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1 UVOD

U danasnje vrijeme, znatno je porasla ekoloska svijest, te posljedi¢no i problematika vezana
za zbrinjavanje otpada. Svake godine nastaju velike koli¢ine agro-industrijskog otpada, koji je
bogat mnogim nutritivnim sastojcima. Primjer agro-industrijskog otpada su i ljuske oraha i
kakaovog zrna, za koje su istrazivanja dokazala da su iznimno bogata razliitim bioloski
aktivnim tvarima. Bioloski aktivne tvari su fitokemikalije koje imaju iznimnu antioksidativnu
aktivnost, sposobnost inhibicije ili indukcije razli¢itih enzima, odnosno inhibicije ili indukcije
ekspresije gena, tj. Cesto djeluju kao modulatori razli¢itih metabolickih procesa. Stoga, u
odredenim uvjetima mogu utjecati na sveukupno zdravlje i fiziologiju ljudskog organizma
(Galanakis, 2017). Polifenoli i metilksantini su bioloski aktivne tvari i karakteristicne
komponente ljuske oraha i kakaovog zrna. To ¢ini sekundarne sirovine proizvodnje oraha i
kakaovca, sirovinama sa velikim potencijalom za budu¢u implementaciju u produkeiji razlicitih
funkcionalnih prehrambenih proizvoda. Na taj bi se nacin reducirala koli¢ina otpada, sa¢uvao
okolis, te povecao odrzivi razvoj prehrambene proizvodnje.

lako kemijski sastav ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna ukazuje na potencijalne
blagotvorne uéinke u ljudskom organizmu, prije upotrebe u svrhu, npr. oplemenjivanja hrane
potrebno je utvrditi kakav je njihov u¢inak na stani¢éne makromolekule i stanice u cjelini te kakav
ucinak spojevi prisutni u ekstraktima imaju na bakterije u ljudskom organizmu. Takoder, bitan
parametar je 1 u¢inak smjese spojeva prisutnih u ekstraktima kakaa 1 oraha na promjenu adhezije
humane mikroflore za receptore stanica.

Radna hipoteza ovog rada je da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna smanjuju prezivljenje
ispitivanih patogenih bakterija, njihovo vezanje za humane stanice i formiranje biofilma, te da
pokazuju antioksidacijsko djelovanje kada su u kontaktu sa stanicama gastroitenstinalnog trakta.

Cilj rada je utvrditi da li i pod kojim uvjetima ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zrna ima
citotoksi¢an ucinak na epitelne stanice gastroitenstinalnog trakta — tumorske epitelne stanice
jetre (HepG2), Zeludca (AGS) i debelog crijeva (Caco-2) te utjecaj na indukciju slobodnih
radikala i potencijalno oksidacijsko djelovanje, na ovim stanicama. Istrazit ¢e se i utjecaj
ekstrakata na predstavnike normalne mikrobiote covjeka (E. coli, L. fermentum, S. aureus),

promjenu adhezije bakterija na stanice Caco-2 i Cal-27 i stvaranje biofilma bakterija.



2 TEORIJSKI DIO

21 ORAH

Stablo oraha pripada obitelji Juglandaceae. Najrasprostranjenije je stablo koje nosi orasaste
plodove i uzgaja se u razli¢itim dijelovima svijeta. Porijeklom je iz sredi$nje Azije, a u Europi
se poceo uzgajati ve¢ od 1000 godina prije Krista. Nakon toga, uzgoj stabla oraha jako se
prosirio, §to mu je omogucila njegova dobra prilagodba u regijama s ekosustavima
mediteranskog tipa. Nutritivna vaznost oraha vezana je za njegov istoimeni plod. Plod oraha
(slika 1) sastoji se od zelene, mesnate i glatke ljuske koja je nejestiva, a uklanjanjem te ljuske
ostaje smeda ljuska u kojoj se nalazi jezgra (sjemenka) obavijena tankom kozicom (Jahanban-
Esfahlan i Amarowicz, 2018).

Slika 1. Dijelovi ploda oraha (prema Queiros i sur., 2019)

Godisnja proizvodnja oraha na svjetskoj razini premasuje 3,7 milijuna tona. Najveéi proizvodac
oraha je Kina, a ostali veliki proizvodaci su Iran, SAD i Turska. Jezgre oraha koriste se kao
hrana. Nutritivno su vrlo bogate viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (52-70 %),
proteinima (12-24 %, koji su bogati esencijalnim masnim kiselinama), mineralima (1,5-3 %),
flavonoidima i fenolnim kiselinama. Ostale biljne komponente, npr. lis¢e, kora, stabljika,
drvenaste opne, cvjetovi, koriste se u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Queiros i sur.,
2019).

2.1.1 Ljuska oraha

Budu¢i da je lignocelulozne prirode, dominantne komponente u sastavu ljuske oraha su



lignin udjela 52,3 %, celuloza udjela 25,5 % i hemiceluloza udjela 22,2 % (Dermibas, 2005).
Sredisnji je dio plod oraha, a morfoloski predstavlja endokarp, koji ¢ini i do 67% ukupne mase
oraha. Procjenjuje se da preradom oraha, na godiSnjoj razini, zaostaje oko 1,5 milijuna tona
otpada u obliku smede ¢vrste ljuske. Vecina toga otpada se odbacuje kao otpadni materijal ili se
koristi kao gorivo za izgaranje, §to rezultira onecis¢avanjem okolisa. Radi tih ogranicenja,
intenzivno se istrazuje alternativna primjena otpadnih ljusaka oraha. Predlozene su razlicite
metode za hidrolizu celuloza i hemiceluloza iz ljuske, za proizvodnju ugljikohidrata, koji su
dobri izvori za proizvodnju bioetanola, za proizvodnju drvnog i aktivnog ugljena pirolizom, jer
pri tome vec¢inom nastaje plin vodik, i pirolinska kiselina. Sve se vec¢a pozornost pridaje nastanku
pirolinske kiseline, zato §to najveci dio njezinih sastojaka ¢ine fenoli te organske kiseline sa
antioksidansima i antimikrobnim djelovanjem (Jahanban-Esfahlan i Amarowicz, 2018) (tablica
1).

