola prehranom ili dodacima
prehrani pomaze u regulaciji krvnog tlaka i lipidnog statusa, smanjuje rizik od pojave
kardiovaskularnih bolesti, doprinosi odrzavanju zdravlje koze, a neki polifenoli takoder pokazuju

I protuupalni uéinak.

U ovom radu koristeni su liposomi kao model staniéne membrane kako bi se procijenio
antioksidacijski potencijal nativnih polifenolnih ekstrakata komine masline i ekstrakata
pripremljenih koriStenjem razli¢itih vrsta ciklodekstrina. Model liposoma koji je odabran za
istrazivanje antioksidacijske aktivnosti predstavlja znaajan iskorak u odnosu na postojece
kemijske modele odredivanja antioksidacijskog potencijala jer daje specifican uvid u moguénosti
inhibicije lipidne peroksidacije u bioloSkim membranama te ponasanja ekstrakata komine masline
u nutritivnim matricama emulzijskog tipa. Dobiveni rezultati pruzit ¢e originalni uvid u
mogucénosti koriStenja polifenolnog ekstrakta komine masline kao nutriceutika s primarno
antioksidacijskim uc¢inkom te kao prirodnog aditiva u sustavima emulzija. Takoder, rezultati ¢e
doprinijeti trenutnim saznanjima o mogué¢nostima primjene inkapsulacijskih tehnika u poboljsanju

funkcionalnih karakteristika prirodnih ekstrakata.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije i pribor

Sojin lecitin

Bakrov (I1) sulfat pentahidrat (Kemig, Hrvatska)

Octena kiselina (Kemig, Hrvatska)

NA-dodecil sulfat (Sigma, SAD)

2-tiobarbiturna Kiselina (Sigma, SAD)

Etanol (Kemig, Hrvatska)

N-butanol (Sigma, SAD)

Natrijev klorid (Kemig, Hrvatska)

Malondialdehid (MDA)-tetrabutilamonijeva sol (Sigma, SAD)

3.2. Instrumenti

Vodena kupelj s moguénosti soniciranja

Analiticka vaga (Sartorius, Njemacka)

Vodena kupelj (GFL 1086, Helago, Ceska)

Vortex mijesalica (Multimode Plate Reader Victor™ X3 PerkinElmer®, Velika
Britanija)

UV-VIS spektrofotometar UV 4-100, (ATI Unicam, Velika Britanija)Zetasizer 3000
HS (Malvern Instruments, Velika Britanija)

Mikser (MIXER UZUSIO HARMONY VTX-3000L LMS®)

Rotavapor (Buchi, Svicarska)

Liofilizator (Christ Alpha 1-4 LOC-1, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Njemacka)

Vakuum pumpa (Trivac E2 Leybold, Njemacka))
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3.3. Plan eksperimentalnog rada

Priprema praznih liposoma (bez antioksidansa)

e Optimiziranje TBARS pokusa

e Priprema liposoma s razli¢itim koncentracijama nativnog ekstrakta i odredivanje
koncentracijskog raspona

e Priprema liposoma s razli¢itim ekstraktima komine masline unutar koncentracijskog
raspona

e Priprema liposoma s BHA-om (referentni antioksidans)

3.4. Priprema reagensa
e Standardne otopine malonaldehida (MDA)

Pripremljene su standardne otopine MDA koncentracija 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 puM.
Odgovarajuci volumen stock otopine standarda (c=3035uM) otopi se u procis¢enoj vodi,
octenoj kiselini 1 TBA. Za standard je koriStena malondialdehid (MDA)-
tetrabutilamonijeva sol jer MDA nije stabilan kao takav, no kvantitativno se oslobada kad

je sol pomijeSana s kiselinom.

e 30 mM bakrov (I1) sulfat 5-hidrat

Za pripremu 50 ml 30 mM bakrovog (11) sulfat 5-hidrata otopi se 374.8 mg bakrovog (I1)

sulfat 5-hidrata u 50 ml destilirane vode.
e 20% octena kiselina

100 ml 20% octene kiseline pripremi se tako da se u odmjernu tikvicu od 100 ml dodaje

19,22 ml 99,5 % octene kiseline i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
e SDS1,1%
100 ml 1,1 % SDS-a pripremi se tako da se 1,1 g SDS-a otopi u 100 ml destilirane vode.

e TBARS reagens
20 ml TBARS reagensa pripremi se tako da se 0,16 g 2-tiobarbiturne kiseline otopi u 20
ml prethodno pripravljenog 1,1 % SDS-a pomoc¢u plamenika.

e 60 9% etanol
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Otopina 60%-tnog etanola izraduje se iz 96%-tnog etanola. 625 ml 96%-tnog etanola

nadopunjuje do 1000 ml destiliranom vodom.

3.5. Uzorci
U ovom diplomskom radu istrazivana je antioksidacijska uc¢inkovitost slijede¢ih uzoraka:

1. BHA (standard)

2. Nativni ekstrakt komine masline (pripravljen bez ciklodekstrina)

3. Ekstrakt komine masline inkapsuliran s hidroksipropil-beta ciklodekstrinom
(HP-B)

4. Ekstrakt komine masline inkapsuliran s nasumi¢no metiliranim beta
ciklodekstrinom
(RAMEB)

3.5.1. Priprema ekstrakata

Nativni ekstrakt priprema ekstrakcijom prosusene, odmascéene i prosijane komine, 60 %-nim
etanolom ekstrakcijom 2 sata na 70 °C uz konstantno protresanje (110 rpm). Inkapsulirani
ekstrakti pripremaju se na isti naCin uz dodatak nasumi¢no metiliranog odnosno hidroksi-

propil-p-ciklodekstrina.

Nakon ekstrakcije uzorci se profiltriraju kroz glatki i gusti filter papir u prethodno izvagane
tikvice. Filtrati se na rotavaporu upare do 30 - 40% pocetnog volumena kako bi se uklonio
etanol., a zatim se liofiliziraju 48 sati i iz razlike masa odredi se prinos. Uzorci se sjedine i

pohrane u plasti¢ne spremnike na — 20 °C.
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3.5.2. Priprema liposoma
Priprema ishodne otopine liposoma napravljena je prema protokolu kojeg su opisali Huang i
Frenkel (1997).

