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1. UvOD

Nusproizvodi prehrambene industrije su bogati bioaktivnim (pogotovo polifenolnim
spojevima) i nutritivnim tvarima koje pogoduju ljudskom zdravlju, a njihovom daljnjom
obradom moze se ostvariti dodana vrijednost proizvodnog proces i eventualno razviti novi
proizvod (Ferri i sur., 2015). Mnogi polifenolni spojevi posjeduju antioksidacijsku,
antibakterijsku, antiviralnu i antiupalnu aktivnost te imaju antitumorska i/ili antimutagena
svojstva (Han i sur., 2007; Baidez i sur., 2007; Veeriah i sur., 2006; Owen i sur., 2000) zbog

Cega se sve viSe istrazuje dodatno iskoristavanje nusproizvoda prehrambene industrije.

Zamjena hlapivih organskih sa zelenim otapalima jedan je od 12 principa na kojima se
temelji zelena kemija, grana znanosti koja istraZzuje razvoj i primjenu kemijskih proizvoda
koji reduciraju ili eliminiraju uporabu ili proizvodnju tvari opasnih po ljudsko zdravlje i
okoli§ (Anastas i Warner, 1998). Kao jedno od alternativnih otapala predlozeno je nekoliko
tipova otapala medu kojima su i eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES).
Eutekticka otapala su smjese nabijenog akceptora vodika (najéeSée amonijeve soli) i
nenabijenog donora vodika poput Secera, amina, amida, alkohola i vitamina. Supstrati za
sintezu DES-ova su lako dostupne, jeftine, sigurne, netoksi¢ne i biorazgradive tvari koje se
povezuju vodikovim vezama. Moguénost odabira pozeljnih fizikalno-kemijskih svojstava

DES-a za odredenu namjenu ¢ini eutekti¢ka otapala ,,dizajniranim otapalima*.

U ovom radu pripremljenim ekstraktima komine grozda, komine masline i presane
lanene pogace s eutektickim otapalima te konvencionalnim otapalima pri prethodno
optimiranim uvjetima, odredit ¢e se udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet
primjenom ORAC metode. Ispitat ¢e se in vitro bioloska aktivnost na humanim tumorskim
stani¢nim linijjama (HeLa i MCF-7) te humanoj normalnoj stani¢noj liniji (HEK293T).
Primjenom analizatora stani¢nog zdravlja Muse™ i odgovarajuc¢eg kita odredit ¢e se tip

stani¢ne smrti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nusproizvodi prehrambene industrije

Prehrambena industrija diljem svijeta stvara velike koli¢ine otpada i nusproizvoda na
godi$njoj razini. Upravo ti otpadni materijali i nusproizvodi mogu biti izvrstan izvor
bioaktivnih, nutritivnih tvari koje pogoduju ljudskom zdravlju. Upravljanje otpadom sastavni
je dio zaokruzenog procesa proizvodnje hrane, a iskoriStavanje velikih koli¢ina prehrambenih
nusproizvoda niske cijene predstavlja ekonomsku prednost upravo zbog sadrzaja potencijalno
vrijednih tvari. Stoga, uporaba nusproizvoda i njihova preinaka mogu imati znacajan
pozitivan utjecaj na radnike, vlasnike pa i drzavu. Takoder, javnost postaje sve upucenija i
svjesnija povezanosti pravilne prehrane i dobrog zdravlja. Stoga se i zbog stava potroSaca
prema zdravoj prehrani i ocuvanju okolisa u buduénosti oc¢ekuje razvoj prehrambene

industrije usmjerene na upravljanje nusproizvodima i otpadom (Helkar i sur., 2016).

Ovisno o prirodi proizvedenog proizvoda, nusproizvodi prehrambene industrije sastoje
se od dijetalnih vlakana, peptida, lipida, masnih kiselina i polifenolnih spojeva. Tablica 1.

prikazuje razli¢ite grane prehrambene industrije 1 otpadne materijale koji popratno nastaju.

Tablica 1. Grane prehrambene industrije te nusproizvodi i otpad nastali obradom sirovina
(Ezejiofor i sur., 2014)

Prehrambena industrija Nusproizvodi i otpad

Procesiranje zitarica Ljuske, kozica, zrna rize

Procesiranje voca i povrca Koza, kora, pulpa, sjemenke, stabljike, vlakna
Procesiranje peradi Koza, kosti, krv, perje, jetra, iznutrice
Procesiranje morskih namirnica Utroba, glave, kraljeznica, krc, Skoljke
Procesiranje mlije¢nih namirnica Sirutka, laktoza

Pretpostavlja se da ¢e, zbog brzorastuce industrije procesiranja hrane, nastajati sve vise
nusproizvoda (Sharma, 2010), stoga je od velikog znaCenja razumno i ekonomi¢no

upravljanje 1 iskoriStavanje navedenih nusproizvoda.



2.1.1. Komina grozda

Grozde (Vitis vinifera) je jedan od najvecih vo¢nih usjeva na svijetu (proizvodi se vise
od 60 milijuna tona godiS$nje). Grozde se koristi za dobivanje Sirokog spektra proizvoda —
etanola, ulja sjemenki grozda, ekstrakata sjemenki grozda, ekstrakata kore grozda i praha
sjemenki grozda. Otprilike 80 % ukupnih usjeva grozda iskoriSteno je za proizvodnju vina,
dok ostalih 20 % otpada na nusproizvode nastale prilikom proizvodnje medu kojima je i
komina grozda (Scheiber i1 sur., 2001b). Preostala komina koristi se najceSée za
kompostiranje, za dobivanje limunske kiseline, metanola, etanola i ksantan gume ili se
odbacuje u okoli§ gdje moze uzrokovati probleme. Nutritivne karakteristike i kemijski sastav
komine grozda variraju ovisno o sorti grozda, klimatskim uvjetima rasta i uvjetima

procesiranja (Deng i sur., 2011).

Uzimajuéi u obzir pojedinacne frakcije komine grozda udio sjemenki iznosi od 38 %
do 52 % suhe tvari. Sjemenke se sastoje prvenstveno od 40 % vlakana, 16 % esencijalnih ulja,
11 % proteina te 7 % kompleksnih polifenolnih spojeva kao S§to su tanini. S druge strane
pokozica ¢ini 65 % komine te je bogat izvor polifenolnih spojeva ¢iji sastav ovisi o
prethodnom procesu vinifikacije i metodi ekstrakcije (odabiru otapala, temperaturi i vremenu
ekstrakcije) (Teixeira i sur., 2014). Peteljka se u najvecoj mjeri sastoji od vlakana, prije svega
lignina i celuloze 1 osim toga sadrzi visok postotak nutritivno vrijednih minerala kao §to je
dusik i kalij (Nerantzis i Tataridis, 2006). Komina grozda (slika 1) tako predstavlja
visokovrijednu sirovinu za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva te se njeni ekstrakti mogu
primjeniti kao funkcionalna hrana i sirovina, prirodno sredstvo za bojanje, kao konzervans u
hrani i dr. (Ferri i sur., 2015).

Slika 1. Komina grozda (Anonymous 1, 2014)



2.1.2. Komina masline

Maslina (Olea europaea) je zimzeleno drvo rasprostranjeno po Mediteranu koje se
koristi za dobivanje ulja iz ploda. Maslinovo ulje predstavlja proizvod od velike ekonomske

vaznosti na mediteranskom podrucju.

Nusproizvod proizvodnje maslinovog ulja je komina masline (slika 2) koja u zadnje
vrijeme privla¢i mnogo pozornosti jer je bogat izvor polifenolnih spojeva te moze sadrzavati
> 90 % polifenolnih spojeva iz svjeze masline (Suarez i sur., 2009). Komina masline sadrzi
organske i anorganske spojeve kao Sto su kalcij, magnezij, metali, Seceri ali je bogata i
polifenolnim spojevima (Sanchez Moral i Ruiz Méndez, 2006). Prilikom proizvodnje

maslinovog ulja, udio komine masline moze biti i do 30%, ovisno o procesu mljevenja.

Slika 2. Komina masline (Anonymous 2, 2012)

2.1.3. Presana lanena pogaca

Lan (Linum usitatissimum) pripada obitelji Linaceae, i uzgaja se za proizvodnju
tekstilnih vlakana, sjemenki i lanenog ulja. Poznato je da su sjemenke lana (slika 3) bogate
proteinima, vlaknima i visokim sadrzajem poluzasi¢enih masnih kiselina (Pradhan i sur.,
2010). Ulje lana bogato je alfa-linolenskom, linolnom i oleinskom kiselinom i zbog toga je

godinama od interesa.



Nakon ekstrakcije ulja (uz iskoristenje od oko 30 %) ostaje velika koli¢ina preSane
lanene pogace, koja se zatim odbacuje jer se smatra otpadom, ili u najboljem slucaju
nusproduktom bez vrijednosti (Figuerola i sur., 2008). PreSana lanena pogaca uglavnom se
koristi kao sto¢na hrana, a ponegdje i kao aditiv u pekarskoj industriji (Coskuner i Karababa,
2007). Obzirom na znatan potencijal lipida, proteina, topivih vlakana i lignana u pogaci, ovaj

nusproizvod postao je zanimljiv za istrazivanje i uporabu.

Slika 3. Sjemenke lana i presani lan (Anonymous 3, 2012)

2.2. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka koji imaju utjecaj na gorcéinu,
boju, okus, miris i oksidativnu stabilnost hrane (Pandey i sur., 2009). Prirodni polifenoli su
naveliko proucavani i pokazalo se da imaju mnoge vazne bioloske funkcije kod ¢ovjeka (Arts

i Hollman, 2005).