Tablica 1. Sastav proizvoda pirolize ljuski oraha (prema Queiros i sur., 2019)

Ukupni ugljikohidrati 46,5
Ukupni lignin 21,3
2-oksopropanal 3
Hidroksiacetaldehid 4.5
Acetilna kiselina 7.4
3-hidroksipropanal 3.5
Furfural 1.4
4-hidroksi-5.6-dihidropiran-2-on 4.2
4-vinilguaikol 1.4
Siringol 1.2
2-hidroksimetil-5-hidroksi-2.3- 19
dihidropiran-4-on ’
1.5-anhidro-arabinofunanoza 1.6
4-metilsiringol 1.3
4-vinilsiringol 1.9
1.6-anhidro-p, D-glukopiranoza 12.3
Trans -4-propenilsringol 1.5
Siringaldehid 1.3
Trans -sinapaldehid 1.6

22 KAKAOVAC

Prve plantaze kakaovca, oko 400 godina prije Krista, bile su u Meksiku 1 Gvatemali. Danas

se, radi proizvodnje plodova, kakaovac sadi U mnogim tropskim africkim i azijskim zemljama



(Sampeck, 2020). Plod kakaovca naziva se kakaovo zrno. Kakaova zrna ovalnog su oblika, a
nalaze se unutar mahune (ploda) i obavijena su ljepljivom pulpom. Sastoje se od vanjske ljuske

koja obavija dva kotiledona i malu klicu (slika 2).

Kakaovo zmo
Kotiledon
Pulpa —
-
- i“~ Z
.\‘- < 1.0
£ e o4
"' ; ﬁ l
Y Ljuska
Plod kakaovca kakaovog

Zma

Slika 2. Dijelovi ploda kakaovca i kakao zrna (prema Rojo-Poveda i sur., 2020)

Glavne zemlje proizvodaci kakao zrna su: Obala Bjelokosti, Gana, Indonezija, Nigerija,

Ekvador, Kamerun i Brazil, doprinosec¢i gotovo 90 % ukupne svjetske proizvodnje. Kakao zrno
opce je poznato kao glavna sirovina za proizvodnju ¢okolade (Okiyama i sur., 2017).
Kakao zrna u sebi sadrze veliku koli¢inu masti (kakao maslaca u endospermu do 61%), taninskih
tvari (oko 6%) i alkaloida (teobromin i kafein - do 2%). Takoder, bogata su i sljede¢im
ugljikohidratima: skrob, celuloza, pentozan, pektin, glukoza i fruktoza. Udio vode u kakao zrnu
je u rasponu 5-7,5% (Goldoni, 1998).

2.2.1 Ljuska kakaovog zrna

Proizvodnja kakaa stvara znatne koli¢ine otpada. Naime, samo se 10 % ukupne teZine
zrna kakaa koristi za njegovu komercijalizaciju, dok se preostalih 90 % odbacuje kao otpad,
odnosno kao nusproizvodi. Jedan od tih nusproizvoda je i ljuska kakaova zrna. Uzimajucéi u obzir
udjel ljuske u zrnu i podatke o proizvodnji kakaova zrna, na globalnoj razini, prosje¢no se
proizvede vise od 700 000 tona ljuske godiSnje, a od toga samo u Europi se proizvede vise od
250 000 tona godisnje.

Generalno, zbog bogatog kemijskog sastava (tablica 2), sve se vise istrazuje potencijal

koriStenja ljuske kakaova zrna, posebno u prehrambenoj industriji (Rojo-Poveda i sur., 2020).



Tablica 2. Kemijski sastav ljuske kakaova zrna (prema Rojo-Poveda i sur., 2020)

Pepeo 5.96-11.42

Proteini 10,30-27,40

Masti 1,5-8.,49 Rojo-Poveda i sur., 2020
Ugljikohidrati 7.85-70,25

Vlakna 39.25-66,33

Pektin 7.62-15,59 Vriesmann i sur., 2011
Minerali:

Kalcij 0,23-0.44

Magnezij 0,48-1.29

Kalij 1,25-1.82

Natrij 0,016-0,192

Zeljezo 0,027-0.0805

]ngll:i 0'0002;;)%2066 Chung i sur., 2003
Kobalt 0,0001

Cink 0,003-0,019

Krom 0,0007-0,0049

Mangan 0,0045

Fosfor 0,58-1

Bioaktivni spojevi:

polifenoli 3,12-94,95* Nsor-Atindana i sur., 2012
L:}E;Tmm ggi:éji Barbosa-Pereira i sur., 2018

*1zrazeno kao ekvivalent galne kiseline

Naime, relativno visoke vrijednosti dijetalnih vlakana i fenolnih spojeva, impliciraju
koriStenja ovog nusproizvoda u proizvodnji konditorskih i1 pekarskih proizvoda te pripremi
niskokalori¢nih dijetetskih proizvoda. Najcesc¢a je upotreba za proizvodnju hrane za zivotinje,
no ne za sve, radi teobromina, koji bi mogao imati negativan u¢inak na neke od vrsta (Panak
Balenti¢ i sur., 2018). Takoder, ljuske kakaovca mogu se koristiti za proizvodnju bioplina,
etanola, biofilamenata koriStenih u 3D printanju mnogo predmeta koji se koriste u ku¢anstvu i

biomedicini te kao adsorbens (Tran i sur., 2017).

