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1. UVOD

1.1 Maslina i maslinovo ulje

Maslina (Olea europea L., Oleaceae) je jedno od najstarijih kultiviranih stabala u svijetu.
Koristi se za proizvodnju stolnih maslina 1 maslinovog ulja. Plod masline se sastoji od kozice,

pulpe i sjemenke. Kemijski sastav ploda masline ovisi o sorti 1 uvjetima uzgoja.

Prerada ploda masline u maslinovo ulje temelji se na ekstrakcijskom procesu, u danaSnje
vrijeme najcesce trofaznim ili dvofaznim centrifugiranjem. Trofaznim centrifugiranjem se uz
maslinovo ulje posebno odvajaju i1 relativno suha komina masline te biljna voda, dok
dvofaznim centrifugiranjem komina i1 voda izlaze zajedno daju¢i jedan nusprodukt

(Alburquerque i sur., 2004).

Maslinovo ulje sastoji se ve¢inom od triglicerida (98-99%). Najzastupljenija masna kiselina je
mononezasi¢ena oleinska kiselina (55-83%). U ulju su prisutni 1 fitosteroli, skvalen,
tokoferoli, fenolne komponente, derivati terpenskih kiselina 1 drugi sastojci (Ramirez-Tortosa
1 sur., 2006). Sadrzaj polifenola u maslinovom ulju moZe varirati ovisno o agronomskim
¢imbenicima, ekstrakcijskom procesu, skladiStenju i procesu pakiranja (Tuck 1 Hayball,
2002). Fenolne komponente se nalaze u ulju u obliku fenolnih kiselina 1 alkohola, derivata
oleuropeina, lignana i flavonoida. One kao antioksidansi doprinose stabilnosti ulja te utje¢u na

organolepticka svojstva, ukljucujuéi gorak okus i boju (Bulotta i sur., 2014).

Kao tradicionalni lijekovi maslinovo ulje 1 listovi koriste se za tretiranje razli¢itih stanja
ukljucujuéi dermatitis, zacijeljivanje rana i tretman opeklina, Zelu€anu i intestinalnu bol, razne

infekcije, reumatsku bol, hipertenziju, kao diuretik i druga (Barbaro i sur., 2014).

Povecani interes za mediteransku prehranu rezultat je mnogobrojnih studija o njezinim
korisnim ucincima za ljudsko zdravlje. Sastav masnih kiselina, vitamina i1 polifenola u
maslinovom ulju, najvaznijoj komponenti takve prehrane, smatra se klju¢nim za njezine

povoljne ucinke.



1.2 Polifenoli masline

Polifenoli su organski spojevi koji sadrze najmanje jedan aromati¢ni prsten s jednom ili vise
hidroksilnih grupa. Polifenoli iz hrane i bilja su dokazano snazni antioksidansi koji smanjuju
razinu reaktivnih kisikovih spojeva pri tome ¢uvaju¢i biomolekule od oksidativnog stresa.
Oksidativni stres dovodi do povecanog rizika kronicnih bolesti kao §to su kardiovaskularne
bolesti i rak. Antioksidansi kao polifenoli tako mogu prevenirati oSte¢enja i smanjiti Stetne
ucinke slobodnih radikala te posljedi¢no reducirati rizik kroni¢nih bolesti. U istrazivanjima
polifenoli su pokazali 1 protuupalna, antiaterogena, antialergijska, antitrombotska te

antikarcinogena svojstva (Bravo, 1998).

Mnogi korisni ucinci maslina i maslinovog ulja na ljudsko zdravlje pripisuju se ucinku
polifenola, prvenstveno fenolnih alkohola kao Sto su hidroksitirosol i tirosol te sekoiridoida
oleuropeina (strukture su prikazane na Slici 1). Oleuropein je glavna fenolna komponenta u
liS¢u masline te u plodovima. Tijekom sazrijevanja ploda oleuropein se hidrolizira,

produciraju¢i razli¢ite produkte ukljucujuéi hidroksitirosol (Haris Omar, 2010).
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Slika 1. Kemijske strukture tirosola, hidroksitirosola i oleuropeina

(preuzeto sa: https://www.sigmaaldrich.com)



Polifenoli masline su kao izolirane komponente i sastojci ekstrakata u istrazivanjima pokazali
izmedu ostalog antioksidativni (Benavente-Garcia, 2000), antihipertenzivni (Susalit 1 sur.,
2011), hipoglikemijski (Kontogianni i sur., 2013), hipokolesterolemijski (Jemai i sur., 2009)
te protuupalni uc¢inak (Khalatbary, 2012).

Jemai i sur. (2009) su ustanovili snizenje razine glukoze u krvi kod Stakora s dijabetesom
nakon primjene ekstrakata oleuropeina i hidroksitirosola te istovremeno snizenje kolesterola i
poboljsanje antioksidativnog statusa. Ti rezultati sugeriraju da je antidijabeticki ucinak
oleuropeina i hidroksitirosola usko povezan s njihovom sposobno$¢u smanjenja oksidativnog
stresa ukljucenog u patologiju dijabetesa i njegovih komplikacija, $to su potvrdile i druge

studije (Al-Azzawie i Alhamdani, 2006, Poudyal i sur.,2010).

Suplementacija polifenolima lista masline tijekom 12 tjedana poboljsala je inzulinsku
osjetljivost 1 pankreati¢ni sekretorni kapacitet  stanica kod pretilih muskaraca s rizikom

razvoja metabolickog sindroma (De Bock i sur., 2013).

U PREDIMED studiji mediteranska prehrana bogata maslinovim uljem pokazala je redukciju
od 40% u riziku od dijabetesa tipa 2 kod pacijenata s visokim kardiovaskularnim rizikom u

usporedbi s kontrolnom grupom (Salas-Salvado i sur., 2014).



1.3 Komina masline

Komina masline je glavni nusprodukt proizvodnje maslinovog ulja. Sastoji se od vode, kozice
ploda, pulpe i dijelova kostice, a zadrzava i malu koli¢inu ulja. Glavni kemijski sastojci su
vlakna 1 Seceri, ve€inom polisaharidi, proteini, masne kiseline, polialkoholi, pigmenti i
polifenoli. Kemijski sastav moze varirati ovisno o agronomskim i tehnoloskim uvjetima

prerade (Brunetti i sur., 2005).

lako se smatra otpadom, vrijedan je izvor bioaktivnih komponenti, od kojih su najvazniji
polifenoli kao snazni antioksidansi, koje mogu imati korisne ucinke za ljudsko zdravlje,
primjenu u industriji hrane ili kozmetickoj industriji (Nunes i sur.,2016). Polifenolne
komponente se oslobadaju tijekom proizvodnje maslinovog ulja distribuiraju¢i se u vodu 1
ulje u skladu s njihovom strukturom. Minimalna polifenolna frakcija od 2% prolazi u uljnu
fazu dok vecina polifenola iz ploda masline, prvenstveno hidroksitirosol, ostaju u komini
masline (Chanioti 1 Tzia, 2017). Ulje komine masline, koje se moze naknadno ekstrahirati iz
komine, bogato je mononezasi¢enim masnim kiselinama, od Cega u najvecoj koli€ini
oleinskom kiselinom, Sto ga uz dodatnu prisutnost vitamina E ¢ini manje podloznim

oksidaciji (Uribe i sur., 2013).

Sposobnost dugolancanih masnih alkohola komine masline za inhibiciju otpustanja
proupalnih medijatora dokazana je in vitro (Fernandez-Arche i sur., 2009). Studija Hamdena 1
sur. (2009) je pokazala da su polifenoli komine masline efikasni u inhibiciji hiperglikemije 1

oksidativnog stresa povezanog s dijabetesom na Stakorima s dijabetesom.



1.4 Dijabetes

Dijabetes spada u najbrze rastuce bolesti 1 jedan je od vodecih uzroka mortaliteta i morbiditeta
u svijetu. Kroni¢na je metabolicka bolest karakterizirana perzistentnom hiperglikemijom koja
je povezana s velikim brojem komplikacija kao §to su nefropatija, neuropatija, bolesti srca i

krvnih zila.

