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1. UVOD

Posljednjih desetlje¢a antioksidansi pobuduju velik interes, veéinom zbog novih
saznanja o njihovom preventivnom djelovanju na razliite poremecaje uzrokovane
oksidativnim stresom S$to ukljucuje 1 kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti, starenje i
odredene tipove raka. Za potrebe njihove ucinkovite upotrebe u ocuvanju zdravlja putem
primjene u prehrani i proizvodnji hrane, farmaceutskoj te kozmetickoj industriji, potrebno je
dobro poznavanje mehanizama antioksidacijskog djelovanja (Fabre i sur., 2015). Poznato je
da je konzumacija voca i povrca, zbog velikog udjela bioaktivnih spojeva s antioksidacijskim
djelovanjem, povezana sa smanjenjem rizika od razvoja kroniénih bolesti. Medutim,
ispitivanja pojedinac¢nih bioaktivnih spojeva s antioksidacijskim djelovanjem ne pokazuju
dosljedne rezultate preventivnog djelovanja kao Sto to pokazuju fitokemijski ekstrakti
dobiveni iz voca i povr€a. Brojna takva ispitivanja dovela su do saznanja da je za znacajno
antioksidacijsko 1 antikancerogeno djelovanje voca 1 povréa odgovorno aditivno i
sinergisticko medudjelovanje prisutnih fitokemikalija. Upravo zbog ovog efekta dokazano je
kako nijedan pojedina¢ni antioksidans, kao dodatak prehrani, ne moze imati jednako
djelotvoran ucinak kao kombinacija bioaktivnih spojeva prisutnih u nekom biljnom supstratu
(Liu, 2004). Cilj mnogih znanstvenih istrazivanja te farmaceutskih industrija stoga je postici
Sto bolje ucinke koriste¢i §to manje koncentracije spojeva, 1 u tu svrhu istrazuju se
kombinacije spojeva s najboljim sinergistickim djelovanjem. Posljednjih godina, velika
pozornost znanstvenika pridana je skupini polifenolnih spojeva zbog njihovih iznimnih
antioksidacijskih karakteristika te potencijalne primjene u lije¢enju razli¢itih bolesti, primjene
u kozmetickim formulacijama protiv starenja ili u nutraceuti¢kim formulacijama. Velika
prepreka pri koristenju vecine polifenolnih spojeva su niska topljivost u vodi, Sto rezultira
slabijom bioraspolozivosti nakon konzumacije, gorak i opor okus koji ogranicava njihovu
uporabu u hrani ili oralnim lijekovima, podloznost oksidaciji i degradaciji te interakcijama s
drugim prisutnim komponentama u hrani. Kako bi se premostili ti nedostaci i poboljsala
funkcionalna svojstva polifenolnih i drugih bioaktivnih spojeva primjenjuju se tehnike mikro-
I nanoinkapsulacije. Inkapsulacija bioaktivnih spojeva i nutraceutika omoguéuje ciljanu
isporuku do mijesta njihovog djelovanja te kontrolirano, postupno otpustanje spojeva S$to
pridonosi povecanju bioraspolozivosti i biodostupnosti tih spojeva (Munin i Edwards-Lévy,
2011; Augustin i Sanguansri, 2015).



Cilj ovog rada je primjenom in vitro metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
putem neutralizacije odn. ,,gasenja“ slobodnih radikala (ABTS i DPPH metode) te metoda na
bioloskim stanicnim modelima ispitati antioksidacijski kapacitet pojedinac¢nih bioaktivnih
spojeva te formulacijom razli¢itih kombinacija tih spojeva proizvesti njihove mjeSavine kako
bi se utvrdilo postojanje sinergistickog antioksidacijskog ucinka. U tu svrhu, u ovom radu
ispitat ¢e se antioksidacijska svojstva polifenolnog spoja kvercetina, askorbinske kiseline i
aminokiselina lizina i karnitina, te njihovih medusobnih kombinacija. Nakon formuliranja
najucinkovitijih mjesavina, provesti ¢e se inkapsulacija formulirane mjeSavine u razlicite
sustave nosaca te usporediti njithova ucinkovitost u inkapsuliranom obliku sa

neinkapsuliranim mjeSavinama na bioloskim stani¢nim modelima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NUTRACEUTICI

Nutraceutik je svaka tvar koja je hrana (ili dio hrane) ¢ijim se unosom u organizam
postizu medicinske ili zdravstvene pogodnosti ukljucujuci prevenciju ili lijeenje bolesti. To
su proizvodi koji se mogu naci u raznovrsnim oblicima kao prociSéeni 1 koncentrirani
nutrijenti, dodaci prehrani, biljni proizvodi ili prirodne komponente biljaka i preradena hrana
poput zitarica, juha i pi¢a (DeFelice, 1995). Izvori hrane koji se koriste kao nutraceutici su
prirodni i mogu se kategorizirati kao:

e Prehrambena vlakna

e Probiotici

e Prebiotici

e Polinezasi¢ene masne kiseline

e Vitamini antioksidansi

e Polifenoli

e Zacini (Chauhan i sur., 2013).

Istrazivanja u posljednjih nekoliko desetlje¢a pruzila su opsezne dokaze o velikoj
svestranosti nutraceutika i brojnih ciljeva koje ih ¢ine grupom spojeva s velikim potencijalom
da se pocnu koristiti kao antikancerogeni agensi (Arora i Jaglan, 2016). Uz potencijalne
antikancerogene ucinke, nutraceutici iskazuju 1 brojne terapeutske ucinke spreCavajuci
debljanje, nastanak kardiovaskularnih bolesti, djeluju¢i antidijabeti¢ki, poboljsavajuci
imunitet, a ¢esto imaju prirodno antioksidacijsko i protuupalno djelovanje (Kuppusamy i sur.,
2014).

Veliki broj nutraceutika diljem svijeta istraZuje se za prevenciju raka, medutim vec¢ina njih
je slabo topljiva u vodenom mediju, imaju slabu permeabilnost $to posljedi¢no vodi do slabe
biodostupnosti u ljudi (Arora i Jaglan, 2016). Takoder, na biodostupnost nutraceutika osim
topljivosti u vodi utjeCe i njegova stabilnost u gastrointestinalnom sustavu, podloznost
biotransformaciji u jetri prije nego dospije do krvi oralnim putem (Ratnam i sur., 2006) te
promjene do kojih moze do¢i u crijevima gdje se veliki broj nutraceutika razgradi
djelovanjem crijevne mikroflore, te se apsorbiraju njihovi metaboliti koji Cesto pokazuju

slabije biolosko djelovanje.



2.2. MEHANIZMI DJELOVANJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Nutraceutici sprjecavaju pojavu raka preko nekoliko mehanizama poput inhibicije
stani¢ne proliferacije i diferencijacije, inhibicije efluks transportera poput BCRP proteina, P-
glikoproteina (P-gp), MRP proteina ili smanjujuci toksi¢nost kemoterapeutskih lijekova
(Arora i Jaglan, 2016). Dosadasnje studije pokazale su da fitokemikalije iz voca i povréa
mogu imati komplementarne i preklapaju¢e mehanizme djelovanja:

e antioksidativna aktivnost i vezanje slobodnih radikala;

e regulacija ekspresije gena kod stani¢ne proliferacije, diferencijacije onkogena i

tumor supresor gena;

¢ indukcija zaustavljanja stani¢nog ciklusa i apoptoze;

e modulacija enzimskih aktivnosti u detoksikaciji, oksidaciji i redukciji;

e stimulacija imunoloSkog sustava;

e regulacija hormonalnog metabolizma;

e antibakterijski i virusni ucinci (Liu, 2004).

2.2.1. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali i drugi kisikovi reaktivni spojevi nastaju kao produkti normalnih
esencijalnih metabolickih procesa u ljudskom tijelu ili egzogeni putem zrafenja, ozona,
cigareta, zagadivaca zraka i1 industrijskih kemikalija (Bagchi 1 Puri, 1998). Najvazniji
slobodni radikali s kisikom su hidroksil radikal (OHe), superoksidni anion radikal (O2¢),
vodikov peroksid (H,0.), atomarni kisik (*O,), hipoklorit (OCls), radikal dusikovog (II)
oksida (NO¢) i peroksinitrit radikal (ONOQO"). To su vrlo reaktivne vrste spojeva, koje mogu
ostetiti bioloski znac¢ajne molekule poput DNA, proteina, ugljikohidrata i lipida u jezgri i
membranama stanica (Young i Woodside, 2001).

U normalnim uvjetima postoji ravnoteZza izmedu nastanka slobodnih radikala i
endogenih antioksidacijskih obrambenih mehanizama. Neravnoteza dovodi do oksidativnog
stresa uslijed pretjeranog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) ili poremecaja razine
antioksidansa. Stanje oksidativnog stresa moZe uzrokovati oste¢enja stani¢nih 1 vanstani¢nih

komponenti stanica i dovesti do stani¢ne smrti (Sen, 1995).



2.2.2. Antioksidansi

Antioksidansi imaju fiziolosku ulogu u prevenciji oSte¢enja stanicnih komponenti
uslijed kemijskih reakcija slobodnih radikala. Glavni mehanizmi koje antioksidansi pokazuju
ukljucuju redukciju metala poput Zeljeza i bakra, hvatanje slobodnih radikala doniranjem
elektrona ili protona, kreiranje kompleksa s metalnim prooksidansima (keliranje metala),
vezanje singletnog kisika te stimuliranje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Predlozena su 2
mehanizma djelovanja antioksidansa. Prvi je mehanizam razbijanja lanca prema kojem
primarni antioksidans donira elektron slobodnom radikalu prisuthom u sustavu. Drugi
mehanizam ukljucuje uklanjanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i reaktivnih dusikovih
vrsta (NOS) uklanjajuéi katalizator koji zapocinje lan¢anu reakciju (Lobo i sur., 2010; Sahari i
Ardestani, 2014).

Prema prirodi antioksidansi se mogu podijeliti u dvije velike kategorije, enzimske i ne-
enzimske antioksidanse. Neki od njih proizvode se endogenim putem (enzimi,
niskomolekularni antioksidansi i enzimski kofaktori), dok se ne-enzimski antioksidansi unose
putem prehrane. Prehrambeni antioksidansi mogu se podijeliti u razlicite razrede, od kojih su
polifenoli, koji obuhvacaju fenolne Kkiseline i flavonoide, najve¢i razred. Ostali razredi
prehrambenih antioksidansa uklju¢uju vitamine, karotenoide, organosulfatne spojeve i

minerale (Slika 1) (Bunaciu i sur., 2015).

[ANTIOKSIDANSI }

Enzimski Ne-enzimski
antioksidansi | antioksidansi

imarni enzimi Minerali ( _ Vitamini c
Primarni enzimi cink, selen vitamin A, vitamin C,
SOD, katalaze, vitamin E, vitamin K
glutation peroksidaze
( )
Karotenoidi Organosumporni
Sekundarni enzimi ) J-karoten, likopen, spojevi
glutation reduktaze lutein, zeaksantin alicin, indoli
glukoza-6- fosfat
dehidrogenaze ) Niskomolekularni Kofaktori
antioksidansi antioksidans
glutation, urinska koenzim Q10
-—

kiselina

Polifenoli I

Slika 1. Podjela antioksidansa (prema Bunaciu i sur., 2015)



2.3. POLIFENOLI

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti ¢ija je uloga obrana od ultraljubicastog
zracenja te razliCitih patogena i do sada ih je identificirano preko 8000 u razlicitim biljnim
vrstama. Fenilalanin je zajednicki intermedijar a Sikiminska kiselina blizi prekursor svih
biljnih fenolnih spojeva. S obzirom na broj fenolnih prstenova i na temelju strukturnih
elemenata koji ih povezuju, polifenoli se mogu podijeliti na fenolne kiseline, flavonoide,
stilibene i lignane (Pandey i Rizvi, 2009). S obzirom na njihovu sveprisutnost u svim biljnim
dijelovima, polifenoli su sastavni dio ljudske prehrane, a njihova velika zastupljenost u hrani
biljnog podrijetla (voce, povrée, zitarice, masline, mahunarke, ¢okolada itd.) i napitcima (¢aj,
kava, pivo, vino itd.) odgovorna je i za cjelokupna organolepticka svojstva biljne hrane (Dai i
Mumper, 2010).

Svojstvo polifenola da doniraju vodik odgovorno je za sprjeCavanje nastanka
slobodnih radikala. Nakon §to polifenol donira vodikov atom, nastaje polifenolni radikal koji
je manje reaktivan od prvog zbog intramolekulske stabilizacije (Kazazi¢, 2004).
Antioksidacijski u¢inak polifenola ocituje se i u njithovoj sposobnosti keliranja potencijalnih
prooksidativnih metalnih iona kao §to su Fe**, Cu®* i AP** vezanjem na hidroksilnu i ili
karboksilnu skupinu (Munin i Edwards-Lévy, 2011). Keliranjem ovih iona sprjecavaju
odvijanje Fentonove reakcije koja generira slobodne radikale. Fentonova reakcija je reakcija
vodikovog peroksida s reduciranim Zeljezom ili bakrom pri ¢emu nastaje hidroksilni radikal
(Kazazi¢, 2004). Generalno, fenolni spojevi pri niskim koncentracijama pokazuju
antioksidacijska svojstva te s povecanjem koncentracije pocinju pokazivati prooksidacijska
svojstva, dok pri jo§ vecim koncentracijama ponovno pokazuju antioksidacijska svojstva
(Sahari i Ardestani, 2014).

Medutim, unato¢ pozeljnom antioksidacijskom djelovanju, polifenolni spojevi pod
odredenim uvjetima (visoka koncentracija fenolnog antioksidansa, visok pH, prisutnost
zeljeza) mogu inicirati auto-oksidacijske procese te pritom mogu djelovati kao prooksidansi.
Oksidacijom polifenola nastaju Stetni spojevi poput Oze, H,O, i kompleksne smjese
semikinona i kinona (Halliwell, 2008).

Najistrazivanije i najzastupljenije polifenole u prehrani ¢ine flavonoidi. Njihova se
struktura sastoji od dva aromatska prstena povezana s tri atoma ugljika Kkoji zatvaraju
heterociklicki prsten. S obzirom na oksidacijsko stanje centralnog aromatskog prstena,
flavonoidi se mogu podijeliti u Sest podgrupa:

e flavoni



e flavanoli

e flavonoli
e flavanoni
e izoflavoni

e antocijani (Dai i Mumper, 2010).

Razni flavonoidi pokazali su pozitivno djelovanje na prevenciju i odgodu razli¢itih
kroni¢ni i degenerativnih bolesti poput raka, kardiovaskularnih bolesti, artritisa, starenja,
gubitka pamcéenja, mozdanog udara, Alzheimerove bolesti, upala i infekcija (Sen i
Chakraborty, 2011). Bioraspolozivost flavonoida odredena je razliCitim faktorima koji
ukljucuju Seéerni dio fenolnog spoja i daljnji metabolizam putem crijevne mikroflore, $to
pokazuje da razli¢ite grupe flavonoida mogu imati drugacija farmakokineticka svojstva (Sak,
2014).