Za pripremu ishodne otopine liposoma 2.4 g sojinog lecitina mijesa se s 300 ml deionizirane
vode na magnetskoj mijeSalici. Sadrzaj se nakon toga sonicira 15 minuta u UZV kupelji.
Ishodna otopina liposoma koriStena je za pripremu kontrolne otopine liposoma i liposoma s

uzorkom/BHA.

Za pripremu kontrolne otopine liposoma uzima se alikvot od 50 ml ishodne otopine liposoma
i dodaje 1 ml etanola za pripravu kontrolnog liposoma i sonicira jo§ 5 minuta, a za pripremu
otopina liposoma s uzorkom umjesto etanola dodaje se 1 ml ishodne otopine uzorka (ekstrakta
komine masline/BHA). Zatim se u otopinu dodaje 30 mM bakrovog acetata i dobro promijesa

pomocu mijesalice.

Alikvot od 1 ml tako pripremljenih otopina koristi se za izvodenje TBARS reakcije.

Slika 8. Izrada liposoma (Fotografija: Valentina S¢ur)
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3.5.3. Priprema liposoma s razli¢itim koncentracijama BHA

Etanolna otopina BHA pripremi se u koncentraciji 0,25 mg/ml. Liposomi s BHA pripremljeni
su tako da je u 50 ml otopine liposoma dodan 1ml etanolne otopine BHA. U tablici 2 je

prikazana priprava uzoraka za ispitivanje antioksidacijskog u¢inka BHA u modelu liposoma.

Tablica 2. Priprema kontrolne otopine i uzorka

1D P16 30
uL stock BHA (0.25 1000 200 100
mg/mL)
60% EtOH (uL) 0 800 900
ug BHA/1 mL liposoma 5 1 0,5

(1)-volumen stock otopine BHA u pl; (2)- volumen 60% etanola u pl; (3)- koncentracija
BHA (ug /ml liposoma)

Tako dobiveni liposomi koriste se za odredivanje antioksidacijskog potencijala BHA TBARS
testom. Za provedbu pokusa paralelno se priprema i slijepa proba koja umjesto TBARS

reagensa sadrzi samo 1,1 % otopinu SDS-a.
3.5.3. Priprema liposoma s razli¢itim koncentracijam nativnog ekstrakta komine masline

Ishodna otopina uzorka izraduje se otapanjem 160 mg ekstrakta u 1600 pl 60%-tnog etanola
kako bi se dobila koncentracija sishodne otopine uzorka od 100 mg/ml. Uzorak se otapa u
60%-tnom etanolu zbog bolje topljivosti. Otopine antioksidansa su koncentracija 100, 75, i
50 mg/ml kako bi u reakcijskoj smijesi mjerenja antioksidacijskog potencijala TBARS
metodom dobio raspon koli¢ina uzorka 0.5 - 2 mg. Za pripremu otopine liposoma s uzorkom
u alikvot od 50 ml ishodne otopine liposoma dodaje se 1 ml etanolne otopine nativnog
ekstrkata te se dalje mjeri antioksidacijska aktivnost nativnog ekstrakta TBARS metodom..
Slijepa proba priprema se paralelno zbog obojenosti uzorka koji reagira s TBA-om i stvara
lazno pozitivan rezultat. U slijepu probu se uz TBA i octenu kiselinu dodaje koli¢ina uzorka
koja je prisutna u liposomu, ali ne i liposom. U tablici 3 prikazana je priprema reakcijskih

smjesa.
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Tablica 3. Priprema reakcijskih smjesa s uzorkom komine masline

V(STOCK) V(EtOH 60%) | c(STOCK) m(mg/25 ml ¢ (mg/ml
pl® ul@ ug/pul® liposoma)® | liposoma)®
0 1500 0 0 0
750 750 100 75 2,83
1500 0 100 150 5,66

(1)- volumen stock otopine uzorka koja se dodaje u 50 ml liposoma; (2)- volumen 60% etanola u pl; (3)-
koncentracija stock otopine uzorka; (4)-mg uzorka u 25 ml liposoma; (5)- koncentracija uzorka izrazena kao
ekvivalenti nativnog uzorka

3.5.4. Priprema ekstrakata komine masline

ciklodekstrinima

liposoma s inkapsuliranih s

Maseni udio polifenola komine u ekstraktima pripremljenim s RAMEB-om i HPB-om je 23,0
i 26,0 %. Kako bi se dobili liposomi sa koncentracijama polifenola komine ekvivalentnima
liposomima sa 3 i 6 mg/ml nativnog ekstrkata u liposomu, napravljene su ishodne otopine
otopine inkapsuliranih ekstrakata koncentracija 435 mg/ml (RAMEB) i 385 mg/ml (HPB).
Njihova izrada prikazana je u tablici 4. Za svaki su uzorak pripremljene dvije paralele.
Ispitivana otopina pripremi se na nacin da se u ishodnu otopinu liposoma dodaje 1,5 ml
etanolne otopine uzorka. S obzirom na bolju topljivost za liposome s uzorkom koristimo 60%-

tni etanol. Za provodenje TBARS reakciju uzima se 1ml tako pripravljene otopine.

Tablica 4. Priprema liposoma s ciklodesktrinima (RAMEB i HPB)

v (STOCK) (uh)® ¢(STOCK) (ug /ml)@ | v (60% EtOH) (u)® ¢ (mg/ml Ceqkom (Mg/ml
liposoma)@ liposoma)®
0 0 1500 0 0
750 435 750 12,312 2,832
1500 435 0 24,623 5,663

(2) - volumen stock otopine uzorka koja se dodaje u 50 ml liposoma; (2) - koncentracija stock otopine uzorka; (3)- volumen
60%etanola u pl; (4) - mg uzorka u 1m liposoma (u reakcijskoj smjesi) - ukupan volumen je 26,5 ml; (5) - koncentracija
uzorka izrazena kao ekvivalenti nativnog uzorka (uzet u obzir % komine u uzorku).

Slijepa proba se priprema kada se pripremaju i liposomi s uzorcima. Uz TBA i octenu kiselinu
u reakcijsku smjesu dodaje se ona koli¢ina uzorka koja je prisutna u 1 ml liposoma, ali se ne
dodaju 1 liposomi iz razloga §to je uzorak sam po sebi obojen, stvara kompleks s TBA 1 lazno

pozitivan signal.
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3.6. Karakterizacija liposoma

U okviru karakterizacije liposoma odredeni su srednji promjer lipidnh vezikula, indeks

polidisperznosti i zeta potencijal.