Uzrok dijabetesa tipa 1 je progresivna autoimuna destrukcija pankreati¢nih B stanica koje
proizvode inzulin §to rezultira potpunom deficijencijom cirkulirajuéeg inzulina. 90-95%
ukupne dijabeticke populacije ima dijagnozu tipa 2 dijabetesa koji je karakteriziran
inzulinskom rezistencijom kod koje inzulin cirkulira u dovoljnoj koli¢ini, ali receptori postanu
neosjetljivi te inzulin ne moze ostvariti svoj ucinak, s obzirom da je nuzna interakcija inzulina
i receptora za ulazak glukoze u stanicu, Sto naposljetku dovodi do progresivnog defekta u
inzulinskoj sekreciji. Njegova incidencija se povecava s razli¢itim genetickim i1 drugim

povezanim faktorima kao Sto su dob, pretilost, stres, prehrana, nedostatak tjelovjezbe te upala.

Kao prva linija lijeenja preporua se promjena zivotnog stila, ukljucujuéi zdravu i
balansiranu prehranu, regularnu fizicku aktivnost i odrzavanje normalne tjelesne teZine te
izbjegavanje pusSenja, kao prevencija ili odgoda komplikacija dijabetesa (Kaiser i

Oetjen,2014).

Puno paznje se posvecuje ulozi oksidativnog stresa u patogenezi dijabetesa i njegovih
komplikacija, kao posljedici kroni¢ne hiperglikemije koja dovodi do povecane mitohondrijske
produkcije ROS, posebice superoksida. Aktiviraju se zatim razni signalni putevi koji mogu
inhibirati inzulin signalne puteve i biti okida¢ upalnog procesa (Wright i sur., 2006).
Zaustavljanje stani¢nog stresa u metabolickim tkivima preveniraju¢i tako inzulinsku
rezistenciju 1 upalu te protekcija beta stanica su pozeljni ciljevi u lijeCenju ove kronicne

progresivne bolesti.



1.5 Antidijabetici

Rani oralni antidijabetici razvijeni tijekom 20 st. uklju¢uju sulfonilureje, meglitinide,
bigvanide, tiazolidindione i inhibitore a-glukozidaze. Noviji oralni antidijabetici otkriveni
tijekom ranih godina 21. st. su GLP-1 analozi, DPP-IV inhibitori, analozi amilina i SGLT-2

inhibitori.

Bigvanidi, medu kojima je najvazniji metformin, prvenstveno smanjuju hepaticku produkciju
glukoze, ali smanjuju i intestinalnu apsorpciju glukoze i povecavaju periferni ulaz glukoze u
stanice. Ceste su gastrointestinalne nuspojave. Metformin dokazano smanjuje
kardiovaskularne komplikacije 1 ne uzrokuje hiperinzulinemiju ili hipoglikemiju te se

preporucuje kao prvi izbor lijeka kod pacijenata s dijagnozom DM2.

Sekretagozi, sulfonilureje i meglitinidi induciraju sekreciju inzulina iz B stanica guSterace
blokiranjem kalijevih kanala ¢ime se povecava influks kalcijevih iona koji stimuliraju
sekreciju. Nuspojave koje se javljaju dugotrajnom primjenom sulfonilureja su
hiperinzulinemija, hipoglikemija i poveéanje tjelesne mase. Nedostatak primjene meglitinida

je njihovo kratko djelovanje zbog ¢ega je potrebno visestruko dnevno doziranje.

Tiazolidindioni djeluju kao agonisti PPAR-y receptora koji ima vaznu ulogu u regulaciji
metabolizma lipida, proteina i ugljikohidrata te tako povecavaju osjetljivost stanica na inzulin.
Nisu ucinkoviti u monoterapiji nego se propisuju kao dodatni lijek kod inzulinske rezistencije.
Povecanje tjelesne mase i retencija vode su najceS¢e nuspojave primjene tiazolidindiona, a
poznate su i vrlo ozbiljne nuspojave kao zatajenje srca te povecanje kardiovaskularnih

komplikacija (Mehanna, 2013).

Uz trenutno dostupne terapeutske opcije, raste interes za biljnim lijekovima kao sigurnijim,
lako dostupnim 1 pristupacnim alternativama sintetickim lijekovima za lijeCenje dijabetesa.
Prva opisana biljka s jasnim antidijabetickim uc¢inkom bila je Galega officinalis L., Fabaceae
¢iji glavni sastojak galegin, koji je odgovoran za antidijabeticko djelovanje, ima strukturu

slicnu metforminu (Bedekar 1 sur., 2010).



Neke od mnogih biljaka koje su istrazivane i1 koje su pokazale hipoglikemijsko djelovanje su
Trigonella foenum-grecum (Haber i Keonavong, 2013), Momordica charantia (El-Abhar i
Schaalan, 2014), Gymnema sylvestre (Tiwari i sur.,2014), Juglans regia (Asgary i sur.,2008),
Allium sativum (Ackermann i sur.2001) te Urtica dioica (Rahimzadeh 1 sur.,2014) s

raznolikim mehanizmima djelovanja 1 aktivnim komponentama.

1.5.1 Inhibitori a-glukozidaze

Akarboza, miglitol i voglibos djeluju kao inhibitori enzima o-glukozidaze te je njihov
antihiperglikemijski uc¢inak rezultat kompetitivne i reverzibilne inhibicije tih membranski

vezanih intestinalnih enzima.

a-glukozidaze hidroliziraju oligosaharide, nastale hidrolizom S$kroba a-amilazom,
oslobadaju¢i a-D-glukozu s nereduciraju¢ih krajeva supstrata na cetkastoj membrani tankog
crijeva. Kod pacijenata s dijabetesom ova enzimska inhibicija rezultira odgadanjem apsorpcije
glukoze 1 smanjenjem postprandijalne hiperglikemije. Naglo povecanje postprandijalnih
koncentracija glukoze ima Stetne ucinke na endotelnu funkciju i miokardijalni tok krvi, inicira
kaskadu proaterogenih i protrombotic¢kih dogadaja te aktivira upalu pridonoseci tako razvoju

kroni¢nih komplikacija dijabetesa.

Akarboza se ne apsorbira te djeluje lokalno u crijevu. Njena pseudotetrasaharidna struktura
(Slika 2.) omogucuje joj visoki afinitet za aktivne centre a-glukozidaze te stabilnost. Obzirom
da akarboza inhibira a-amilazu i o-glukozidazu te sprjeCava razgradnju kompleksnih
ugljikohidrata u glukozu, neprobavljeni ugljikohidrati stizu u kolon gdje ih bakterije
razgraduju stvarajuci plinove i1 kratkolan¢ane masne kiseline te tako uzrokuju GI nuspojave,

nadutost i dijareju (Kalra, 2014).



OH

Slika 2. Kemijska struktura akarboze

(preuzeto sa: https://www.sigmaaldrich.com)

LijeCenje akarbozom povezano je s dodatnim korisnim ucincima kao $to su poboljsanje
lipidnog profila, reduciranje stani¢nih adhezivnih molekula, reduciranje zadebljanja intime

medie i vracanje normalne tolerancije glukoze (Derosa i Maftioli, 2012).

Mnogo ekstrakata biljaka i spojeva izoliranih iz prirodnih izvora poput polifenola, alkaloida,
triterpena, kinina, flavonoida, antocijanina i antrakinona je pokazalo in vitro inhibiciju a-
glukozidazne aktivnosti (Yin i sur., 2014). Vecina a-glukozidaznih inhibitora identificiranih

iz prirodnih produkata su potvrdeni kao nekompetitivni inhibitori (Matsui 1 sur., 2006).



1.6 Michaelis-Menten kinetika

Enzimi su bioloSke makromolekule koje djeluju kao katalizatori u biokemijskim reakcijama.
Kako bi razumjeli nacin rada enzima, potrebni su nam kineti¢ki opisi njihove aktivnosti.
Michaelis-Menten model enzimske kinetike koji objasnjava kineticka svojstva mnogih enzima
temelji se na jednostavnom konceptu nastanka enzim-supstrat kompleksa (ES) reakcijom
enzima (E) 1 supstrata (S) pri ¢emu je k; konstanta brzine nastajanja kompleksa ES. Kompleks
ES zatim moze ponovno disocirati na enzim i supstrat (konstanta brzine k.i) ili formirati

produkt (P) uz oslobadanje enzima (konstanta brzine k»):

K., ks
E+S§ES—’E+P

Model vrijedi za jednosupstratnu reakciju te pretpostavlja mjerenje pocetne brzine enzimske
reakcije (vo) u uvjetima kada je koncentracija produkta zanemarivo mala te je povratna
reakcija pretvorbe produkta u ES kompleks zanemariva jer je ko>>k,. U praksi, brzina
reakcije mjeri se nakon $to se pomijeSaju enzim i supstrat te nakon Sto se uspostavi ustaljeno
stanje u kojem su brzine nastajanja i razgradnje kompleksa ES jednake. U uvjetima kada se
moze zanemariti povratna reakcija, po€etna brzina nastajanja produkta proporcionalna je
koncentraciji ES kompleksa. Do maksimalne brzine reakcije dolazi kada su sve molekule

enzima u obliku ES kompleksa.