Flavonoidi djeluju kao antioksidansi na viSe nac¢ina od kojih su hvatanje slobodnih
radikala i prekidanje lancane reakcije slobodnog radikala najvazniji mehanizmi. Takoder, kod
flavonoida je primijeen sinergisticki u¢inak u kombinaciji s drugim fizioloskim
antioksidansima poput vitamina C ili vitamina E. Primijeceno je da askorbinska kiselina

djeluje na povecanje antiproliferativnog ucinka kvercetina (Kazazi¢ 2004).

Najzastupljeniji polifenoli u nasoj prehrani ne moraju nuzno biti oni s oni s najboljim
bioraspolozivim profilom. Stoga, nije toliko bitno znati zastupljenost pojedinog spoja u
odredenoj hrani i dodacima prehrani ve¢ je bitnije znati kolika koli¢ina je bioraspoloziva.
Premda odredeni spoj ima jake antioksidacijske ili druge bioloske aktivnosti in vitro, ako spoj
ne dode do ciljnih tkiva njegova bioloska aktivnost in vivo je vrlo mala (D'Archivio i sur.,
2010).

2.4. KVERCETIN

Kvercetin (Slika 2) je glavni predstavnik flavonola u ljudskoj prehrani buduci da se
nalazi u raznovrsnom vocu, povréu, napitcima, sjemenkama i oraSastim plodovima.
Najzastupljeniji je u luku (0,3 mg g™ svjezeg luka) i &aju (10-25 mgL™). Iz tog razloga, danas
je jedan od najistrazivanijih fenolnih spojeva. Kvercetin je aglikon, §to znaci da nema vezanu

SeCernu skupinu. Kvercetin karakterizira zarko zuta boja, a u Cistom stanju pojavljuje se u



obliku iglic¢astih kristala. Gotovo je netopljiv u hladnoj vodi, u toploj vodi je slabo topljiv, a
lako se otapa u alkoholima i lipidima. U hrani se pretezno nalazi u obliku glikozida kojih je
do danas identificirano vise od 170, od kojih su najzastupljeniji O-glikozidi sa D-glukozom.
Kvercetin-glikozid nastaje vezanjem glikozilne skupine (SeCer poput glukoze, ramnoze ili
rutinoze) umjesto jedne od OH skupina kvercetina (najéeS¢e na poziciji 3). Ovisno o
prisutnosti glikozilne skupine mijenja se topljivost u vodi odnosno dolazi do poveéanja

topljivosti u odnosu na aglikon kvercetina (Sak, 2013; Li i sur., 2016).

Slika 2. Kemijska struktura kvercetina (Lemanska i sur., 2001)

Unos kvercetina znatno varira, ovisno o konzumaciji namirnica bogatih ovim spojem,
te varira izmedu 5 i 40 mg po danu (Mojzer i sur., 2016). Nakon unosa, koncentracija u
ljudskoj plazmi krec¢e se u mikromolarnom rasponu 0,5-1,5 uM (Sak, 2013).

Zbog svoje potencijalne koristi za dobrobit ljudskog zdravlja, kvercetin je privlacan za
koriStenje kao nutraceutski sastojak u hrani i farmaceutskoj industriji. Njegova se stabilnost
opsezno istrazuje kako bi se ispitale njegove kemijske promjene tijekom procesiranja i
skladiStenja hrane. Medutim, njegova kemijska nestabilnost, slaba topljivost u vodi (0,01 gL
') te time i slaba bioraspoloZivost otezavaju primjenu kvercetina kao takvog u hrani i

farmaceutskoj industriji (Cai i sur., 2013; Gao i sur., 2011).

2.4.1. Apsorpcija i metabolizam kvercetina

Kvercetin se, nakon unosa, oslobada iz hrane ve¢ u usnoj Supljini gdje stupa u

interakciju s proteinima iz sline pri ¢emu se formiraju kvercetin-protein binarni agregati

(Manach i sur., 2004) koji ne mijenjaju znatno apsorpciju kvercetina (Cai i Bennick, 2006).



U Zelucu se zbog vrlo niskog pH 1 djelovanja bakterija kvercetin moze razgraditi do fenolnih
kiselina (Weldin i sur., 2003) koje se mogu apsorbirati u zelucu (Wang i sur., 2016) za razliku
od kvercetin aglikona i kvercetin-glikozida koji se ne apsorbiraju u zelucu (Crespy i sur.,
2002). Dospije¢em u tanko crijevo kvercetin-aglikon podlijeze glukuronidaciji i metilaciji, a
kvercetin glikozidi se deglikoziliraju do kvercetin-aglikona uz pomo¢ crijevne mikroflore
(Nemeth i sur., 2003). Nastali kvercetin-aglikon se dalje metabolizira do glukuronidiranih i
sulfatiranih derivata. Nastali derivati kvercetina transportiraju se do jetre gdje se nastavlja
metilacija, sulfatacija i glukuronidacija (Spencer, 2003). Metaboliti nastali u jetri ulaze u
cirkulaciju ili se izluCuju putem zuci (Arts is sur., 2004). Medutim, potrebno je bolje istraziti
potencijalna pozitivna djelovanja metabolita kvercetina i utjecaj sastava crijevne mikroflore
na njihov nastanak (D'Andrea, 2015).

2.4.2. Bioraspolozivost kvercetina

Bioraspolozivost se definira kao frakcija oralno primijenjene tvari koja se apsorbira i
dostupna je za fiziolosku aktivnost ili skladiStenje. Bioraspolozivost kvercetina vazan je
posrednik za njegove blagotvorne ucinke na zdravlje. Kvercetin karakterizira slaba
bioraspolozivost kad se unosi kao suspenzija ili s obrocima. Na njegovu bioraspoloZivost
utjecu endogeni 1 egzogeni faktori. Endogeni faktori koji mogu utjecati na bioraspoloZivost
kvercetina su spol, dob, status vitamina C u organizmu i crijevna propusnost, a endogeni
faktori obuhvacaju glikozilaciju kvercetina, prisutnost SeCernih komponenti, neprobavljiva

vlakna, preradivanje hrane, prehrambene masti i nano-formulaciju (Guo i Bruno, 2015).

2.4.3. Dijelovanje kvercetina in vitro i in vivo

U posljednja dva desetljeca istrazivanja kvercetina najviSe su fokusirana na njegovo
antioksidacijsko i antitumorsko djelovanje. Brojna istraZivanja pokazala su konzistentne
rezultate antitumorskog djelovanja kvercetina na niz stani¢nih linija raka podrijetlom iz
prostate, dojke, vrata grli¢a maternice, jajnika, endometrija, debelog crijeva, jetre, jednjaka,
zeluca, guSteraCe, pluca, nazofarinksa, jezika, usne Supljine te glave i vrata. Takoder,

antitumorska svojstva dokazana su i na stanicama glioma, osteosarkoma, melanoma, nekoliko



leukemija i limfoma. In vivo, kvercetin je pokazao kemoprevencijska svojstva na glodavcima
kao modelima karcinogeneze tankog crijeva, usta, grlica maternice i pluéa (Sak, 2014).
Djelovanje kvercetina na ljudsko zdravlje i1 dalje se istrazuje, a klini¢ka ispitivanja nastoje

poduprijeti rezultate dobivene in vitro i in vivo.

2.4.4. Antioksidacijska svojstva kvercetina

Snazno antioksidacijsko djelovanje kvercetina pripisuje se njegovoj mogucnosti da
ukloni slobodne radikale i veze ione prijelaznih metala. Za antioksidacijski kapacitet
kvercetina odgovorne su dvije farmakofore unutar molekule, kateholna skupina unutar B
prstena i OH skupina na poziciji 3 unutar A prstena, koje imaju optimalnu konfiguraciju za
vezanje slobodnih radikala (Slika xy). Unutar grupe flavonoida, kvercetin pokazuje najveci
ucinak na uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Prema tome, kvercetin ima svojstvo
inhibicije lipidne peroksidacije koja ima Stetne ucinke na ljudsko tijelo. Takoder, kvercetin
povecava razinu glutationa Sto doprinosi prevenciji stvaranja slobodnih radikala. Uklanjanje
slobodnih radikala moze utjecati na smanjenje upalnih procesa u organizmu. Istrazivanja
provedena na 40 sportasa pokazala su da kvercetin djeluje i na prevenciju povecanog
oksidativnog stresa nastalog uslijed vjezbanja (D'Andrea, 2015).

Poput vecine antioksidansa, kvercetin moze djelovati prooksidacijski u odredenim
uvjetima. Kvercetin kinon (QQ) je glavni produkt oksidacije kvercetina i snazno reagira S
tiolima Sto rezultira gubitkom proteinske funkcije. Boots (2007) je toksicnost kvercetin-
kinona definirao kao kvercetin paradoks. Uslijed pruzanja ucinkovite zastite uklanjanjem
ROS, kvercetin se konvertira u potencijalno toksi¢ni produkt koji reagira s glutationom,

najzastupljenijim endogenim tiolom.

2.5. ASKORBINSKA KISELINA

L-askorbinska kiselina ili vitamin C je vodotopljivi ketolakton s dvije hidroksilne
grupe (slika xy). U Cistom stanju nalazi se u obliku bijelog kristalicnog praha, a otapanjem
nastaje bezbojna otopina. Pri fizioloskoj pH vrijednosti askorbinska kiselina nalazi se u obliku

askorbatnog monoaniona (AscH’). Askorbat je izvrsno redukcijsko sredstvo i lako se oksidira
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do askorbat radikala (Asc™) i dehidroaskorbinske kiseline (DHA) (Slika 3). Askorbatni
radikal je relativno nereaktivan zbog svoje rezonancijske stabilizacije nesparenog elektrona i
pri pH 7,0 lako dismutira u askorbat i dehidroaskorbinsku kiselinu (Du i sur, 2012).

HQ HO
o f;izfo ' O 40
- Metal
HO o, J\g_z—‘ // \\
Askorbatni monoanion Askorbatni radikal Dehidroaskorbinska kiselina

Slika 3. Oksidacija askorbatnog aniona (Abbas i sur., 2012)

Buduéi da ljudi nemaju sposobnost sinteze tog spoja, vazno je da se askorbinska
kiselina unosi putem prehrane. Askorbinska kiselina je esencijalni faktor za sintezu kolagena,
karnitina 1 norepinefrina. Dnevni preporuceni unos askorbinske kiseline iznosi 75 mg za Zene

i 90 mg za muskarce (Pacier i Martirosyan, 2015).

2.5.1. Antioksidacijsko i prooksidacijsko djelovanje askorbinske kiseline

Prosje¢na vrijednost askorbata u plazmi zdravog Covjeka iznosi oko 40-80 puM 1 pri
tim vrijednostima askorbat djeluje kao endogeni antioksidans. Djeluje kao ko-antioksidans s
vitaminom E u za$titi LDL lipoproteina od oksidativnog oStecenja induciranog peroksil
radikalima. Askorbat brzo donira svoj elektron potencijalno Stetnim oksidirajué¢im radikalima
poput hidroksil radikala, alkoksil radikala, peroksil radikala, tiolnih radikala i tokoferol
radikala, pri ¢emu oksidacijom askorbatnog aniona nastaje askorbatni radikal koji je relativno
nereaktivan 1 reducira se natrag u askorbat pomo¢u NADH i NADPH ovisnih reduktaza ili
dismutira (Du i sur., 2012).

U prisutnosti katalitickih metalnih iona askorbat pokazuje prooksidativno djelovanje.
U reakeciji redukcije Fe®* u Fe?* askorbat se oksidira do askorbatnog radikala [1]. Nastali Fe?*
moze brzo reagirati [2] s O i pritom ga reducirati u peroksid radikal koji moze dismutirati do

H,0, i O, pri Gemu se Fe?* oksidira do Fe®". Prisutnost askorbata omoguéava reciklaciju Fe**

natrag u Fe®* koji u reakciji s H,O, daje vrlo reaktivni hidroksil radikal [4].
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[1] AscH™ + Fe** — Asc™ + Fe®*
[5] Fe?* + O, — Fe*" + O~

[3] 0" + 0, + 2H" — H,0, + O,
[4] Fe** + H,0;, — Fe** + HO'

Prooksidacijsko ili antioksidacijsko djelovanje askorbata ovisi o0 primijenjenoj
koncentraciji. Dosadasnja literatura pokazuje razli¢ite rezultate uslijed razli¢itih primijenjenih
koncentracija te nastanka iona prijelaznih metala u eksperimentima i u mediju (Du i sur.,
2012).

2.6. LIZIN

Lizin (Slika 4) je jedna od 20 L-aminokiselina koje sudjeluju u sintezi proteina. Lizin
je esencijalna aminokiselina $to znac¢i da ju sisavci ne mogu sintetizirati i ne sudjeluje u
reakcijama transaminacije, pa se u organizam pretezno putem mesnih proizvoda. Pojavljuje se
u dvije stereoizomerne strukture, D-lizin i L-lizin, a u prirodi se moze naci i u obliku poli-L-
lizina. L-lizin je bioloski aktivni oblik koji se nalazi u svim Zivim stanicama. Lizin je pri
neutralnom pH pozitivno nabijena bazi¢na aminokiselina. Lizin sudjeluje u izgradnji kolagena
I vezivnog tkiva koji su vazni za rast, te kao prekursor u sintezi karnitina. Gornja granica za
dnevni unos lizina nije definirana za ljude. Katabolizam lizina odvija se u najve¢im udjelom u
jetri, a katabolizira se do glutamata i acetil-CoA. (Tome i Bos, 2007; Ebrahimi).

L-lizin ima najvecu primjenu kao dodatak prehrani svinja i peradi te u farmaceutskim
pripravcima i kozmetici. U farmaceutskoj industriji koristen je za prevenciju ateroskleroze i u

lije¢enju odredenih virusnih infekcija (Brautaset 1 Ellingsen, 2011).

Slika 4. Kemijska struktura L-lizina (Brautaset i Ellingsen, 2011)
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2.7. KARNITIN

Karnitin je kvaternarni amin prisutan u gotovo svim Zzivotinjskim vrstama te nekim
mikroorganizmima i viS§im biljkama (Slika 5). U prirodi, karnitin se pojavljuje u dva
enantiomerna oblika, L-karnitin koji ima vaznu ulogu u proizvodnji stani¢ne energije i D-
karnitin koji je fizioloski neaktivan te djeluje toksi¢no na biokemijske procese. L-karnitin je
endogena molekula uklju¢ena u metabolizam masnih kiselina. Uloga L-karnitina je transport
aktiviranih dugolan¢anih masnih kiselina iz citosola u mitohondrij gdje se odvija B-oksidacija
masnih kiselina. L-karnitin se u organizmu biosintetizira iz aminokiselina lizina i metionina ili
se unosi egzogeno putem prehrane. U odredenim uvjetima, kada potreba za L-karnitinom
nadilazi kapacitet sinteze kod pojedinaca mozemO ga smatrati uvjetno esencijalnim
mikronutrijentom. Biosinteza karnitina odvija se u bubrezima, jetri i mozgu dok se ostala
tkiva opskrbljuju putem krvi aktivnim transportom. Vrlo je vazno da dovoljna koli¢ina
karnitina dospije do tkiva koja su ovisna o energiji dobivenoj B-oksidacijom. Istrazivanja
posljednjih nekoliko godina upucuju da L-karnitin moze imati vaznu ulogu u regulaciji
stani¢nog stresa, najvjerojatnije djelovanjem na ugradnju ugljikohidrata i metabolizam lipida.

(Pekala i sur., 2011).