Srednji promjer lipidnih vezikula i indeks polidisperznosti odredeni su fotonskom
korelacijskom sprektroskopijom (engl. photon correlation spectroscopy; PCS) na uredaju
Zetasizer HS 3000 . Ova tehnika se jo§ naziva i dinamicko rasprsenje svjetla (engl. dynamic
light scattering; DLS), a omogucava neinvazivno i nedestruktivno odredivanje veliCine
¢estica u nanometarskom do mikrometarskom rasponu. Mjere se o vremenu ovisne promjene
rasprsenja svjetlosti koje uzrokuju dispergirane ¢estice Brownovim gibanjem, a dobivaju se
podaci 0 hidrodinamickoj veli¢ini ¢estica (Allen, 2016). Mjerenja su provedena pri 25 °C,
koriStenjem je monokromatski koherentni 10 mW He-Ne laser (A = 633 nm), dok je kut

detekcije rasprsene svjetlosti bio 90 °.

Zeta potencijal odreden je temeljem elektroforetske pokretljivosti cestica. Uzorci
fosfolipidnih vezikula razrijedeni su 10 mM otopinom natrijevog klorida u omjeru 1:10 kako
bi se osigurala elektroforetska pokretljivost te je vrijednost zeta potencijala odredena na
Zetasizer HS 3000 uredaju, koristenjem 10mW He-Ne lasera i pri 25 °C. Intenzitet rasprSene
svjetlosti mijenja se frekvencijom ovisnom o brzini gibanja Cestica, a zeta potencijal se

izraCunava iz spektra frekvencija koje proizlaze iz detektiranih fotona svjetlost
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3.7. Odredivanje antioksidacijske u¢inkovitosti TBARS metodom

TBARS metodom mozZe se izmjeriti razina oksidativnog stresa u sustavu odredivanjem
produkata lipidne peroksidacije (Cosié i sur. 2017). Lipidnom peroksidacijom nastaje
malonaldehid (MDA) koji s 2-tiobarbiturnom kiselinom stvara kompleks ¢ija se apsorbancija

moze izmjeriti pri apsorpcijskom maksimumu od 532 nm.

OH S N OH HO N SH
Y 4
NN + OMO —> N~ A >~ N
| /)\ 5
HO N SH OH OH
2-Thiobarbituric MDA _
i Amax = 532 nm

Slika 9. Reakcija kompleksacije TBA s MDA ( Azizi i sur. 2017.)

Nakon mjerenja apsorbancije iz kalibracijske krivulje moze se ocitati koncentracija MDA u
uzorku. Kalibracijska krivulja MDA izraduje se tako da se mjeri ovisnost koncentracije MDA

0 apsorbanciji pri 540 nm. Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati izrade kalibracijske krivulje MDA

Yy MDA /mgL- [ ¢ MDA /| A540 1® A540 20 Avg® Stdev® rsd/%®
10) mcM@

0 0 0,0035 0,0048 0,00415 0,000919 22,2
0,03603 0,5 0,0085 0,00850 0 0
0,07206 1 0,0116 0,014 0,01280 0,001697 13,3
0,18015 2,5 0,0253 0,0234 0,02435 0,001344 5,5
0,36030 5 0,0417 0,0424 0,04205 0,000495 1,2
0,72060 10 0,0784 0,0789 0,07865 0,000354 0,4
1,08090 15 0,1122 0,1110 0,1116 0,000849 0,8
1,44120 20 0,1437 0,1437 0 0

(1)y MDA- masena koncentracija MDA izazena u miligramima po litri; (2) cMDA —molarna koncentracija izraZena u
mikromolima; (3) A540_1, A540_2 — izmjerena apsorbancija MDA u pripravljenim otopinama; (4) avg- srednja vrijednost
A540_1 i A540_2; (5) stdev- standardna devijacija; (6) rsd% - relativna standardna devijacija
Slika 10 prikazuje linearnu ovisnost izmjerene apsorbancije na 540 nm 0 masenoj

koncentraciji MDA.
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Slika 10. Kalibracijska krivulja ovisnosti apsorbancije (540 nm) o koncnetraciji MDA u

radnoj otopini (mg/L)
3.7.1. Izvodenje TBARS pokusa

Otopina liposoma zagrijava se u vodenoj kupelji na 75 °C tokom 60 minuta. Nakon hladenja
otopine uzme se alikvot od 1 ml i pomijesa s 1,5 ml 20% octene kiseline 1,5 ml 0,8 % TBA
otopljene u 1,1 % SDS. Sve se vorteksira 30 sekundi i kuha se na 100 °C u vodenoj kupelji
pri 100 rpm. Nakon hladenja reakcijskoj smjesi dodaje se 5 ml n-butanola i vorteksira 30
sekundi. Uzorci se centrifugiraju 3 minute na 4000 rpm. Gornji sloj koristi se za
spektrofotometrijsko odredivanje TBARS-a na 540 nm koji su pokazatelji stupnja lipidne
peroksidacije. Spektrofotometar se nulira s n-butanolom. Prije mjerenja potrebno je provijeriti

zamucenje jer se mjerne otopine lako zamute $to je glavni izvor pogreSaka ove metode.

Na kraju postupka iz izmjerene apsorbancije izracuna se postotak gaSenja apsorbancije AA

(%) prema sljedecoj formuli:

A0 — Ax
—x* 100

AA (%) = —5

gdje AO predstavlja srednju vrijednost izmjerene apsorbancije u otopini liposoma koja ne
sadrzi BHA, a Ax predstavlja srednju vrijednost izmjerene apsorbancije otopine liposoma s

odredenom koncentracijom BHA
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3.8. Optimizacija uvjeta oksidacije

Za optimizaciju uvjeta oksidacije liposoma koristena je kontrolna otopina liposoma ¢ija je

izrada opisana u prethodnom poglavlju. Glavni cilj postupka optimizacije bio je definirati koja

¢e koli¢ina bakrovog acetata te temperatura i vrijeme zagrijavanja dovesti do znacajne lipidne

peroksidacije masnih kiselina u liposomu. Nakon zagrijavanja pri razli¢itim temperaturama i

u razli¢itom vremenskom razdoblju te hladenja, u otopine su dodani TBARS reagens, octena

kiselina 1 SDS. Otopine su zatim dobro promijeSane pomocu vorteksa te su inkubirane u

vodenoj kupelji na 100 °C tijekom jednog sata pri 100 rpm. Nakon hladenja u smjese se dodaje

4 ml n-butanola i centrifugira pri 2000 rpm nakon ¢ega se mjeri apsorbancija. Kao slijepe

probe koriStene su kontrolne otopine liposoma podvrgnute istim uvjetima, izuzev $to u njih

nije dodan TBARS reagens nego samo 1,1%-tna otopina SDS-a.