Michaelis-Menten jednadzba povezuje brzinu reakcije 1 koncentraciju supstrata pomocu dvaju
kinetickih parametara, Vmax 1 Km, koji se koriste za opisivanje svojstava enzimski kataliziranih

reakcija:

v LS]

max

TSI+ K

1%

Michaelisova konstanta (Km) predstavlja koncentraciju supstrata pri kojoj je brzina reakcije
jednaka polovici maksimalne brzine reakcije te izraZava i afinitet enzima prema supstratu. Sto
enzim jace veze svoj supstrat manja je vrijednost K. Kim nekog enzima ovisi o supstratu i
uvjetima okoline kao §to su pH vrijednost i temperatura. Eksperimentalno se odreduje

mjerenjem pocetne brzine reakcije (vo) pri razli¢itim koncentracijama supstrata.



Michaelis-Menten krivulja prikazuje ovisnost brzine enzimske reakcije o koncentraciji
supstrata (Slika 3.). Pri niskim koncentracijama supstrata brzina enzimske reakcije raste
proporcionalno s povecanjem koncentracije supstrata i reakcija prati kinetiku prvog reda dok
kod visokih koncentracija supstrata brzina dostize maksimalnu vrijednost (Vmax) 1 pri tim je

uvjetima konstantna i neovisna o koncentraciji supstrata te reakcija prati kinetiku nultog reda.

oy [5]

Slika 3. Michaelis-Menten krivulja

(preuzeto sa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Za preciznije odredivanje kinetickih parametara osmisljeni su linearni prikazi (Lineweaver-
Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Wolf i Eisenthal-Cornish-Bowden) dobiveni transformacijama

Michaelis-Menten jednadzbe (Seibert i Tracy, 2014).
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1.7 Inhibicija enzimske aktivnosti

Inhibicija enzimske aktivnosti dogada se vezanjem inhibitora na enzim pri ¢emu se
usporavaju i/ili zaustavljaju enzimske reakcije. Inhibicija moZze biti reverzibilna i1
ireverzibilna. Za reverzibilne inhibitore karakteristicna je brza disocijacija enzim-nhibitor
kompleksa, dok je kod ireverzibilnih inhibitora ta disocijacija vrlo spora. U prisustvu
inhibitora kineticki parametri koji se eksperimentalno odreduju su prividni Km 1 Vinax (Kn™? 1
Vmax*?). Razlikujemo kompetitivnu, akompetitivnu, nekompetitivnu 1 mijeSanu reverzibilnu

inhibiciju.

Kompetitivni inhibitori natjeCu se sa supstratom za aktivnho mjesto enzima i tipi¢no su po
svojoj strukturi slicni supstratu. Enzim moZe vezati supstrat i inhibitor, ali ne oboje
istovremeno. Kompetitivni inhibitor zbog toga povecava Km, a ne utje€e na Vmax. Pri viSim
koncentracijama supstrata, viSe supstrata se moZe vezati na enzim te nadjacati inhibitor i

nadvladati inhibiciju enzima.

E+S—ES—E+P

L oo @
ol G

Slika 4. Shematski prikaz kompetitivne inhibicije

(preuzeto sa: https://www.pmf.unizg.hr)
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Akompetitivni inhibitor veze se na kompleks enzim-supstrat, a ne na slobodni enzim. Tek
nakon reakcije sa supstratom dolazi do konformacijske promjene enzima pri ¢emu nastaje
vezno mjesto za inhibitor. Akompetitivni inhibitor smanjuje 1 Vmax 1 Km. Ova se inhibicija ne

moze nadvladati povec¢anjem koncentracije supstrata.

E+S—ES—E+P

- &= @

o

Slika 5. Shematski prikaz akompetitivne inhibicije

(preuzeto sa: https://www.pmf.unizg.hr)

Nekompetitivni inhibitor se veze na enzim na mjestu razli¢itom od aktivnog mjesta i pritom
ne sprjecava vezanje supstrata na enzim. lako ne smanjuje broj molekula enzima koje mogu
vezati supstrat, prilikom vezanja na enzim inhibitor uzrokuje promjenu njegove konformacije
te naposljetku reducira njegovu kaliticku aktivnost. Nekompetitivni inhibitor ne utjece na K,
ali smanjuje Vmax. Ova se vrsta inhibicije ne moze nadvladati poveéanjem koncentracije

supstrata.
Kod mijesane inhibicije inhibitor se moze vezati na enzim i na kompleks enzim-supstrat u

takozvano drugo aktivho mjesto. Inhibitor otezava vezanje supstrata pa se poveéava Km, a

Vmax se smanjuje (Bhagavan i Ha, 2011).
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Slika 6. Shematski prikaz nekompetitivne (mijeSane) inhibicije

(preuzeto sa: https://www.pmf.unizg.hr)

max
Competitive Inhibitor,
WAL TshE same V.. increased Ky
Noncompetitive Inhibitor,
same K, dicreased V.
V.

Uncompetetive Inhibitor,
K,, 1s increased and V_,_is
decreased

[S]

KM

Slika 7. Michaelis-Menten prikaz kompetitivne, nekompetitivne i

akompetitivne inhibicije (preuzeto sa: https://commons.wikimedia.org)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Obzirom na povecanje konzumacije maslinovog ulja, povecava se proizvodnja, ali i1 koli¢ina
otpada koji nastaje u tom procesu prerade. Otpad Cine biljna voda i komina masline. Mala
koli¢ina otpada rabi se kao hrana za Zivotinje, biomasa i gnojivo, dok vecina otpada ostaje
neiskoristena Sto predstavlja veliki ekonomski teret za industriju maslinovog ulja te ima Stetan
utjecaj na okoliS. Komina masline bogata je bioaktivnim tvarima, posebice polifenolima
kojima su dokazani brojni povoljni ucinci na ljudsko zdravlje povezani s njihovom snaznom
antioksidativnom aktivno$¢u. Jednostavnom i odrzivom tehnologijom ekstrakcije fenola
dobili bismo produkt koji bi se mogao kasnije iskoristiti te bi tako pridali novu vrijednost

otpadu uz ekonomske i ekoloske koristi.

Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da polifenoli masline i maslinovog ulja posjeduju
sposobnost inhibicije a-glukozidaze S§to ih u kombinaciji s njihovim antioksidativnim
u¢incima ¢ini poZeljnima u prevenciji komplikacija dijabetesa. Obzirom na sli¢nost
polifenolnog sastava, bilo je logi¢no pretpostaviti da bi i ekstrakt komine masline mogao

posjedovati slicna svojstva.

Stoga je cilj ovog rada bio utvrditi pokazuje li ekstrakt komine masline sposobnost inhibicije
enzima a-glukozidaze, a ukoliko da, utvrditi mehanizam inhibicije te procijeniti jakost uc¢inka
usporedbom s nekim referentnim inhibitorima. Obzirom na sve veéi broj oboljelih od
dijabetesa 1 nuspojave sintetickih antidijabetika, sve viSe paZnje se pridodaje biljnim
lijekovima te polifenoli izolirani iz prirodnih izvora predstavljaju zanimljivu opciju u terapiji

ove kroni¢ne bolesti.
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3. MATERIALI | METODE

3.1 MATERUALI

3.1.1 Ispitivani materijal

Ispitivanja su provedena na ekstraktima komine masline (Olea europea L. Oleaceae). Uz
nativni uzorak (N) izradeni su i uzorci s dodatkom ciklodekstrina, nasumi¢no metiliranim-f3-
ciklodekstrinom (randomly methylated B-cyclodextrine — RAMEB) 1 hidroksipropil-3-
ciklodekstrinom (HPB).