H,C OH O
AN
H,C— N*
/ o
H,C

Slika 5. Kemijska struktura L-karnitina (Zhang i sur., 2012)

2.8. INKAPSULACIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Slaba topivost, nestabilnost, podloZznost oksidaciji te biotransformacija bioaktivnih
spojeva samo su neki od razloga razvitka i primjene inkapsulacijskih tehnika. Veé¢inom
bioaktivne spojeve karakterizira brza inaktivacija. Inkapsulacija je proces kojim se jedna ili
viSe tvari imobilizira unutar druge tvari pri ¢emu nastaju kapsule promjera od nekoliko nm do
nekoliko mm. Izbor metoda za proizvodnju mikrokapsula ovisi o vrsti materijala jezgre i
ovojnice te o kona¢noj primjeni mikrokapsula. Tvar koja se inkapsulira naziva se jezgra,

aktivna tvar, punjenje ili interna faza, dok se tvar u koju se inkapsulira naziva membrana,
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ljuska, nosaé¢, cksterna faza ili matriks. U prehrambenoj industriji mikroinkapsuliranje
sastojaka primjenjuje se radi:

e imobilizacije aktivnog sastojka u sustavima procesiranja prehrambenih proizvoda

e prakti¢nijeg rukovanja aktivnim sastojkom

e moguénosti stvaranja vizualnih 1 teksturalnih efekata

e moguénosti prilagodbe svojstava aktivne tvari (veli¢ina Cestica, struktura, topljivost u

vodi ili ulju, boja)
e maskiranja nepozeljnih okusa

e kontroliranog otpustanja (Bel§¢ak-Cvitanovi¢, 2013).

Kapsule prema vrsti dijelimo na akumulacijske i matri¢ne (Slika 6). Akumulacijski tip
mikrokapsula karakterizira ¢ahura odnosno kapsula oko aktivne tvari. Kod matri¢nog tipa
kapsula aktivni sastojak je rasprSen unutar materijala nosa¢a, homogeno raspodijeljen ili u
obliku vrlo malih kapljica. Za razliku od akumulacijskog tipa, kod matri¢nog tipa kapsule
aktivna tvar je prisutna i na povrSini kapsule (osim ako nemaju dodatan omota¢). Osim
sfericnog oblika, kapsule mogu poprimiti cilindri¢ni, ovalni ili nepravilni oblik (Bels¢ak-

Cvitanovi¢, 2013).

Akumulacijski tip Matri¢ni tip Matri¢nitip s omotacem

Slika 6. Vrste kapsula (Bels¢ak-Cvitanovié¢, 2013)

Razvijene su brojne tehnike za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva koje se mogu
klasificirati na temelju reakcija koje se odvijaju prilikom procesa. Prema tome, razlikujemo
fizikalne, fizikalno-kemijske te kemijske metode inkapsulacije. Fizikalne metode obuhvacaju
suSenje raspr$ivanjem, oblaganje u fluidiziraju¢em sloju, ekstruziju te procese koji koriste
superkriti¢ne fluide. Pod fizikalno-kemijske procese ubrajaju se hladno rasprSivanje, ionsko

geliranje, isparavanje/ekstrakcija otapala te jednostavna ili kompleksna koacervacija. U
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kemijske metode ubrajaju se polikondenzacija na granici faza, in situ polimerizacija,
polimerizacija na granici faza i unakrsno povezivanje na granici faza (Munin i Edwards-Lévy,
2011). Neke od ovi metoda su ve¢ dobro ispitane i nasle su primjenu u industrijskim
procesima (suSenje rasprSivanjem), dok je ucinkovitost i primjenjivost nekih drugih tehnika
tek nedavno utvrdena (inkapsulacija bazirana na talozenju superkriticnim tekuéinama)
(Pordevi¢ i sur., 2015). Materijali koji se koriste pri inkapsulaciji ovise o brojnim kriterijima
medu kojima su najvazniji tip spoja koji se inkapsulira i njegove karakteristike te svrha
primjene mikrokapsula. Takoder, materijal koji se koristi kao zaStitni omota¢ inkapsulata
mora biti prikladan za primjenu u hrani. Potrebno je prouciti 1 analizirati sva svojstva
potencijalnog nosaa kako bi se predvidjelo njegovo ponasanje u formuliranoj hrani.
(Nedovi¢ i sur., 2011).

Imobilizacija polifenolnih spojeva tehnikama mikroinkapsulacije tek se odnedavno
pocela koristiti. Budu¢i da su polifenoli raznovrsna skupina spojeva potrebno je ispitati sve
postojece tehnike mikroinkapsulacije koje bi se mogle primijeniti za imobilizaciju pojedinih
polifenolnih spojeva. Do sada najces¢e koristene tehnike mikroinkapsulacije pojedinih
polifenolnih spojeva obuhvacaju:

e kompleksiranje inkluzijom

e suSenje rasprsivanjem

e inkapsulaciju u stanice

e ekstruziju

e ionsko geliranje

e metodu separacije faza

e geliranje formiranjem emulzije
e emulzifikaciju

e liofilizaciju (Bels¢ak-Cvitanovi¢, 2013).

2.8.1. Inkapsulacija metodom ionskog geliranja

lonsko geliranje bazira se na sposobnosti polielektrolita da se unakrsno povezuje u
prisutnosti suprotno nabijenih iona pri ¢emu se stvara hidrogel. Hidrogel kuglice proizvode se
ukapavanjem otopine polimera s aktivnom tvari u vodenu otopinu polivalentnih kationa.

Kationi difundiraju u polimerne kapljice s aktivnom tvari formiraju¢i trodimenzionalnu mrezu
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unakrsno povezanih polimera. Polimerne gel Cestice proizvode se od brojnih prirodnih i
biorazgradivih polimera. NajkoriSteniji prirodni ili polusintetski polimeri koji se koriste u
procesu ionskog geliranja su alginat, gelan, kitozan, pektin i karboksimetil-celuloza (Patil i
sur., 2010).

Pri koriStenju metode ionskog geliranja za proizvodnju hidrogel Cestica vazno je
obratiti pozornost na nekoliko faktora koji utjeCu na uspjeSnost procesa kao §to su omjer
polimera i elektrolita, temperatura, pH otopine za povezivanje, koncentracija aktivne tvari
koja se inkapsulira (Patil i sur., 2012).

Alginat je netoksicni, biorazgradivi i biokompatibilni prirodni polisaharid dobiven iz
morskih smedih algi i odredenih vrsta bakterija (Patil 1 sur.,, 2010). Kemijsku strukturu
alginata Cine nerazgranati binarni kopolimeri, 3-D-manuronska i a-L-guluronska kiselina,
medusobno povezani 1,4-glikozidnim vezama. Otapanjem alginata u vodi nastaje viskozna
otopina, ¢ija viskoznost raste s porastom duzine alginatnih lanaca. U otopini natrijevog
alginata proces umrezavanja zapocinje dodatkom otopine u kojoj su prisutni ioni nekog

dvovalentnog kationa (najéesée Ca?") (Bels¢ak-Cvitanovi¢, 2011).

2.8.2. Inkapsulacija metodom isparavanja otapala

Metoda isparavanja otapala koristi se za pripremu biokompatibilnih polimernih
nanocCestica poput PLGA, PLA, etil-celuloze, akrilatnih polimera i akrilatnih kopolimera
(Reddy 1 Sailaja, 2014). Priprema mikroCestica sastoji se od cetiri glavna koraka koji
ukljucuju otapanje ili disperziju bioaktivnhe komponente u organskom otapalu koje sadrzi
otopljeni nosa¢, emulzifikaciju pripremljene organske faze u fazi koja se ne mijesa s prvim
otapalom, isparavanje otapala i skupljanje i1 suSenje dobivenih mikrocestica.

Ovom metodom mogu se proizvesti ¢estice mikrometarskih i nanometarskih velicina.
Kako bi se postigla Sto bolja inkapsulacijska ucinkovitost potrebno je pomno izabrati
materijale 1 podesiti uvjete inkapsulacije tako da na kraju zaostane §to manje otapala (Freitas 1
sur., 2005).

Glavni razlozi rasirene upotrebe etil-celuloze kao nosaca su netoksi¢nost, biokompatibilnost i
bionerazgradivost tog polimera. Posebno je prikladna za formulacije s postupnim
otpustanjem. Mikrokapsule oblozene etil-celulozom odlikuju se sposobnos¢u da apsorbiraju

pritisak i tako sprjecavaju frakturu omotaca (Murtaza i sur., 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bioaktivni spojevi i njihove mjeSavine

U svrhu ispitivanja sinergistickog ucinka kombinacije kemijski razli¢itih skupina
bioaktivnih spojeva, u ovom radu koristeni su sljedeéi spojevi s dokazanim nutraceutskim
djelovanjem:

e Polifenolni spojevi: kvercetin (Q)

e Vitamini: askorbinska kiselina (C)

e Aminokiseline: lizin (L) i karnitin (K).

3.1.2. Humane stani¢ne linije

Za odredivanje citotoksicnih 1 antioksidacijskog/prookisdacijskog ucinka cistih
bioaktivnih spojeva i njihovih mjeSavina KoriStene su stani¢na linija stanica karcinoma
grkljana (HEp2) 1 stani¢na linija karcinoma debelog crijeva (CaCo2). Stanice su uzgojene kao
jednoslojna kultura u RPMI 1640 mediju kompletiranom s 10 % fetalnog govedeg seruma.

Stanice su uzgojene na 37 °C i u prisustvu 5% CO2.

3.1.3. Aparatura i pribor

Laboratorijsko stakleno i1 plasticno posude (CaSe, odmjerne tikvice, pipete, falkon 1
eppendorf kivete), lijevci, staklene epruvete volumena 3-10 mL, Stapi¢i za mijeSanje |
keramicki tarionik s tuCkom. Za dodavanje malih i preciznih volumena KkoriStene su

automatske mikropipete od 2-1000 uL.

Priprema otopina uzoraka
1) Analiti¢ka vaga (Mettler-Toledo, Svicarska)
2) Magnetska mijesalica, RT 5 power (IKAMAG, Njemacka)
3) Mijesalica (Tehnica, Slovenija)
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Spektrofotometrijske metode
1) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje
2) Spektrofotometar, Helios y (Thermo Spectronic, Velika Britanija)

Odredivanje bioloskih ucinaka spojeva
1) Analiticka vaga, MC1 Laboratory LC 6205 (Sartorius, Njemacka)
2) Tresilica (Hoefer, Pharmacia, SAD)
3) Inkubator s kontroliranom atmosferom CO, (Forma Scientific, SAD)
4) Komora za sterilni rad (Iskra, Slovenija)
5) Mikropipete, 10-1000 puL (Eppendorf, Njemacka)
6) Mikrotitarske plocice s 96 bunaric¢a (Falcon BD Company, SAD)
7) Cita¢ mikrotitarskih plogica (Cecil Instruments Ltd, Engleska)
8) Spektrofotometar (Tecam, Svicarska)
9) Svjetlosni mikroskop/invertni svjetlosni mikroskop (Carl Zeiss Jena, Njemacka;
Optika Microscopes, Italija)
10) T-boce, Falcon (BD Company, SAD)

11) Tiirken- Biirkova komora

Inkapsulacija spojeva
1) Magnetska mijesalica, RT 5 power (IKAMAG, Njemacka)
2) Plasti¢ne $price, volumena 5-10 mL

3) lgla za kromatografiju, veli¢ine 18-23 Gauge

HPLC metoda
1) Agilent 11100/1200 Series HPLC uredaj (Agilent, SAD)
2) Detektor s nizom dioda (DAD) (Agilent, SAD)
3) RP HPLC kolona ACE C-18, (Agilent, SAD) (250 x 4,6 mm, veli¢ina stacionarne faze
5 um)
4) Celulozno-acetatni mikrofilteri 0,45 um (Nylon Membranes, Supelco, SAD)

3.1.4. Kemikalije

Sve koriStene kemikalije bile su visoke analiticke ¢istoce (p.a.)
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Ispitivani cisti spojevi
1) Kvercetin (Sigma-Aldrich, USA)
2) Lizin
3) Karnitin
4) Taurin
5) Askorbinska kiselina (Sigma-Aldrich, SAD)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
1) Etanol (96%-tni) (Gram-mol d.o0.0., Hrvatska)
2) Kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, Njemacka)
3) 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli (ABTYS),
(Sigma-Aldrich, Njemacka)
4) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), (Sigma-Aldrich,
Njemacka)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom
1) Metanol (J.T. Baker B.V., Nizozemska)
2) 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), (Fluka, Svicarska)
3) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), (Sigma-Aldrich,
Njemacka)

Odredivanje bioloskih ucinaka cistih spojeva na stanice
1) Dimetilsulfoksid (DMSO), (Kemika, Hrvatska)
2) Fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran (FBS), (Gibco, SAD)
3) Ledena octena kiselina (Kemika, Hrvatska)
4) Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), (Sigma, Njemacka)
5) RPMI 1640 medij (L-glutamin, 25 mM Hepes), (Lonza, BioWhittaker, SAD)
6) Tripsin (Gibco, SAD)
7) Trikloroctena kiselina (TCA), (Kemika, Hrvatska)
8) Diklofluorescein-diacetat (Sigma, Njemacka)
9) Natrijev hidroksid (Kemika, Hrvatska)

Odredivanje askorbinske kiseline u ekstraktima
1) 2,6-diklorofenolidnofenol (DCPIP), (Sigma-Aldrich, Njemacka)
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2) Natrijev hidrogenkarbonat (Kemika, Hrvatska)
3) Metafosforna kiselina (MPA), (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Odredivanje ukupnih aminokiselina u ekstraktima
1) Ninhidrin (triketohidrindene hidrat), (Sigma-Aldrich, Njemacka)
2) Kaositrov (1) klorid (SnCl2), (Sigma-Aldrich, Njemacka)
3) Natrijev hidrogenfosfat (Na;HPO,), (Kemika, Hrvatska)
4) Kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Hrvatska)

Odredivanje kvercetina u ekstraktima

1) Metanol (J.T. Baker B.V., Nizozemska)

3.1.5. Otopine

1) Otopina ABTS
> Kalijev persulfat (140 mM) 0,088 mL
> ABTS (7 mM) 4,91 mL

2) Otopina DPPH
> DPPH 0,0037 g

> Metanol 100 mL

3) Fosfatni pufer (PBS 1x, pH=7,4):

> KCI 0,29
» KH2PO4 029
» NaCl 8,0¢
» Na2HPO4x7H20 2,29
» destilirana voda 1000 mL

4) Otopina Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid, 5 g L™):
» Neutral Red 0,005 g
» Etanol 1,0 mL



5) Otopina za odbojavanje:

» Ledena octena kiselina 1 %-tna (v/v)
» Etanol 50 %-tni (v/v)
» destilirana voda 49 %-tna (v/v)

6) Diklorfluorescein-diacetat (2 mM) (DCFH-DA):

» Diklofluorescein-diacetat 0,002 g
» DMSO 2mL
3.2. METODE

U ovom radu, eksperimentalni dio istraZivanja proveden je u nekoliko faza, prema

shematskom prikazu na Slici 7.