Do danas je poznato vise od 10000 polifenolnih spojeva, a kemijski, vecina ih ima
zajednicki intermedijer ili prekursor (Li i sur., 2014). Polifenolni spojevi u biljkama imaju
esencijalne uloge u njihovom reproduktivnom sustavu i njihovom rastu, sluze kao obrambeni
mehanizam protiv patogena, parazita i predatora, te utjeCu na boju biljke (Baidez 1 sur., 2007).
Mnogi polifenolni spojevi posjeduju antioksidacijsku, antibakterijsku, antiviralnu i antiupalnu
aktivnost te imaju antitumorska i/ili antimutanogena svojstva (Han i sur., 2007; Baidez i sur.,



2007; Veeriah i sur., 2006; Owen i sur., 2000). Veliki broj polifenolnih spojeva ima dokazanu

biolosku aktivnost i pokazuje pozitivne ucinke na zdravlje ljudi.

Polifenolni spojevi nastaju razli¢itim metabolickim putevima, iz Sikiminske kiseline,
fenilpropanoida ili pentoza fosfatnim putem, a svi polifenolni spojevi sadrze barem jedan
hidroksilirani aromatski prsten (Morton i sur., 2000). Unato¢ strukturnim razlikama velikog
broja polifenolnih spojeva, oni se mogu kategorizirati u sedam razreda prikazanih u tablici 2.,
od kojih se fenolne kiseline, flavonoidi i tanini smatraju glavnim prehrambenim polifenolnim

spojevima (King i Young, 1999).

Tablica 2. Razredi polifenolnih spojeva u biljkama (Harborne, 1989.; Harborne i sur., 1999)

RAZRED STRUKTURA
Jednostavni polifenoli, benzokinoni Cs
Hidroksibenzojeve kiseline Cs-Cy
Acetofenoni, fenilacetatne kiseline Ce—Co

Hidroksicimetne kiseline, fenilpropanoidi Cs— Cs

(kumarini, izokumarini.. .)

Naptokinoni Ce—C4
Ksantoni Ce- C1- Co
Stilbeni, antrakinoni Ce- Co- Cs
Flavonoidi, izoflavonoidi Cs- C3- Cs
Lignani, neolignani (Cs - C3)2
Biflavonoidi (Ce- Cs- Cs)2
Lignini (Cs - C3)n
Kondenzirani tanini (Cs- Cs3- Co)n

2.3. Zelena otapala

Zelena kemija je, prema definiciji, grana kemije koja istrazuje razvoj i primjenu
kemijskih proizvoda i procesa koji reduciraju ili eliminiraju uporabu ili proizvodnju tvari
opasnih po ljudsko zdravlje i okoli§ (Anastas i Warner, 1998). Temelji se na 12 principa, a
jedan od njih je pronalaZenje i ispitivanje novih alternativnih reakcijskih medija kao $to su

otapala.



U kemijskoj industriji organska otapala se danas koriste u velikim koli¢inama.
Farmaceutska industrija i industrija finih kemikalija iziskuju velike koli¢ine raznih otapala po
prinosu kona¢nog produkta. O njihovoj primjeni ovisi u¢inak proizvodnog procesa na okolis,
cijenu, sigurnost i zdravlje kona¢nog proizvoda. Ideja =zelenih otapala obuhvaca
minimalizaciju negativnih utjecaja na okoliS. Stoga bi sa stajaliSta zelene kemije, prema

Matzke i sur. (2016), otapala trebala biti:

Nehlapljiva — kako bi se smanjilo zagadenje zraka;
Nezapaljiva — kako bi se osigurala sigurnost procesa;
Stabilna — za recikliranje i potencijalnu ponovnu uporabu;

Sintetizirana postupkom neskodljivim za okolis;

o B~ w D P

Netoksic¢na i biorazgradiva — zbog utjecaja na okolis.

Sukladno navedenom postoje cetiri smjera U razvoju alternativnih zelenih otapala, prema
Matzke i sur. (2016):

1. Zamjena opasnih otapala onima koji pokazuju svojstva bolja za okolis, zdravlje i
sigurnost (eng. environmental, health i safety, EHS)

2. Otapala proizvedena iz obnovljivih izvora energije

3. Zamjena organskih otapala superkriticnim teku¢inama koje su bezopasne za okoli§

4. Zamjena organskih otapala ionskim kapljevinama i eutektickim otapalima (Paiva i

sur., 2014) koje imaju nizak tlak para

2.3.1. Eutekticka otapala

Kriterije zelenih otapala djelomi¢no su ispunile prirodne ionske kapljevine (eng. ionic
liquids, ILs), a kasnije i eutekticka otapala. Eutekti¢ka otapala su smjese nabijenog akceptora
vodika (najéeS¢e amonijeve soli) i nenabijenog donora vodika (eng. hydrogen bond donor,
HBD) poput Se¢era,amina, amida, alkohola i vitamina (Gorke i sur., 2010), gdje su navedene
komponente povezane jakim vodikovim vezama. Neke od struktura supstrata koriStenih za
sintezu eutektickih otapala prikazane su na slici 4. Eutekti¢ka otapala se pripremaju od lako
dostupnih, jeftinih, sigurnih, netoksi¢nih i biorazgradivih tvari koje imaju sposobnost

samoudruzivanja.
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Slika 4. Tipi¢ne strukture donora i akceptora vodikove veze u sintezi DES-a (Liu i sur., 2015)

Baza vecine DES-ova je kolin klorid koji je esencijalni sastojak vitamina Ba i uvelike
se koristi kao aditiv u hrani, a klasificiran je kao siguran spoj (Shahriari i sur., 2013). Derivati
kolina imaju metabolicku ulogu u pohrani ugljikohidrata, enzimskoj aktivnosti i sintezi

vitamina (Zhao i sur., 2011a).

Nova generacija eutektickih otapala su prirodna eutekti¢ka otapala (eng. Natural Deep
Eutectis Solvents, NADES), ¢iji su donori vodikove veze u eutektiCkom otapalu primarni
metaboliti (aminokiseline, organske kiseline, ugljikohidrati, Seceri, alkoholi, Se¢erni alkoholi,

polialkoholi, amidi).
2.3.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva eutektickih otapala

Fizikalno-kemijska svojstva kao $to su taliste, gustoca, vodljivost i viskoznost ovise
uvelike o strukturi samog DES-a (Tang i sur., 2015). Ovisno o broju razli¢itih donora i
akceptora vodikove veze koji se mogu upotrijebiti za pripravu DES-a, Smith i sur. (2014)
opisali su DES-ove prema sljedecoj formuli: Cat*™X'zY. Cat® predstavlja katione razli¢itih
amonijevih, fosfornih i sulfatnih soli, X" je halidni anion soli, Y je Lewisova ili Bronstedova
kiselina, a z broj molekula Y-a. Ovisno o formuli, postoje razliciti tipovi DES-ova i prikazani

su u tablici 3.



Tablica 3. Vrste eutektickih otapala (Smith i sur., 2014)

TIP FORMULA SKUPINA

| Cat*XzMClIx M: Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
1 Cat*XzMClx*yH:0 M: Cr, Co, Cu, Ni, Fe

i Cat*X zRZ Z: CONH, COOH, OH
v MCIx + RZ = MClx.1"*RZ + MCly+1 M: Al, Zn; Z: CONH,, OH

Kemijska priroda donora i akceptora vodikove veze i njihov molarni omjer faktori su
koji utjeCu na fizikalno-kemijska svojstva DES-a. Moguc¢nost odabira pozeljnih fizikalno-
kemijskih svojstava DES-a za odredenu namjenu c¢ini eutektiCka otapala ,,dizajniranim
otapalima®. Prilikom sinteze DES-a moZe se utjecati na fizikalno-kemijska svojstva kao $to su
provodljivost, gustoca, toc¢ka ledista, viskoznost i dr. U usporedbi sa ionskim kapljevinama,
DES-ovi su viskozniji, ali imaju manju vodljivost (Smith i sur., 2014) te dobro otapaju
anorganske soli i organske molekule (Abbott i sur., 2004).

2.3.1.2. Biorazgradivost i toksicnost eutektickih otapala

Eutekticka otapala smatraju se ,,lako biorazgradivima® (Juneidi i sur., 2015; Wen i
sur., 2015) §to se pripisuje ¢injenici da je 1 vecina pocetnih tvari koje se koriste za sintezu
DES-ova takoder klasificirana kao biorazgradiva. Tako je kolin klorid poznat kao lako
biorazgradiva sol jer prema kriterijima medunarodno uvazene Organizacije za ekonomsku
suradnju i razvoj (eng. Organisation for Economic Cooperation and Development, OECD)
postize 93 %-tnu razinu degradacije u roku od 14 dana (Mbous i sur., 2016). Prema OECD
kriteriju spoj, koji postiZe razinu degradacije od 60 % u prvih deset dana testa u trajanju od 28
dana, smatra se lako biorazgradivim.

U radu RadoSevi¢ i sur. (2015) dokazana je korelacija izmedu biorazgradnje i
citotoksi¢nosti otapala. Ispitivana je biorazgradnja tri DES-a na bazi kolin klorida u vodenom
mediju koji je sadrzavao mikroorganizme iz otpadnih voda. Svi ispitani DES-ovi lako su
biorazgradivi, a rezultati su temeljeni na njihovoj visokoj razini mineralizacije. Ispitivanja
toksicnosti pokazala su toksi¢no djelovanje [ChCIl]-[OA] te blagu toksi¢nost preostalih DES-
ova, ChGly i ChGlc. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti da sastav DES-a, tj. odabir
donora vodikove veze utjeCe na toksi¢nost DES-a. U radu Wen i sur. (2015) ispitana je
biorazgradivost osam DES-ova na bazi kolin klorida i kolin acetata u vodenom mediju s
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mikroorganizmima iz otpadnih voda, i samo su dva DES-a pokazala sposobnost
biorazgradnje. Razliciti rezultati u radu Radosevic¢ i sur. (2015) i Wen i sur. (2015) pripisani
su faktorima kao $to su razli¢ite koncentracije DES-ova, razli¢iti mikroorganizmi otpadnih

voda upotrijebljeni u testu biorazgradnje te razlicita koncentracija DES-a i aktivnog mulja.