Tablica 1. Izrada ekstrakata komine masline koriStenjem ciklodekstrina

masena
masena
oznaka koncentracija
vrsta ciklodekstrina | koncentracija
uzorka ciklodekstrina /
komine / gL'
gL
N - 20 0
HPB hidroksipropil-3 20 16
RAMEB | nasumi¢no metilirani- 20 16

Komina masline zaostala nakon proizvodnje maslinovog ulja pohranjena je smrzavanjem na -
20°C tijekom nekoliko sati kako bi se sacuvale sve vazne sastavnice. Nakon odmrzavanja
uslijedilo je jednodnevno suSenje na 60°C na velikim Petrijevim zdjelicama kako bi se
uklonila voda. OsuSena komina je zatim usitnjena u tarioniku i mlincu te prosijana kroz sito
poroznosti 0,8 mm. Time su uklonjene koStice i homogeniziran je uzorak. Usitnjena komina
potom je odmas¢ena Soxhlet uredajem uz petroleter s ciljem uklanjanja uljne komponente
uzorka. Ekstrakcija je provedena ve¢ optimiziranim postupkom klasi¢ne ekstrakcije pomocu
60% etanola u vodenoj kupelji tijekom 2 sata na 70°C 1 110 rpm-a. Nakon filtriranja kroz
gusti papir 1 alikvotiranja u tikvice ekstrakti su upareni pomocu rotavapora na 50°C i 60
mbar-a te je tako uklonjen etanol zbog kojeg ne bi bilo moguée smrznuti tekuéi uzorak. Na

kraju su liofilizacijom osuSeni uzorci na niskim temperaturama kroz 48 sati.
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Komina masline uzeta iz
dvofaznog mlina nakon
proizvodnje maslinovog ulja

SvjeZa kominasmrznuta
unutar nekoliko sati na -20°C
(cilj: onemogucavanje
raspadanja vrijednih
sastavnica)

SuSenje u termostatu (24 h /
60 °C) na velikim Petrij
zdjelama (cilj: uklanjanje
vode)

Esktrakcija u vodenoj kupelji
(2h /70°C/110rpm /[ 60%
etanol) (cilj: uz pomoc¢ food-
grade otapala ekstrahirati
korisne supstance iz uzorka)

Odmascivanje pomocu
Soxhlet uredaja(2h/~5
grama uzorka / petroleter)
(cilj: ukloniti uljnu
komponentu uzorka koja
ometa daljnju analizu)

Usitnjavanje u tarioniku i
mlincu i prosijavanje kroz sito
@ 0,8 mm (cilj: ukloniti
kostice i homogenizirati
uzorak)

Filtriranje i alikvotiranje u
tikvice za uparavanje

Uparavanje (50°C/ ~ 60
mbar) (cilj: ukloniti etanol
koji onemogucuje
smrzavanje uzorkana-20°C)

Liofilizacija (48 h) (cilj: osusiti
uzorak na niskim
temperaturama)

Slika 8. Shematski prikaz pripreme uzoraka

3.1.1.1 Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi koji sadrze Sest (o-ciklodekstrin), sedam (B-
ciklodekstrin), osam (y-ciklodekstrin) ili viSe glukopiranoznih jedinica povezanih o-(1,4)
vezom. U prostoru zauzimaju oblik krnjeg stoSca pri ¢emu su hidroksilne skupine okrenute
prema van, a ugljici glukopiranoznih jedinica grade unutraSnjost. Rezultat takve grade je
hidrofilna vanjska povrSina koja osigurava relativno dobru topljivost u vodi i hidrofobna
centralna Supljina koja omogucuje ciklodekstrinima formiranje inkluzijskih kompleksa s
mnogobrojnim hidrofobnim molekulama. U farmaceutskoj industriji se upravo zbog te
sposobnosti koriste kao kompleksirajuci agensi za povecanje topljivosti u vodi slabo topljivih
lijekova skrivanjem njihovih hidrofobnih funkcionalnih skupina u svojoj unutraSnjosti, a
izlaganjem hidrofilnih skupina prema okolini. Kompleksiranjem se takoder moze povecavati

bioraspolozivost 1 stabilnost lijekova, reducirati uinak iritacije na zeludac, kozu ili oko,
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maskirati lo§ okus 1 miris lijeka ili prevenirati nastanak inkompatibilnosti medu lijekovima.
Danas se najcesce od prirodnih ciklodekstrina upotrebljava B-CD zbog najprikladnije veli€ine
centralne Supljine te jednostavnog nacina dobivanja. Sintetizirani su i derivati prirodnih
ciklodekstrina koji mogu iskazati vecu topljivost u vodi, pruziti vecu stabilnost gostujucoj

molekuli 1 bolje kontrolirati njezinu kemijsku aktivnost (Del Valle, 2004).

o-cyclodextrin B-cyclodextrin v-cyclodextrin

Slika 9. Strukture a, B 1y ciklodekstrina (preuzeto sa: https://www.researchgate.net)

3.1.2 Kemikalije
e a-glukozidaza izolirana iz kvasca Saccharomyces cerevisiae, G5003-100 U, Sigma
Aldrich Chemie GmbH
e di-Natrij hidrogenfosfat bezvodni, Kemika 1409806

e Natrij dihidrogenfosfat dihidrat (NaH,PO4*2H>0O) Kemika, 1406707
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3.1.3

p-nitrofenil-o—D-glukopiranozid, Acros Organics 337150010

Akarboza, Sigma Aldrich PHR1253

ekstrakti komine masline

destilirana voda

Instrumenti i oprema

analiticka vaga, AB265-S, Mettler Toledo, Indija

pH-metar s kombiniranom staklenom elektrodom, Metrohm, Herisau, Svicarska

UV-VIS spektrofotometar VICTOR X3, Perkin Elmer, Massachusetts, SAD

Vortex mjesalica, tip VTX-3000L, Mixer UZUSIO, Tokyo, Japan

mikrotitarska plo€ica s 96 jaZica

Eppendorf epruvete

automatska pipeta (viSekanalna i jednokanalna)
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3.2 METODE

3.2.1 Spektrofotometrijsko ispitivanje inhibicije a-glukozidaze

UV/Vis spektrofotometrija primarno je kvantitativna analiticka tehnika koja se temelji na
interakciji ultraljubicastog (180-390 nm) ili vidljivog zracenja (390-780 nm) s kemijskim
spojevima u teku¢im i plinovitim uzorcima. Analiza spektra elektromagnetskog zracenja

provodi se spektrofotometrom koji se sastoji od izvora zra¢enja, monokromatora i detektora

(Slika 10).

Intenzitet Intenzitet
ulaznog propustenon
EM zratenja . EM zracenja
Iy I -
AVAVAVA N IaVaVaVa® Pl T3P
J 7
lzvor svietlosti Monokromator Detekior
odnosno 3 =
lzvor elektro- Kiveta duljine puta (1)
magnetskog koja sadrZi uzorak
zracenja odredene koncentracije
(EM zratenja) cimol/L)

Slika 10. Princip rada spektrofotometra
(preuzeto sa: https://bib.irb.hr)

Prolaskom kroz uzorak koji se nalazi u kiveti koja propusta UV/Vis zracenje, dio zraenja se
apsorbira te se intenzitet ulaznog elektromagnetskog zracenja I, smanjuje. Detektor mjeri
intenzitet neapsorbiranog, odnosno propustenog zrafenja. Logaritam odnosa intenziteta
upadnog zracenja I, i1 intenziteta propustenog zracenja I predstavlja apsorbanciju. UV-Vis
spektroskopija moze se koristiti za mjerenje apsorbancije na pojedinoj valnoj duljini zraenja
ili skeniranje cijelog spektra. 1z takvog snimljenog spektra koji pokazuje apsorbanciju u
ovisnosti o valnoj duljini moze se o€itati na kojoj valnoj duljini ispitivana molekula najbolje
apsorbira, a osim toga moguce je analiticki odrediti koncentraciju ispitivane molekule koja je

proporcionalna izmjerenoj apsorbanciji prema Beer-Lambertovom zakonu:

A=log (I, /T)=&cl
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gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti, € je molarni apsorpcijski koeficijent
(L mol"! cm™ ), 1 je duljina puta zradenja kroz uzorak (cm), a ¢ je molarna koncentracija tvari

u otopini (mol L") (Worsfold i Zagatto, 2017).