Tablica 6. Optimizacija uvjeta oksidacije kontrolne otopine liposoma

Bakar(umol/L)® | T (°C)® | T (min)® Auz® Asp® A®
3 45 15 0,0573 0,0124 0,0449
3 45 30 0,0638 0,0124 0,0514
3 60 15 0,0633 0,0124 0,0509
3 60 30 0,0787 0,0124 0,0663
3 60 45 0,0819 0,0124 0,0659
4,5 75 60 0,0894 0,0094 0,0800

(1) - koncentracija bakrovog acetata u mikromolima po litri; (2) - temperatura inkubacije; (3) - vrijeme trajanja
inkubacije; (4) - izmjerena apsorbancija kontrolnih otopina liposoma; (5) - izmjerena apsorbancija slijepe probe;

(6) - Auz-Asp
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4. REZULTATI
4.1. Karakterizacija liposoma

Za karakterizaciju liposoma pripremljene su tri kontrolne otopine liposoma te je za svaku
otopinu odreden promjer fosfolipidnih vezikula, polidisperznost i zeta potencijal. Promjeri
pripremljenih liposoma bili su u rasponu veli¢ina 133 do 147 nm, indeks polidisperznosti
0,278 + 0,06, dok je zeta potencijal bio negativan i kretao se a u rasponu -53,1 + 1.8 mV §to
ukazuje na fizi¢ki stabilne disperzije liposoma, prikladne za daljnja mjerenja (tablica 7). Na
temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da su karakteristike liposoma u trima
kontrolnim otopinama u prihvatljivim granicama odstupanja te da ¢e se, ponovi li se isti

postupak, dobiti liposomi jednakih karakteristika.

Tablica 7. Rezultati mjerenja promjera liposoma, polidisperznosti i zeta potencijala

Z-ave (nm)® PDi® Zeta potencijal (mv)
133+- 0,3 0,326+-0,015 -51,2+-0,3
147,1+-0,3 0,214+-0,005 -53,5+-3,3
139,1+-1,2 0,296+-0,016 -53,8+-1,3

(1) — prosjecan promjer liposoma; (2) — prosjecan indeks polidisperznosti. Uzorci su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija.
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4.2. Optimizacija uvjeta oksidacije

Optimizacija uvjeta oksidacije provedena je istrazivanjem utjecaja razli¢itih temperatura i
trajanja inkubacije liposoma sa 30 mM bakrovim acetatom na stupanj oksidacije liposoma
koriStenjem TBARS metode. 1z rezultata se moze zakljuciti da je stupanj oksidacije veéi §to
je otopina podvrgnuta duljem trajanju inkubacije i viSoj temperaturi. Otopine su podvrgnute
temperaturama u rasponu od 45 do 75 °C, trajanju inkubacije od 15 do 60 min i dodana im je
koli¢ina bakrovog acetata da raspon koncentracija u rekacijskoj smjesi bude od 3 do 4,5
pmol/l. Veca apsorbancija ukazuje na veci stupanj oksidacije. Najveci stupanj oksidacije
postignut je inkubacijom na 75 °C tijekom sat vremena uz dodatak 30 uL 30 mM bakrovog

acetata te su ti uvjeti izabrani za daljnje provodenje eksperimenta.

Slika 11 graficki prikazuje stupanj oksidacije 6 ispitivanih kontrolnih otopina liposoma

podvrgnutih razli¢itim uvjetima oksidacije.

Apsorbancija (A= 540 nm)

(1) -Plava boja 1:45 °C, 15 min, 3umol/l bakra; (2) - Plava boja 2: 45 °C, 30 min,

3umol/l bakra; (4) - Ruzidasta boja 4: 60 °C, 15 min, 3umol/l bakra; (5) - Ruzicasta boja 5 : 60
°C, 30 min, 3 umol/l bakra; (6) - Ruzicasta boja 6: 60 °C, 45 min, 3 umol/l bakra; (8) - Zelena
boja 8: 75 °C, 60min, 4,5 pmol/l bakra

Slika 11. Prikaz apsorbancije kontrolnih otopina liposoma pri optimizaciji uvjeta oksidacije
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4.3. Antioksidacijski u¢inak BHA u modelu liposoma
Kako bi se istrazila antioksidacijska ué¢inkovitost standardnog antioksidansa na modelu

liposoma, TBARS metodom odredena je antioksidacijska u¢inkovitost BHA.

Izmjereni rezultati i izracunat postotak gaSenja apsorbancije navedeni su u tablici 8. Na slici
12 je prikazana ovisnost stupnja oksidacije liposoma o koncentraciji inkorproirane BHA. Iz
slike 12 mozemo zaklju€iti da je stupanj oksidacije najveéi u kontrolnoj otopini liposoma,
Sto ukazuje na najveéi stupanj oksidacije u otopini koja uopée ne sadrzi antioksidans.
Povecanjem koncentracije antioksidansa u liposomu smanjuje se stupanj oksidativnog
oSte¢enja liposma.. Slika 13 prikazuje linearnu ovisnost postotka gasenja apsorbancije o
koncentraciji BHA. Najveci postotak gaSenja apsorbancije utvrden je u otopini liposoma sa

sadrzajem BHA 5 pg/ml i iznosi 51,0 %.