Ispitivanja toksi¢nosti DES-ova su brojnija, dok je manje radova koji izuCavaju
biorazgradnju tih otapala stoga su potrebna daljnja istrazivanja i procjene ucinka tih otapala
na okolis, budu¢i da je u vise navrata pokazano da se njihova ,,zelenost™ ne moze temeljiti na
Cinjenici da su gradeni od nesSkodljivih komponenata. Najveca prednost DES-ova je
mogucnost modificiranja njihove strukture odabirom odgovaraju¢eg donora i akceptora
vodika ¢ime se moze utjecati na njihovu ekotoksicnost i biorazgradnju te pronaci najbolja

kombinacija za odredeni proces.

2.3.1.3. Primjena eutektickih otapala

DES-ovi su primjenu nasli u organskim sintezama i (bio)katalizama zbog moguénosti
prilagodbe njihovih svojstava odabirom pocetnih sirovina, elektrokemiji, proizvodnji
polimera, u procesima separacije i analize te pri ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz

biljnog materijala (otapaju ih 10 do 100 puta bolje nego voda) (Zhang i sur., 2012).

Eutekticka otapala primjenjuju se u farmaceutskoj i biomedicinskoj industriji,
molekularnoj biologiji te u mnogim procesima kao §to su biotransformacije. Gill 1 sur. (2014)
u svojem su radu pokazali da eutekticka otapala koriStena kao otapala za enzimske reakcije
pokazuju bolje rezultate u odnosu na uobi¢ajena organska otapala. Eutekticka otapala zbog
svoje visoke vodljivosti imaju primjenu i u galvanizaciji metala (Paiva i sur., 2014). Procesi
biokatalize provedeni sa DES-om kao biokatalizatorom rezultirali su poveéanjem stabilnosti i
reaktanata 1 produkata, te povecanom topljivosS¢u enzima. DES je takoder povecao
ucinkovitost enzima povecanjem njegove enantioselektivnosti i regioselektivnosti (Juneidi 1

sur., 2017).

Choi i sur. (2011) upotrijebili su NADES-e kao otapalo za prirodne bioaktivne spojeve
i pokazali njihovu prednost u odnosu na hlapive organske spojeve i ionske kapljevine,
posebice u procesima ekstrakcije u kojem je uvjet da je bioaktivni spoj topljiv u
ekstrakcijskom mediju. Primjena DES-a pokazala se uspjeSnom u sklapanju nanomaterijala.
Raghuwanshi i sur. (2014) su u svom istrazivanju pokazali svojstva DES-a kao dobrog medija

za sklapanje nanomaterijala u Zeljenu strukturu.
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Goldsborough i Bates (2014) su prepoznali potencijal DES-a u molekularnoj biologiji
i otkrili da DES-ovi imaju sposobnost stabilizacije i ocuvanja biomolekula, ¢itavih stanica i
tkiva. Spojevi na bazi DNA, RNA i proteina uspjesno su stabilizirani u mjeSavinama DES-a
neovisno o njihovom agregatnom stanju, a fiksacija stanica i ocuvanje njihove strukture i
morfoloskih svojstava uporabom DES-a omoguéili su DES-u primjenu u analitickim
metodama kao Sto su brojanje stanica, imunocitokemija, bojanje, proto¢na citometrija,

masena spektrometrija i in situ hibridizacija.
2.4. Zeleni pristupi u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva

Konvencionalne metode ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva su obi¢no povezane sa
potroSnjom velikih koli¢ina organskih otapala, kao i uz veliku potro$nju energije te
nedovoljno iskoristenje ekstrakta (Cvjetko Bubalo i sur., 2016; Chemat i sur., 2012). Uz to,
Sirok raspon polarnosti i fizikalnih svojstava prirodnih spojeva u sirovinama ¢ini postupak
ekstrakcije pomoc¢u organskih otapala u samo jednom koraku gotovo nemogu¢im (Dai i sur.,
2013b). Procjenjuje se da otapala koja se koriste tijekom ovakvih procesa ekstrakcije ¢ine
gotovo 60 % svih industrijskih emisija i 30 % svih hlapljivih organskih emisija u cijelom
svijetu (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Prema tome, potrebno je okrenuti se principima zelene

ekstrakcije.

Definicija zelene ekstrakcije je sljedeca: ,,Zelena ekstrakcija se temelji na pronalazenju
1 dizajniranju ekstrakcijskih procesa koji ¢e smanjiti potroSnju energije, omoguciti uporabu
alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih proizvoda te osigurati visokokvalitetan i siguran
ekstrakt, odnosno proizvod. Prema Chemat i sur. (2012), poznata su $est principa zelene

ekstrakcije.

Jedan od principa zelene ekstrakcije je i upotreba alternativnih otapala, a jedna od njih,
koja posljednjih godina privlace veliku pozornost, su eutekti¢ka otapala. Fizikalno-kemijska
svojstva DES-ova imaju utjecaj na proces ekstrakcije. DES-ovi imaju sposobnost doniranja i
primanja protona 1 elektrona $to omogucuje stvaranje vodikovih veza, ¢ime se povecava

sposobnost otapanja ciljanih molekula. Njihove prednosti kao ekstrakcijskog otapala su :

Q) tekuce agregatno stanje na sobnoj temperaturi
(i)  mogucnost smanjenja viskoznosti otapala dodatkom vode
(i)  mogucnost podeSavanja polarnosti te posljedicno ekstrakcija razlic¢itih skupina

spojeva
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Tehnike esktrakcije 1 separacije spojeva pomo¢u DES-0va uspjesno su implementirane
u razne grane industrije kao Sto su proizvodnja biodizela, bioaktivnih komponenata i metala

(Bi isur., 2013).

Osim primjene alternativnih otapala, drugi princip zelene ekstrakcije jest i primjena
alternativnih izvora energije ¢ime se nastoji skratiti vrijeme ekstrakcije, povecati prinos u
odnosu na konvencionalne metode ekstrakcije i time dovesti do uStede energije (Chemat i
sur., 2012). U ovom radu ekstrakti su pripremljeni primjenom alternativne zelene tehnologije

— ekstrakcija potpomognuta istovremenim ultrazvu¢nim i mikrovalnim zra¢enjem.

2.5. Primjena kultura Zivotinjskih stanica

Kultura Zivotinjskih stanica podrazumijeva laboratorijsku tehniku in vitro uzgoja
pojedinac¢nih stanica izoliranih iz Zivotinjskih tkiva ili organa. Uzgoj zapoCinje
uspostavljanjem primarne kulture Zivotinjskih stanica koje su izolirane direktno iz Zeljenog
organa ili organizma i njihovo nacjepljivanje u hranjivom mediju. Kultura se odrzava u
optimalnim in vitro uvjetima koji ukljuéuju odgovarajuéu temperaturu i pH, faktore rasta i
druge potrebne nutrijente. Stanice se umnazaju sve dok populacija stanica ne postane

limitirana prostorom ili nutrijentima za rast a tada je stanice potrebno precijepiti.

Primjena kultura zivotinjskih stanica ukljuuje brojna podrucja znanosti, a u
znanstveno-istrazivackom radu najceS¢e se koriste kontinuirane stani¢ne linije dobivene
subkultiviranjem primarne kulture. One se koriste u stani¢noj i molekularnoj biologiji,
imunologiji, fiziologiji, biotehnologiji kao proizvodne stani€ne linije, u podrucjima
genetickog 1 tkivnog inZenjerstva, te imaju bitnu ulogu u farmakologiji za ispitivanje

djelovanja i metabolizma lijekova, kao i u toksikologiji za ispitivanje citotoksi¢noti.

Razvoj in vitro testova potaknut je zbog znanstvenih, ekonomskih i eti¢kih razloga.
Obzirom na ¢injenicu da je danas u upotrebi oko 100 000 kemikalija, a svake godine na trziSte
izlazi 1000 novih, njihovu toksi¢nost je nuzno ispitati prije Siroke primjene koja za posljedicu
ima prisutnost tih kemikalija u okolisu. Primjena in vitro testova uvelike doprinosi procjeni

rizika ve¢ poznatih, ali i novo sintetiziranih kemikalija.
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2.5.1. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti

Bioloska aktivnost i ucinak eutekti¢kih otapala, i drugih kemikalija, odreduju se
izvodenjem niza testova na razli¢itim organizmima (in vivo) ili u kulturama Zivotinjskih
stanica (in vitro). Na temelju tih testova procijenjuje se uc¢inak na ljude i okolis. In vitro
testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢nim in vivo testovima koji se provode
na pokusnim Zivotinjama 1 ukljucuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama, stani¢nim linijama,
dijelovima tijela, kulturama organa, itd. (Kniewald i sur., 2005). Ve¢ dugi niz godina postoji
teznja da se reducira broj in vivo ispitivanja zbog znanstvenih i ekonomskih, a prevenstveno
etickih razloga. Cilj je smanjenje broja pokusnih zivotinja i minimalizacija njihove boli i
smrti. Pristup koji se primjenjuje naziva se 3R pristup (eng. Reduce, Refine, Replace) i potice
prijelaz s in vivo na in vitro ispitivanja, gdje god postoji moguénost. Obzirom da in vitro
testovi ne mogu u potpunosti odgovoriti na pitanja tkivno-specifi¢ne toksi¢nosti, pojavu
adaptivnog odgovora te metaboli¢ke promjene koje se zbivaju u Zivom organizmu, in Vivo
ispitivanja se jo§ uvijek ne mogu u potpunosti zamijeniti i izostaviti. lako stanice uzgojene in
vitro imaju izmjenjena svojstva u odnosu na in vivo stanice te postoji mogucnost reakcije
izmedu ispitivane tvari i sastojaka medija za uzgoj, pokazana je vrlo visoka podudarnost (oko
80 %) rezultata toksi¢nosti dobivenih primjenom invitro i in vivo testova (Fent, 2001).
Primjenom stani¢nih kultura u kratkom se vremenu moze analizirati veliki broj tvari u
sirokom rasponu koncentracija, stoga rezultati dobiveni in vitro testovima mogu pruziti uvid i
usmjeriti planiranje daljnjih in vivo testova. Druge prednosti in vitro testova ukljucuju nizu
cijenu u odnosu na in vivo testove, visok stupanj standardizacije, reproducibilnost i vecu

brzinu izvodenja pri ¢emu nastaje manja koli¢ina toksi¢nog otpada.