UV-Vis spektroskopija moze se koristiti za odredivanje kinetike i brzine kemijske reakcije.
Reakcija koja se dogada u otopini mora pokazati boju koja se stvara nastankom produkta kako
bi se UV-Vis metoda mogla primijeniti. Brzina reakcije se moze odrediti mjerenjem UV-Vis
spektra u specificnim vremenskim intervalima. U naSem istrazivanju kod specificiranih uvjeta
(pH=7, T=37°C) enzim o-glukozidaza katalizira konverziju supstrata p-nitrofenil-o-D-
glukopiranozid do o-D-glukoze i p-nitrofenola koji pokazuje zutu boju koja se mjeri
spektrofotometrijski na 405 nm. 1 U enzima oslobada 1 uM a-D-glukoze iz p-nitrofenil-a-D-

glukopiranozida po minuti.

p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid + a-glukozidaza — a-D-glukoza + p-nitrofenol

3.2.1.1 Priprema reagenasa

1. Otopina fosfatnog pufera
Pripremi se 100 mM otopina fosfatnog pufera pH=7.0 otapanjem natrij hidrogen
fosfata (Na,HPO4) potrebne masene koncentracije 8.2 mg/mL i natrij dihidrogen
fosfata (NaH2P04) potrebne masene koncentracije 5.1 mg/mL u destiliranoj vodi. pH

otopine podesi se na 7.0 dodatkom 1 M NaOH/1 M HCI.
2. Stock otopina akarboze

Pripremi se otopina masene koncentracije 10 mg/mL otapanjem akarboze u fosfatnom

puferu.
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3. Otopina enzima
Pripravi se otopina koja sadrzi 0.2 U/ml a-glukozidaze u fosafatnom puferu. Masena

koncentracija otopine bila je 0.019 mg/ml.

4. Otopina supstrata
Pripravi se 1 mM otopina supstrata p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida (Mr=301.25

g/mol) otapanjem u fosfatnom puferu.

5. Stock otopine ekstrakata komine masline
Pripravi se otopina nativnog uzorka bez cikodekstrina masene koncentracije 50
mg/mL te otopine uzoraka ekstrakata koji sadrze ciklodekstrine masene koncentracije

90 mg/mL u fosfatnom puferu.

3.2.1.2 Ispitivanje jacCine inhibicije a-glukozidaze

Ispitivanje je provedeno prema metodi Tiwari 1 sur. (2010) uz optimizaciju reakcijskih uvjeta.
Istrazeni su nativni, HPB i RAMEB ekstrakti komine masline. Uzorci akarboze, dokazani

inhibitor a-glukozidaze, koriSteni su kao pozitivna kontrola.

Stock otopine ekstrakata komine masline razrijede se 8x fosfatnim puferom te se 40 pL
pipetira u odgovarajuce jazice mikrotitarske plocice. Zatim se iz tih jazica odpipetira 20 pL u
jazice s 20 pL pufera pa se takvim serijskim razrijedivanjem dobiju otopine ekstrakata
razrijedene 16x, 32x 1 64x. Iz stock otopine akarboze masene koncentracije 10 mg/ml
pripremi se otopina koncentracije 2.5 mg/mL u fosfatnom puferu te se 40 pL pipetira u
odgovarajuce jazice mikrotitarske plocice. Serijskim razrijedivanjem otopine akarboze u
fofatnom puferu dobiju se otopine razrijedene 8%, 16x i 32x. U sve jaZice otpipetira se 50 pL
otopine enzima o-glukozidaze (0.2 U/mL) te se sve zajedno inkubira 5 min na 37°C. Nakon
inkubacije pipetira se 50 uL 1 mM otopine supstrata, p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida te se
sve dodatno inkubira 5 min prije pocetka mjerenja apsorbancija na 405 nm u

spektrofotometru. Izrade se i negativne kontrole u kojima se uzorak kao inhibitor zamijeni s
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istim volumenom pufera. Slijepe probe uzoraka sadrze umjesto supstrata isti volumen pufera

te se izrade s ciljem uklanjanja utjecaja boje ili zamucenosti uzoraka koje mogu postojati i

prije dodatka supstrata. Priprave se i slijepe probe (blank) s puferom i enzimom. Pripreme

reakcijskih smjesa prikazane su na Tablici 2 i Tablici 3. Uzorci su analizirani u triplikatu za

svaku pojedinu koncentraciju. Slijepe probe uzoraka ispitane su u duplikatu za pojedinu

koncentraciju uzoraka. Mjerenja apsorbancije su izvrSena 40 puta te je bilo moguce pratiti

promjene apsorbancije reakcijske smjese u ovisnosti o vremenu.

Tablica 2. Shema pripreme ispitivanih otopina

slijepa slijepa
negativna uzorak nativni HPB RAMEB
proba proba
kontrola akarboze uzorak uzorak uzorak
uzorka enzima (CTR) ) ™ H) ®)
(SP) (B)
pufer(uL) 50 70 20 / / / /
uzorak (L) 20 / / 20 20 20 20
supstrat(uL) / / 50 50 50 50 50
enzim(pL) 50 50 50 50 50 50 50

HPB - uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD; RAM -

dodatkom nasumic¢no metiliranog 3-CD

Tablica 3. Shema pipetiranja u mikrotitarske plocice

uzorak komine pripremljen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A / N1 N1 N1 | SPN1 | SPN1 | H1 H1 H1 | SPH1 | SPH1 B
B / N2 N2 N2 | SPN2 | SPN2 | H2 H2 H2 | SPH2 | SPH2 B
C / N3 N3 N3 | SPN3 | SPN3 H3 H3 H3 | SPH3 | SPH3 B
D / N4 N4 N4 | SPN4 | SPN4 | H4 H4 H4 | SPH4 | SPH4 B
E / R1 R1 R1 SPR1 | SPR1 | Al Al Al CTR- | CTR- B
F / R2 R2 R2 SPR2 | SPR2 A2 A2 A2 CTR- | CTR- B
G / R3 R3 R3 SPR3 | SPR3 A3 A3 A3 CTR- | CTR- B
H / R4 R4 R4 SPR4 | SPR4 | A4 A4 A4 CTR- | CTR- B
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N - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 6,25 mg/mL (N1),
koncentracije 3,125 mg/mL (N2), koncentracije 1,5625 mg/mL (N3), koncentracije 0,78125 mg/mL (N4); H -
uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 11,25 mg/mL (H1), koncentracije 5,625
mg/mL (H2), koncentracije 2,8125mg/mL (H3), koncentracije 1,40625 mg/mL (H4); R - uzorak komine
pripremljen dodatkom nasumic¢no metiliranog B-CD koncentracije 11,25 mg/mL (R1), koncentracije 5,625
mg/mL (R2), koncentracije 2,8125mg/mL (R3), koncentracije 1,40625 mg/mL (R4); A - uzorak akarboze
koncentracije 2,5 mg/mL (A1), koncentracije 1,25 mg/mL (A2), koncentracije 0,625 mg/mL (A3), koncentracije
0,3125 mg/mL (A4); SP - slijepa proba uzorka, npr. s dodatkom uzorka N1 (SPN1); CTR- - negativna kontrola;
B — slijepa proba enzima

3.2.1.3 Ispitivanje tipa inhibicije a-glukozidaze

Uzorci su otopine ekstrakata komine masline i otopina akarboze. Ispitivanje se provodi
pripremom otopina supstrata p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida razli¢itih koncentracija (1 mM,

0.8 mM, 0.6 mM, 0.4 mM, 0.2 mM).