.. ... ] | 7
Preliminarna Ispitivanja "o\@ 1
. SCRETINTIER . . . v B
Odredivanje antioksidacijskih svojstava Cistih spojeva i njihovih o+ p
mjesavina
“\/

o)

Odredivanje bioloske aktivnosti Cistih spojeva i
mjeSavina na modelnim stani¢nim linijama in vitro

Citotoksicnost /prezivljenie Antioksidaci jska_\/prook5|daC| jska
svojstva

OO

L DAAA,
Aoe,

Alginat Etil-celuloza

Bioloska aktivnost na modelnim
stani¢nim linijama

Fizikalno-kemijska svojstva

Slika 7. Shematski prikaz provedbe eksperimentalnog dijela istrazivanja
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3.2.1. Priprema otopina odabranih bioaktivnih spojeva i njihovih mjesavina

U svrhu preliminarnog odredivanja antioksidacijskog kapaciteta cistih bioaktivnih
spojeva i utvrdivanja sinergistickog u¢inka njihovih mjeSavina, askorbinska kiselina (C) i
aminokiseline lizin (L) i karnitin (K) pripremljeni su kao ¢iste vodene otopine koncentracije
100 mgL™. Kvercetin je zbog svoje slabe topljivosti u vodi pripremljen kao metanolna
otopina jednake koncentracije (100 mgL™) (Slika 8).

CISTI SPOJEVI
Askorbinska

kiselina (C)
100 mgL-?
BINARNE MJESAVINE
Q (100 mgLY) + C (2gLY) Q + L (100 mgLh) Q + C (100 mgLY)

NS

TERCIJARNE MJESAVINE

Q (100 mgLY) +C (2gLY) +L (100mgLt) | Q (100 mgLY) + C (2 gLt) + K (100 mgL1)

NS

KVARTERNA MJESAVINA

Q (100 mgLY) + C (2 gL 1) +L (100 mgL1) + K (100 mgL1)

Kvercetin (Q)
100 mgL?

Lizin (L) Karnitin (K)
100 mgL? 100 mgL?

Slika 8. Shematski prikaz formulacije Cistih bioaktivnih spojeva i njihovih mjeSavina za

potrebe izrade eksperimentalnog dijela

Binarna mjeSavina kvercetina i askorbinske Kkiseline (Q + C) pripremljena je
otapanjem 1 mg izvaganog kvercetina u 10 mL 2%-tne vodene otopine askorbinske Kiseline,
tako da koncentracija kvercetina u tako pripremljenoj otopini iznosi takoder maksimalnih 100
mgL™.

Tercijarna mjesavina kvercetina, askorbinske kiseline i lizina (Q + C + L)

pripremljena je otapanjem 1 mg kvercetina i 1 mg lizina u 10 mL 2%-tne otopine askorbinske
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kiseline, a mjeSavina kvercetina, askorbinske kiseline i karnitina (Q + C + K) pripremljena je
otapanjem 1 mg kvercetina i 1 mg karnitina u 10 mL 2%-tne otopine askorbinske Kiseline,
kako je prikazano na shematskom prikazu.

Za potrebe odredivanja bioloske aktivnosti na stanicnim linijama pripremljena je
kvaterna mjesavina sastavljena od kvercetina, askorbinske kiseline, lizina i1 karnitina (Q + C +
L + K). Prvo su pripremljene pojedina¢ne otopine spojeva od kojih je zatim pripremljena

njihova mjeSavina kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.1.

3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta - ABTS metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,,gaSenju“ plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) diamonijeve soli (ABTS radikal-kationa), koji se
formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Za
oksidaciju otopine ABTS-a koristi se otopina kalijevog persulfata, pri ¢emu se maksimum
apsorbancije dostize na valnim duljinama od 645, 734 ili 815 nm. Dodatak antioksidansa
rezultira redukcijom prethodno generiranog ABTS radikala, Sto uvelike ovisi o vremenu, i
mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem
apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilne kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i
sur., 1999).

Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS®
radikala, oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140
mM) do kona¢ne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove
otopine potrebno je pomijesati 0,088 mL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuniti
s otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Budu¢i da ABTS 1 kalijev persulfat
reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1:0,5 ne¢e do¢i do potpune oksidacije te je stoga
potrebno pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko no¢i (12-16 h) na sobnoj
temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%-tnim) do konacne
koncentracije ABTS" radikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02. Za

provedbu analitickog odredivanja, volumen od 0,04 mL uzorka pomijesa se s 4 mL otopine
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ABTS+ radikala u epruveti zasticenoj od svjetla te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon
tocno 6 minuta. Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se
priprema tako da se umjesto uzorka, 0,04 mL destilirane vode pomijesa s istom koli¢inom

reagensa (4 mL otopine ABTS" radikala).

Izracun rezultata:

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost
AA, koja se Kkoristi za izraCunavanje kona¢nog rezultata. Antioksidacijski kapacitet u
ispitivanim uzorcima izraCunava se pomocu bazdarnog pravca konstruiranog za standard

Trolox-a (1) koji prikazuje ovisnost apsorbancije (AA) o koncentraciji standarda (mgL™):

y = 0,303x + 0,0006 (1)

gdje su:

X - antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a L™)

y - izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.
Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta pomocu ABTS metode provedeno je u dvije
paralelene probe (n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja S
pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol ekvivalenata Trolox-a L™ uzorka. Za

razrijedene uzorke, rezultate je potrebno pomnoZiti s faktorom razrjedenja.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta-DPPH metoda

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH
radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je prac¢ena kolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne
radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubiCaste

boje otopine u zutu, $to se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur.,
1995).
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DPPH" + AH—> DPPH-H + A’
DPPH' + R'—> DPPH-R

Postupak rada:
Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u
metanolu. U epruvetu se otpipetira 0,1 mL uzorka te se doda 3,9 mL otopine DPPH (0,094

mM). Nakon 30 minuta mjeri se apsorbancija pri 515 nm. U drugu epruvetu, koja predstavlja

slijepu probu, umjesto uzorka doda se 0,1 mL metanola te 3,9 mL otopine DPPH.

Izracun rezultata:

Antioksidacijski kapacitet u ispitivanim uzorcima izraCunava se pomocu bazdarnog
pravca konstruiranog za standard Trolox-a (2) koji prikazuje ovisnost apsorbancije (AA) 0

koncentraciji standarda (mmol L™):

y =0,603x - 0,006 (2)

gdje je:
x - antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a L™)
y - izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta pomo¢u DPPH metode provedeno je takoder
u dvije paralelene probe (n=2), a rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti provedenih
mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol ekvivalenata Trolox-a L™ uzorka.

Za razrijedene uzorke, rezultate je potrebno pomnoziti s faktorom razrjedenja.

3.2.4. Odredivanje bioloskih ucinaka Cistih spojeva kvercetina, lizina, vitamina C i karnitina,
njihove smjese i ekstrakta na humanim stanicama karcinoma grkljana (HEp2) i
humanim stanicama karcinoma debelog crijeva (CaCo2)

3.2.4.1. Priprema uzoraka za odredivanje bioloskih ucinaka na stanicama

Priprema cistih otopina bioaktivnih spojeva i njihove mjesavine:
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Ishodi$ne otopine bioaktivnih spojeva pripremljene su u koncentracijama od 0,2 gL™.
Kvercetin je, zbog svoje slabe topljivosti u vodi, otopljen u DMSO-u. Askorbinska kiselina i
karnitin otopljeni su u 1%-tnoj otopini NaOH radi podesavanja pH vrijednosti a lizin je
otopljen u PBS puferu.

Radne koncentracije 0,01 — 0,2 mg mL™ za kvercetin, odnosno 0,2 — 20 mgL™ za
askorbinsku kiselinu, lizin i karnitin pripremljene su razrjedivanjem ishodi$nih otopina u
RPMI mediju za uzgoj stanica. Mjesavine otopina bioaktivnih spojeva pripremljene su
koriste¢i prethodno napravljena razrjedenja pojedine koncentracije bioaktivnih spojeva tako
da je koncentracija svakog pojedinacnog spoja u mjesavini 0,2 — 20 mgL'l , odnosno 0,01 —

0,2 mg mL™* za kvercetin.

3.2.4.2. Odredivanje citotoksicnosti cistih spojeva kvercetina, lizina, vitamina C, karnitina i

njihove smjese te ekstrakta Neutral Red testom

Princip metode:

Jedan od najceSée koriStenih testova citotoksi¢nosti je Neutral red (NR) test kojim se
kvantitativno odreduje broj zivih stanica. Ovaj jednostavan test temelji se na svojstvu zivih
stanica da se, nakon inkubacije s ispitivanim ksenobioticima, Neutral red boja (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) unosi u stanice aktivnim transportom i veze se u
lizosomima (Repetto i sur., 2008).

Ksenobiotici koji oSte¢uju stani€nu ili lizosomalnu membranu smanjuju unos 1
zadrzavanje boje. Stanice koje su djelovanjem istrazivanog ksenobiotika oSteCene, ne
zadrzavaju boju nakon ispiranja i procesa fiksacije (Babich i Borenfreund, 1991). Dakle, ako
ne dode do nakupljanja boje unutar lizosoma pretpostavlja se da je doslo do oStecenja stanice.
Nakupljena boja u stanici se zatim ekstrahira i mjeri se apsorbancija pri 540 nm ekstrahirane

boje koja je u direktnoj ovisnosti o broju stanica (Babich i Borenfreund, 1991).

Postupak rada:

Ishodisna otopina boje Neutral red potrebna za ispitivanje citotoksi¢nosti, otopi se u
etanolu do konatne koncentracije od 5 mg mL™ te inkubira 24 sata na 37 °C. Nakon
inkubacije, ishodisna otopina boje Neutral red spremna je za otopanje u mediju za uzgoj
stanica, a prije nanoSenja na stanice potrebno ju je filtrirati kako bi se uklonili neotopljeni

dijelovi spoja. Suspenzije stanica obje stani¢ne linije nasaduju se na prozirnu plocicu s 96
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bunari¢a u koncentraciji od 10° stanica mL™. Sljedeceg dana, nakon §to su se stanice
prihvatile za podlogu i nakon s$to je zapocela dioba stanica, stanice su tretirane s otopinama
kvercetina (Q), askorbinske kiseline (C), lizina (L), karnitina (K) te otopinom mjeSavine sva
Setiri spoja (M). Stanice su tretirane s C, L i K u koncentracijama 0,2 - 20 mg mL*te s Q u
koncentracijama 0,01 - 0,2 mg mL™ (zbog svoje slabe topljivosti u mediju, za pripremu
ishodne otopine Q koristen je DMSO, za C i K 1% NaOH, a L je otopljen u PBS puferu).
Obje stani¢ne linije tretirane su s pripremljenim koncentracijama Spojeva, a kao kontrola
koristio se medij. Tretman s uzorcima provodio se 1 sat u inkubatoru pri 37 °C. Nakon
tretmana, uzorci se uklanjaju sa stanica te bunarici ispiru dva puta PBS-om. Na stanice se
dodaje 0,1 mL radne otopine boje Neutral red (1:100) i inkubira 45 sat na 37°C. Nakon
inkubacije lagano se uklanja otopina boje Neutral red i dodaje po 0,1 mL PBS-a dva puta u
svaki bunari¢ kako bi se stanice isprale od ostatka boje.

Nakon drugog dodavanja PBS-a dodaje se 0,1 mL otopine za odbojavanje pri ¢emu
dolazi do ekstrakcije Neutral reda iz lizosoma u otopinu za odbojavanje. Intenzitet obojenja
proporcionalan je broju prezivjelih stanica, a odreduje se spektrofotometrijski mjerenjem

apsorbancije pri 540 nm.

Izracun rezultata:

Postotak prezivljenja stanica izraCunava se usporedbom intenziteta obojenja u
stanicama tretiranih s razli¢itim koncentracijama Q, C, L, K te njihove smjese (M) i

kontrolnih stanica (3).
% prezivljenja= (Asso Nm ekstrakata / Asqo nm kontrole) x 100 %  (3)
Ispitivanje citotoksi¢nosti razli¢itih koncentracija Q, C, L, K i M provedeno je u 2 paralelne

probe (n=2), svaki eksperiment ponovljen je barem dva puta, a rezultati su izrazeni kao

srednje vrijednosti s pripadajué¢im standardnim devijacijama, u postotcima (%).

3.2.4.3. Odredivanje prooksidacijskog ucinka kvercetina, vitamina C, lizina, karnitina te

njihove smjese 2',7'-diklorofluorescein-diacetat fluorimetrijskim testom

Princip metode:
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Za odredivanje slobodnih radikala tj. ROS-a nastalih bazalnim metabolizmom ili
metabolizmom ksenobiotika kojima su stanice izlozene koristi se 2',7'-diklorofluorescein-
diacetatfluorimetrijski test.

2',7'-diklorofluorescein-diacetat (DCFH-DA) je neionski, nepolarni, nefluorescentni
spoj koji difuzijom lako prolazi kroz stani¢nu membranu te se u citosolu stanica djelovanjem
intracelularnih esteraza prevodi u nefluorescentni 2',7'-diklorofluorescein (DCFH) (Wang i
Joseph, 1999). Osjetljiv je na nekoliko slobodnih radikala i moze biti oksidiran u vrlo
fluorescentan 2’, 7'-diklorofluorescein (DCF). Mjeri se ja¢ina fluorescencije koja ukazuje na
nastanak oksidativnog stresa zbog prekomjernog nastanka slobodnih radikala ili troSenja

antioksidansa bez specificne identifikacije istih (Marchesi i sur., 1999).

Postupak rada:
Ishodi$na otopina DCFH-DA (2 mM) dobiva se otapanjem DCFH-DA u DMSO-u. Za

tretman stanica iz ishodi$ne otopine potrebno je pripremiti u PBS-u 50 uM otopinu DCFH-
DA (Silveira i sur., 2003).

Suspenzije stanica su nasadene na crne mikrotitarske ploCe s 96 bunarica u
koncentraciji od 10° st mL™. U svaki bunari¢ unosi se 0,1 mL staniéne suspenzije. Sljedeceg
dana, nakon §to su se stanice prihvatile za podlogu i nakon $to je pocela dioba stanica, uklanja
se medij sa stanica. Stanice se tretiraju s 0,1 mL otopine C, L i K u rasponu koncentracija 0,2-
20 mg mL™ |, te Q u rasponu koncentracija 0,01-0,2 mg mL™. Kao negativna kontrola koristen
je medij. Nakon 1 sat inkubacije uklanjaju se dodani uzorci, a stanice ispiru dva puta s 0,1 mL
PBS-a i tretiraju s 0,1 mL 50 uM otopine DCFH-DA i inkubiraju 30 minuta na 37 °C. S
obzirom na to da je metoda osjetljiva na fotooksidaciju, otopina DCFH-DA priprema se
neposredno prije koriStenja (Wang i Joseph, 1999). Mijeri se intenzitet fluorescencije pri

valnoj duZzini ekscitacije od 485 nm 1 valnoj duZini emisije 520 nm.