2.3 BIOLOSKI AKTIVNE TVARI LJUSKE PLODA ORAHA | KAKAOVCA

Bioloski aktivne tvari su fitokemikalije koje imaju iznimnu antioksidativnu aktivnost,
sposobnost inhibicije ili indukcije razli€itih enzima, odnosno inhibicije ili indukcije ekspresije

gena, tj. modulatori su metabolickih procesa. Ukljucuju heterogenu klasu spojeva razlicitih



kemijskih struktura, koje su usko povezane sa mjestom djelovanja i u¢inkovitosti u sprecavanju
oksidativnog stresa, gasenju slobodnih radikala te prevenciji nastanka razlic¢itih bolesti.
Analogno tome, bioloski aktivni spojevi pokazuju blagotvorne ucinke na zdravlje i fiziologiju
ljudskog organizma (Galanakis, 2017). Radi velike raznolikosti u strukturama i djelovanju
bioloski aktivnih tvari, postoji vise nacina klasifikacije. Jedna od najcescih je, podjela na 6
podskupina: polifenole, karotenoide, tokoferole, fitosterole i organosumporne spojeve
(Shirahigue i Ceccato-Antonini, 2020).

Ljuska oraha i kakaova zrna izrazito su bogate bioloski aktivnim tvarima, pri ¢emu se isticu

polifenolni spojevi i metilksantini.

2.3.1 Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi sekundarni su biljni metaboliti, koji biljkama daju mehani¢ku potporu,
Stite ju od UV-zradenja te, svojom bojom i mirisom, mogu privladiti oprasivace ili odbijati
biljojede. Strukturna karakteristika im je barem jedan aromatski prsten supstituiran hidroksilnom
skupinom, no izuzev toga, vrlo su raznolika skupina bioaktivnih tvari. Polifenolni spojevi dijele
se u dvije skupine: flavonoide i neflavonoide (Etienne-Selloum i sur. 2013).

Flavonoidi su najistrazivanija skupina polifenola, a otkriveno ih je vise od 4000. Opca
strukturna formula im je C6-C3-C6; A i B su aromatski prstenovi, a C povezan je s tri ugljikova
atoma u oblik heterociklickog prstena (slika 3). Vecina flavonoida odgovorna je za boju voca,

cvjetova i listova (Tsao, 2010).

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida (prema Luna-Guevara i sur., 2018)

Gubitkom vode i zatvaranjem C prstena, nastaje flavan, a iz njega osnovni broj struktura



flavonoida: flavanoni, flavan-3-oli, flavoni, izoflavoni i antocijanidini. Ti spojevi mogu biti
metoksilirani, hidroksilirani, acilirani i glikozilirani. Takoder flavonoidi su skloni umrezavanju
i polimerizaciji (npr.tanini) (Kazazi¢, 2004.).
U drugu veliku skupinu polifenolnih spojeva, neflavonoida, pripadaju: fenolne kiseline, tanini,
stilbeni i lignani (Shirahigue i Ceccato-Antonini, 2020). Fenolne kiseline dijele se na
hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline.
Udio hidroksibenzojeve kiseline u jestivim biljkama je relativno nizak. Izuzetak je odredeno
crveno voce, crvene rotkvice i luk.

Hidroksicinaminske kiseline (slika 4) su mnogo ¢esce zastupljene, a sastoje se uglavnom
od p-kumarinske, ferulinske, sinapinske i kofeinske kiseline (Manach i sur., 2004). Neflavonoidi
jednostavnije su grade od flavonoida - za razliku od flavonoida, u svojoj strukturi, imaju samo

jedan aromatski prsten (Ribéreau-Gayonet al., 2006).

HIDROKSICINAMINSKA KISELINA HIDROKSIBENZOJEVA
KISELINA

A y R,

R, Ry S
Kafeinska kiselina Ry=R,=H. R,=R;=0H 2_3-dihidroksibenzojeva kiselina Ry=R,=H, R,=R;=0H
Ferulinska kiselina R1=R4=H. R;=0CH;, R;=0H 2-hidroksibenzojeva kiselina R;=R,=R;=H, R4=0H
p-kumarinska kiselina Ry=R,=R,=H. R;=0H 4-hidroksibenzojeva kiselina Ry=R;=R,=H., R,=0H
o-kumarinska kiselina R1=0H, R,=R3;=R,=H Galna kiselina R,=R»,=R;=0H, R,=H
Sinapinska kiselina R, =H, R,=R,=0CH,, R;=OH Gentizinska kiselina R, =R,=OH, R,=R,;=H

Siringinska kiselina Ry=R3=0CHs;, R,=OH, Ry=H

Vanilinska kiselina R]_:I‘L R2= ()]‘:[3 R3:OCH3, R4:H

Slika 4. Tipovi hidroksicinaminskih i hidroksibenzojevih kiselina (prema Visioli, 2020)

Dokazano je da konzumacija polifenola moze igrati vitalnu ulogu u zdravlju, regulaciji
metabolizma i tjelesne tezine, kroni¢nih bolesti i poliferaciji stanica. Njihova protuupalna i
antioksidativna svojstva mogu imati preventivne i/ili terapijske ucinke na kardiovaskulane

bolesti, neurodegenerativne bolesti, rak i pretilost (Cory i sur., 2018).

2.3.1.1 Polifenolni spojevi u ljusci oraha



Ljuska oraha bogata je fenolnim kiselinama: galna kiselina, kafeinska kiselina, p-
hidroksibenzojeva kiselina, o-kumarinska kiselina, vanilinska kiselina, ferulinska Kkiselina,
siringinska kiselina (Sheng i sur., 2021).