Stock otopine ekstrakata razrijede se 10x fosfatnim puferom. 20 pL tako razrijedenih
ekstrakata otpipetira se zatim u prikladne jaZice mikrotitarske plo€ice. Stock otopina akarboze
razrijedi se 10x u fosfatnom puferu te se 20 pL tako razrijedene otopine otpipetira u prikladne
jazice. Zatim se u sve jazice otpipetira 50 uL otopine enzima a-glukozidaze (0.2 U/ml) te se
sve zajedno inkubira 5 min na 37°C. Nakon inkubacije pipetira se 50 uL otopine supstrata
pojedine koncentracije u prikladne jazice te se sve dodatno inkubira 5 min prije pocetka
mjerenja apsorbancije na 405 nm u spektrofotometru. Slijepe probe uzoraka izradene su u
duplikatu pri ¢emu je supstrat zamijenjen s istim volumenom pufera. Slijepe probe enzima
(blank) sadrze enzim 1 pufer. Pozitivne kontrole sadrze enzim, supstrat 1 pufer pri ¢emu se
uzorak kao inhibitor zamijeni s istim volumenom pufera, a izrade se kako bi se uklonio bilo
kakav utjecaj osim inhibitora na inhibiciju enzima. Priprema reakcijskih smjesa prikazana je
na Tablici 4 i Tablici 5. Analize uzoraka su provedene u triplikatu za svaku pojedinu
koncentraciju supstrata, a analize pozitivnih kontrola u kvadriplikatu za pojedinu
koncentraciju supstrata. Mjerenja apsorbancije su izvrSena 40 puta te je bilo moguce pratiti

promjene apsorbancije reakcijske smjese u ovisnosti o vremenu.
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Tablica 4. Shema pripreme ispitivanih otopina

slijepa slijepa
pozitivna nativni HPB RAMEB
proba proba uzorak
kontrola uzorak uzorak uzorak
uzorka enzima akarboze (A)
(CTR+) ™) (H) (R)
(SP) (blank, B)
pufer(uL) 50 70 20 / / / /
uzorak (L) 20 / / 20 20 20 20
supstrat(pL) / / 50 50 50 50 50
enzim(pL) 50 50 50 50 50 50 50

HPB - uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD; RAM - uzorak komine pripremljen dodatkom
nasumic¢no metiliranog f-CD

Tablica 5. Shema pipetiranja u mikrotitarske ploCice

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | SPN N1 H1 N2 H2 N3 H3 N4 H4 N5 H5 B
B  SPN N1 H1 N2 H2 N3 H3 N4 H4 N5 H5 B
C | SPH N1 H1 N2 H2 N3 H3 N4 H4 N5 H5 B
D | SPH R1 Al R2 A2 R3 A3 R4 A4 R5 A5 B
E | SPR R1 Al R2 A2 R3 A3 R4 A4 R5 A5 B
F | SPR R1 Al R2 A2 R3 A3 R4 A4 R5 A5 B
G | SPA | CTR+1 | CTR+1 | CTR+2 | CTR+2 | CTR+3 | CTR+3 | CTR+4 | CTR+4 A CTR+5 | CTR+5 | B

H | SPA CTR+1 | CTR+1 | CTR+2 | CTR+2 | CTR+3 | CTR+3 | CTR+4 | CTR+4 | CTR+5 | CTR+5 | B

N - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL s dodatkom supstrata
koncentracije 1 mM (N1), koncentracije 0,8 mM (N2), koncentracije 0,6 mM (N3), koncentracije 0,4 mM (N4),
koncentracije 0,2 mM (N5); H - uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9
mg/mL s dodatkom supstrata koncentracije 1 mM (H1), koncentracije 0,8 mM (H2), koncentracije 0,6 mM (H3),
koncentracije 0,4 mM (H4), koncentracije 0,2 mM (H5); R - uzorak komine pripremljen dodatkom nasumi¢no
metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL s dodatkom supstrata koncentracije | mM (R1), koncentracije 0,8 mM
(R2), koncentracije 0,6 mM (R3), koncentracije 0,4 mM (R4), koncentracije 0,2 mM (R5); A - uzorak akarboze
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koncentracije 1 mg/mL s dodatkom supstrata koncentracije 1 mM (Al), koncentracije 0,8 mM (A2),
koncentracije 0,6 mM (A3), koncentracije 0,4 mM (A4), koncentracije 0,2 mM (AS); SP - slijepa proba uzorka s
dodatkom nativnog uzorka koncentracije 5 mg/mL (SPN), s dodatkom RAMEB uzorka koncentracije 9 mg/mL
(SPR), s dodatkom HPB uzorka koncentracije 9 mg/mL (SPH), s dodatkom uzorka akarboze koncentracije 1
mg/mL (SPA); CTR+ - pozitivna kontrola s dodatkom supstrata koncentracije 1 mM (CTR+1), koncentracije 0,8
mM (CTR+2), koncentracije 0,6 mM (CTR+3), koncentracije 0,4 mM (CTR+4), koncentracije 0,2 mM
(CTR+5); B —slijepa proba enzima

3.2.1.4 Statisticka analiza

Za analizu dobivenih podataka i1 izradu grafickih prikaza koristen je GraphPad Prism 6
programski paket. U statistickoj obradi podataka koriSteni su parametrijski testovi: rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija, a dobiveni rezultati medusobno su
usporedivani koriStenjem jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) s post hoc
Tukey testom kojim su rezultati usporedeni medusobno. Statisticki znacajnima smatraju se

razlike medu uzorcima kada je vrijednost p < 0.05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Jacina inhibicije a-glukozidaze

Izmjerene vrijednosti apsorbancija uzoraka akarboze umanjene su za srednju vrijednost
apsorbancija slijepih proba (blank) te je izraden graficki prikaz ovisnosti apsorbancije (405
nm) o vremenu (Slika 11). Dobivene povrSine ispod krivulja (AUC) pokazatelj su koli¢ine
nastalog produkta enzimske reakcije u vremenu i koriste se za izradu kalibracijske krivulje
koja prikazuje ovisnost srednjih vrijednosti AUC o masenoj koncentraciji akarboze (mg/mL).
Slika 12 pokazuje da pri ve¢im koncentracijama akarboze nastaje manja kolicina produkta
zbog jace inhibicije enzima. Standardna devijacija (SD) 1 relativna standardna devijacija

(RSD) AUC ukazuju na tocnost mjerenja (Tablica 6).

14

A405nm

25

t/min

Slika 11. Ovisnost apsorbancija otopina akarboze razli¢itih koncentracija o vremenu
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Tablica 6. Podaci za izradu kalibracijske krivulje

v(@karboza)l ', 15y 55 0,625 03125
mg/mL
AUC 10,6 139 171 196
SD 0,2 0, 1 093 09 1
RSD 2,1 0,7 1,6 0,7

Legenda: Y — masena koncentracija; AUC — srednje vrijednosti povrSina ispod krivulja ovisnosti apsorbancija
otopina akarboze o vremenu mjerenih na 405 nm; SD — standardna devijacija; RSD — relativna standardna
devijacija
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Slika 12. Ovisnost srednje vrijednosti povrSina ispod krivulje o

masenoj koncentraciji akarboze

Izmjerene vrijednosti apsorbancija uzoraka ekstrakata umanjene su za srednje vrijednosti
apsorbancija pojedinih slijepih proba uzoraka te su izradeni grafovi apsorbancija na 405 nm u
ovisnosti o vremenu. Uzorci koji su razrijedeni 8x dali su manje AUC vrijednosti u usporedbi
s drugim uzorcima, odnosno nastala je manja koli¢ina produkta enzimske reakcije Sto znaci da
uzorci ekstrakata inhibiraju enzim pri ¢emu vece koncentracije uzoraka pokazuju jacu
inhibiciju. UvrStavanjem povrSina ispod krivulja (Tablica 7) u jednadzbu pravca dobivenu
linearnom regresijom kalibracijske krivulje, jacine inhibicije enzima pojedinih uzoraka mogu
se izraziti kao ekvivalenti akarboze (Tablica 8). Najmanje razrijedeni uzorci daju najvece

vrijednosti ekvivalenata akarboze te se kao najjaci inhibitori oni medusobno usporeduju.
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Tablica 7. PovrSine ispod krivulja razli¢itih koncentracija uzoraka

AUC
razrjedenje NAT HPB RAM
8 7,371 7,504 8,26 13,94 13,14 13,18 15,21 14,74 15,13
16 11,68 9,977 12,19 19,75 19,09 19,88 20,34 20,2 21,28
32 15,96 16,22 16,61 21,11 21,33 20,97 22,6 20,06 22,33
64 20,4 20,23 20,64 23,35 24 22,72 23,94 24,08 24,1

Legenda: AUC — srednje vrijednosti povrSina ispod krivulja ovisnosti apsorbancija otopina uzoraka o vremenu
mjerenih na 405 nm; NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina; HPB - uzorak
komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-f-CD; RAM - uzorak komine pripremljen dodatkom nasumi¢no

metiliranog 3-CD

Tablica 8. Inhibitorna aktivnost ekstrakta izrazena po mL ekstrakta komine

razrjedenje NAT HPB RAM
8 3,0 3,0 2,8 1,5 1,6 1,6 1,2 1,3 1,2
AE 16 2,0 2,4 1,9 0,1 0,2 0,1 -0,1 0,0 -0,3
mg/mL 32 1,0 0,9 0,8 -0,2 -0,3 -0,2 -0,6 0,0 -0,5
64 -0,1 0,0 -0,1 -0,8 -0,9 -0,6 -0,9 -0,9 -0,9

Legenda: AE — ekvivalenti akarboze; NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina;
HPB - uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD; RAM - uzorak komine pripremljen dodatkom
nasumi¢no metiliranog B-CD

Rezultati su zatim izrazeni kao mg ekvivalenata akarboze (AE) po gramu suhog ekstrakta i po

gramu suhe komine s obzirom da su uzorci s dodanim ciklodekstrinima sadrzavali samo manji

dio komine (Tablica 9).