Izracun rezultata:

Prooksidacijsko se djelovanje izraCunava se kao umnozak fluorescencije i kvocijenta
prezivljenja koji je izraCunat u odnosu na negativnu kontrolu.
Ispitivanje prooksidacijskog djelovanja razliitih koncentracija Q, C, L i K provedeno je u
dvije paralelne probe (n=2), svaki je eksperiment ponovljen barem dva puta, a rezultati su

izrazeni kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama, u postotcima (%).
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3.2.5. Inkapsulacija mjesavine kvercetina, vitamina C, lizina i karnitina

Inkapsulacija mjeSavine bioaktivnih spojeva provedena je formuliranjem hidrogel
Cestica od dvije vrste prirodnih biopolimera kao nosaca razlicitih funkcionalnih i kemijskih
svojstava: alginata niske viskoznosti (A) i etil-celuloze (EC). Inkapsulacija odnosno
formuliranje Cestica provedeno je primjenom tehnika ionskog geliranja alginata s kalcijevim
ionima prema postupku opisanom u radu Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2011) ili metodom
separacije faza u slucaju primjene etil-celuloze. 1z navedenih polimera pripremljena su 4
razliita sustava tj. vrsta Cestica i to:

e 2 kontrolna sustava nosaca s inkapsuliranim kvercetinom (Agont | ECiont) te
e 2 sustava s razvijenom mjesavinom kvercetina, lizina, karnitina i askorbinske kiseline

(Am 1 ECp).

Za inkapsulaciju u alginatni hidrogel i pripremu alginatnih cestica pripremljena je
otopina nosaca otapanjem 1 g alginata i 50 mg kvercetina u 25 mL destilirane vode (za
kontrolne Cestice — Agont). Za inkapsulaciju mjeSavine bioaktivnih spojeva s mjeSavinom
uzoraka (Aw), otopina nosaca pripremljena je otapanjem 1 g alginata, 50 mg kvercetina, 0,5 g
lizina, 0,5 g karnitina i 0,5 g askorbinske kiseline u 25 mL destilirane vode. Otopina za
geliranje pripremljena je otapanjem 1g kalcijevog klorida u 50 mL destilirane vode i 50 mg
kvercetina. Formiranje alginatnih cCestica tehnikom ionskog geliranja provedeno je
ukapavanjem otopine nosaca (25 mL) pomocu plasti¢ne Sprice i igle od 20 G (unutrasnji
promjer ~ 300-500 um) u prethodno pripremljenu otopinu za geliranje na magnetskoj

mijesalici.

Za pripremu kontrolnih etil-celuloznih mikrocestica (ECyont), te Cestica s mjeSavinom
bioaktivnih spojeva (ECw), otopina nosaca pripremljena je otapanjem 2.5 g etil-celuloze i 0,5
g kvercetina u 20 mL acetona i 20 mL etil-acetata. Medij za formiranje Cestica pripremljen je
otapanjem 10 g karnitina, 10 g lizina, 10 g askorbinske kiseline u 500 mL destilirane vode uz
dodatak 1 mL emulgatora (Tween 80). Za kontrolne ¢estice koriStena je samo destilirana voda
i emulgator. Formiranje etil-celuloznih mikrocestica provedeno je ukapavanjem otopine
nosaca (40 mL) pomocu plasti¢ne Sprice u prethodno pripremljen medij za formiranje Cestica,
te mijeSanjem do potpunog isparavanja organskog otapala pod strujom cirkuliraju¢eg zraka
(digestor).

Prilikom oba postupka inkapsulacije ukapavanjem mjesavine su mijeSane magnetskom

mijesalicom, pri ¢emu je dolazilo do oc¢vri¢ivanja kapi u Cestice sfernog oblika, bilo usred
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umrezavanja djelovanjem kalcijevih iona (alginat) ili usred isparavanja organske faze (etil
celuloza). Nakon formiranja Cestica, Cestice su ostavljene u otopini za geliranje ili emulziji
cca. 30 min, nakon ¢ega su formirane Cestice izdvojene iz otopine filtriranjem i ispiranjem

destiliranom vodom.

3.2.6. Karakterizacija formuliranih ¢estica s inkapsuliranim bioaktivnim spojevima

3.2.6.1. Morfoloske karakteristike formiranih cCestica

U cilju odredivanja oblika i strukture alginatnih i etil-celuloznih cestica provedeno je
snimanje hidrogel Cestica optickim mikroskopom AMA413T5 (Dino-lite Pro, Taiwan) uz

odgovarajuce povecanje (1 - 40x).

3.2.6.2. Odredivanje parametara raspodjele velicine Cestica

Veli¢ina proizvedenih cCestica odn. raspodjela veli¢ine cestica dobivenih
inkapsulacijom, odredena je primjenom analitickih opcija softvera optickog mikroskopa u
slucaju alginatnih cestica ili je analizirana laserskom difrakcijom, koristenjem laserskog
analizatora veli¢ine Cestica Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd.,
Worchestershire, Velika Britanija), u slu¢aju etil-celuloznih mikrocestica.

Analiza veliCine Cestica temelji se na ¢injenici da Cestice prilikom prolaska kroz izvor
svjetlosti (lasersku zraku) rasprSuju svjetlost pod odredenim kutevima koji izravno ovise o
veli¢ini Cestica. Laserska zraka ulazi u radnu ¢eliju pod kutem od 0,02° do 140° te omogucuje
odredivanje veli¢ine Cestica u rasponu od 0,2 do 2000 um. Uredaj za lasersku difrakciju
opremljen je jedinicom za tekucu disperziju Hydro 2000S, te je uzorak prilikom mjerenja
dodan u vodeni medij u kojem je provedeno ultrazvu¢na disperzija za ujednacavanje dotoka
uzorka u mjernu celiju. Zasi¢enje laserske zrake je podeSeno na 2-6%, a za svaki uzorak
provedena su tri paralelna mjerenja. Parametar raspodjele veli¢ine Cestica koristen u slucaju
etil-celuloznih mikrocestica bio je d(0,5) odn. medijan veli¢ine Cestica koji oznacava promjer

Cestica za koji vrijedi da 50% ukupnog broja ¢estica ima promjer manji od tog promjera.
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3.2.6.3. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije kvercetina, vitamina C, lizina i karnitina

Udio inkapsuliranih spojeva imobiliziran u alginatnim i etil-celuloznim cesticama
odreden je analizom usitnjenih otopljenih Cestica pomo¢u HPLC-a i spektrofotometra. Za
odredivanje kvercetina otapanje je radeno u metanolu, a za odredivanje aminokiselina i
askorbinske kiseline otapanje je radeno u 1%-tnoj metafosfornoj kiselini (MPA). Udio
kvercetina u otopini usitnjenih Cestica odreden je HPLC analizom, dok je udio aminokiselina i

askorbinske kiseline odreden spektrofotometrijskim metodama.

3.2.6.4. Odredivanje udjela kvercetina u ekstraktima tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC)

Princip metode:

Kod kromatografije obrnutih faza (RP-HPLC) stacionarna faza je nepolarna dok je
mobilna faza polarna. Odvajanje analita temelji se na hidrofobnim interakcijama izmedu

polarnog eluensa, relativno nepolarnog analita i nepolarne stacionarne faze.

Postupak rada:
Analiza kvercetina u pripremljenim ekstraktima provedena je kromatografijom

obrnutih faza na ACE C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) koloni (nepolarna stacionarna faza),
eluacijom polarnim otapalima na temelju razli¢itosti u polarnosti pojedinih komponenata.
Razdvajanje komponenata postignuto je uspostavljanjem linearnog gradijenta dolje

navedenog sastava mobilne faze u vremenu kako slijedi:

Mobilna faza: A - 0,1% o-fosforna kiselina u vodi
B — 0,1% o-fosforna kiselina u metanolu
Gradijent: 0 min: 10% mobilne faze B
30 min: 100% mobilne faze B
Protok: 1 mL min™
Temperatura kolone: 25°C
Duljina trajanja analize: 30 min + 5 min (uspostavljanje pocetnog sastava mobilne

faze).
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Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva:

Razdvojene komponente detektirane su pomocu Diode Array Detector-a pri valnim
duljinama od 190 do 400 nm, uz rezoluciju od 1,2 nm. Detekcija spojeva provedena je
snimanjem eluata na valnoj duljini 278 nm (UV podrucje) pomo¢u PDA detektora, pri cemu
su dobiveni karakteristi¢ni kromatogrami. Usporedbom vremena zadrzavanja (Rt) izdvojenih
pikova na kromatogramima s vremenom zadrzavanja vanjskog standarda kvercetina te
usporedbom s UV-spektrom standarda identificirani su spojevi na kromatogramu.
Kvantitativna determinacija kvercetina omogucena je KkoriStenjem jednadzbe bazdarnog
pravca standarda. Poseban software Chem32 Chromatography Workstation omogucio je
prikupljanje i obradu podataka dobivenih HPLC analizom.

Pomocu bazdarnog pravca kvercetina, iz vrijednosti dobivenih povrSina (nakon
integracije) identificiranog pika u kromatogramima ekstrakata, izracunata je pripadajuca
koncentracija kvercetina. HPLC analize provedene su u duplikatu, a udjel kvercetina izrazen

kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.6.5. Odredivanje udjela askorbinske kiseline u ekstraktima — DCPIP metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na redukciji 2,6-diklorofenolidnofenol (DCPIP) boje i pracenju
smanjenja apsorpcije pri 520 nm. U oksidiranom stanju DCPIP je plave boje, dok redukcijom
dolazi do obezbojenja (Omaye i sur., 1979).

Postupak rada:
Za pripremu radne otopine reagensa, pripremi se otopina 2,6-diklorofenolidnofenola

(DCPIP) koncentracije 0,25 g L™ u vrucoj vodi s natrijevim hidrogenkarbonatom u
koncentraciji od 0,21 g L™ U epruvetu se otpipetira po 4,5 mL pripremljenog DCPIP
reagensa i 0,5 mL uzorka. Nakon 30 minuta po dodatku DCPIP reagensa mjeri se
apsorbancija pri 515 nm, uz 4,5 mL destilirane vode za prvu slijepu probu i 4,5 mL MPA za

drugu slijepu probu.

Izracun rezultata:

Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzoraka od apsorbancije slijepe probe dobiva se

vrijednost AA. Koncentracija askorbinske kiseline u uzorcima izraCunava se pomocu
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jednadzbe bazdarnog pravca konstruiranog za standard askorbinske kiseline (4) koji prikazuje

ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mgL™):

y =0,0021x — 0,0272 4)
gdje je:

x — koncentracija askorbinske kiseline (mgL™)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm
Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline spektrofotometrijskom metodom pomocu
DCPIP provedeno je u dvije paralelne probe (n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje

vrijednosti provedenih mjerenja.

3.2.6.6. Odredivanje udjela aminokiselina u ekstraktima

Princip metode:

Ova metoda temelji se na reakciji aminokiselina s ninhidrinom pri pH vrijednosti 4 — 8
pri ¢emu nastaje ljubi¢asto obojeni produkt diketohidrin. Reakcija se prati mjerenjem
apsorbancije pri 570 nm (Friedman, 2004).

Postupak rada:
U epruveti se pomijesa 0,5 mL uzorka s 0,25 mL pripremljenog reagensa ninhidrina

(2%) i 0,25 mL fosfatnog pufera (pH 8.0) te se mjesavina inkubira u vodenoj kupelji 15
minuta. Prije mjerenja uzorci se ohlade te se doda 11,5 mL destilirane vode do postizanja
ukupnog volumena od 12.5 mL. Tako pripremljenim uzorcima mijeri se apsorbancija na 570
nm. Najprije je potrebno izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja je pripremljena na isti nacin

kao i uzorci samo $to je umjesto uzoraka dodano 0,5 mL destilirane vode.

Izracun rezultata:

Koncentracija aminokiselina u ekstraktima izracunava se pomocu bazdarnog
dijagrama konstruiranog za standard L-glutaminske kiseline (5) koji prikazuje ovisnost

apsorbancije (AA) o koncentraciji standarda (mgL™):

y =0,0022x — 0,0785 (5)
gdje je:
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x — koncentracija standarda otopine glutaminske kiseline (mgL™)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 570 nm.

Odredivanje koncentracije aminokiselina u ekstraktima provedeno je u dvije paralelne probe
(n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im

standardnim devijacijama u mgL™ ekstrakta.

3.2.6.7. Priprema otopina za istrazivanje bioloskih ucinaka formuliranih hidrogel Cestica s

inkapsuliranom mjesavinom bioaktivnih spojeva na modelnim stanicnim linijama

Nakon usitnjavanja alginatnih, odnosno etilceluloznih Cestica pripremljene su
ishodiSne otopine, pri ¢emu je za ekstrakciju askorbinske kiseline koristen MPA, a za
ekstrakciju kvercetina metanol. Koncentracija askorbinske kiseline u ishodisnoj otopini
ekstrakta alginata bila je 343,1 mg AA/mL, odnosno 116 mg AA/mL ekstrakta dobivenog iz
etil-celuloznih ¢estica. Koncentracija kvercetina dobivena ekstrakcijom iz alginatne Cestice
iznosila je 2192,8 mg Q/mL, odnosno 1133,6 mg Q/ mL dobivenog ekstrakcijom iz 1 g
Cestice etil-celuloze.

Iz ishodisnih otopina pripremljene su radne otopine kojima su tretirane stanice raka
grkljana i debelog crijeva u rasponu:35 ng AA/mL — 34,3 mg AA/mL (ekstrakcija iz
alginatnih Cestica, odnosno 116 ng AA/mL — 11.6 ng AA/ mL (ekstrakcija iz etilceluloznih
Cestica). Koncentracije kvercetina kojima su bile izlozene stanice, kretale su se u rasponu od:
2192 ng Q/mL — 219,28 mg Q/mL (ekstrakt iz alginatnih estica). Sto se ti¢e etil-celuloznih
Cestica, raspon koncentracija kvercetina bio je: 1120 ng/mL — 113,36 mg Q/mL. S obzirom da
je izmjerena koncentracija kvercetina u kontrolnim Cesticama alginata 1 etil-celuloze sli¢na
(42,71 odnosno 42,65 mg/g Cestica alginata tj. etil-celuloze), istraZzene su koncentracije
kvercetina eluirane iz alginatnih odnosno etil-celuloznih Cestica u rasponu 854,2 ng/mL —
85,42 mg/mL.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
odabranih ¢istih bioaktivnih spojeva; kvercetina, askorbinske kiseline, lizina i karnitina, te
njihovih mjesavina, u svrhu postizanja sinergistickog djelovanja i pojacane antioksidacijske
aktivnosti konac¢nih mjeSavina s nutraceutskim djelovanjem. Kombinacija navedenih
bioaktivnih spojeva, posebice askorbinske kiseline i kationskih aminokiselina (lizin, karnitin),
primijenjena je u svrhu povecanja topljivosti lipofilnog polifenolnog antioksidansa kvercetina
u hidrofilnom mediju. BioloSka aktivnost Cistih i mjeSavina bioaktivnih spojeva ispitana je
odredivanjem njihovog citotoksi¢nog i prooksidacijskog djelovanja na humane stanice raka
grkljana (HEp2) i debelog crijeva (CaCo2). U svrhu o¢uvanja antioksidacijskih svojstava,
provedena je inkapsulacija pripremljene sinergisticke mjeSavine bioaktivnih spojeva u dvije
vrste nosaca te su karakterizirana fizikalno-kemijska i1 bioloSka svojstva formuliranih
alginatnih i etil-celuloznih hidrogel Cestica na ispitivanim stani¢nim linijama.

Preliminarna karakterizacija i usporedba antioksidacijskog kapaciteta Cistih spojeva i
njihovih mjesavina provedena je spektrofotometrijskim ABTS i DPPH metodama, a dobiveni
rezultati prikazani su na slici 9 (metanolna otopina kvercetina i mje$avina S potpunom
topljivosti kvercetina) te slici 10 (vodene otopine ¢istih spojeva i njihovih mjeSavina).