1990. je nacionalni institut za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) predloZio
primjenu tzv. primarnog in vitro testa koji ukljucuje listu 60 najvaznijih humanih tumorskih
stani¢nih linija za testiranje razli¢itih tvari u definiranim rasponima koncentracija (Boyd i
Paull, 1995) s ciljem utvrdivanja relativhog stupanja inhibicije rasta ili citotoksi¢nosti za
svaku stani¢nu liniju. Ovaj i sli¢ni in vitro testovi koriste se kao sredstvo za odabir spojeva od

interesa.

Kod izvodenja in vitro testova citotoksi¢nosti najéeS¢e se odreduje bazalna
citotoksi¢nost koja se definira kao ucinak nastao medudjelovanjem ispitivane tvari 1/ili
procesa neophodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajednicke svim stanicama u

organizmu (Ekwall, 1995). Testovi koji se koriste su Kenacid Blue metoda, Trypan Blue
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metoda, Neutral Red metoda i drugi (Fent, 2001), a najces¢e KkoriSten test za odredivanje
citotoksi¢nosti kemikalija primjenom kultura stanica je test redukcije tetrazlijeve soli (MTT).
MTT je kolorimerijska metoda a bazira se na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija
na nac¢in da se mjeri redukcija topljive zute MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi formazan
(Mosmann, 1983). Novije izvedbe ove metode uklju¢uju uporabu supstrata odnosno soli
(WST-1, MTS i druge) koje se metaboliziraju u produkt topiv u mediju u kojem se uzgajaju

stanice, ¢ime se preskace jedan korak u odnosu na klasican test.
2.5.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti polifenolnih spojeva na kulturama stanica

Siroka uporaba in Vitro testova na kulturama stanica uklju¢uje, osim klasi¢nih testova
toksic¢nosti neke tvari, i odredivanje djelovanja potencijalno aktivnih spojeva iz biljaka. Pri in
vitro ispitivanju bioloske aktivnosti ekstrakata biljnog podrijetla najéesce se koriste humane
kontinuirane stani¢ne linije. One su dostupne putem banka stanica, od kojih su najvece
American Type Cell Culture (ATCC) i European Collection of Animal Cell Culture
(ECACC). Budu¢i su mnoga epidemioloska istrazivanja ukazala na povoljan u¢inak bioloski
aktivnih tvari iz ljekovitog bilja, Zitarica, voéa i povr¢a na zdravlje ljudi intenzivno se ispituju
biljni ekstrakti, pojedine frakcije te izolirani i pro¢is¢eni sastojci, pri ¢emu su antitumorski i
antioksidacijski uc¢inak najéesée ispitivana bioloska svojstva. Velika raznolikost i veliki broj
prirodnih spojeva, konkretno iz biljaka, ve¢ je rezultirala razvojem nekoliko antitumorskih

lijekova koji su u klini¢koj primjeni (Furniss i sur., 2008).

Neki prirodni spojevi, medu njima 1 polifenoli, djeluju tako da smanjuju oksidativni
stres, stanje organizma u kojem dolazi do povecanog stvaranja reaktivnih, slobodnih kisikovih
Cestica (O). Oni se jo§ nazivaju ,reaktivne kisikove vrste” (eng. Reactive Oxygen Species,
ROS). Nije tocno poznato kako antioksidacijsko djelovanje utje¢e na tumore, ali obzirom da
inaktiviraju slobodne radikale koji doprinose mutagenezi, smatra se da antioksidansi
sprecavaju njihovo nastajanje u pocetnoj fazi. Polifenolni spojevi mogu djelovati i kao
prooksidansi, koji dovode do zastoja stani¢nog ciklusa i apoptoze u tumorskim stanicama.
Takvo svojstvo ovisi 0 koncentraciji i izvoru slobodnih radikala te o prisutnosti prijelaznih

metala kao $to je bakar, koji poti¢e njihovu prooksidativnu aktivnost (Gomes 1 sur., 2003).

Brojna istrazivanja s flavanolima (katehin 1 epikatehin) 1 fenolnim kiselinama (galna
kiselina i elaginska kiselina) ukazuju na njihovu antioksidacijsku i antitumorsku aktivnost in

vivo i in vitro. Antioksidacijsko djelovanje flavonoida usko je povezano s antitumorskom
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aktivnoS¢u spomenutih spojeva i povoljnim u¢inkom kod kardiovaskularnih bolesti 1 nekih
koznih oboljenja (Yilmaz i Toledo, 2004). Xia i sur. (2010) u svojem su istrazivanju pokazali
da polifenoli iz grozdanog soka izazivaju znacajnu inhibiciju sinteze DNA u stanicama
tumora dojke, te da ekstrakt pokozice grozda inducira apoptozu stani¢ne linije tumora
prostate.

In vivo i in vitro istrazivanjima antocijana (jedna od podskupina polifenolnih spojeva)
dokazano je da antocijani smanjuju proliferaciju tumorskih stanica, a brojna znanstvena
literatura opisuje mehanizme njihovog antioksidacijskog i protuupalnog djelovanja.
Antitumorsko djelovanje antocijana povezano je s njihovom antioksidacijskim kapacitetom te
inhibitornim djelovanjem na enzim ciklooksigenazu koji je klju¢ni enzim u biosintetskom
putu prostaglandina (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016). Bioloska aktivnost antocijana
odredena je njihovom kemijskom strukturom. Ovisno o0 broju hidroksilnih grupa antocijani

imaju ve¢i ili manji antioksidacijski potencijal.

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Ekstrakti nusproizvoda prehrambene industrije

U radu su koristeni ekstrakti komine grozda, komine masline i preSane lanene pogace

prethodno pripremljeni u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije te

u Laboratoriju za tehnologiju ulja i masti Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta. Za izolaciju

polifenolnih spojeva iz navedenih nusproizvoda koristili su se NADES-ovi na bazi kolin-

klorida koji su sadrzavali 30% (w/w) vode te zakiseljeni etanol i metanol. Ekstrakcija se

provodila pomocu ultrazvu¢nog-mikrovalnog reaktora/ekstraktora (Lab Kits, MW-ER-01,

Hong Kong).

U Tablici 4. navedena su i otapala upotrijebljena za izolaciju polifenolnih spojeva:

NADES-ovi, prethodno sintetizirani u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i

biotransformacija PBF-a, te metanol i zakiseljeni etanol.

Tablica 4. Pregled otapala koriStenih u radu

Kratica
Sirovina Otapalo Kratica otapala pripremljenog
ekstrakta
Zakiseljeni etanol
EtOH GPEtOH
(60 %, v/v)
Komina grozda i — —
Kolin-klorid:limunska kiselina ] ]
ChCit GPChCit
(70 %, viv)
Metanol
MeOH OPMeOH
) ) (70 %, viv)
Komina masline i ___ __
Kolin-klorid:limunska kiselina
ChCit OPChCit
(70 %, viv)
LuZnati metanol
MeOH FPCMeOH
(70 %, v/v)
Presana lanena pogaca Luznati kolin-
klorid:urea:glicerol ChUGly FPCChUGIy

(60 %, v/v)
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3.1.2. Kemikalije

-0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, Velika Britanija
-2.2'-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid (AAPH), Acros Organics, New Jersey, SAD
-6-hidroksi-2,5,7,8-tetraetilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Aldrich, Steinheim,

Njemacka

-Dinatrijev hidrogen fosfat, Kemika, Zagreb, RH

-DMEM ( Dulbecco's Modified Eagle's Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley,

Velika Britanija
-Etanol, Kemika, Zagreb, RH

-FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland

-Fluorescein, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

-Glukoza, Kemika, Zagreb, RH

-Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

-Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

-Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, Kemika, Zagreb, RH
-Natrijev hidrogenkarbonat, Kemika, Zagreb, RH
-Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb, RH

-Natrijev klorid, NaCl, Kemika, Zagreb, RH

-MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-

tetrazolium, Promega, SAD

-CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS test), Promega

Corporation, Madison, WI, SAD

‘Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

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

3.1.3. Otopine i puferi
Fosfatni pufer (0,2 M, pH-vrijednost=7)
Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (6,242 g do 200 mL destilirane vode)

Dinatrijev hidrogenfosat (5,687 g do 200 mL destilirane vode)

Destilirana voda do
Otopina AAPH (2,2'-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid)

AAPH
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Fosfatni pufer (0,075 M) do 5mL

Otopina fluoresceina

Ishodna otopina 1: otopiti 15 mg fluoresceina u 100 mL fosfatnog pufera (0,075 M)

Ishodna otopina 2: 100 uL ishodne otopine 1 nadopuniti s 10 mL fosfatnog pufera (0,075 M)
Ishodna otopina 3: 50 pL ishodne otopine 2 nadopuniti s 50 mL fosfatnog pufera (0,075 M)
PBS pufer (pH=7,4)

Natrijev klorid 8,049
Kalijev klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,449
Kalijev dihidrogenfosfat 0,249
Destilirana voda do 1000 mL
0,4% otopina tripan plavo

Boja tripan plavo 0,04 g
PBS pufer 10 mL

3.1.4. Humane stanicne linije

U ovom radu koristene su dvije humane tumorske stani¢ne linije, HeLa i MCF-7 te
jedna normalna stani¢na linija, HEK293T. Navedene stani¢ne linije dobivene su iz American

Type Culture Collection (ATCC).