Tablica 8. Rezultati mjerenja apsorbancije liposoma s BHA i izra¢unati postotak gaSenja

apsorbancije
BHA mg/I® | Aul® | Au2®@ | Asp® A1® A2 | Aav.® | AA (%)D
0 0,0840 | 0,0894 | 0,0184 | 0,0656 | 0,0710 | 0,0683 0
0,5 0,0634 | 0,0699 | 0,0170 | 0,0464 | 0,0529 | 0,04965 27,3
1,5 0,0522 | 0,0594 | 0,0100 | 0,0452 | 0,0494 | 0,0473 30,7
5 0,0418 | 0,0438 | 0,0094 | 0,0340 | 0,0344 | 0,0334 51,0

(1) - koncentracija BHA u miligramima po litri liposoma; (2) — izmjerena apsorbancija uzoraka; (3) —izmjerena apsorbancija
slijepe probe; (4) — Aul - Asp; (5) — Au2 — Asp; (6) — (Al+ A2) / 2; (7) — postotak gaSenja apsorbancije
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Slika 12. Ovisnost stupnja oksidacije o koncentraciji BHA u otopini liposoma
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Slika 13. Ovisnost postotka gasenja apsorbancije 0 koncentraciji BHA u otopini liposoma
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4.4. Antioksidacijski u¢inak nativnog ekstrakta komine masline u modelu liposoma

Rezultati mjerenja antioksidacijske ucinkovitosti nativnog ekstrkata komine masline

prikazani su kao postotak gaSenja apsorbancije AA (%) koji je izracunat po istoj formuli kao

Sto je izraCunat i kod uzoraka sa BHA. U tablici 9 prikazani su rezultati izmjerenog stupnja

oksidacije liposoma s ekstraktom nativnog uzorka komine masline, kontrolne otopine

liposoma i slijepe probe te je izracunat postotak gasenja apsorbancije.

Tablica 9. Rezultati izmjereni na uzorcima liposoma s kominom masline

c(mg/m)® | Au1@ | Au2@ | Asp® | A1® | A2®) | average | STD | RSD | AA(%)
0 0,0724 | 0,0846 | 0,0091 | 0,0633 | 0,0755 | 0,0694 | 0,008627 | 12,43
3 0,0727 | 0,0760 | 0,0150 | 0,0577 | 0,0610 | 0,05935 | 0,002333 | 3,93 14,48
6 0,0773 | 0,0773 | 0,0206 | 0,0567 | 0,0549 | 0,0558 | 0,001237 | 2,28 19,60

(1)- koncentracija uzorka u otopini liposoma(mg/ml liposoma); (2) - apsorbancija uzoraka; (3) - apsorbancija slijepe probe; (4) — Aul-
Asp; (5) — Au2 — Asp; (6) — (A1 + A2) / 2 (7) — standardna devijacija; (8) — relativna standardna devijacija; (9) — postotak gasenja

apsorbancije

Srednje vrijednosti apsorbancija analiziranih uzoraka prikazane su na slici 14 te je vidljivo kako je
najmanja apsorbancija izmjerena u uzorku koji je sadrzavao najveéu koncentraciju ekstrakta komine
masline uz postotak gaSenja apsorbancije od 19,6 %.

0.08

0.07

0.06

0.05

0.04

A (540)

0.03

0.02

0.01

2
UZORCI

(1)- kontrolna otopina liposoma; (2) - ¢ (2,83 mg komine masline po ml liposoma); (3) - ¢ (5,66 m komine masline po/ml

liposoma)

Slika 14. Stupanj oksidacije kontrolne otopine liposoma i liposoma s ekstraktom komine

masline
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Iz slike 15 je vidljivo da je ovisnost postotka gasenja apsorbancije i koncentracije

antioksidansa inkorporiranog u liposom linearna.

25
y=3.2667x+1.56

20 e
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% gasenja
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mg/ml liposoma

Slika 15. Ovisnost postotku gasenja apsorbancije 0 koncentraciji antioksidansa
inkorporiranog u liposom.
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4.5. Ucinak inkapsulacije ciklodekstrinima na antioksidacijsku aktivnost komine
masline u modelu liposoma

U tablici 10 prikazani su rezultati izmjerene apsorbancije uzoraka s ciklodekstrinima
RAMERB i HPB te je izracunat postotak gasenja apsorbancije uzoraka s ciklodekstrinima po

ve¢ prethodno navedenoj formuli.

Tablica 10. Rezultati izmjereni na uzorcima s kominom masline i ciklodekstrinima

Uzorci (Unz]g;ﬁﬁ Aul® | Au2® | Asp@ | A1® | A2® |average | Stdev |[RSD | % .
liposoma) gaéenja

Kontrola 0 0,0747 | 0,0846 | 0,0089 | 0,0658 | 0,0757 | 0,0708 | 0,0070 | 9,89 | 0,00

RAMEB1 2,8 0,0821 | 0,0791 | 0,0154 | 0,0667 | 0,0637 | 0,0652 | 0,0021 | 3,25 | 7,84

RAMEB?2 5,7 0,0672 | 0,0669 | 0,0205 | 0,0467 | 0,0464 | 0,0466 | 0,0002 | 0,46 | 34,20

HPB1 2,8 0,0834 | 0,0839 | 0,0154 | 0,0680 | 0,0683 | 0,0683 | 0,0004 | 0,52 | 3,53

HPB2 57 0,0724 | 0,0729 | 0,0205 | 0,0519 | 0,0524 | 0,0522 | 0,0004 | 0,68 | 26,29

(1) - izmjerena apsorbancija uzorka; (2) - apsorbancija slijepe probe; (3) - razlika izmjerene apsorbancije i apsorbancije slijepe probe (Au-

Asp); (4) — (Al + A2) / 2; (5) — standardna devijacija; (6) — relativna standardna devijacija; (7) — postotak gaSenja apsorbancije

Na slici 16 prikazan je stupanj oksidacije liposoma pripremljenog uz dodatak nativnog
ekstrakta komine masline i liposoma pripremljenih uz dodatak ekstrakata komine masline
inkapsuliranih ciklodekstrinima. 1z rezultata moze se zakljuciti da uzorci komine masline
inkapsulirani ciklodekstrinima imaju antioksidacijski uc¢inak slican nativnom ekstrkatu jer je
stupanj oksidacije liposoma usporediv. Bitno je napomenuti da je koncentracije polifenola
komine koriStena za pripremu dijela analiziranih liposoma podjednaka (native, RAMEB 1 1
HPBI1) te da se oni medusobno razlikuju samo po udjelu ciklodekstrina. Najmanji stupanj
oksidacije izmjeren je uzorcima vecih koncentracija RAMEB2 i HPB2, dok uzorci manjih
koncentracija RAMEBL i HPB1 pokazuju neznatno manji stupanj oksidacije u odnosu na
kontrolnu otopinu liposoma. Te nize apsorbancije izmjerene u uzorcima s CD ukazuju na
poboljSanju ugradnju inkapsulirang ekstrakta u liposom (imaju¢i na umu da CD ne inhibiraju

lipidnu peroksidaciju).