Na temelju rezultata odredivanja antioksidacijskog kapaciteta, ¢isti bioaktivni spojevi i
njihova sinergisticka mjeSavina koristili su se za ispitivanje prezivljenja HEp2 i CaCo2
stanica Neutral red metodom (slike 11 i 12), i indukcije stvaranja slobodnih radikala 2',7'-
DCFH-DA metodom (slike 13 i 14). Rezultati fizikalne karakterizacije formuliranih hidrogel i
liofiliziranih alginatnih i etil-celuloznih Cestica s inkapsuliranom mjeSavinom bioaktivnih
spojeva prikazani su u Tablici 1, a u Tablici 2 prikazana je ucinkovitost inkapsulacije te udjeli
bioaktivnih spojeva u formuliranim hidrogel Cesticama. Na slikama 15-22 prikazani su
rezultati djelovanja dobivenih alginatnih i etil-celuloznih hidrogel Cestica s inkapsuliranom
sinergistickom mjeSavinom na stanice, pripremljenih u dva razli¢ita otapala.

Na slikama 15 i 16 prikazan je citotoksi¢ni ucinak, a na slikama 17 i 18
prooksidacijski u¢inak formuliranih etil-celuloznih (EC) i alginatnih cestica (A) otopljenih u
metafosfornoj kiselini. Na slikama 19 i 20 prikazan je citotoksi¢ni ucinak, a na slikama 21 i
22 prooksidacijski uc¢inak formuliranih etil-celuloznih (EC) i alginatnih ¢estica (A) otopljenih

u metanolu.
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4.1. PRELIMINARNA ANALIZA ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA CISTIH SPOJEVA I NJIHOVIH MJESAVINA
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E Eksperimentalne vrijednosti B Teorijske vrijednosti

Q — kvercetin, C — askorbinska kiselina, L — lizin, K — karnitin

Slika 9. Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom (mmol Trolox L™) metanolnih (kvercetin) i vodenih (askorbinska kiselina, lizin,

karnitin) otopina bioaktivnih spojeva i njihovih mjesavina
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Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom pokazalo je da izmedu
Cistih spojeva najveci antioksidacijski kapacitet posjeduje metanolna otopina kvercetina
(0,875 + 0,003 mmol Trolox L™ ), nakon &ega slijedi askorbinska kiselina (0,564 + 0,007
mmol Trolox L), dok aminokiseline pokazuju gotovo zanemariv antioksidacijski kapacitet u
vodenim otopinama. S obzirom da je otopina kvercetina pripremljena u metanolu pokazala
potpunu topljivost, ispitane su binarne i tercijarne mjesavine metanolne otopine kvercetina te
vodenih otopina drugih bioaktivnih spojeva (askorbinske kiseline, lizina, karnitina) pri ¢emu
je vidljivo da je postignuto znacajno povecanje antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na
pojedine Ciste spojeve.

Na slici 9 vidljivo je da su eksperimentalno dobivene vrijednosti binarnih, tercijarnih i
kvaterne mjeSavine znaCajno vece od teorijskih vrijednosti (dobivenih kao zbroj
antioksidacijskog kapaciteta Cistih spojeva). Prema prilozenim rezultatima antioksidacijskih
kapaciteta binarnih mje$avina moze se primijetiti da mjeSavina kvercetina i askorbinske
kiseline ima najveéi antioksidacijski kapacitet (1,536 + 0,021 mmol Trolox L) u usporedbi s
drugim binarnim mjeSavinama. Najveca razlika ecksperimentalne i teorijske vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta binarnih mjeSavina vidljiva je kod mjesSavine kvercetina 1 lizina
&ija je eksperimentalna vrijednost (1,101 + 0,051 mmol Trolox L™ ) 25,08 % vec¢a od teorijske
vrijednosti, dok mjesavina kvercetina i karnitina (1,074 + 0,07 mmol Trolox L) pokazuje
neznatno nizu razliku sa 22,02 % vecom eksperimentalnom vrijednosti od teorijske. Ovaj
efekt posebice je primjetljiv u slucaju formiranja tercijarnih i kvaternih mjeSavina. Od
tercijarnth mjeSavina najveci antioksidacijski kapacitet pokazuje mjeSavina kvercetina,
askorbinske kiseline i karnitina (1,752 + 0,046 mmol Trolox L'l) sa 21,19 % vecom
eksperimentalnom vrijednosti u odnosu na teorijsku. Kvaterna mjeSavina Kkvercetina,
askorbinske kiseline, lizina i karnitina pokazuje najveci antioksidacijski kapacitet (1,857 +
0,098 mmoL Trolox L™) u usporedbi sa svim mjeSavinama, koji je za 28,08 % vec¢i u odnosu

na teorijsku vrijednost.
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Slika 10. Antioksidacijski kapacitet vodenih otopina Cistih bioaktivnih spojeva i njihovih
mjeSavina odreden a) ABTS i b) DPPH metodama

Zbog izrazene toksi¢nosti metanola kao otapala (Paine i Dayan, 2001; Hamzeloo-
Moghadam i sur., 2014) u kojem se postize potpuna topljivost kvercetina, kako bi se izbjegla
njegova primjena potrebno je primijeniti medij (otapalo) niske toksi¢nosti, prikladno za
ljudsku upotrebu. S obzirom na lipofilna svojstva kvercetina i njegovu netopljivost u vodi,
vodene otopine kvercetina nemaju sposobnost solubilizacije tog spoja, te je posljedi¢no i
antioksidacijski kapacitet takve otopine jednak nuli, kao §to je vidljivo na Slici 10. U svrhu
povecanja topljivosti kvercetina u vodenim otopinama te povecanja apsorpcije, prethodna
istrazivanja (Woude i sur., 2003; Chabane i sur., 2009) pokazala su kako se isto moze postic¢i

promjenom pH vodene otopine, $to je u ovom radu postignuto primjenom askorbinske
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kiseline te kiselih aminokiselina (lizin, karnitin) u protoniranom stanju pri niskim pH
vrijednostima. Postepenim formiranjem kombinacija mjesavina ovih spojeva primije¢ene su
neznatne razlike u antioksidacijskom kapacitetu u odnosu na ¢istu askorbinsku kiselinu, bez
obzira na primijenjenu metodu odredivanja antioksidacijskog kapaciteta (Slika 10 a,b).
Ovakvi rezultati upucuju na zakljucak da antioksidacijski kapacitet mjeSavina bioaktivnih
spojeva dominantno potjece isklju¢ivo od Ciste askorbinske kiseline, dok prisutnost ostalih
spojeva nema izraZeniju ulogu i1 znacajnije djelovanje na povecanje ovog parametra.
Medutim, bez obzira na nedostatak znacajnijih razlika u antioksidacijskom kapacitetu binarne
(Q+C) ili tercijarnih (Q+C+L, Q+C+K) mjeSavina u odnosu na cistu askorbinsku kiselinu,
eksperimentalni rezultati pokazali su statisticki signifikantno povecanje antioksidacijskog
kapaciteta kvaterne mjeSavine sva 4 navedena spoja (Q+C+L+K). Na taj nacin postignuto je
znacajno povecanje antioksidacijskog kapaciteta mjesavine, Sto se moZe pripisati povecanoj
topljivosti kvercetina u navedenom mediju, ali i sinergistickom djelovanju svih primijenjenih
spojeva (poveéanje antioksidacijskog kapaciteta eksperimentalnih rezultata u odnosu na
teorijske vrijednosti). Potvrda o postizanju topljivosti kvercetina primijecena je veé tijekom
formiranja mjeSavina, §to se ocCitovalo kao postizanje bistrih, prozirnih otopina kvercetina
zute boje (u usporedbi s Cistom vodenom otopinom kvercetina koja je neprozirna, koloidna
suspenzija krutih Cestica kvercetina u vodi). Izrazenije povecanje antioksidacijskog kapaciteta
mjeSavina u odnosu na Cistu askorbinsku kiselinu nije postignuto zbog potrebnih radnji
razrjedivanja otopina vodom kako bi se postigla odgovaraju¢a koncentracija spojeva za
analiticko mjerenje primijenjenim metodama za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
(ABTS, DPPH) i njihovo podesavanje na radno podrucje navedenih metoda. Naime prilikom
razrjedivanja otopina mjesavina bioaktivnih spojeva vodom, doslo je do promjene pH otopina
(pove¢anje pH) S$to je rezultiralo smanjenjem topljivosti kvercetina 1 njegovom
precipitacijom, te ociglednim taloZenjem i1 smanjenjem topljivosti. Zbog nemogucnosti
eliminacije ovog problema, prikazani su rezultati dobiveni brzom reakcijom i mjerenjem pri
realnim uvjetima, koji su uspjeli dokazati povecanu topljivost i1 sinergisticko djelovanje
kvaterne mjesavine, dok su realne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u slucaju

nerazrjedivanja otopina vjerojatno ak i znacajnije vece.

S obzirom da su rezultati preliminarnog ispitivanja antioksidacijskog kapaciteta
pokazali sinergisticki potencijal mjeSavine spojeva u odnosu na Ciste spojeve, provedena su
odredivanja antioksidacijskog/prooksidacijskog djelovanja i citotoksi¢nosti na stani¢nim

linijama kako bi se sinergisti¢ki potencijal kvaterne mjesavine dodatno dokazao.

39



4.2. BIOLOSKI UCINCI CISTIH BIOAKTIVNIH SPOJEVA 1 NJIHOVE
MJESAVINE NA MODELNIM STANICNIM LINIJAMA

4.2.1. Citotoksi¢ni ucinak kvercetina, askorbinske kiseline, lizina, karnitina i njihove smjese
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Slika 11. Prezivljenje (%) HEp2 stanica u odnosu na kontrolu nakon tretmana s kvercetinom
(Q) u rasponu koncentracija 0,01-0,2 gL, s askorbinskom kiselinom (C), lizinom
(L), karnitinom (K) te njihovom mjesavinom (M) u rasponu koncentracija 0,2-20
gL™

Prema rezultatima prikazanim na Slici 11, vidljiv je razli¢it utjecaj tretmana pojedinim
Cistim bioaktivnim spojevima na prezivljenje HEp2 stanica, u ovisnosti 0 primijenjenoj
koncentraciji. Statisticki signifikantno smanjenje prezivljenja HEp2 stanica u odnosu na
kontrolu primijeceno je samo nakon tretmana Stanica najnizom koncentracijom kvercetina
(0,01 gL™) te askorbinskom kiselinom. Medutim, askorbinska kiselina je pri svim
koncentracijama (0,2 gL™ - 20 gL™) statisticki znagajno smanjila prezivljenje stanica u odnosu

na kontrolu, $to dokazuje znacajan utjecaj ovog bioaktivnog spoja na prezivljenje HEp2
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stanica, bez obzira na koncentraciju. Slicno djelovanje askorbinske kiseline pokazali su Chen
i suradnici (2005, 2008) prema ¢ijim istrazivanjima koncentracije askorbata (anion
askorbinske kiseline) manje od 5 mM mogu uzrokovati smanjenje prezivljenja odredenih
stani¢nih linija, te da askorbinska kiselina djeluje citotoksi¢no na 75% ispitivanih tumorskih
stani¢nih linija. Utjecaj askorbinske kiseline na HEp2 stanice, u ovom radu, pokazao je
statistiCku znacajnost, medutim nije postignuto 50 %-tno smanjenje broja Zzivih stanica
premda su koristene visoke (1,13-113,6 mM) koncentracije. Za to bi moguce objasnjenje bilo
krac¢e vrijeme tretmana stanica nego u drugim radovima te odredivanje prezivljenja stanica
neposredno nakon tretmana bioaktivnim spojem, odnosno manje intenzivni uvjeti tretiranja
stanica u ovom radu.

S obzirom na bioloske ucinke kvercetina na stanice, brojna istrazivanja potvrdila su
citotoksi¢no djelovanje kvercetina, u ovisnosti o koncentraciji, pri koncentracijama viSim od
10-50 uM na HEp2 (tretman u trajanju od 72h), A549 (tretman u trajanju od 24 sata) i HL-60
stanicama (Durgo i sur., 2007; Robaszkiewicz i sur., 2007; Sergediene i sur., 1999). Medutim,
na HEp2 stanice u ovom radu, kvercetin (tretman u trajanju od 1h) nije djelovao citotoksi¢no
u doznoj ovisnosti, ve¢ samo pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji (0,1 gL™*). Takoder, u
usporedbi s kontrolom, obje ispitivane aminokiseline, i lizin i Kkarnitin, bez obzira na
koncentraciju nisu pokazale znacajan utjecaj na prezivljenje HEp2 stanica.

Mjesavina sva Cetiri ¢ista bioaktivna spoja, za koju je preliminarnim ispitivanjima
primjenom ABTS i DPPH metoda dokazan sinergisti¢ki u¢inak na antioksidacijski kapacitet,
u odnosu na kontrolu nije pokazala znacajan utjecaj na prezivljenje HEp2 stanica, osim
koncentracije od 10 gL za koju je ¢ak utvrden i citoprotektivni u¢inak (statisticki znacajno
povecanje prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu).

Prema dobivenim rezultatima mozZe se zakljuciti kako kombinacija navedenih
bioaktivnih spojeva u primijenjenim koncentracijama nema znacajan utjecaj na prezivljenje
HEp2 stanica. Premda bi s obzirom na pozitivan u¢inak smanjenja prezivljenja stanica nakon
tretmana askorbinskom kiselinom i kvercetinom, bilo o¢ekivano pojac¢ano djelovanje i daljnje
smanjenje preZivljenja stanica tretmanom sinergistickom mjesavinom, rezultati upucuju da su
navedeni pozitivni uc€inci vjerojatno potisnuti djelovanjem i kombinacijom drugih spojeva,
najvjerojatnije aminokiselina koje mogu djelovati citoprotektivno na toksi¢nost uzrokovanu

odredenim spojevima (Endo i sur., 2002).
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Slika 12. Prezivljenje (%) CaCo2 stanica u odnosu na kontrolu nakon tretmana s kvercetinom
(Q) u rasponu koncentracija 0,01-0,2 gL™ te s askorbinskom kiselinom (C), lizinom
(L), karnitinom (K) te njihovom mjeSavinom (M) u rasponu koncentracija 0,2-20
oL’

Prema rezultatima odredivanja prezivljenja CaCo2 stanica (slika 12) nakon tretmana
pojedinim ¢istim bioaktivnim spojevima, vidljiv je razli¢it uéinak primijenjenih koncentracija
pojedinih spojeva na prezivljenje. Statisti¢ki znacajno povecanje preZivljenja, u odnosu na
kontrolu, vidljivo je samo kod stanica tretiranih s 0,05 i 0,1 gL kvercetina. Mogu¢i razlog
povecéanju prezivljenja CaCo2 stanica nakon djelovanja kvercetina pri visim koncentracijama
moze biti njegovo antioksidacijsko djelovanje, no treba napomenuti da je taloZenje
kvercetina, koje je najvise bilo vidljivo pri veéim koncentracijama, moglo uzrokovati
pogreske pri mjerenju prezivljenja Neutral red metodom. Tretman stanica s askorbinskom
kiselinom, bez obzira na koncentraciju, nije pokazao znacajan utjecaj na CaCo2 stanice u
usporedbi s kontrolom. Isto tako, u usporedbi s kontrolom, aminokiseline lizin i karnitin nisu
pokazale znacajan utjecaj na CaCo2 stanice ni pri jednoj primijenjenoj koncentraciji.