Galna Kkiselina, u biljpom materijalu, nalazi se u obliku slobodne kiseline, estera i
derivata katehina. Ima antimikrobnu aktivnost protiv patogenog kvasca Candida albicans, i
patogenih bakterija kao $to su: Staphylococcus aureus, Erwinia carotovora i Corynebacterium
accolans (Karama¢ i sur.,, 2006). Takoder, antimikrobno djelovanje pokazuje i p-
hidroksibenzojeva kiselina, stoga se njeni esteri, tzv. parabeni, koriste kao aditivi u
prehrambenoj industriji (Anton i sur, 2004). Specifi¢nost kafeinske kiseline je da inhibira
ostecenja DNA molekule te indukciju mutagenih i kancerogenih N-nitrozo spojeva (Olthof i
sur., 2001). Ferulinska kiselina u SAD-u i vec¢ini zemalja Europe dodaje se u hranu, kao smjesa
antioksidansa odobrena od strane FDA, a u Japanu je dozvoljeno njeno koristenje kao
prehrambeni aditiv (Ou i Kwok, 2004). Opcéenito, fenolne kiseline polifenolni su sastojci hrane,
sa iznimnom antioksidativnom aktivnoscu te sluze kao prirodni konzervansi. 30% ukupnih
polifenola unesenih hranom, otpada na fenolne kiseline, a one imaju vaznu ulogu za ljudsko
zdravlje (Razzaghi-Asl i sur., 2013).

Takoder, bogata je i flavonoidima: miricitrinom, luteolinom, kvercetinom, eriodiktiolom
I njegovim glikozidnim derivatima, katehinom i epikatehinom. Katehin i epikatehin (slika 5)
glavni su predstavnici flavanola, miricetin i kvercetin flavonola (slika 6), eriodiktiol (slika 7) i

njegovi glikozidni derivati su flavanoni te luteolin (slika 6), koji je flavon (Sheng i sur., 2021).

Flavan-3-oli 3 5 7 3 4’ 5
(+)-katehin BOH OH OH OH OH -
(-)-epikatehin aOH OH OH OH OH

Slika 5. Kemijska struktura katehina i epikatehina (Grbavac, 2017)

Katehini i epikatehini su fitotoksi¢ne tvari, koje se sintetiziraju u korijenju nekih biljaka, kako
bi onemogucile naseljavanje drugih biljaka na tom teritoriju (Kazazi¢, 2004).



MIRICETIN

OH O

LUTEOLIN

Slika 6. Kemijske strukture kvercetina, miricetina i luteolina (prema Durgo i sur., 2007)

Slika 7. Kemijska struktura eriodiktiola (NCBI, 2022)

Generalno, sve flavonoide odlikuje izrazita antioksidacijska i antiradikalska aktivnost.
Jacina tih njihovih aktivnosti ovisi o kemijskoj strukturi, odnosno vaznu ulogu ima raspored
dviju hidroksilnih skupina na prstenu B. Kvercetin, s o-dihidroksilnim rasporedom, ima najveéu
TEAC-vrijednost, tj. antioksidacijsku aktivnost. Takoder, moguce je i sinergijsko djelovanje
antioksidacijskih djelovanja flavonoida. Dokazana su i antibakterijska, sedativna, antialergijska,

antimutagena i antiviralna svojstva flavonoida (Kazazi¢, 2004).

2.3.1.2 Polifenolni spojevi u ljusci kakaova zrna

Glavni polifenolni spojevi koji se nalaze u ljusci kakaova zrna su flavanoli, koji ukljucuju
katehine, epikatehine i procijanidine (Okiyama, 2017). Procijanidini ili kondenzirani tanini su

oligomerni spojevi koji se sastoje od katehina i epikatehina. Ovi spojevi su sveprisutni u prirodi,



a dijele se na tip A i B, pri ¢emu se ova podjela odnosi na temelju razli¢ite povezanosti
monomernih jedinica. Tip B specifi¢an je za kakaovo zrno, najéesc¢e u obliku dimera i trimera

(slika 8) (Hurst i sur., 2009).

Slika 8. Kemijska struktura proantocijanidina (R=H — procijanidin: R;=H i R,=OH — katehin i
R;=OH i R,=H - epikatehin) (Hurst i sur., 2009)

Nadalje, ljuska kakaova zrna sadrzi i fenolne kiseline. Fenolne kiseline identificirane su
kao protokatehui¢na kiselina. Protokatehui¢na kiselina je derivat hidroksibenzojeve kiseline
(Barbosa-Pereira i sur., 2021). Protokatehui¢na kiselina i protokatehui¢ni aldehid primarni su
metaboliti kompleksnih antioksidativnih polifenola, antocijana i proantocijanidina (slika 9)
(Zhang i sur., 2021).
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Hidroliza glikozidne veze =
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Aantocijanidin
HO OH OH
Aantocijanidin Degradacija u
crijevima pri pH 7-8
CHO
COOH
f;otqkatehuiéna N Protokatehui¢na
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| i) Oksidacija kiselina

OH
OH

OH
OH

Slika 9. Kemijska struktura protokatehui¢ne kiseline (prema Zhang i sur., 2021)

Zivéane stanice u mozgu su metabolicki aktivne i osjetljive na ozljede uzrokovane
prekomjernim stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) ili
ostecenjem antioksidativnog obrambenog sustava, §to rezultira neurodegenerativim bolestima i
poremecajima mozga. Antioksidativna, protuupalna svojstva te usporavanje starenja proucavana
su u djelovanju protokatehui¢ne kiseline na Parkinsonovu i Alzheimerovu bolest (Zhang i sur.,
2021).