Tablica 9. Inhibitorna aktivnost ekstrakata izrazena po jedinici mase ekstrakta/komine u

ekstraktu
v(mg/mL) udio uzorak | mg AE/g | mg AE/g | mg AE/g mg mg mg
uzorka komine suhog suhog suhog AE/g AE/g AE/g
u ekstrakta | ekstrakta | ekstrakta suhe suhe suhe
uzorku komine | komine | komine
6,25 1 NAT 482 477 448 482 477 448
11,25 0,2607 HPB 129 146 145 497 561 558
11,25 0,2254 | RAM 103 113 104 456 500 463
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Legenda: AE — ekvivalenti akarboze; NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina;
HPB - uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-p-CD; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog 3-CD

Usporedene su dobivene vrijednosti AE, odnosno jaCine inhibicije enzima ispitivanih uzoraka
(Slika 13). Postoji statisticki znacajna razlika u jacini inhibicije ispitivanih uzoraka po gramu

suhog ekstrakta s obzirom na vrijednost p<0,0001.
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Slika 13. Usporedba jacina inhibicije ispitivanih uzoraka

izrazene kao mg ekvivalenata akarboze po g suhog ekstrakta

AE — ekvivalenti akarboze; NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina; HPB
- uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil--CD; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog B-CD

Prema ovim rezultatima moze se zakljuciti kako je medu ispitivanim uzorcima ocekivano
najjaci inhibitor a-glukozidaze nativni uzorak bez ciklodekstrina jer sadrzi najveéi postotak
komine masline, odnosno najveéi udio polifenola, a predstavlja 469 mg AE po gramu suhog
ekstrakta. Inhibitorna aktivnost ekstrakta inkapsuliranog HP ciklodekstrinom iznosila je 140
mg AE / g suhog ekstrakta, a ekstrakta inkapsuliranog RAMEP ciklodekstrinom 106,7 mg AE

/ g suhog ekstrakta §to ga ¢ini najslabijim inhibitorom.
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Slika 14. Usporedba jacina inhibicije ispitivanih uzoraka

izrazene kao mg ekvivalenata akarboze po g suhe komine

AE — ekvivalenti akarboze; NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina; HPB
- uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-f-CD; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog 3-CD

Ukoliko se dobiveni rezultati preracunaju obzirom na udio ciklodekstrina u inkapsuliranim
uzorcima vidljivo je da su svi uzorci podjednako dobri inhibitori a-glukozidaze (Slika 14).
Uzorak inkapsuliran HP ciklodekstrinom pokazuje najjaci inhibitorni u¢inak (538,7 mg AE/
g suhe komine u uzorku), dok uzorak inkapsuliran RAMER ciklodekstrinom pokazuje
neznatno jacu inhibiciju (473 mg AE / g suhe komine u uzorku) u odnosu na nativni uzorak

(469 mg AE / g suhe komine u uzorku).

Brojna su istrazivanja potvrdila stvaranje inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina s
polifenolima. Mourtzinos 1 sur. (2007) su primjerice pokazali kako oleuropein iz ekstrakta
lista masline tvori s B ciklodekstrinom inkluzijske komplekse u omjeru 1:1. Garcia-Padial i
sur. (2013) su dokazali da nasumic¢no metilirani B ciklodekstrini 1 hidroksipropil B
ciklodekstrini stvaraju inkluzijske komplekse s tirosolom. Inkluzija polifenolnih spojeva
komine s ciklodekstrinima moze povecati stabilnost te topljivost, a samim time 1
koncentraciju polifenola u vodenim medijima Sto moZze biti razlog opazene neSto jace
inhibicije enzima u ekstraktima komine masline s dodanim ciklodekstrinima u odnosu na

nativni uzorak.
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4.2 Tip inhibicije a-glukozidaze

Izmjerene vrijednosti apsorbancija kontrola kojima nisu dodani uzorci, umanjene su za
srednju vrijednost apsorbancija slijepih proba kontrole (blank) te se izradi graf apsorbancija
na 405 nm u ovisnosti o vremenu za razli¢ite koncentracije supstrata (Slika 15). Zakljucilo se
kako je 20 min dovoljno za reakciju jer poslije dolazi do isparavanja i prevelike standardne

devijacije te su zanemareni rezultati nakon 20. minute.
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Slika 15. Ovisnost apsorbancija kontrole o vremenu

za razli¢ite koncentracije supstrata

Izmjerene vrijednosti apsorbancija uzoraka, umanjene su za srednje vrijednosti apsorbancija
slijepih proba uzoraka te su prikazani grafovi apsorbancija na 405 nm u ovisnosti 0 vremenu
za razliCite koncentracije supstrata (Slike 16-19). Ponovno je zakljuCeno kako je 20 min
dovoljno za provodenje reakcije jer tijekom duze inkubacije dolazi do isparavanja reakcijske
smjese 1 porasta standardnih devijacija. Stoga su rezultati dobiveni nakon 20. minute

zanemareni.
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Slika 16. Ovisnost apsorbancija uzorka akarboze

o vremenu za razli¢ite koncentracije supstrata
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Slika 17. Ovisnost apsorbancija nativnog uzorka

o vremenu za razli¢ite koncentracije supstrata
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Slika 18. Ovisnost apsorbancija HPB uzorka

o vremenu za razli¢ite koncentracije supstrata

32



0.8+

-~ S0,2mM
- S04 mM
0.6- -+ S06mM
- S0,8mM
A 0.4 - S1mM
0.2+
0-0 T T T T L] 1
0 5 10 15 20 25
t/min

Slika 19. Ovisnost apsorbancija RAMEB uzorka

o vremenu za razli¢ite koncentracije supstrata

Prema Beer-Lambertovom zakonu apsorbancija je proporcionalna koncentraciji produkta ¢iji
nastanak smo pratili spektrofotometrijski. Izmjerene apsorbancije i dobivene povrsine ispod
krivulja o€ekivano su najvece pri najveéim koncentracijama supstrata kada nastaje najvise
produkta. Takoder, izmjerene apsorbancije i dobivene povrSine ispod krivulja ocekivano su
vece kod kontrolnih uzoraka koji nisu sadrzavali ekstrakte komine pa je nastalo viSe produkta

u odnosu na uzorke ekstrakata koji inhibiraju enzim i nastaje manje produkta.

Kako bi se odredila pocetna brzina reakcija, odnosno enzimska aktivnost promatrano je
linearno podrucje ovisnosti apsorbancije o vremenu. Obzirom da je na pocetku reakcije
koncentracija supstrata znatno vec¢a od koncentracije enzima, a time i ES kompleksa,
pretpostavljamo da je koncentracija supstrata priblizno jednaka pocetnoj koncentraciji
supstrata, a koncentracija produkta zanemarivo mala te iz toga proizlazi da se pocetna brzina
mjeri u podrucju ustaljenog stanja enzimske reakcije kojeg karakterizira nepromjenjivost
koncentracije ES kompleksa. U ustaljenom stanju brzina reakcije je konstantna s obzirom da
se koli¢ina nastalog produkta poveéava linearno s vremenom te nastaje jednaka koliina
produkta u jednakom vremenu. Brzina reakcije moze se zato odrediti mjerenjem promjene
apsorbancije, odnosno koli¢ine nastalog produkta u vremenu kod ustaljenog stanja enzimske

reakcije, dakle jednaka je nagibu pravaca (Tablica 10).
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Tablica 10. Enzimska aktivnost kod kontrole i uzoraka pri razli¢itim koncentracijama

supstrata
koncentracija supstrata/ 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
mM
CTR 0,022946 0,045106 0,066756 0,085837 0,104613
AKA 0,012077 0,023277 0,033704 0,044209 0,056022
enzimska NAT 0,001573 0,004822 0,00678 0,00939 0,01199
aktivnost/ s™!
HPB 0,006725 0,012441 0,017559 0,021954 0,025253
RAM 0,007289 0,016878 0,023613 0,031516 0,035958