HeLa je prva humana stani¢na linija, koja je uspostavljena 1952.9. a izolirana je iz
tumora grlica maternice pacijentice Henriette Lacks, odakle potje¢e njeno ime. MCF-7 je
uspostavljen 1973.g. na institutu u Detroitu, a naziv joj potjece od Michigan Cancer
Foundation-7. Rije¢ je o stani¢noj liniji tumora dojke. HEK293T stani¢na linija izvorno
potjeCe iz humanih embrionalnih stanica bubrega, a dobivena je transfekcijom HEK293T

stani¢ne linije u laboratoriju na Stanfordu.

Sve stani¢ne linije pripadaju skupini adherentnih stanica a njihov uzgoj provodi se u
plasti¢nim T-bocama ravnih stijenki. Optimalni uvjeti za uzgoj uklju€uju rast na temperaturi
od 37 °C, i atmosferi koju ¢ine 95 % zraka i 5 % CO». Stanice su odrzavane u
eksponencijalnoj fazi rasta, a medij koriSten za uzgoj je Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), uz dodatak 10 % (v/v) fetalnog govedeg seruma (FBS).
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3.1.5. Uredaji i oprema

- Cary Eclipse Fluorescence Spectrofotometar, VVarian, Mulgrave, Australia

- Citag plo¢a, Tecan, Mannedorf, Svicarska

- Digitalna vaga BAS 31 plus, Boeco, Germany

- Hladnjak (4 °C i - 20°C), Gorenje, Slovenija

- Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

- Komora za sterilni rad, Kambi¢, Slovenija

- Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka

- Muse™ Cell Analyzer (Analizator stani¢nog zdravlja), EMD Milipore Corporation,
Massachusetts, SAD

- Neubauer komorica za brojanje stanica, Reichart Bright_line, Buffalo, NY, SAD

- Petrijeve posude za uzgoj stanica, Thermo Scientific BioLite, SAD

- Ploce s jazicama, Corning, SAD

- Svjetlosni mikroskop Axiostar 1122-100, Carl Zeiss, Njemacka

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva Folin-Ciocalteau (FC) reagensom
Folin-Ciocalteau reagens smjesa je fosfomolibdene i fosfovolframove kiseline koje se
pri oksidaciji polifenola reduciraju u plavo obojani volframov oksid i molibdenov oksid.

Intenzitet nastalog obojenja proporcionalan je udjelu polifenolnih spojeva.

Postupak odredivanja

Pripremljeni ekstrakti razrijede se 50 puta destiliranom vodom. 0,25 mL razrijedenog
uzorka otpipetira se u posebnu epruvetu i doda se 1,25 mL FC reagensa prethodno
razrijedenog 10 puta. Reakcija se odvija 5 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se dodaje
1 mL Na,COs (75 g LY). Slijedi termostatiranje u vodenoj kupelji 5 min pri 50 °C, i brzo
zaustavljanje reakcije u ledenoj kupelji. Apsorbancija se mjeri na UV/VIS spektrofotometru
pri 760 nm (Singleton i sur., 1999.). Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenta galne kiseline
(GAE) na g suhe tvari uzorka (mg GAE g s.t.). Spektrofotometrijske analize provedene su u

tri paralele.
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Izrada bazdarnog dijagrama

Kvantifikacija je provedena metodom vanjskog standarda galne Kkiseline kao
najzastupljenijeg polifenola u komini grozda. Priredi se otopina standarda galne kiseline
koncentracije 500 mg L™ te njena razrjedenja koncentracija 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 i
100 mg L. Izmjerene vrijednosti apsorbancije uzoraka nanesu se na ordinatu koordinatnog
sustava a koncentracije galne kiseline (mg L) nanesu se na apscisu. Pomo¢u ra¢unala nacrta
se bazdarni pravac. Prema dobivenoj jednadzbi pravca izratunava se koncentracija ukupnih

polifenolnih spojeva u ekstraktima.

3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

Princip ORAC metode temelji se na inhibiciji peroksil radikala (ROO-) za koji se kao
izvor koristi AAPH. Peroksil radikal oksidira fluorescein i stvara produkt bez fluorescencije
(smanjenje inteziteta fluorescencije). Dodatkom antioksidansa inhibira se djelovanje radikala i

oksidacijska degradacija fluoresceina S§to uzrokuje sporiji pad fluorescencije (Cao i sur.,

1993).

3.2.2.1. Mjerenje ORAC vrijednosti

ORAC vrijednost (engl. Oxygen radical absorbance capacity) mjeri se
spektrofluorometrijski prema Mazor Joli¢ i sur. (2011). Pri temperaturi od 37 °C uz Aeks.=
485 nm ilem.=520 nm. Uredaj Cary Eclipse Spectrofluorimeter koristio se za mjerenje
fluorescencije. Uzorci se razrijede 600-800 puta. 375 pL uzorka dodaje se u 2250 pL
fluoresceina, termostatira se na 37 °C u vodenoj kupelji. Nakon 30 min dodaje se 375 pL
otopine AAPH i mjeri se promjena intenziteta fluorescencije svaku minutu. Slijepa proba
priprema se na isti nac¢in, ali umjesto uzorka koristi se fosfatni pufer (0,075 mol L?), a kao

standard koristio se Trolox (50 umol L™).
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3.2.2.2. Izracun ORAC-vrijednosti

ORAC-vrijednost racuna se prema formulama:

relativna ORAC-vrijednost= (%) Xkxaxh [1]
TRX™ P
R R R,
AUC=0,5+ (R—j) + (R—i) +..+ (R—l) [2]

Gdje je:
Relativna ORAC-vrijednost (umol Trolox ekvivalenta g uzorka)
AUCy - antioksidacijski kapacitet uzorka
AUCsp - antioksidacijski kapacitet slijepe probe
AUCTrx - antioksidacijski kapacitet Troloxa
k - faktor razrjedenja

a - molarna koncetracija Troloxa

h — Vuzorka [3]

Mkomine

3.2.3. In vitro ispitivanje bioloske aktivnosti ekstrakata nusproizvoda prehrambene industrije

na HeLa, MCF-7 1 HEK293T stani¢noj liniji

3.2.3.1. Uzgoj stanica

Stanice su se ¢uvale u mediju za smrzavanje na -70 °C. Uzgoj stanica zapoceo je
odmrzavanjem ampule sa stanicama (1 mL) u koncentraciji od oko 1x107 stanica mL™ nakon
dega su stanice centrifugirane pri 1000 okretaja min tijekom 3 minute. Supernatant je
uklonjen pipetom a talog, u kojem su se nalazile stanice, je resuspendiran u mediju za uzgoj
koji sadrzi 10 % FBS-a. Stanice su se zatim prebacile u petrijevku, te postavile u inkubator s
reguliranom atmosferom (95 % zraka i 5 % CO», temperatura 37 °C). Stanice su pasazirane
svaka 3-4 dana kako bi se odrzale u eksponencijalnoj fazi rasta a njihov rast pratio se
inverznim mikroskopom. Takoder se pratila i boja medija, jer njena promjena moze ukazivati
na pojavu kontaminacije. Prilikom rukovanja sa stanicama potrebno je odrzavati asepti¢ne

uvjete rada.
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3.2.4. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Postupak odredivanja broja stanica zapocinje uklanjanjem hranjivog medija i zatim
dodavanjem 1 mL prethodno zagrijane otopine tripsina. Posuda sa stanicama se stavlja natrag
u inkubator na oko 3 do 4 minute kako bi se one, djelovanjem tripsina, odvojile od povrSine
za uzgoj. Zaokruzenost stanica predstavlja njihovu odvojenost od podloge a provjerava se pod
inverznim mikroskopom. Odvojenim stanicama dodaje se 1 mL medija (DMEM + 10 % FBS)
kako bi se inaktivirao tripsin, stanice se resuspendiraju i koriste za odredivanje broja stanica u
uzorku. Alikvotu od 20 pL dodaje se 20 pL boje tripan-plavo, koja ¢e obojati samo mrtve
stanice, Cija je membrana oStecena, dok zive stanice ostaju neobojane. Obojena suspenzija
nanosi se na Neubauer-ovu komoricu za brojanje i broj stanica po mL suspenzije stanica

racuna se prema izrazu:

Broj stanica mL! suspenzije=zbroj stanica u 4 kvadrata x 5000 [4]

3.2.5. Odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata nusproizvoda prehrambene industrije na
HelLa, MCF-7 1 HEK293T stani¢ne linije pomo¢u MTS metode

Ucinak pripremljenih ekstrakata na proliferaciju stanica ispitivao se pomoc¢u CellTiter
96@ AQueous One Solution testa, MTS metoda. MTS metoda je kolorimetrijska metoda koja
se koristi najces¢e za pracenje proliferacije stanica 1 analizu citotoksi¢nosti. Princip metoda je
redukcija tetrazolijeve soli MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolij] prilikom cega nastaje produkt smede boje, formazan (slika 5).
Koli¢ina nastalog formazana, tj intenziteta obojenja, proporcionalna je broju Zivih stanica u

uzorku a odreduje se mjerenjem apsorbancije pri 490 nm.

OCHCOOH SO OCH,COOH -
= 3

i ‘{N‘\J' : @N”NO/

"1"‘\. o by
M=M S CH3 =N H g CH.
b I/ ;

L XL
CHa NN ch.