2.3.2 Metilksantini

Metilksantini su skupina fitokemikalija dobivenih iz purinske baze ksantina. Nastaju
sekundarnim metabolizmom biljaka. Uklju€eni su u svakodnevnu prehranu, jer se nalaze u kavi,
Caju, energetskim pi¢ima i Cokoladi. Glavni predstavnici metilksantina su kafein, teofilin i

teobromin (slika 10) (Monteiro, 2016).
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KAFEIN TEOFILIN

TEOBROMIN

Slika 10. Kemijske strukture kafeina, teofilina i teobromina (prema Jalil i Ismail, 2008)

Osim polifenolima, ljuska kakaa je bogata kafeinom, teofilinom i teobrominom, s time da
je teobromin najzastupljeniji. Istrazivanja su pokazala da je teobromin odgovoran za aktivaciju
hormonski osjetljivih lipaza, koje hidroliziraju triacilglicerole te se oslobadaju slobodne masne
kiseline i glicerole iz masnog tkiva u plazmu. Stoga, teobromin moze sluziti u redukciji tjelesne
tezine. Primijeceni su i inhibirajuci ucinci teobromina na rast tumorskih stanica. On inhibira
angiogenezu induciranu stanicama raka jajnika, inhibicijom proizvodnje vaskularnog
endotelnog faktora rasta. Navedeni metilksantini imaju antioksidacijska svojstva (Jalil i Ismail,
2008).

2.4 SLOBODNI RADIKALI (ROS) | OKSIDATIVNI STRES

Slobodni radikali su bilo koje Cestice koje imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona.
Nespareni elektron(i) daju specificna kemijska svojstva ovim molekulama, npr. sposobnost
oduzimanja elektrona drugim molekulama radi postizanja stabilnosti, jer su vrlo reaktivni i
kratkog vijeka. Reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species, ROS) su male molekule
nastale djelomi¢nom redukcijom molekularnog kisika (0;), koji sudjeluje u klju¢nim bioloskim
procesima — stanicnom disanju i aerobnom metabolizmu (Egea i sur., 2020). Naime,
oksidativnom fosforilacijom, na molekulu kisika dodaju se Cetiri elektrona 1 Cetiri protona, tj.
ona se reducira na dvije molekule vode. Ako molekula kisika umjesto Cetiri primi samo jedan
elektron, nastaje superoksidni anion (0,° 7). Superoksidni anion visoko je reaktivna kisikova
Cestica koja tezi primitku jo$ tri elektrona i cetiri protona, da nastane molekula vode. Medutim,

u ovom procesu, nastaju reaktivne ¢estice poput: vodikovog peroksida (H,0,), peroksinitrita i

12



hidroksil radikala (OH*). Navedene Cestice uzrokuju oStec¢enja DNA molekule, proteina i lipida
(Calderon-Montano, 2011).

Oksidativni stres je oSteCenje koje radikali i oksidansi uzrokuju na povrSinskim
membranama i receptorima. U svakom organizmu postoji ravnoteza izmedu oksidativnog stresa
i antioksidativnog oporavka. Ukoliko izostane antioksidacijska zaStita protiv nastajucih
slobodnih radikala, dolazi do oksidativnog stresa. Rezultat toga je razvoj procesa brojnih bolesti:
astma, tumori, kardiovaskularne i gastroitenstinalne bolesti, dijabetes, periodontalne bolesti i
drugih upalnih procesa (Kazazi¢, 2004).

Razinu slobodnih radikala reguliraju endogeni enzimski (superoksid dimutaza, katalaza,
glutation peroksidaza, glutation reduktaza, peroksiredoksini...) i neenzimski (tripeptid glutation,
vitamin C, vitamin E) antioksidacijski obrambeni sustavi kako bi se sprije¢ilo njihovo
nakupljanje i odrzala redoks homeostaza stanica (Bayir, 2005).

Nadalje, polifenoli poput flavonoida, isto imaju izrazenu antioksidacijsku aktivnost.
Najvazniji nacin antioksidacijskog djelovanja je da djeluju kao hvataci slobodnih radikala i tako
prekidaju lancanu reakciju slobodnog radikala. To je moguée jer posjeduju strukturne skupine
koje mogu ,hvatati* slobodne radikale:

e o-dihidroksilnu strukturu u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i omogucava

delokalizaciju elektrona

e hidroksilne skupine na 3- i 5- polozaju, koje omogucavaju vezu s keto-skupinom

e 2,3-dvostruku vezu u konjugaciji s 4-keto-skupinom, pa se elektroni B-prstena mogu
delokalizirati (slika 11) (Kazazi¢, 2004).

Slika 11. Strukturne skupine flavonoida koje sluze za hvatanje slobodnih radikala
(Kazazi¢, 2004)
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Na primjer, flavonoid miricitrin, u koncentracijama izmedu 2,5 — 10 ug mL™?, inhibira
citotoksi¢nost akrilamida, a akrilamid utjece na indukciju reaktivnih kisikovih ¢estica u Caco-2
stanicama (Chen i sur., 2013).

Metilksantini, takoder, posjeduju antioksidacijska svojstva. Istrazivanja su pokazala da
kafein moze suzbiti oste¢enja koze uzrokovana UV-zratenjem i mehanicki olaksati uklanjanje
ili inhibiciju ROS-a, te tako zastititi stanice koze od oksidativnog stresa izazvanog UV-
zraenjem (Rodak, 2021).

25 MODELI ZA TOKSIKOLOSKA ISTRAZIVANJA

Toksikologija je znanost koja se bavi prou¢avanjem S$tetnih u¢inaka fizi¢kih ili kemijskih
agenasa na zive organizme i ekosustav, ukljucujuci prevenciju i ublazavanje istih (Grandjean,
2015). Toksikoloska istrazivanja mogu se provesti na tri nacina:

1. in vitro istrazivanja temelje se na izlaganju stanica, jednostani¢nih organizama i

substani¢nih frakcija agensima

2. in vivo istrazivanja podrazumijevaju apliciranje ksenobiotika na biljke ili zivotinje u

kontroliranim uvjetima

3. istrazivanja koja se provode na grupi ljudi (uz pisani pristanak pojedinaca), koji se izlazu

nekoj kemikaliji (Timbrell, 2002).