Legenda: NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL; HPB -
uzorak komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9 mg/mL; RAM - uzorak komine
pripremljen dodatkom nasumi¢no metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL; AKA - uzorak akarboze

koncentracije 1 mg/mL; CTR - pozitivna kontrola

Nelinearnom regresijskom analizom Michaelis-Menten krivulje, koja pokazuje brzine
reakcija, odnosno enzimsku aktivnost u ovisnosti o koncentraciji supstrata, mozemo odrediti
najbolje odgovarajuce vrijednosti kinetiCkih parametara Vimax 1 Km (Tablica 11). Promatramo
linearno podrugje ovisnosti enzimske aktivnosti o koncentraciji supstrata. Sto je veca
koncentracija supstrata, to je veca enzimska aktivnost. Uz dodatak razli¢itih uzoraka kao
inhibitora enzima, enzimska aktivnost se smanjuje u odnosu na najve¢u enzimsku aktivnost

kod kontrolnih uzoraka kojima nisu dodani inhibitori (Slika 20).
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Slika 20. Ovisnost enzimske aktivnosti o koncentraciji supstrata kod razli¢itih uzoraka
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NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL; HPB - uzorak
komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9 mg/mL; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL; AKA - uzorak akarboze koncentracije 1
mg/mL; CTR - pozitivna kontrola

Zakljuceno je kako se kinetika moze opisati Michaelis-Menten funkcijom s obzirom da je

korelacijski faktor koji pokazuje koliko dobro nelinearna regresija opisuje zadane podatke
>>0.99.

Tablica 11. Maksimalne brzine (Vmax) 1 Michaelisove konstante (K) uzoraka i kontrole

CTR AKA NAT HPB RAM
Vmax/ 1,12707 0,855233 0,03836 0,09737 0,289635
mM/min
Km/mM 8,905 15,25 5,831 2,986 1,209

NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL; HPB - uzorak
komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9 mg/mL; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumicno metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL; AKA - uzorak akarboze koncentracije 1
mg/mL; CTR - pozitivna kontrola
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Slika 21. Usporedba maksimalnih brzina (Vmax) uzoraka i kontrole
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NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL; HPB - uzorak
komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9 mg/mL; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL; AKA - uzorak akarboze koncentracije 1
mg/mL; CTR - pozitivna kontrola

Postoje statisticki znacajne razlike 1 u vrijednostima maksimalne brzine izmedu uzoraka koji
su sadrzavali kominu masline 1 kontrole s obzirom da je p<0,0009. Uzorci koji su sadrzavali
kominu masline dosegli su manje Vmax vrijednosti u odnosu na kontrolu (Slika 21). Nije
postojala statisticki znacajna razlika izmedu Vmax vrijednosti kontrole i uzoraka koji su

sadrzavali akarbozu.
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Slika 22. Usporedba Michaelisovih konstanti (Km) uzoraka i kontrole

NAT - nativni uzorak komine pripremljen bez dodatka ciklodekstrina koncentracije 5 mg/mL; HPB - uzorak
komine pripremljen dodatkom hidroksipropil-B-CD koncentracije 9 mg/mL; RAM - uzorak komine pripremljen
dodatkom nasumic¢no metiliranog B-CD koncentracije 9 mg/mL; AKA - uzorak akarboze koncentracije 1
mg/mL; CTR - pozitivna kontrola

Usporedbom dobivenih vrijednosti uzoraka i kontrole zakljuCeno je da postoje statisticki
znacajne razlike u Ky vrijednostima izmedu kontrole i svih ispitivanih uzoraka s obzirom na
vrijednost p<0,0001. Km se povisio kod uzoraka akarboze, a smanjio kod uzoraka koji su

sadrzavali kominu masline u odnosu na kontrolu (Slika 22).
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Obzirom da je Vmax uz dovoljnu koncentraciju supstrata isti kao kod kontrole, a Kn veci,
dakle potrebno je viSe supstrata za postizanje polovice maksimalne brzine enzimske reakcije,
zakljuceno je kako je akarboza kompetitivni inhibitor koji se natjece sa supstratom za enzim

te je taj rezultat u skladu s literaturom (Osonoi i sur., 2010, Kim 1 sur., 1999).

Polifenoli iz komine masline se ponasaju kao akompetitivni inhibitori koji se vezu na
kompleks enzim-supstrat i onemogucéuju nastajanje produkta s obzirom na manji Vimax i Km u

prisustvu uzoraka komine u odnosu na kontrolu.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala razliCite tipove inhibicija a-glukozidaze polifenolima.
Hadrich 1 sur. (2015) su pokazali jaki inhibitorni uc¢inak hidroksitirosola na a-glukozidazu in
vitro, s ja¢im ucinkom od akarboze i mnogo ja¢im od oleuropeina uz zakljucak da je
hidroksitirosol nekompetitivni inhibitor, a akarboza akompetitivni inhibitor. Tiwari i
sur.(2010) pokazali su potentnu inhibiciju a-glukozidaze oleanolicnom kiselinom in vitro.

Polifenoli komine masline nisu dosad istrazivani u smislu inhibicije a-glukozidaze.
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. ZAKLJUCC

e U okviru ovog diplomskog rada provedena su ispitivanja inhibicije enzima o-
glukozidaze ekstraktima komine masline s i bez ciklodekstrina te je utvrdena jacina i

tip inhibicije enzima svakog uzorka.

e Ispitani uzorci ekstrakata komine pokazali su sposobnost inhibicije a-glukozidaze pri
¢emu je HPB pokazao najjacu, a nativni uzorak najslabiju inhibiciju ako uzmemo u

obzir smanjeni udio suhe komine kod uzoraka s ciklodekstrinima.

e Postojale su statisticki znacajne razlike u kinetickim parametrima Michaelis-Menten
kinetike, Km 1 Vmax, 1izmedu kontrole 1 uzoraka. Kn je ve¢i kod uzorka akarboze, a
manji kod uzoraka koji su sadrzavali kominu masline u odnosu na kontrolu. Vmax je

manja kod uzoraka koji sadrze kominu masline u odnosu na kontrolne uzorke.

e Akarboza je pokazala kompetitivhu inhibiciju enzima kao Sto je bio slucaj i u

dosadasnjim ispitivanjima, dok su uzorci s kominom iskazali akompetitivnu inhibiciju.

® S obzirom na dobivene rezultate komina maslina u budu¢nosti moze imati svoju ulogu
u kontroli postprandijalne hiperglikemije inhibicijom a-glukozidaze, no potrebna su

dodatna ispitivanja te identifikacija komponenti odgovornih za pokazani uc¢inak.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Broj oboljelih od dijabetesa u ozbiljnom je porastu. Ekstrakti biljaka i njihove izolirane
komponente sve se viSe istrazuju u smislu hipoglikemijskog potencijala, kao potpora u
prevenciji i lijeCenju dijabetesa tipa 2. Inhibicija a-glukozidaze kao klju¢nog enzima u
hidrolizi oligosaharida korisna je kod pacijenata s dijabetesom obzirom da smanjuje i

usporava apsorpciju glukoze nakon jela.

Komina masline nakon proizvodnje maslinovog ulja zaostaje kao otpad, ali ostaje bogata
bioaktivnim komponentama kao Sto su polifenoli koji pokazuju brojne korisne ucinke za
ljudsko zdravlje. Razvojem uclinkovitih postupaka ekstrakcije tih vrijednih spojeva i
formulacijom kvalitetnih 1 organoleptickih ekstrakata koji se mogu upotrijebiti u
farmaceutskoj 1 prehrambenoj industriji rjeSava se problem odlaganja i negativnog utjecaja
komine na okoli§, obzirom da su upravo bioaktivni spojevi komine odgovorni za njene

biotoksi¢ne ucinke.

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi posjeduju li ekstrakti komine masline inhibitornu
altivnost na a-glukozidazu, utvrditi tip inhibicije te utvrditi moze li se postupcima
inkapsulacije ciklodekstrinima dodatno poboljsati bioloska aktivnost dobivenih ekstrakata.
Dokazana je inhibicija enzima ekstraktima komine masline 1 pri tome su svi uzorci iskazali

podjednaku jacinu inhibicije te je ustanovljen akompetitivni tip inhibicije a-glukozidaze.
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