MTS - Farmazan

Slika 5. Struktura tetrazolijeve soli i produkt njene redukcije (formazan)
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HelLa, MCF-7 i HEK293T stani¢ne linije nacijepljene su u ploce s 96 jazica u pocetnoj
koncentraciji od 5x10* stanica mL™. 24h nakon nacijepljivanja stanice su tretirane sa Sest
razli¢itih ekstrakata, koji su prethodno sterilizirani filtracijom kroz filter (pore veli¢ine 0,22
um) a zatim razrijedeni u mediju (nominalni volumni postoci bili su izmedu 0,015 % (v/v) do
10 % (v/v)). Nakon 72 h od tretmana u svaku jazicu se dodalo 10 pL CellTiter 96@ Aqueous
One Solution reagensa. Stanice su inkubirane naredna 4 sata a nakon inkubacije mjerila im se
apsorbancija na 490 nm. PrezZivljenje stanica izrazeno je kao postotak omjera apsorbancije

tretiranih stanica i netretiranih (kontrolnih) stanica, prema izrazu:

srednja vrijednost A4gg(uzorak)

Prezivljenje (%)= [ x 100 [5]

srednja vrijednost A4g9g (kontrola)

3.2.6. Odredivanje tipa stani¢ne smrti primjenom Annexin V & Dead Cell Kit-a

Proto¢na citometrija primjenjena je u ovom radu kako bi se ispitalo uzrokuje li
djelovanje pripremljenih ekstrakata indukciju stani¢ne smrti (primjena MuseTM Annexin &

Dead Cell Kita). Postupak je proveden prema uputama proizvodaca.

Vazan dio stani€nog procesa ¢ini apoptoza, programirana stani¢na smrt. Stanice
reagiraju na specificne signale koji induciraju apoptozu na nacin da pokrecu procese koji
rezultiraju fizioloSkim promjenama. Jedna od tih promjena je translokacija fosfatidil serina
(PS) s unutrasnje strane membrane na povrSinu stanice, proces karakteristiCan za pocetnu fazu
apoptoze. Protein aneksin V specificno se veze na PS na vanjskoj membrani stanice a,
obzirom da je oznaCen fluorescentnim bojama, koristi se za detektiranje apoptoze pomocu
proto¢ne citometrije. Detekcija se odvija najces¢e uz primjenu jo$ jedne boje (kao Sto je npr

propidij jodid) koja se veze na DNA 1 fluorescira u nekroti¢nim stanicama.

Kvantitativna analiza Zivih, apoptoti¢nih i mrtvih stanica tretiranih pripremljenim
ekstraktima obavljena je pomoéu Muse® Cell Analyzer-a (EMD Milipore Corporation,
Massachusetts, USA) koristenjem Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a. Navedeni kit sadrzi
dvije boje — 7-amino aktinomicin D (engl. 7-amino actinomycin D, 7-AAD) i fikoeritrin
(engl. phycoerythrin, PE). 7-AAD se izluCuje iz zdravih stanica i zadrzava u stanicama u

kasnoj apoptozi i mrtvim stanicama (Merck Millipore, 2017). U fazi rane apoptoze aneksin V,
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obiljeZzen fluorescentnom bojom, veze se na fosfatidil-serin na povrsini stani¢ne membrane.

Prema ovoj metodi moguce je razlikovati:

- Zive i zdrave stanice: aneksin V (<) i 7-ADD (-)
- rano apoptoti¢ne stanice: aneksin V (+) i 7-ADD (-)
- kasno apoptoti¢ne stanice: aneksin V (+) i 7-ADD (+)

- mrtve stanice i stani¢ne ostatke: aneksin V (-) i 7-ADD (+)

Postupak odredivanja tipa stani¢ne smrti ukljucuje prikupljanje i adherentnih stanica i
stanica slobodnih u mediju i to 72h nakon tretmana ekstraktima. Stanice su odcentrifugirane
(600 g min™) i resuspendirane u mediju za uzgoj u koncentraciji koja odgovara protokolu
proizvodaca. Zatim se uzeo alikvot suspenzije stanica od 100 uL kojemu se dodao 100 uL
Muse™ Annexin V & Dead Cell reagensa i smjesa se inkubirala na sobnoj temperaturi u
mraku, kroz dvadeset minuta. Stanice su potom analizirane pomocu uredaja Muse® Cell
Analyzer. Svaka koncentracija ispitana je u duplikatu i svaki eksperiment je proveden dva

puta.

3.3. Obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti () uzoraka u skupini:

3L x [6]

n

X

S pripadaju¢im standardnim devijacijama S.D.:

S.D.= /WT""Z [7]

Gdje je n ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢na vrijednost uzoraka.

Statisticka analiza provedena je u programu Statistica 8.1. Razlike izmedu uzoraka su
analizirane ANOVA testom te post hoc Turkey's HSD testom. Statisti¢ki znacajna razlika je

razmatrana na razini p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prehrambena industrija proizvodi znacajan udio organskih nusproizvoda. Iako su
bogati bioaktivnim spojevima, tek male koli¢ine ovih nusproizvoda se prenamjenjuju ili
recikliraju, dok se najveéi dio koristi za kompostiranje ili ¢ak odbacuje u okoli§ gdje moze
uzrokovati probleme. Obzirom na povoljan nutritivni sadrzaj, pozornost industrije pocela se

usmjeravati na iskoriStavanje potencijala nastalih nusproizvoda.

Komina grozda i komina masline sadrze jo§ uvijek veliki udio polifenolnih spojeva te
se ispituje nihova antioksidativna aktivnost. Nusproizvod proizvodnje ulja lana, presana
lanena pogaca, takoder je bogat polifenolnim spojevima - lignanima. Metode ekstrakcije
polifenolnih spojeva iz navedenih nusproizvoda trebaju se bazirati na ,,zelenoj* i odrzivoj
tehnologiji, koja slijedi nacela zelene ekstrakcije (Bosiljkov i sur., 2017; Radosevi¢ i sur.,
2016a). Navedeno se moze posti¢i poboljSavanjem i1 optimizacijom postojeéeg procesa ili
inovacijama u procesima i procedurama koje se koriste. Jedan od principa zelene ekstrakcije

je upotreba alternativnih otapala.

U ovom radu NADES-ovi su se Koristili kao alternativa konvencionalnim uobicajeno
koristenim otapalima, za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz komine grozda, komine masline i
presane lanene pogae. Za pripremu ekstrakata koriSten je i alternativni izvor energije —
ultrazvuk i mikrovalovi, koji su koriSteni pojedina¢no ili simultano. Analizirani ekstrakti
komine grozda pripravljeni su u zakiseljenom etanolu i kolin-klorid:limunskoj kiselini,
ekstrakti komine masline pripravljeni su u metanolu i kolin-klorid:limunskoj kiselini dok je

ekstrakt presane lanene pogace pripravljen u luznatom metanolu i kolin-klorid:urea:glicerolu.

Ukupni polifenolni spojevi odredeni su u rekaciji s Folin-Ciocalteau reagensom uz
galnu kiselinu kao standard. Antioksidacijski kapacitet pripremljenih ekstrakata ispitivao se
spektrofluorimetrijskom ORAC metodom. Bioloska aktivnost ekstrakata ispitivana je na
HEK293T normalnoj stani¢noj liniji te na humanim tumorskim stani¢nim linijjama HeLa i
MCF-7 primjenom MTS kolorimetrijske metode. Koristila se protocna citometrija kako bi se
dodatno ispitala uocena citotoksi¢nost pripravljenih ekstrakata na HeLa i MCF-7 tumorskim

stani¢nim linijama.
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4.1. Ukupni polifenolni spojevi u ekstraktima komine grozda, komine masline i preSane

lanene pogace

Ukupni polifenoli mogu se kvalitativno i kvantitativno odredivati primjenom razli¢itih
metoda. U ovom su radu ukupni polifenolni spojevi u razli¢itim ekstraktima komine grozda,
komine masline i preSane lanene pogace analizirani UV/Vis spektroskopskom metodom s
Folin-Ciocalteau reagensom. Ovisnost koncentracije i1 apsorbancije za galnu Kkiselinu
prikazana je bazdarnim dijagramom (slika 6) a rezultati mjerenja izrazeni SU U mg galne
kiseline po g suhe tvari (s.t.) uzorka i prikazani na slici 7. Vrijednosti polifenolnih spojeva iz
ispitivanih ekstrakata razli¢itih prehrambenih nusproizvoda iznose od 6,99 do 106,93 mg g
s.t. $to ukazuje na veliku varijaciju U iskoriStenju ekstrakcije uporabom razli¢itih otapala.
Takoder, vidljiva je razlika s obzirom na vrstu komine. Najve¢i udio polifenolnih spojeva
ekstrahiran je prirodnim ecutektickim otapalom kolin-klorid:limunska kiselina iz komine
grozda (106,93 + 0,91 mg g s.t.) dok je najmaniji udio polifenolnih spojeva ekstrahiran kolin-

klorida:urea:glicerolom iz presane lanene pogace (1,46 + 0,55 mg g s.t.).
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Slika 6. Bazdarni dijagram galne kiseline
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Slika 7. Maseni udio ukupnih polifenolnih spojeva u ekstraktima komine grozda, komine

masline 1 preSane lanene pogace

Rezultati istrazivanja pokazali su da je viSe ukupnih polifenola iz komine grozda
ekstrahirano s NADES-om u usporedbi sa zakiseljenim etanolom. Takoder, mnogi autori su
svojim istrazivanjima pokazali da je ekstrakcija polifenolnih spojeva ucinkovitija pomocu
DES-ova u odnosnu na konvencionalna otapala (Woo Nam i sur., 2015; Bi i sur., 2013., Dai i
sur., 2013a, Dai i sur., 2013Db).

Istrazivanje Garcie i sur. (2015) pokazalo je bolju ekstrakciju polifenolnih spojeva iz
maslinovog ulja pomo¢u DES-ova u odnosu na klasi¢na otapala (metanol i etanol) dok
rezultati uspjesnosti ekstrakcije u ovom radu pokazuju da je vise polifenola ekstrahirano s
metanolom.