In vitro testovi razvijeni su kako bi se smanjila upotreba Zivotinjskih modela u medicinskim
istraZivanjima i precizirale metode u cilju poboljsanja kvalitete prikupljenih podataka. In vitro
testovima na bakterijama, kvascima i stanicama sisavaca, odreduje se genotoksic¢nost i detektira
toksi¢nost koja moze dovesti do razvoja tumora. Stani¢ni modeli su najkorisniji za otkrivanje
toksikoloskih spojeva i za komparaciju razli¢itih spojeva unutar skupina analoga. Ako rezultati
na stani¢nim linijjama pokazuju naznaku kancerogenosti, to moZe biti dovoljan razlog za
zaustavljanje daljnjeg istrazivanja odredene kemikalije. Naravno, postoje i ograni¢enja in vitro
testova, npr. korelacija u kancerogenosti u zivotinja i u in vitro testovima nije 100%, stoga se
moraju provesti i testovi in vivo.

In vivo testovi, tj. testovi na zivotinjskim modelima, sluze za odredivanje NOAEL
vrijednosti (engl. No Observed Adverse Effect Level), procjenu rizika i evaluaciju sigurnosti
lijeka, kemikalije ili prehrambenog aditiva. Vrsta koriStene Zivotinje ovisi o vrsti testa koji se
zeli provesti, dostupnim podacima te financijskim 1 etickim razmatranjima. Najc¢eS¢e su to

misevi i Stakori. Rezultati in vivo testova ovise 0 vrsti kemikalije i zakonima zemlje u kojoj se
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toksikolosko istrazivanje provodi.

Na koncu, slijede klini¢ka istrazivanja na pacijentima u tri faze. Prva faza sluzi za dobivanje
informacija o naravi i metabolizmu lijeka, a druga i treta za dobivanje informacija o
nuspojavama i ucinkovitosti. Nakon toga, dobiveni rezultati usporeduju se s kontrolnim grupama

(Timbrell, 2002).

26 MIKROORGANIZMI

Mikroorganizmi su okom nevidljivi organizmi koje nalazimo posvuda u prirodi. Prema
svojoj gradi dijele se na bakterije, viruse, gljive 1 neke alge. Druga klasifikacija
mikroorganizama je prema djelovanju, na temelju ¢ega ih moZemo podijeliti na patogene,
nepatogene i uvjetno patogene. Patogeni izazivaju razli¢ite bolesti, uvjetno patogeni na nekim
mjestima ljudskog organizma ne izazivaju smetnje, dok na drugima izazivaju bolesti te
nepatogeni mikroorganizmi koji su bezopasni, i ponekad ¢ak korisni u ocuvanju zdravlja (Tajz,
2015). Mikroorganizmi zive i nastanjuju razliite dijelove ljudskog organima te se te mikrobne
zajednice nazivaju mikrobiotom. Mikrobiotu, koja je specificna po vrsti 1 udjelu razlicitih vrsta
mikroorganizama, nalazimo na povrsini koze, usne Supljine, probavnog te spolnog sustava te
njen sastav 1 stabilnost ¢esto utjeCe na opce zdravstveno stanje ljudi 1 Zivotinja.

Bakterije su jednostani¢ni organizmi koji se mogu klasificirati s obzirom na oblik,
mogucénost kretanja 1 stvaranja spora. Po obliku razlikujemo okrugle, spiralne i Stapicaste. S
obzirom na nacin kretanja, mogu biti nepokretne ili pokretne zahvaljuju¢i bicevima i
trepetljikama. Neke bakterije u odredenim uvjetima prelaze u metabolicki inaktivni oblik, tzv.
sporu. Takoder, razli¢ito podnose 1 uvjete okruzenja u kojem se nalaze, npr. temperaturu
(termofili, mezofili, psihrofili, psihrotrofi), koli¢inu kisika (aerobni, anaerobni, fakultativno

anaerobni i fakultativno anaerobni) te dostupnost hranjivih tvari (HAH, 2018).

2.6.1 Escherichia coli

Bakterija Escherichia coli je Gram-negativna bakterija Stapicastog oblika. Klasificirana je
kao ¢lan obitelji Enterobacteriaceae, unutar klase Gamaproteobacteria. U optimalnim uvjetima,
generacijsko vrijeme iznosi 20 min. Bakterija E. coli je vrlo dobro proucena bakterija, te se

koristi za proizvodnju razli¢itih enzima i drugih industrijskih proizvoda (Jang i sur., 2017).
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2.6.2 Lactobacillus fermentum

Bakterija Lactobacillus fermentum je Gram-pozitivna bakterija, koja pripada rodu
Lactobacillus. Bakterije ovog roda, grupno se nazivaju bakterije mlije¢ne kiseline. Bakterije
mlijecne kiseline najcesc¢e su koristeni probiotici, koji imaju vaznu ulogu u zastiti domacina od
patogena, jaCanju imunoloskog sustava domacina, poboljSanju probavljivosti hrane i smanjenju
metaboli¢kih poremecaja. L. fermentum poboljsava imunoloski odgovor domacéina te sprecava
gastroitenstinalne infekcije i infekcije gornjih disnih puteva. Nadalje, sojevi L. fermentum
bakterije, mogu se primijeniti kao konzervansi hrane i kao alternativa antibioticima
(Naghmouchi i sur., 2020).

Dokazano je da L. fermentum oslobada povrsinski aktivne proteine, koje inhibiraju adheziju
uropatogenih bakterija, npr. Enterococcus faecalis (Heinemann i sur., 2000). Takoder,
istrazivanja su pokazala da je soj bakterije L. fermentum, moze prezivjeti u razli¢itim uvjetima,
kao Sto su niske pH vrijednosti 1 izlozenost zu¢nim solima u gastroitenstinalnom traktu, te je
pokazao hidrofobnost. Razina adhezije soja L. fermentum na Caco-2 stanice adenokarcinoma
debelog crijeva Covjeka iznostila je 8,5 %. Sve su ovo pokazatelji da je L.fermentum probioticka

kulura, koja je dobar kandidat, za kontrolu gastrointestinalnih bolesti (Falah i sur., 2019).