Usporedbom rezultata prezivljenja dvije stani¢ne linije, HEp2 i CaCo2 nakon tretmana
ispitivanim ¢istim bioaktivnim spojevima i1 njthovom mjeSavinom moZe se primijetiti da su
CaCo2 stanice manje osjetljive na djelovanje ispitivanih spojeva i mjeSavine u odnosu na
HEp2 stanice (Slika 11) budué¢i da nije doSlo do smanjenja preZivljenja stanica nakon

tretmana bioaktivnim spojevima. Kod HEp2 stanica kvercetin je uzrokovao smanjenje

42



prezivljenja stanica (Sto je zapazeno pri najmanjoj primijenjenoj koncentraciji), dok je na
CaCo2 stanicama imao suprotan uc¢inak, odnosno uzrokovao je povecanje prezivljenja stanica.
Prema tome, moze se zakljuciti da kvercetin pokazuje 1 antioksidacijsko 1 prooksidacijsko
djelovanje s obzirom na vrstu tumorskih stanica te primijenjenu koncentraciju.

Robaszkiewicz i sur. (2007) pokazali su da niske koncentracije kvercetina (do 10 uM)
nakon tretmana od 24 sata mogu uzrokovati blago poveéanje prezivljenja i proliferacije A549
stanica, dok vise koncentracije (50-200 uM) uzrokuju citotoksi¢nost ovisnu 0 koncentraciji.
Suprotno njihovim rezultatima, rezultati dobiveni u ovom radu pokazali su da i tretman u
trajanju od 1h s visim koncentracijama kvercetina (0,1 gL™, ekvivalentno 331 pM) moze
uzrokovati povecanje prezivljenja, a ne citotoksi¢nost CaCo2 stanica. Manju osjetljivost
CaCo2 stanica u odnosu na HEp2 1 druge stani¢ne linije pri istraZivanju citotoksi¢nosti
razlicitih spojeva, potvrdili su brojni radovi (Oteri i sur, 1998; Stammati i sur., 2005). Razlog
manje osjetljivosti CaCo2 stanica moze biti u manjoj metabolickoj aktivnosti kao rezultat

niske razine odredenih izoformi citokroma P450 ( Kiiblbeck i sur., 2016).

4.2.2. Prooksidacijski ucinak kvercetina, askorbinske Kiseline, lizina, karnitina i njihove

smjese na HEp2 i CaCo2 stanice

Prema rezultatima odredivanja formiranja reaktivnih kisikovih radikala (ROS)
(Slika 13) ustanovljene su znacajne fluktuacije i nejednolik ucinak pojedinih spojeva na
formiranje ROS s obzirom na primijenjene koncentracije. Kvercetin pri koncentraciji od 0,01
gL'1 pokazuje statisticki znacajno prooksidacijsko djelovanje, dok pri koncentraciji od 0,1 gL’
! pokazuje antioksidacijsko djelovanje na HEp2 stanice u odnosu na kontrolu. Kod
askorbinske Kkiseline znacajno prooksidacijsko djelovanje odredeno je kod tretmana
najmanjom (0,2 gL ™) i najveéom koncentracijom (20 gL™), dok koncentracije od 2 i 10 gL,
kao 1 u slucaju kvercetina nisu imale znaCajan utjecaj na antioksidacijsko/prooksidacijsko

djelovanje. Od ispitivanih aminokiselina, znac¢ajan u¢inak na HEp2 stanice imao je lizin kod

kojega je najveca koncentracija (20 gL %) djelovala prooksidacijski u odnosu na kontrolu.
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Slika 13. Prooksidacijsko djelovanje (%) razli¢itih koncentracija Cistih bioaktivnih spojeva
kvercetina (Q), askorbinske kiseline (C), lizina (L), karnitina (K) i njihove
mjesavine (M) na HEp2 stanice. Stanice su tretirane s Q u rasponu koncentracija
0,01-0,2gL™ te C, L i K i M u rasponu koncentracija 0,2-20 gL™

Mjesavina bioaktivnih spojeva pokazala je blago antioksidacijsko djelovanje na
HEp2 stanice u koncentraciji od 10 gL™ (odnosno, 0,1 gL™ za kvercetin). Buduéi da &isti
kvercetin pri koncentraciji istoj kao i u mjesavini (0,1 gL™") djeluje antioksidacijski na HEp2
stanice, moze se zakljuciti da upravo on u mjeSavini uzrokuje smanjenje slobodnih radikala s
obzirom da ostali spojevi ne pokazuju nikakvo (prooksidacijsko ni antioksidacijsko)
djelovanje pri toj koncentraciji.

Chen i suradnici (2004) u svom radu ispitivali su sinergisti¢ki uc¢inak askorbinske
kiseline i kvercetina na HL-60 stanicama pri ¢emu su pokazali da askorbinska kiselina (1mM)
povecava antitumorsko i antioksidacijsko djelovanje kvercetina smanjivanjem slobodnih
Kisikovih radikala (ROS). Slican sinergisticki utjecaj u ovom radu moze se primijetiti kod
djelovanja nizih koncentracija mjeSavine bioaktivnih spojeva, koje premda u usporedbi s

kontrolom nemaju znacajnog djelovanja na HEp2 stanice, u usporedbi s Cistim spojevima
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pokazuju da je doSlo do smanjenja proizvodnje reaktivnih kisikovih radikala koje su Cisti
kvercetin i askorbinska kiselina formirali pri istim koncentracijama.

S obzirom na mali broj ispitivanja citotoksi¢nog i antioksidacijskog djelovanja
aminokiselina, pregledom postojece literature nije pronadeno da aminokiseline, u ovom

slu¢aju lizin, pokazuju prooksidativno djelovanje na stani¢ne kulture.
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Slika 14. Prooksidacijsko djelovanje (%) razli¢itih koncentracija Cistih bioaktivnih spojeva
kvercetina (Q), askorbinske Kkiseline (C), lizina (L), karnitina (K) i njihove
mjesavine (M) na CaCo2 stanice. Stanice su tretirane s Q u rasponu koncentracija
0,01-0,2 gL™te C, L i K i M u rasponu koncentracija 0,2-20 gL™

Prema rezultatima prikazanim na Slici 14, vidljiv je razli¢it utjecaj tretmana pojedinim
Cistim bioaktivnim spojevima na formiranje kisikovih radikala (ROS) kod CaCo2 stanica, s
obzirom na primijenjenu koncentraciju. Statisticki znacajno prooksidacijsko djelovanje
pokazala je askorbinska kiselina u koncentraciji od 2 gL™. Suprotno od askorbinske kiseline,
kvercetin je pokazao antioksidacijsko djelovanje, odnosno uzrokovao je statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje slobodnih kisikovih radikala u odnosu na kontrolu, i to u doznoj ovisnosti (0,05 gL
10,2 9L 0,2 gL™). Zanimljivo je da nijedna ispitivana koncentracija mjesavine bioaktivnih

spojeva nije pokazala nikakvo djelovanje (prooksidacijsko ni antioksidacijsko) na CaCo2
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stanice s obzirom na odredeno antioksidacijsko djelovanje kvercetina. Pri nizim ispitivanim
koncentracijama razlog tome moze biti da se antioksidacijsko djelovanje kvercetina i
prooksidacijsko djelovanje askorbinske kiseline medusobno ponistavaju.

Iz rezultata bioloskih ucinaka Ccistih spojeva 1 mjeSavina moze se zakljuciti da
kvercetin pri koncentraciji 0,1 gL™ ima antioksidacijsko djelovanje na HEp2 (Slika 13) i
CaCo2 stanice (Slika 14) te posljedi¢no pri toj koncentraciji povecava postotak prezivljenja u
odnosu na kontrolu kod obje stani¢ne linije (slike 11 i 12). Usporedbom razli¢itog dobivenog
prooksidacijskog djelovanja askorbinske kiseline na obje stani¢ne linije ne moze se utvrditi
povecanje proizvodnje ROS s obzirom na primijenjenu dozu. Kod ispitivanja indukcije
proizvodnje slobodnih radikala askorbinskom kiselinom na stani¢nim linijama rezultati mogu
varirati zbog prisustva Fe** ili Cu?*u mediju za uzgoj stanica (Duarte i Lunec, 2005; Clement
i sur.,2006; Moji¢ i sur., 2014).

43. KARAKTERIZACIJA FORMULIRANIH HIDROGEL CESTICA S
INKAPSULIRANOM MJESAVINOM BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Karakterizacija osnovnih fizikalno-kemijskih svojstava formuliranih alginatnih i etil-
celuloznih Cestica pokazala je da su primijenjenim tehnikama ionskog geliranja alginata te
separacije faza u emulziji etil-celuloze u vodi dobivene hidrogel Cestice pravilnog, sfericnog
oblika. Izmedu hidrogel kontrolnih Cestica (samo s imobiliziranim kvercetinom), te Cestica s
imobiliziranom mjeSavinom svih bioaktivnih spojeva nije bilo razlike u morfoloskim
svojstvima 1 izgledu Cestica, stoga su u Tablici 1 prikazane samo slike za pojedinu vrstu
nosaca. Osnovna razlika u morfoloSkim karakteristikama dcestica, pokazala se nakon
liofilizacije Cestica, §to je rezultiralo naruSavanjem sfericne strukture i izgleda alginatnih
Cestica (koje su u odnosu na pravilne etil-celulozne zadrzanog sferi¢nog oblika) bile
karakterizirane smeZuranom, nepravilnom 1 naruSenom povrSinskom strukturom. Takvo
narusSavanje strukture i sferi¢nosti alginatnih Cestica proizvedenih ionskim geliranjem ve¢ je
prethodno primije¢eno u istrazivanjima mnogih autora (Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2015;
2016) a posljedica je naglog gubitka vode i urusavanja mrezne strukture alginatnog gela

nakon fizikalnih procesa koji se odvijaju tijekom postupka liofilizacije.

46



Tablica 1. Velicina Cestica te mikroskopske fotografije hidrogel i liofiliziranih alginatnih i

etil-celuloznih Cestica s inkapsuliranom mjesavinom bioaktivnih spojeva

Veli¢ina Cestica Morfoloski izgled Cestica
mm Povecanje 1x *Povecanje 4-10X
Aiont 1,97 £ 0,05

Am 2,01+0,12
ECiont 0,62 + 0,07
ECwum 0,52 + 0,08

kont — kontrolne Cestice
wm - Cestice s inkapsuliranom mje$avinom spojeva

* liofilizirane Cestice

Osim navedenih morfoloskih svojstava, osnovna razlika u formuliranim hidrogel
Cesticama na bazi alginata i etil-celuloze, kao $to se moze vidjeti u Tablici 1 je veli¢ina
Cestica. Naime, postupkom ionskog geliranja alginata proizvode se signifikantno vece Cestice
u odnosu na etil-celulozne ¢estice, koje su prema dobivenim rezultatima i do 4 puta manje u
odnosu na alginatne Cestice. S obzirom na veli¢inu alginatnih hidrogel Cestica 1 do 2 mm, te
znacajno manju veli€inu etil-celuloznih Cestica (500-600 pm), prema uobicajenoj klasifikaciji
inkapsuliranih Cesti¢nih sustava po veli¢ini, etil-celulozne Cestice mogu se smatrati
mikro€esticama (< 1000 pum) a njihov postupak dobivanja postupkom mikroinkapsulacije
(Nedovi¢ i sur., 2011). Medutim postupkom ionskog geliranja alginata, proizvedene su ¢estice
homogene veli¢ine, dok se postupkom mikroinkapsulacije etil-celuloze dobivaju ¢estice puno
veceg raspona veliCine Cestica, odn. nehomogene raspodjele veliCine Cestica. Izmedu
kontrolnih Cestica te Cestica s inkapsuliranom mjeSavinom bioaktivnih spojeva nije bilo

znacajne razlike u velicini istih.
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Tablica 2. Inkapsulacijska u¢inkovitost i udjel kvercetina, askorbinske kiseline i aminokiselina u formuliranim hidrogel ¢esticama

Ucdinkovitost

Ucinkovitost . - SadrzZai Uc¢inkovitost
) > yai inkapsulacije J : " yai
inkapsulacije Sadrzaj P J askorbinske inkapsulacije Sadrzaj
kvercetina askorbinska S aminokiselina
kvercetin o Kiseline aminokiselina
Kiselina
% mg g cestica % mg g* cestica % mg g cestica
Asont 5682°  42,71+0,09° . . ] .
Awm 94,57 109,64 + 0,25 51,28 17,15+ 0,64 64,54 25,82+1,14
a b
ECyont 61,17 42,65+ 0,34 - - - -
ECwm 57,89a 56,68 £ 0,12 21,07 580+1,29 35,27 14,11+ 0,74

kont — kontrolne Cestice

wm - Cestice s inkapsuliranom mjeSavinom spojeva

* Isto slovo abecede (a-b) u pojedinoj koloni oznac¢ava nesignifikantne razlike (p>0.05) izmedu uzoraka
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S obzirom na kemijska svojstva, odnosno ucinkovitost zadrzavanja aktivnih spojeva u
hidrogel strukturi dva ispitivana sustava, prema rezultatima prikazanim u Tablici 2, vidljivo je
da alginatne hidrogel Cestice opcenito pokazuju vecu inkapsulacijsku ucinkovitost svih
bioaktivnih spojeva u odnosu na etil-celulozne mikrocestice. U prosjeku je primjenom
alginata kao nosaca za inkapsulaciju postignuta 1,73x veca inkapsulacijska u¢inkovitost svih
bioaktivnih spojeva (kvercetina, askorbinske kiseline i aminokiselina) u odnosu na etil-
celulozne mikrocestice s mjeSavinom bioaktivnih spojeva (ECy). Osim toga, primijeceno je
povecanje zadrzavanja, odnosno inkapsulacijske ucinkovitosti kvercetina prilikom
inkapsulacije mjeSavine svih spojeva u odnosu na kontrolne Cestice samo s kvercetinom. Tako
pripremljene alginatne Cestice s mjeSavinom bioaktivnih spojeva (Am) pokazuju znacajno
vecu ucinkovitost inkapsulacije kvercetina (94,57 %) te ve¢i udjel kvercetina (109,64 + 0,25
mg g™ &estica) u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim &esticama (Ayont) i etil-celuloznim
hidrogel mikrocesticama. Etil-celulozne mikrocestice, bez obzira na povoljnija morfoloska
svojstva i manju veli¢inu Cestica, $to bi moglo pokazati povoljan uc¢inak na bioloska svojstva
tog inkapsuliranog sustava, pokazale su znafajno manju inkapsulacijsku ucinkovitost

pojedinih bioaktivnih spojeva u odnosu na alginatne Cestice.

44. BIOLOSKI UCINCI FORMULIRANIH HIDROGEL CESTICA S
INKAPSULIRANOM MJESAVINOM BIOAKTIVNIH SPOJEVA NA
MODELNIM STANICNIM LINIJAMA

Rezultati citotoksi€nog 1 pro/antioksidativnog djelovanja eluata hidrogel cestica
dobiveni su nakon tretmana stanica raka grkljana i debelog crijeva s pripremljenim otopinama
u rasponu: 35 ng AA/mL (1) — 34,3 mg AA/mL (4) (ekstrakcija iz alginatnih Cestica, odnosno
116 ng AA/mL (1) — 11.6 ng AA/ mL (4) (ekstrakcija iz etil-celuloznih Gestica).