Rezultati ekstrakcije polifenola iz presane lanene pogace s DES-om i metanolom
pokazuju prili¢no niske vrijednosti s tim da je ekstrakcija s metanolom neznatno uspjesnija
(5,50 + 0,52 mg g!) u odnosu na DES (1,46 + 0,55 mg gb).
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4.2. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata komine grozda, komine masline i presane

lanene pogace

Antioksidacijski kapacitet prirodnih spojeva u hrani i bioloskim sustavima moze se
odrediti nizom standardiziranih metoda. One se temelje na razli¢itim mehanizmima djelovanja
antioksidanasa, kao $to su uklanjanje ili inhibicija slobodnih radikala ili keliranja metalnih
iona, koji bi u suprotnom doveli do nastajanja slobodnih radikala. ORAC metoda se smatra
jednom od najboljih metoda za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta, te je upotrijebljena u
ovom radu. Prednosti ove metode su §to se odvija u podrucju fizioloskog pH 1 pri temperaturi
od 37°C te se Koristi peroksil radikal sa redoks potencijalom i reakcijskim mehanizmom

sliénom onome kakav se odvija u naSem organizmu.

ORAC metodom odreden je antioksidacijski kapacitet (AUC) ekstrakata komine
grozda, komine masline i1 preSane lanene pogace. Pracena je inhibicija djelovanja slobodnog
radikala AAPH (2,2'-azobis(2-metilpropionamid) dihidroklorid) na fluorescentni spoj
fluorescein. Rezultati se izrazavaju u ekvivalentima Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-

tetrametilkroman-uglji¢na kiselina), tj. kao pmol TE g s.t., a prikazani su na slici 8.
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Slika 8. Relativne ORAC vrijednosti za analizirane ekstrakte komine grozda, komine masline

i presane lanene pogace. Rezultati su srednja vrijednost £ S.D. (n=3)

Na slici 8 vidljiv je Siroki raspon ORAC-vrijednosti odredenih za polifenolne spojeve
razli¢itih ekstrakata iz razli¢itih nusproizvoda od 351,58 do 2189,97 pumol Trolox ekvivalenta
po g suhe tvari. Najveci antioksidativni kapacitet ima ekstrakt komine grozda u ChCit. Slijede
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etanolni ekstrakt komine grozda, metanolni ekstrakt presane lanene pogace, metanolni
ekstrakt komine masline, ekstrakt komine maslineu ChCit, te presana lanena pogaca u
ChUGlIy s najnizim antioksidacijskim kapacitetom.Usporedujuc¢i relativnu ORAC vrijednost s
udjelom ukupnih polifenola u pripremljenim ekstraktima vidljiva je pozitivna korelacija te se
antioksidacijska aktivnost moze pripisati polifenolnim spojevima (Radosevi¢ i sur., 2016b).
Prema dosadasnjim literaturnim podacima, otapala koja su koristena za pripremu ekstrakata
ne posjeduju antioksidacijsku aktivnost (Nam i sur., 2015; Hayyan i sur., 2015).

4.3. Ucinak ekstrakata komine groZzda, komine masline i preSane lanene pogace na

HelLa, MCF-7 i HEK293T stanicne linije

In vitro testovi koriste se kao testovi odredivanja bioloSke aktivnosti prirodnih
komponenata ili spojeva koji imaju potencijal kao antitumorski lijekovi. Rezultati takvih in
Vitro testova mogu posluziti kao preliminarni rezultati za in vivo ispitivanja i omoguciti bolje
planiranje eksperimenta. Primjenom stani¢nih kultura u kratkom se vremenu moze analizirati
veliki broj tvari u Sirokom rasponu koncentracija, a metoda je jednostavna, brza i jeftina i kao
takva, izvrsna je alternativa in vivo ispitivanjima. Bazalna citotoksi¢nost se najéesce odreduje
kod provodenja in vitro testova, a definirana je kao u¢inak nastao medudjelovanjem ispitivane
tvari i/ili procesa neophodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajednicke svim

stanicama u organizmu.

Provedeno je ispitivanje bioloSke aktivnosti ekstrakata komine grozda, komine
masline i preSane lanene pogace na dvije tumorske stani¢ne linije (HeLa i MCF-7) te jednoj
normalnoj stani¢noj liniji (HEK293T). Ekstrakti su pripremljeni u prirodnim eutektickim
metanola i zakiseljenog etanola, koji se koriste kao konvencionane metode za pripravu biljnih
ekstrakata. HeLa, MCF-7 i HEK293T stanice nacijepljene su u plo¢e s 96 jazica, a pocetna
koncentracija iznosila je 5 x 10* stanica mL™. Nakon 24h stanice su izlozene pripremljenim
ekstraktima u razli¢itim volumnim udjelima od 0,015 % (v/v) do 10 % (v/v), a nakon 72h je
odredena vijabilnost stanica MTS metodom. Postotak prezivljenja izraZzen je u odnosu na
kontrolne, netretirane stanice. Rezultati testova citotksi¢nosti na HeLa, MCF-7 i HEK293T

stanicama prikazani su na slikama 9-14.
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Slika 9. Utjecaj ekstrakta komine grozda u zakiseljenom etanolu (GPEtOH) na HEK293T,
MCF-7 1 HeLa stanic¢ne linije

Iz rezultata prikazanih na slici 9 moze se uoditi da ekstrakt komine grozda dobiven
ekstrakcijom u zakiseljenom etanolu nema inhibitorni u¢inak na proliferaciju HEK293T i
MCF-7 stani¢ne linije, dok na HeLa stani¢nu liniju ima izraZeni inhibitorni u¢inak i to ve¢ pri

volumnom postotku od 2,5 % (V/v).
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Slika 10. Utjecaj ekstrakta komine grozda u eutektickom otapalu kolin-klorid:limunska

kiselina (GPChCit) na HEK293T, MCF-7 i HeLa stani¢ne linije

Na temelju rezultata prikazanih na slici 10 moze se uociti da ekstrakt komine grozda
pripravljen u eutektickom otapalu ChCit ima jak inhibitorni u¢inak na proliferaciju sve tri

stani¢ne linije. Inhibitorni uc¢inak primijecen je ve¢ pri koncentraciji ekstrakta od 2,5 % (v/v).
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Slika 11. Utjecaj ekstrakta komine masline u metanolu (OPMeOH) na HEK293T, MCF-7 i
HelLa stani¢ne linije

Ekstrakt komine masline u metanolu prikazan na slici 11 prikazuje inhibitorni u¢inak
na sve tri stani¢ne linije. Moze se primijetiti da HEK293T ima vece prezivljenje u odnosu na
MCF-7 1 HeLa. Inhibitorni u¢inak na MCF-7 raste pove¢anjem volumnog postotka ekstrakta,

dok na HeLa ima inhibitorni u¢inak tek pri volumnom postotku > 7,5 % (v/v).
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Slika 12. Utjecaj ekstrakta komine masline u eutektickom otapalu kolin-klorid:limunska
kiselina (OPChCIT) na HEK293T, MCF-7 i HeLa stani¢ne linije

Iz rezultata prikazanih na slici 12 moze se uoCiti da ekstrakt komine masline

pripravljen u eutektickom otapalu ChCit ima slican i jak citotoksi¢ni u¢inak na sve tri stani¢ne
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linijje a tim da je najveci postotak inhibicije zabiljeZzen kod HeLa stanica tretiranih s 10 %

(v/v). HEK293T ima najbolje prezivljenje pri najve¢em volumnom postotku.
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Slika 13. Utjecaj ekstrakta preSane lanene pogace u metanolu (FPCMeOH) na HEK293T,
MCF-7 1 HeLa stanic¢ne linije

Na temelju rezultata prikazanih na slici 13 vidljivo je da ekstrakt preSane lanene
pogace dobiven primjenom luznatog metanola nema inhibitoran ucinak na HelLa stani¢nu

liniju. Moze se primijetiti inhibitoran uc¢inak na MCF-7 i HEK293T stani¢ne linije.
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Slika 14. Utjecaj ekstrakta presane lanene pogace u eutektiCkom otapalu kolin-

klorid:urea:glicerol (FPCChUGIy) na HEK293T, MCF-7 i HeLa stani¢ne linije
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Rezultati dobiveni ispitivanjem ekstrakta FPCChUGIy prikazani na slici 14 pokazuju
slabiji inhibitorni u¢inak na HEK293T i MCF-7, dok je jaki inhibitorni u¢inak primijeé¢en na

HeLa stani¢noj liniji.

Na slikama 9, 11 i 13 razli¢iti ekstrakti pripremljeni su uporabom metanola i
zakiseljenog etanola, koji se koriste kao konvencionalne metode priprave biljnih ekstrakata.
Na slici 9 moze se primijetiti da ekstrakti komine grozda pripremljeni u zakiseljenom etanolu
ne pokazuju znaCajan inhibitorni uéinak na MCF-7 i HEK293T stani¢ne linije, dok je
citotoksi¢ni ucinak primijeCen na HeLa stani¢noj liniji. Nasuprot tome, ekstrakt masline
pripremljen u metanolu pokazuje inhibitorni uc¢inak na sve tri stani¢ne linije (slika 11), dok se
na slici 13 moze uociti da ekstrakt preSane lanene pogafe nema ucinak na Hela stani¢nu

liniju, 1 pokazuje inhibitorni u€inak na preostale dvije stanic¢ne linije.

Slike 10, 12 i 14 pokazuju ucinak ekstrakata komine grozda, komine masline i preSane
lanene pogace pripravljenih pomocu eutektickih otapala i na svim slikama moze se primjetiti
inhibitorni u¢inak na sve tri stani¢ne linije. Najjaci citotoksi¢ni ucinak na sve tri linije
primijeCen je pri djelovanju ekstrakta komine grozda u kolin-klorid:limunskoj kiselini.
Citotoksicni u¢inak DES-ova ispitan je u prethodno spomenutom radu RadoSevi¢ i sur.
(2015). Od tri ispitana DES-ova, jedan je pokazao citotoksi¢nost, stoga bi se u buduéim

istrazivanjima trebali ispitati u¢inci DES-0va na stanice.