29




0.0800
0.0683
0.0700
0.0600
0.0500
< (0.0400
0.0300
0.0200

0.0100

0.0000

RAMEB 1 RAMEB 2 HPB 1

Slika 16. Stupanj oksidacije liposoma s nativnim ekstraktom komine masline i liposoma s

ekstrakatom komine masline inkapsuliranih cklodekstrinima

Na slici 17 graficki je prikazan postotak gaSenja apsorbancije uzoraka inkapsuliranih

ciklodekstrinima.

Uzorci s RAMEB ciklodekstrinom pokazuju antioksidacijski ucinak, gaSenje apsorbancije
uzorka koncentracije 5,7 mg/ml liposoma iznosi ¢ak 34,20 % , a gasenje apsorbancije uzorka
koncentracije 2,8 mg/ml liposoma iznosi 7,84%. Iz tih rezultata moze se zakljuciti da je
ga$enje apsorbancije ovisno o koncentraciji uzorka. Sto je koncentracija uzorka veca, veée je

i gaSenje apsorbancije, $to ukazuje na veci antioksidacijski u¢inak.

Za uzorke inkapsulirane s HPB mozZe se takoder donijeti isti zakljucak. Gasenje apsorbancije
uzorka koncentracije 5,7 mg/ml iznosi 26,9 % a uzorka koncentracije2,8 mg/ml liposoma
iznosi 3,53%.. lzmjereni rezultati ukazuju na to da uzorci inkapsulirani RAMEB
ciklodekstrinom imaju ve¢i antioksidacijski ucinak od wuzoraka inkapsuliranih

ciklodekstrinom HPB.
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5. RASPRAVA

U dosadasnjim ispitivanjima antioksidacijskog u¢inka na modelu liposoma koriSteni su razli¢iti
uzorci i metode koji su se pokazali uspjesnima i dokazali inhibiciju lipidne peroksidacije. Ispitani
su uzorci poput ploda Kineskog gloga (Crataegus pinnatifida Bge var. major) cija se
antioksidacijska aktivnost ispitivala tokom enzimatske hidrolize svinjskog mesa na 50 °C (Liu i
sur., 2009). Ekstrakti zac¢ina (ruzmarin, muskatni oras¢i¢, kardamom, klin¢i¢, cimet) u kuhanom
mesu ispitani su TBARS metodom koja je koristena i u ovom radu. Rezultati su pokazali znatan
potencijal ekstrakata zacina kao prirodnih antioksidansa u kuhanim mesnim proizvodima (Kong 1
sur., 2010). Provedeno je mjerenje antioksidacijskog ucinka destiliranog lista ruzmarina i timijana
te nusprodukata pri proizvodnji eteri¢nih ulja ruzmarina i timijana inicijacijom oksidacije liposoma
L-a-fosfatidilkolin hidrofilnim azo-inicijatorima. Za usporedbu je isti eksperiment proveden s
cijelim listovima timijana. Svi su uzorci pokazali antioksidacijski u¢inak, a najveci su pokazali
cjeloviti listovi timijana (Nieto i sur., 2011). Esteri hidroksitirozila s razli¢itim duljinama
postrani¢nih lanaca pokazuju razli¢itu antioksidacijsku aktivnost s obzirom na duljinu
postranicnog lanca Sto je dokazano pomocu ispitivanja rasprSenja svjetlosti, fluorescencije,

gelfiltracije, turbidimetrije i mikrofiltracijskih mjerenja (Balducci i sur., 2017).

Rezultati ovog diplomskog rada pokazali su kako ekstrakti komine masline koja je kao nusprodukt
koji zaostaje pri izradi maslinovog Cesto nije iskoriStena, pokazuje znacajan antioksidacijski te
inhibiraju nastajanje produkata lipidne peroksidacije, uklju¢uju¢i i MDA. Postotak gaSenja
apsorbancije kretao se u rasponu od 27.3 - 51,1 % a gaSenje apsorbancije proporcionalno je
koncentraciji antioksidansa u otopini. Najve¢u antioksidativnu aktivnost pokazao je uzorak
inkapsuliran RAMEB cikoldekstrinom u koncentraciji 5,7 mg/ml liposoma ¢iji je postotak gasenja
apsorbancije iznosio 34,2 %. Postotak gasenja za uzorak s HPB-om iste koncentracije iznosio je
26,3 %, dok je najmanju aktivnost pokazao nativni uzorak iste koncentracije s postotkom gasenja
21,1 %. Postotak gaSenja znatno je vec¢i kod uzoraka vece koncentracije te se moze zakljuciti kako
antioksidacijski u¢inak ovisi o koncentraciji ekstrakta komine masline u liposomima. Iz ovih
rezultata vidi se da ciklodekstrini kao ekscipijensi povecavaju antioksidacijski u¢inak komine
masline u modelu liposoma te je lipidna peroksidacija manja. Takvi se podaci slazu s literaturnim

podacima koji ukazuju na to da ciklodekstrini protektivnho djeluju na polifenole u biljnim
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ekstraktima. Polifenoli uklopljeni u centralnu Supljinu B-ciklodekstrina stvaraju inkluzijske
komplekse $to omogucuje bolji antioksidativni uc¢inak. Zbog organoleptickih svojstava komine
masline koriStenje ekscipijensa za njezinu upotrebu je nuzno. Nativni uzorak komine masline je
gumast, ljepljiv i higroskopan dok su uzorci s ciklodekstrinima fini prasci. Vrijednosti standardne

devijacije i relativne standardne devijacije ukazuju na to¢nost ovih mjerenja.

- 5 6 7 8 9

stupanj oksidacije

% gasenja apsorbancije

(1) -RAMEBL1 (2,8 mg/ml liposoma); (2)-RAMEB2 (5,7 mg/ml liposoma); (3)-HPB1 (2,8 mg/ml liposoma); (4)-HPB2 (5,7
mg/ml liposoma); (5)-NAT1 (3 mg/ml liposoma); (6)-NAT2 (6 mg/ml liposoma); (7)-BHAL (0,5 mg/I liposoma); (8)-BHA2 (1,5
mg/l liposoma); (9)-BHA3 (5 mg/I liposoma)

Slika 18. Utjecaj inkapsulacije ciklodekstrina na inhibiciju oksidacije liposoma
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6.ZAKLJUCCI

1. Model-sustav liposoma predstavlja dobar sustav za pracenje djelovanja antioksidansa na
inhibiciju lipidne peroksidacije. Predstavlja model stanicne membrane gdje se izaziva lipidna

peroksidacija i prati stvaranje MDA.