2.6.3 Staphylococcus aureus

Bakterija Staphylococcus aureus je Gram-pozitivha bakterija, koja spada u otporne
nesporogene bakterije, radi njene sposobnosti prezivljavanja na visokim temperaturama, u
susenim uvjetima, pri ekstremnim pH vrijednostima, salinitetu, u prisustvu antibiotika i tretmana
dezinfekcije. Nalazi se u nosnicama i na kozi ¢ovjeka (Topi¢ i sur., 2021). Stafilokoki mogu
uzrokovati mnogo razlicitih bolesti u ljudi 1 Zivotinja. Patogeni stafilokoki Cesto izazivaju
hemolizu krvi, koagulaciju plazmi i proizvode mnogo ekstracelularnih enzima i toksina. Bolesti
nastaju kao posljedica prodora bakterije u tkiva te proizvodnje toksina. Ti su toksini ¢est uzrok
trovanja hranom. S. aureus je najpatogenija vrsta bakterija ovoga roda, a razlikuje se od ostalih
vrsta po tome $to proizvodi koagulazu (Brooks i sur, 2007). Koagulaza je ekstracelularni protein
koji se veze za protrombin. Tako postaje enzimski aktivana te katalizira pretvorbu fibrinogena
u fibrin. Zatim, nastali fibrin tvori ,,presvlaku‘ oko stafilokoka, koji time postaje zasticen od
imunoloskog sustava obrane domacina (Ili¢, 2009).

Adhezija je prvi korak u kolonizaciji S. aureus na sluz ljudskog crijeva. Istrazivanja su
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pokazala da su odredene bakterije mlije¢ne kiseline (L. rhamanosus GG, L. lactis subsp.
lactis...), mogu utjecati na adheziju S. aureus, smanjujuci vezanje ove bakterije za epitel za 39-

44 % uslijed proizvodnje antimikrobnih tvari (Vusterlund i sur., 2006).

2.7 ADHEZIJA BAKTERIJA NA HUMANE STANICE

Kako bi nastanile ljudsko tijelo, bakterije su razvile razli¢ite nacine vezanja. Njihovu
adheziju na humane stanice omogucavaju pili i razni adhezini (Pizarro-Creda i Cossart, 2006).
Vecina bakterijskih patogena, na svojoj povrsini, ima duge filamentozne strukture poznate kao
pili ili fimbrije. Ove strukture su ¢esto ukljucene u pocetnu adheziju bakterija na humane stanice
tijekom kolonizacije. Pili u Gram-pozitivnim bakterijama nastaju kovalentnom polimerizacijom
adhezivnih jedinica pilina (Telford i sur., 2006), dok pili u Gram-negativnim bakterijama obi¢no
nastaju nekovalentnom homopolimerizacijom proteina pilina. Dodatni pilini se mogu dodati
vlaknima te ¢esto djeluju kao adhezivne stanice domacina (Proft i Baker, 2009).

Osim pila i fimbrija, postoje i nepolimerne molekule adhezini, koji prepoznaju razli¢ite
elemente na povrSini stanice domacina, npr. komponente izvanstani¢nog matriksa: kolagen,
laminine, elastin, proteoglikan, hijaluron i glikoproteine (fibrinogen i fibronektin). Na membrani
domacina nalaze se receptori adhezije: integrini, kadherini, selektini i CEACAM receptori (engl.
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules). Adhezini bakterije S. aureus se
vezu na fibronektin integrinskog receptora, okidajuci unutarstani¢ne signale (Pizarro-Creda i
Cossart, 2006). Isto tako, neke bakterije, npr. E. coli, unosi vlastiti proteinski receptor u stanicu
domacina, koji se onda vezuje sa adhezinima na povrsini patogena (Wilson i sur., 2002).
Adhezija bakterija na stanice moze biti i rezultat elektrostatskih i hidrofobnih sila (Tiri i sur.,
1997). Biljni ekstrakti bogati polifenolima mogu utjecati na adheziju bakterija. Naime, dokazano
je da se procijanidin veze na pile patogena, i tako inhibira njihovo vezanje na epitelne stanice

mjehura (Suriyaprom i sur., 2022).

2.8 BIOFILM

Biofilm je zajednica mikroorganizama ¢ije sSu stanice ireverzibilno povezane sa
supstratom i medusobno, te uklopljene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih polimera kojeg su
same stvorile te ispoljavaju izmijenjen fenotip, zbog promijenjene brzine razmnoZavanja i

transkripcije gena koje ne uocavamo u planktonskih organizama (Vranes i Leskovar, 2009).
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Bakterijama zivot u obliku biofilma osigurava povoljniji okoli§ uz stvaranje sluzavih 1
tankih slojeva, pomocu kojih laksSe prezivljavaju u nepovoljnim uvjetima (limitirani nutrijenti,
temperaturni ekstremi) (Gasaj, 2020).

Nastanak biofilma odvija se u pet razvojnih stadija (slika 12):

1. Reverzibilno povezivanje mikroorganizama sa supstratom

2. lreverziblino povezivanje mikroorganizama sa supstratom, posredovano adhezinima na
stani¢noj stijenki bakterija

3. Stvaranje izvanstani¢nog matriksa te povecanje i viSeslojnost mikrokolonija

4. Disperzija (Vranes i Leskovar, 2009).

zreh hiofilm /_> Y wmue ehicien

signaine d/ A/ pokretnost, adhezini,

molekule @ ©Okolsni signall
~ED gn-

Slika 12. Stvaranje biofilma (Vranes i Leskovar, 2009)

Kljuéne karakteristike biofilm-infekcija su: perzistencija infekcije, rezistencija na
antimikrobne lijekove 1 obranu imunoloskog sustava domacina (Vranes 1 Leskovar, 2009).
Bakterije S. aureus i E. coli imaju svojstvo stvaranja biofilmova na razli¢itim povrSinama (Song
i sur., 2019).