Istrazivanjem citotoksi¢nosti ekstrakata pokoZzice grozda pripremljenih pomocu
NADES-ova (kolin-klorid:glukoza, kolin-klorid:fruktoza, kolin-klorid:ksiloza, kolin-
klorid:glicerol i kolin-klorid:jabu¢na kiselina) i konvencionalnim otapalom metanola (70 %,
v/V) u radu Radosevi¢ i sur. (2016b) uocen je inhibitorni uéinak Cetiri pripremljena ekstrakta
(kolin-klorid:glukoza, kolin-klorid:fruktoza, kolin-klorid:ksiloza i kolin-klorid:jabu¢na
kiselina) na HeLa i MCF-7 stani¢ne linije pri koncentraciji od 2000 mg L. Citotoksi¢ni
ucinak na tumorske stani¢ne linije veéi je u ekstraktima pripremljenima s eutektickim
otapalima nego s konvencionalnim otapalom. Sukladno tome i u ovom radu je dokazana veca
citotoksi¢nost humanih tumorskih stani¢nih linija tretiranih ekstraktima komine grozda

pripravljenog u eutektickom otapalu (Slika 10).

Lozano-Sanchez i sur.,, (2010) u svojem su radu pokazali kako povecanje
citotoksicnosti ovisi o rastu¢oj volumnoj koncentraciji ekstrakta komine masline a sli¢ni

rezultati dobiveni su i u ovom radu. Inhibitorni uc¢inak metanolnog ekstrakta (slika 11) i
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ckstrakta u eutektiCkom otapalu (slika 12) raste porastom volumnom postotka ekstrakta.
Prezivljenje stanica tretiranih S oba pripremljena ekstrakta komine masline veée je kod
HEK293T stanica, u odnosu na humane tumorske stani¢ne linije HeLa i MCF-7, §to ukazuje

na antitumorski uéinak pripravljenih ekstrakata (slika 11-12).

Ispitivanje ucinka bioaktivnih komponenata iz lana na humane tumorske stanicne
linije pokazalo je inhibitorni u¢inak na proliferaciju MCF-7 stanica tek pri koncentracijama
anhidrosekoizolarikirezinola izoliranog iz lanene pogace od 34,44 mg L (Lehraiki i sur.,
2010). Nasuprot tome, u ovom radu uocen je inhibitorni u¢inak pri nizim koncentracijama na
humane normalnu i tumorske stanicne linije djelovanjem ekstrakta presane lanene pogace
pripremljenog pomocu eutektiCkog otapala s najvecim citotoksi¢nim ucinkom na Hela
stani¢nu liniju pri najvisem volumnom postotku od 10 % (v/v) (tj. 5 mg L?) (slika 14). S
druge strane, metanolni ekstrakt pogace lana ne pokazuje inhibitorni u¢inak na HeLa stani¢nu
liniju (slika 13).

4.4. U¢inak ekstrakata komine groZzda, komine masline i preSane lanene pogace na

tumorske HeLa i MCF-7 stanic¢ne linije odreden protoénom citometrijom

ZapaZeni citotoksi¢ni ucinak ekstrakata komine grozda, komine masline i preSane
lanene pogace moze biti posljedica njihovog utjecaja na razliite stani€ne procese, a
smanjenje prezivljenja tretiranih stanica najceS¢e je posljedica indukcije stani¢ne smrti ili
inhibicije proliferacije. U ovom radu provedena je kvantitativna analiza apoptoti¢nih i mrtvih
stanica (na tumorskim HeLa i MCF-7 stani¢nim linijama) tretiranih navedenim ekstraktima
pomoc¢u Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a.

Stanice su uzgojene te nakon 24 sata tretirane razli¢itim ekstraktima. Iz suspenzije
stanica pripremljenih prema protokolu proizvodaca, uzme se 100uL alikvota te mu se doda
100uL ™ Annexin V & Dead Cell Kit reagensa, a zatim se inkubira 20 minuta u prostoru
zasticenom od svjetla. Na Muse uredaju postave se parametri analize s negativnom i
pozitivnom kontrolom, a zatim se analiziraju pojedina¢ni uzorci. Rezultati su vidljivi kao
,»dot-plot* dijagrami, a parametri mjerenja su postavljeni tako da je moguce razlikovati Cetiri
populacije stanica unutar uzorka (Zive, rano apoptoti¢ne, kasno apoptoticne/mrtve te mrtve

stanice).
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Slika 15. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢énih/mrtvih stanica te

ukupno apoptoticnih MCF-7 stanica nakon tretmana GPEtOH, GPChCit, OPMeOH,
OPChCit, FPCMeOH i FPCChUGIy
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Slika 16. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptotiénih/mrtvih stanica te
ukupno apoptoti¢nih HeLa stanica nakon tretmana GPEtOH, GPChCit, OPMeOH, OPChCit,
FPCMeOH i FPCChUGIy

Na slici 15 prikazani su rezultati mjerenja postotka zivih stanica, stanica U ranoj
apoptozi, kasno apoptoti¢nih/mrtvih stanica te ukupno apoptoticnih MCF-7 stanica nakon
tretmana ekstraktima komine grozde pripavljenih u zakiseljenom etanolu i eutektickom
otapalu kolin-klorid:limunskoj kiselini, ekstraktima komine masline pripravljenih u metanolu
i eutektickom otapalu kolin-klorid:limunskoj kiselini te ekstraktima preSane lanene pogace
pripravljenih u luznatom metanolu i eutektickom otapalu kolin-klorid:urea:glicerolu. Uocena
je mala razlika u postotku zivih stanica tretiranih ekstraktima u odnosu na kontrolne MCF-7
stanice za sve osim za stanice tretirane GPEtOH koje pokazuju znacajno manji postotak zivih
stanica. MCF-7 stanice tretirane GPEtOH takoder pokazuju znacajno veci postotak kasno
apoptoti¢nih/mrtvih te ukupno apoptoti¢nih stanica u odnose na stanice tretirane drugim
ekstraktima. Postotak kasno apoptoti¢nih/mrtvih i ukupno apoptoti¢nih stanica tretiranih sa

OPMeOH i FPCMeOH nesto je veci od stanica tretiranih drugim ekstraktima.
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Slika 16 prikazuje postotak zivih stanica, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢nih/mrtvih
stanica te ukupno apoptoticnih HeLa stanica nakon tretmana ekstraktima komine grozde
pripavljenih u zakiseljenom etanolu i eutektickom otapalu kolin-klorid:limunskoj kiselini,
ekstraktima komine masline pripravljenin u metanolu i eutektickom otapalu kolin-
klorid:limunskoj kiselini te ekstraktima preSane lanene pogace pripravljenih u luznatom
metanolu i eutektickom otapalu kolin-klorid:urea:glicerolu. Za sve je uzorke, osim one
tretirane GPEtOH-om, uocena je mala razlika u postotku zivih stanica u odnosu na kontrolne
HeLa stanice. Stanice tretirane GPEtOH pokazuju znacajno nizi postotak Zzivih stanica,
znacajno visi postotak kasno apoptoticnih/mrtvih stanica te ukupno apoptoti¢nih stanica.
Postotak kasno apoptoti¢nih/mrtvih te ukupno apoptoti¢nih stanica nesto je visi za stanice

tretirane FPCMeOH-om i FPCChUGIy-om.

Istrazivanja su pokazala da polifenoli inhibitorno utjecu na rast kancerogenih stanica
tako $to induciraju apoptozu u mnogim tumorskim stani¢nim linijama (Ramos i sur., 2005;
Ramos, 2007). U skladu s tim, etanolni ekstrakt komine grozda pokazuje znac¢ajno manji
postotak zivih stanica, odnosno znacajno veéi postotak kasno apoptoti¢nih/mrtvih i ukupnih
mrtvih stanica. Leouifoudi i sur. (2014) svojim istrazivanjem dokazali su da komina masline
znaajno inducira apoptozu tumorske stanicne linijje. U ovom radu nije primjecen takav
ucinak, te je postotak Zivih stanica neznatno manji ili veci od kontrole (slika 15-16). Buduci
da rezultati analize tipa stani¢ne smrti ne prate rezultate citotoksi¢nosti ispitanih ekstrakata te
se ne mogu dovesti u korelaciju s odredenim ukupnim polifenolima 1 antioksidacijskim
potencijalom istih, potrebna su daljnja ispitivanja. Naime, zapaZena citotoksi¢nost moZe biti
posljedica zastoja u stanicnom ciklusu ili djelovanja na neki drugi stani¢ni proces, Sto ¢e

svakako biti predmet nasih daljnjih istrazivanja.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva iz nusproizvoda prehrambene industrije provela se u
ultrazvu¢nom-mikrovalnom reaktoru uz primjenu kovnecionalnih otapala metanola,
luznatog metanola i zakiseljenog etanola, te primjenom NADES-a koji su se pokazali
kao obecavajuéa alternativa konvencionalnim otapalima s obzirom na ekstrakciju
ukupnih polifenolnih spojeva.

2. Antioksidacijski kapacitet izoliranih polifenolnih spojeva ispitan ORAC metodom u
korelaciji je s ukupnim polifenolnim spojevima, a najveéi maseni udio ukupnih
polifenola (106,93 + 1,82 mg g}) te najvisu ORAC vrijednost (2189,97 + 15,07 pumol
Trolox ekvivalenta g*! s.t.) pokazao je ekstrakt komine grozda pripravljen u
eutekti¢ckom otapalu kolin-klorid:limunska kiselina.

3. Prezivljenje stanica tretiranih ekstraktom komine masline u metanolu i ekstraktom
komine masline u eutektickom otapalu ChCit vece je kod HEK293T stanica, u odnosu
na humane tumorske stani¢ne linije HeLa 1 MCF-7, §to ukazuje na antitumorski
ucinak pripravljenih ekstrakata.

4. U ekstraktu komine grozda pripremljenom zakiseljenim etanolom uocena je indukcija
apoptoze na humane tumorske linije HeLa i MCF-7 koja je u skladu sa zapazenim
inhibitornim u€inkom na humane tumorske stani¢ne linije, no za ostale ekstrakte to

nije uoceno.
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