2. BHA inhibira lipidnu peroksidaciju proporcionalno koncentraciji. Provodenjem TBARS pokusa
s uzorcima BHA dobiveni su linearno povezani rezultati koncentracije BHA 1 postotka gaSenja

apsorbancije.

3. Nativni uzorak komine masline pokazuje antioksidacijski u¢inak u model-sustavu liposoma.

Uzorci veée koncentracije dovode do vece inhibicije lipidne peroksidacije.

4. Uzoreci s ciklodekstrinima RAMEB 1 HPB pokazuju antioksidacijski u€inak u model-sustavu
liposoma. Pokazuju ve¢i antioksidacijski u¢inak nego nativni uzorak zbog protektivnog djelovanja

ciklodekstrina na polifenole komine masline.

5. Najveci postotak gaSenja pokazuje uzorak s RAMEB ciklodekstrinom u koncentraciji od 5,7

mg/ml liposoma.

6. Dobiveni rezultati uglavnom su u skladu s literaturnim podacima. Model-sustav liposoma
pokazao se ucinkovitim za pracenje antioksidacijskog ucinka komine masline, ali rezultati koje
smo dobili nisu pokazali linearnu ovisnost. Postotak gaSenja mnogo je veci kod uzoraka vece

koncentracije, ali rezultati ne pokazuju linearnost izmedu koncentracije i postotka gaSenja.

34



7. LITERATURA

1. Akbarzadeh Abolfazl, Rogaie Rezaei-Sadabady, Soodabeh Davaran, Sang Woo Joo,
Nosratollah Zarghami, Younes Hanifehpour, Mohammad Samiei, Mohammad Kouhi and Kazem
Nejati-Koshki, Liposome: classification, preparation, and applications, Nanoscale Research
Letters, 2013, 8, 102

2. Allen P. Minton, Recent applications of light scattering measurement in the biological and
biopharmaceutical sciences, Analytical Biochemistry, 2016, 501, 4-22

3. Ashu Johri and M. Flint Beal, Antioxidants in Huntington’s disease, Biochim Biophys Acta.
(BBA)- Biomembranes 2012, 1822, 664674

4.Balducci Valentina, Sandra Incerpi, Pasquale Stano, Daniela Tofani, Antioxidant activity of
hydroxytyrosyl esters studied in liposome models, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) —

Biomembranes 2017, 1860, 600-610

5. Bhattacharjee Sourav, DLS and zeta potential — What they are and what they are not?, Journal
of Controlled Release, 2016, 235, 337-351

6. Bianco Armandodoriano, Maria A.Chiacchio, Giovanni Grassic, Daniela lannazzo, Anna
Piperno, Roberto Rom, Phenolic components of Olea europea: Isolation of new tyrosol and

hydroxytyrosol derivatives, Food Chemistry, 2006, 95, 562-565

7. Brlek Tea, Juri$i¢ Vanja, Krcka Tanja, Voca Neven, Komina masline kao izvor energije, Glasnik
zastite bilja, 32, 3

8. Butylated Hydroxyanisole, 2012, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, pristupljeno 14.12.2018.

35



9. Castro-Barquero Sara, Rosa M. Lamuela-Raventds, Monica Doménech, Ramon Estruch,
Relationship between Mediterranean Dietary Polyphenol Intake and Obesity, Nutrients, 2018, 10,
1523

10. Cosi¢, Anita; Novak, Sanja; Jukié¢, Ivana; Stupin, Ana; Mihaljevi¢, Zrinka; Rasi¢, Lidija;
Mihalj, Martina; Drenjanc¢evi¢, Ines, Laboratory methods in the diagnosis of oxidative stress on

the example of an animal model of excessive salt intake, Cardiologija Croatica, 2017, 3, 12

11. Frankel E1, Bakhouche A, Lozano-Sanchez J, Segura-Carretero A, Fernandez-Gutiérrez,
Literature review on production process to obtain extra virgin olive oil enriched in bioactive
compounds. Potential use of byproducts as alternative sources of polyphenols, Agric Food Chem.
2013, 61, 5179-88

12. Jan¢i¢ SneZana i Stos§i¢ Bojan, Cadmium and lipid peroxidation, Vitamins & Hormones, 2014,
94, 391-425,

13. Jug Mario i Be¢irevei¢-Lacan Mira, Cyclodextrin-based pharmaceuticals, Rad Hrvatske

akademije znanosti i umjetnosti, Medicinske znanosti, 2008, Knj. 32, str. 9-26.

14. Kong Baohua, Huiyun Zhang, Youling L. Xiong, Antioxidant activity of spice extracts in a
liposome system and in cooked pork patties and the possible mode of action, Meet science, 2010,
85, 772-778

15. Kustrak D. Farmakognozija Fitofarmacija. Zagreb, Tehnicka knjiga, 2005, str. 192-195.

16. Liu Tongxiu, Yanni Cao, Mouming Zhao, Extraction optimization, purification and antioxidant
activity of procyanidins from hawthorn (C. pinnatifida Bge. var. major) fruits, Food chemistry,

2010, 190, 1656-1662

17. Losada-Ecchberria M, Herranz-Lopez M., Micol V., Barrajon-Catalan E., Polyphenols as
Promising Drugs against Main Breast Cancer Signatures, Antioxidants (Basel), 2017, 6, 88-91

36



18. Martin de Valle Eva, Cyclodextrins and their uses: A review, Process biochemistry, 2006, 39,
1033-1046

19. Mishra Gyan P., Mahuya Bagui, Viral Tamboli, and Ashim K. Mitra, Recent Applications of
Liposomes in Ophthalmic Drug Delivery, Journal of Drug Delivery, 2011, 86, 14-28

20. Nieto Gema, Kevin Huvaere, Leif H. Skibsted, Antioxidant activity of rosemary and thyme
by-products and synergism with added antioxidant in a liposome system, Eur Food Res Technol,
2011, 233, 11-18

21.Priroda i bilje, Maslina (Olea Europea), 2015., https://www.plantea.com.hr/maslina/, pristupljeno
2.10.2018.