Koncentracije kvercetina kojima su bile izloZene stanice, kretale su se u rasponu od:
2192 ng Q/mL (1) — 219,28 mg Q/mL (4) (ekstrakt iz alginatnih estica). Sto se tice etil-
celuloznih Cestica, raspon koncentracija kvercetina bio je: 1120 ng/mL (1)- 113,36 mg Q/mL
(4). Eluati kontrolnih alginatnih i etil-celuloznih Cestica istrazeni su u rasponu 854,2 ng/mL
(1) — 85,42 mg/mL (4).
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4.4.1. Citotoksi¢ni ucinak etil-celuloznih i alginatnih Cestica s inkapsuliranom mjeSavinom

bioaktivnih spojeva na HEp2 i CaCo2 stani¢nim linijama
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* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05)

Slika 15. Prezivljenje (%) HEp2 stanica nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama etil-
celuloznih (EC) i alginatnih ¢estica (A) bioaktivne mjesavine otopljenih u 1%-tnoj

metafosfornoj kiselini (MPA)

Kako bi se utvrdio bioloski ucinak formuliranih Cestica na humanim modelnim
stanicnim linijjama, proizvedene Cestice su dezintegrirane te ekstrahirane otopinom
metafosforne kiseline i metanola u svrhu solubilizacije inkapsuliranih spojeva i ispitivanja
njihovog djelovanja na modelnim stani¢nim linijama.

Prema rezultatima prikazanim na Slici 15, vidljivo je da statisti¢ki znacajno smanjenje
prezivljenja HEp2 stanica u odnosu na negativnu kontrolu pokazuju najvece koncentracije
etil-celuloznih mikroc¢estica ECy (58,81 £ 13.85 %) i ECyont (56,05 = 9.37 %) te alginatne
kontrolne Cestice Agont (49,77 £ 12,68 %). Medutim, S obzirom da pozitivna kontrola s MPA

(Kmpa) takoder pokazuje statisticki znacCajno smanjenje prezivljenja, ¢ak 54,29 + 12,9 %,
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ovakav rezultat upucuje da metafosforna kiselina u najveéim ispitivanim koncentracijama
djeluje citotoksi¢no na HEp2 stanice zbog ¢ega je upitna citotoksi¢nost ECy, ECyont 1 Akont Pri
najvecoj ispitivanoj koncentraciji. Unato¢ citotoksi¢nosti metafosforne kiseline pri najvecoj
koncentraciji, stanice tretirane s Ay pokazuju najveci postotak prezivljenja u usporedbi s
ostalim Cesticama §to je najvjerojatnije rezultat veéeg udjela inkapsuliranih spojeva (Tablica
2) koji djeluju citoprotektivno na HEp2 stanice.
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Slika 16. Prezivljenje (%) CaCo2 stanica nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama etil-
celuloznih (EC) i alginatnih ¢estica (A) bioaktivne mjeSavine otopljenih u 1%-tnoj

metafosfornoj kiselini (MPA)

Tretiranje CaCo2 stanica, metafosfornom otopinom formuliranih ¢estica nije pokazalo
statistiCki znaCajne razlike u prezivljenju stanica bez obzira na primijenjene koncentracije i
vrstu Cestica (Slika 16). Iako se moze primijetiti blago povecana citotoksi¢nost uslijed najvece
koriStene koncentracije Cestica, posebice etil-celuloznih mikrocestica (ECkont i ECy) Ovakav

rezultat moZe se pripisati citotoksi¢nom djelovanju metafosforne kiseline ( Kupa).
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Slika 17. Prezivljenje (%) HEp2 stanica nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama etil-
celuloznih (EC) i alginatnih cestica (A) bioaktivne mjeSavine otopljenih u

metanolu

U slucaju prezivljenja HEp2 stanica tretiranih s metanolnim otopinama formuliranih
Cestica (Slika 17) primjetljivo je da dolazi do poveéanja prezivljenja HEp2 stanica nakon
tretmana stanica otopinama koncentracije 3 (Akont I ECwm), pri ¢emu kontrolne alginatne
Cestice (Axony) StatistiCki znacajno povecavaju prezivljenje pri koncentraciji 3, dok pri najvecoj
koncentraciji 4 uzrokuju blago smanjenje prezivljenja u odnosu na kontrolu najvjerojatnije
uslijed citotoksi¢nosti metanola pri toj koncentraciji (vidljivo prema Kpmeon). ISto tako,
tretman stanica otopinom etil-celuloznih mikroéestica (ECy) u koncentraciji 3 takoder
statisticki povecava prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu. Usporedbom svih ispitivanih
koncentracija otopljenih Cestica, koncentracija 3 pokazala je povecanje prezivljenja kod svih
vrsta Cestica (kontrolnih 1 s inkapsuliranom mjeSavinom bioaktivnih spojeva). Daljnje
povecanje koncentracije Cestica u otopini (koncentracija 4) uzrokovalo je smanjenje
preZivljenja odnosno povecéanu citotoksi¢nost na HEp2 stanicama, $to se moze pripisati ve¢im

koncentracijama inkapsuliranih bioaktivnih spojeva pri toj koncentraciji. Takvi rezultati

52



upucuju na ¢injenicu da je potrebna veéa doza (koli¢ina) mikrocestica od onih primijenjenih u

ovom radu kako bi se postigao citotoksican ucinak.
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Slika 18. Prezivljenje (%) CaCo2 stanica nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama etil-
celuloznih (EC) i alginatnih cestica (A) bioaktivne mjeSavine otopljenih u

metanolu

Metanolne otopine formuliranih alginatnih i etil-celuloznih ¢estica na CaCo2
stanicama (Slika 18) nisu imale znacajan ucinak na prezivljenje. Blago povecanje prezivljenja
uzrokovale su ECyon mikrocestice pri koncetracijama 2, 3 i 4 te Ayont Pri koncentraciji 2, no
bez statisticki znacajnih razlika u odnosu na kontrolu. Ovakvi rezultati ve¢ su prethodno
primijeceni prilikom tretiranja CaCo2 stanica Cistim bioaktivnim spojevima i njihovom
mjeSavinom, gdje se ve¢ pokazalo kako CaCo2 stanice nisu toliko osjetljive na djelovanje

ispitivanih bioaktivnih tvari kao i HEp2 stani¢na linija.
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4.4.2. Prooksidacijsko djelovanje etil-celuloznih i alginatnih cestica s inkapsuliranom

mjesSavinom bioaktivnih spojeva na HEp2 i CaCo2 stani¢nim linijama
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* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05)

Slika 19. Prooksidacijsko djelovanje (% u odnosu na kontrolu) razli¢itih koncentracija etil-
celuloznih (EC) i alginatnih inkapsulata (A) bioaktivnhe mjeSavine otopljenih u

metafosfornoj kiselini (MPA) na HEp2 stanice

Ispitivanje  ucinkovitosti generiranja reaktivnih kisikovih radikala odnosno
antioksidacijskog/prooksidacijskog djelovanja otopina Cestica u metafosfornoj kiselini na
HEp2 stanicama (Slika 19) pokazalo je da pri koncentraciji 1 (najmanja koncentracija) etil —
celulozne mikrocestice (ECwmy pokazuju statisticki znacajno prooksidativno djelovanje na
HEp2 stanice, dok alginatne cestice (Awont I Amy pokazuju statisti¢ki znacajno prooksidativno
djelovanje pri najvecoj koncentraciji (4).

Za razliku od djelovanja na HEp2 stanicama, kod CaCo2 stanica (Slika 20) cestice
pripremljene u metafosfornoj kiselini pokazale su znac¢ajno vece prooksidativno djelovanje u
odnosu na kontrolu. Statisticki znacajno prooksidativno djelovanje pokazuju sve formulirane

Cestice u ovisnosti o koncentraciji.
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Slika 20. Prooksidacijsko djelovanje (% u odnosu na kontrolu) razli¢itih koncentracija etil-
celuloznih (EC) i alginatnih inkapsulata (A) bioaktivne mjeSavine otopljenih u

metafosfornoj kiselini (MPA) na CaCo2 stanice

Niti jedna koncentracija ispitivanih Cestica nije uzrokovala smanjenje slobodnih
radikala (antioksidacijsko djelovanje) kod CaCo2 stanica za razliku od ispitivanih ¢istih
spojeva (Slika 14) kod kojih je kvercetin imao antioksidacijsko djelovanje u rasponu
koncentracija 0,05-0,2 gL™ (33,1-661,7 pM). lzraZeniji prooksidativni uginak moze se
objasniti kompleksnim sastavom i raznovrsno$¢u svih sastojaka bioaktivnih spojeva zadrzanih
u mikrocCesticama, koje u kombinaciji s primijenjenim nosa¢ima odnosno u inkapsuliranom
obliku djeluju povoljno na povecanje formiranja reaktivnih kisikovih radikala. Razlog tome
moze biti prisustvo iona odredenih metala koji su dospjeli u Cestice putem procesa
inkapsulacije, sto je bio slu¢aj kod formuliranja alginatnih Cestica koriStenjem kalcijevih iona,

uz odredenu prisutnu koncentraciju iona metala u mediju dospjelu putem seruma.
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Slika 21. Prooksidacijsko djelovanje (%) na HEp2 stanice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama etil-celuloznih (EC) i alginatnih inkapsulata (A) bioaktivne

mjeSavine otopljenih u metanolu (MetOH)

Prilikom tretmana stanica metanolnim suspenzijama formuliranih Ccestica s
inkapsuliranom mjeSavinom bioaktivnih spojeva, takoder je vidljiv izraZeniji prooksidativni
uc¢inak mikrocestica na HEp2 stani¢noj liniji. Ovakav ishod, prema rezultatima prikazanim na
slici 21, moze se objasniti i povecanim prooksidativnim djelovanjem samog metanola kao
otapala (Kmeon). U slucaju tretmana HEp2 stanica metanolnim suspenzijama formuliranih
Cestica pri koncentracijama 1, 2 i 3 takoder je primijeeno povecano prooksidativno
djelovanje, koje se pri koncentraciji 4 smanjuje, no u neznacajnoj razlici u odnosu na
kontrolu. Kao i u slucaju tretmana stanica metafosfornom otopinom Ccestica, moze se
zakljucCiti da je potrebna veca koncentracija svih ispitivanih Cestica, odnosno, veca
koncentracija inkapsuliranih bioaktivnih spojeva za postizanje izrazenijeg antioksidacijskog

uc¢inka. S obzirom na vrstu Cestica, primije¢eno je kako kontrolne alginatne Cestice (Akont) te
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etil-celulozne mikrocestice s mjesavinom bioaktivnih spojeva (ECM) i pri najmanjoj (1) i pri

najvecoj (4) koncentraciji imaju blago antioksidacijsko djelovanje (< u odnosu na kontrolu).
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Slika 22. Prooksidacijsko djelovanje (%) na CaCo2 stanice nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama etil-celuloznih (EC) i alginatnih inkapsulata (A) bioaktivne

mjesavine otopljenih u metanolu (MetOH)

U slucaju tretmana CaCo2 stanica metanolnim otopinama formuliranih ¢estica (Slika
22), ponovno je primijeena manja osjetljivost ove modelne stani¢ne linije na djelovanje
aktivnih tvari u usporedbi s HEp2 stanicama. Bez obzira na primijenjenu koncentraciju, nisu
postignute statisticki znacajne razlike u razini ROS (antioksidacijskom/prooksidacijskom)
djelovanju svih vrsta Cestica u odnosu na kontrolu. Kao iznimka moze se izdvojiti samo
statisti¢ki znacajno prooksidativno djelovanje alginatnih Cestica s inkapsuliranom mjesavinom
bioaktivnih spojeva (Am) u odnosu na kontrolu pokazuje pri koncentraciji 2. Ovakve izraZzene

fluktuacije i nedostatak statisticke znacajnosti medu rezultatima upuéuju na €injenicu da su za
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izrazenije biolosko djelovanje na CaCo2 stanicama potrebne puno veée koncentracije ¢estica s
inkapsuliranim spojevima, koje bi mogle izazvati povoljne metabolicke reakcije u stanicama.

Dobiveni rezultati dijelom potvrduju zakljucke utvrdene prilikom ispitivanja citotoksicnog i
antioksidacijskog/prooksidacijskog djelovanja Cistih bioaktivnih spojeva 1 njihove
sinergisticke mjeSavine, s glavnim rezultatom koji upuéuje na nedovoljan udjel, odnosno
nedovoljnu inkapsulaciju u¢inkovitost aktivnih spojeva u primijenjenim sustavima nosaca
(alginat i etil-celuloza). U tom kontekstu, potrebna su daljnja istrazivanja s ciljem
optimizacije sustava nosaca 1 postizanja veceg udjela inkapsuliranih spojeva kako bi se

postigli zadovoljavajuci bioloski ucinci.
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. ZAKLJUCCI

Od ispitivanih Cistih bioaktivnih spojeva, polifenol kvercetin pokazuje najveéi
antioksidacijski kapacitet, nakon ¢ega slijedi askorbinska kiselina, dok aminokiseline lizin

i karnitin pokazuju zanemariv antioksidacijski kapacitet u vodenim otopinama.

Formuliranjem mjesavina kvercetina i askorbinske kiseline u kombinaciji s
aminokiselinama lizinom i karnitinom u vodenim otopinama, postize se sinergisti¢ki

ucinak na povecanje antioksidacijskog kapaciteta mjesavina.

Medu cistim bioaktivnim spojevima, samo kvercetin i askorbinska kiselina pokazuju
znacajno djelovanje, dok aminokiseline lizin i karnitin nemaju citotoksi¢no i

antioksidacijsko/prooksidacijsko djelovanje na HEp2 i CaCo2 stani¢ne linije.

Kvaterna mjeSavina svih bioaktivnih spojeva, koja sadrzi 0,1 gL kvercetina te po 10 gL™
askorbinske kiseline, lizina i Kkarnitina, pokazuje citoprotektivno i antioksidacijsko

djelovanje na HEp2 stani¢nu liniju.

Inkapsulacijom kvercetina i kvaterne mjesavine sva 4 bioaktivna spoja u alginat i etil-
celulozu kao sustave nosaca, dobivaju se sfericne Cestice raspona veli¢ine od mikro (cca.

500-600 pum za etil-celulozu) do makro Cestica (< 2 mm za alginatne Cestice).

Alginatne Cestice U usporedbi s etil-celuloznim mikrocesticama pokazuju znac¢ajno vecu

inkapsulacijsku uc¢inkovitost svih bioaktivnih spojeva formulirane mjesavine.

Alginatne i etil-celulozne Cestice pripremljene u metafosfornoj kiselini kao otapalu
pokazale su izrazito prooksidativno djelovanje na CaCo2 stanice, medu kojima su
alginatne cCestice s inkapsuliranom mjeSavinom imale najizraZeniji ucinak ovisan o

koncentraciji.

CaCo2 stanicna linija pokazuje manju osjetljivost na djelovanje Cistih bioaktivnih spojeva
1 otopina Cestica s inkapsuliranom bioaktivhom mjeSavinom spojeva u odnosu na HEp2
stani¢nu liniju.
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