22. Sajad Azizil, Maryam Khoubnasabjafari, Aziz Shahrisa, Mehry Khoubnasabjafari, Jafar
Soleymani, Abolghasem Jouyban, Effects of Analytical Procedures on the Repeatability of
Malondialdehyde Determinations in Biological Samples, Pharmaceutical Sciences, 2017, 23, 193-
197

23. Shichiri Mototada, YasukazuYoshida, EtsuoNiki, Omega-3 Fatty Acids in Brain and
Neurological Health, Elsevier Inc., 2014, str.31-55

24. Sladonja Barbara, Brki¢ Karolina, Radulovi¢ Marina,l. Luki¢, E. Seti¢, M. Krapac,Oil content
in fruits of leading autochthonous olive varieties in Istria, Pomologia Croatica, Glasilo Hrvatskog

agronomskog drustva, 2006, 12, 2,

25. Stefan Leo, Tepsi¢ Tina, Zavidi¢ Tina, Urukalo Marta, Tota Dalibor, Domitrovi¢ Robert,
Lipidna peroksidacija- uzroci i posljedice, Medicina, 2007, 43, 84-93.

37



26. Topuz, F.; Uyar, T. Electrospinning of Cyclodextrin Functional Nanofibers for Drug Delivery
Applications, Pharmaceutics 2019, 11, 6

27. Tsao Rong, Chemistry and Biochemistry of Dietary Polyphenols, Nutrients, 2010, 2, 1231-
1246

28.Wannes Wissem Aidi, Marzouk Brahim, Research progress of Tunisian medicinal plants used
for acute diabetes, Journal of Acute Disease, 2016, 5, 357-363

38



8. SAZETAK

Komina masline bogata je polifenolima koji imaju antioksidacijski u¢inak. Mogu djelovati
protuupalno, smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, osteoporoze, karcinoma i
neurodegenerativnih bolesti. Nakon proizvodnje maslinovog ulja ostaje velika koli¢ina komine
masline ¢ije zbrinjavanje predstavlja ekoloski problem. Najcesce predstavlja otpad, a ponekad se
koristi kao gnojivo ili za proizvodnju energije. Ovaj diplomski rad izraden je u svrhu ispitivanja
antioksidacijskog u¢inka komine masline na model-sustavu liposoma gdje je ispitana inhibicija
lipidne peroksidacije nativnog uzorka komine masline, uzoraka komine masline s ciklodekstrinima
RAMEB (nasumi¢no metilirani ciklodekstrin) i HPB (hidroksipropil-p-ciklodekstrin) kao
ekscipijensima i BHA kao dokazanim antioksidansom. Optimizirani su uvjeti oksidacije u kojima
se na model-sustavu liposoma moze pratiti stvaranje MDA. Svi uzorci pokazali su inhibiciju
lipidne peroksidacije, a najvecu je pokazao uzorak s RAMEB ciklodekstrinom $to ukazuje na
protektivno djelovanje ciklodekstrina na polifenole komine masline. Komina masline, koja
prethodno nije puno ispitivana, predstavlja potencijalan izvor sirovine za izolaciju prirodnih
polifenola koji bi se mogli primijeniti u farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji i zato ovaj rad
predstavlja vazan korak u istrazivanju njezinih potencijala kako bi se u buduénosti ona mogla

iskoristiti.
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SUMMARY

Olive pomace is rich in polyphenols, a substance which can have antioxidant and anti-
inflammatory effect and also reduce the risk of cardiovascular diseases, diabetes, osteoporosis,
carcinoma and neurodegenerative diseases. It ensues in large quantities as a result of the extraction
of olive oil. However, the disposal of such large quantities of olive pomace creates enviromental
problems. In most cases, olive pomace represents waste, but it can sometimes be used as fertilizer
or as a material for energy production. This diploma paper aims to investigate the antioxidant effect
of olive pomace on liposome model system which was used to examine the inhibition of lipid
peroxidation of the original olive pomace sample, olive pomace and randomly methylated -
cyclodextrins (RAMEB) and hydroxypropyl B-cyclodextrins (HPB) sample, used as excipients,
and B-hydroxyanisol (BHA) sample, used as a proven antioxidant. The conditions for oxidation
have been optimized so the creation of malonaldehide (MDA) could be observed on liposome
model system. All samples have shown the inhibition of lipid peroxidation. The sample consisting
RAMEB has shown the greatest inhibition which may indicate the protective effect the
cyclodextrin has on polyphenols in olive pomace. Therefore, olive pomace, which was not
previously researched in greater detail, represents a potential source of raw material that can be
used for the isolation of natural polyphenols, which may be utilized in pharmaceutical and food
industry. Thus, this diploma paper represents an important step towards researching the potential

of olive pomace and its future uses.
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SUMMARY

Olive pomace is rich in polyphenols, a substance which can have antioxidant and anti-inflammatory
effect and also reduce the risk of cardiovascular diseases, diabetes, osteoporosis, carcinoma and
neurodegenerative diseases. It ensues in large quantities as a result of the extraction of olive oil.
However, the disposal of such large quantities of olive pomace creates enviromental problems. In
most cases, olive pomace represents waste, but it can sometimes be used as fertilizer or as a material
for energy production. This diploma paper aims to investigate the antioxidant effect of olive pomace
on liposome model system which was used to examine the inhibition of lipid peroxidation of the
original olive pomace sample, olive pomace and randomly methylated p-cyclodextrins (RAMEB)
and hydroxypropyl B-cyclodextrins (HPB) sample, used as excipients, and B-hydroxyanisol (BHA)
sample, used as a proven antioxidant. The conditions for oxidation have been optimized so the
creation of malonaldehide (MDA) could be observed on liposome model system. All samples have
shown the inhibition of lipid peroxidation. The sample consisting RAMEB has shown the greatest
inhibition which may indicate the protective effect the cyclodextrin has on polyphenols in olive
pomace. Therefore, olive pomace, which was not previously researched in greater detail, represents
a potential source of raw material that can be used for the isolation of natural polyphenols, which
may be utilized in pharmaceutical and food industry. Thus, this diploma paper represents an
important step towards researching the potential of olive pomace and its future uses.
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