Ekstrakti bogati bioaktivnim tvarima, poput polifenola, djeluju bakteriostatski za biofilm
bakterija E. coli i S. aureus. Preciznije, stvaranje vodikova peroksida u njihovom
prooksidativnom djelovanju, posreduje u inhibiciji rasta ovih bakterija, kao rezultat

oksidativnog stresa (Taleb i sur., 2016).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO
31 MATERIJALI

3.11 Biljni materijal

Liofilizirani ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna, sa i bez polisaharida, priredeni su u
Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda na Zavodu za prehrambeno-
tehnolosko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Ljuske oraha i kakovog zrna sakupljene su nakon izdvajanja jezgre. Prikupljeni uzorci
susSeni su na zraku kroz 3 dana, nakon ¢ega je uslijedilo usitnjavanje, a potom prosijavanje. Za
ekstrakciju kao otapalo je koristena destilirana voda. Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji
na temperaturi od 100 °C kroz 20 min. Nakon ekstrakcije slijedi centrifugiranje na 9500 rpm
kroz 15 min te filtracija. 1z pripremljenih ekstrakata precipitirani su polisaharidi dodatkom 4 x
veceg volumena etanola (96 %) u ekstrakt. Ekstrakti s polisaharidima i bez polisaharida
koncentrirani su pod vakuumom, nakon ¢ega se podvrgavaju liofilizaciji (-47 °C, 24 h) kako bi
se dobili ekstrakti u praskastom obliku.

Za provodenje eksperimenta, dobiveni liofilizati koriSteni su za pripremu ishodiSnih
otopina ekstrakata koje su sadrzavale 10 mg mL™? polifenola te su kasnije iz njih pripremljene
radne otopine u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™! polifenola. Odabrani raspon

koncentracija temelji se na preporu¢enom dnevnom unosu polifenola.

3.1.2 Priprema i uzgoj humanih stanica

U radu su koriStene kontinuirane humane staniéne linije hepatocelularnog karcinoma jetre
Hep G2, adenokarcinoma epitela Zeludca AGS, adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2
I plocastog epitela karcinoma jezika Cal27. Ove stani¢ne linije uzgajane su u monosloju u T-
bocama u kompletiranom hranjivom mediju RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute,
RPMI) s 10 % fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS). Kultivacija stanica
odvijala se u inkubatoru pri temperaturi 37 °C i kontroliranom atmosferom CO, (5 %). Prije
eksperimenta, stanice su nakon uzgoja prevedene u suspenziju pomocu 0,25 %-tne otopine
tripsina. Uporabom Biirker-Tiirkove komorice, odredio se broj stanica u suspenziji te je

podesena pocetna koncentracija stanica od 10° stanica mL™.
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3.1.3 Radni mikroorganizmi

Mikroorganizmi koriSteni u ovome radu su bakterijski sojevi: Escherichia coli,

Lactobacillus fermentum i Staphylococcus aureus, koji su dio Zbirke organizama Laboratorija

za biologiju 1 genetiku mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu. ovi bakterijski sojevi ¢uvani su na -80 °C, u MRS i LB tekucoj podlozi, uz dodatak 10

%-tnog glicerola. Neposredno prije eksperimenta, inokulirani su u svjeze pripremljenu hranjivu

podlogu i inkubirani preko no¢i pri optimalnoj temperaturi rasta.

3.14 Otopine

Tablica 3. Ishodi$na otopina Neutral red boje (y =5 mg mL™1)

SASTOJAK KOLICINA
Neutral red boja 50 mg
Etanol 10 mL
Tablica 4. Radna otopina Neutral red boje (y = 0,05 mg mL™1)
SASTOJAK KOLICINA
Ishodis$na otopina Neutral red boje 0,1 mL
Medij za uzgoj stanica 9,9 mL
Tablica 5. Otopina za odbojavanje
SASTOJAK KOLICINA
Etanol 50 %
Voda 49%
Octena kiselina 1%
Tablica 6. Triton X-100 (w = 0,01%)
SASTOJAK KOLICINA
Triton X-100 10 uL
Fosfatni pufer 10 mL
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Tablica 7. Ishodisna otopina 2,7-diklorofluoresceindiacetata (DCHF-DA, ¢ = 2 mmol L™1)

SASTOJAK KOLICINA
DCHF-DA 1,5 mg
DMSO 1,5 mL

Tablica 8. Radna otopina 2,7-diklorofluoresceindiacetata (DCHF-DA, ¢ = 0,05 mmol L™1)

SASTOJAK KOLICINA
Ishodisna otopina DCHF-DA, 0,025 mL
c=2mmol L1
Fosfatni pufer 9,75 mL
Tablica 9. Sastav fosfatnog pufera (PBS)
SASTOJAK KOLICINA
NaCl 8¢
KCI (bezvodni) 0,29
(Na,HPO,) x 2 H,0 1,15¢
KH,PO, 0,29
Destilirana voda 1000 mL

3.15 Laboratorijski pribor

e Automatska propipeta
e Birker-Tiirkova komorica

e Eppendorf epruvete

e Erlenmeyerove tikvice razlicitih volumena

e Falcon epruvete

o Kivete za spektrofotometar

e Laboratorijske staklene CaSe razli¢itih volumena

e Laboratorijske zlice

e Markeri za pisanje
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e Menzure razli¢itih volumena

e Mikrotitarske ploce s 24 1 96 jazica
e Nastavci za pipete

e (Odmjerne tikvice razli¢itih volumena
e Pamucna vata za pravljenje cepova
e Papir za vaganje i zamatanje ¢epova
e Plasti¢ne Petrijeve zdjelice

e Pokrovna stakalca

e Propipete

e Staklene epruvete

e Staklene pipete, 1-25 mL

e Stakleni lijevak

e Spatula

e T-boce

3.1.6 Aparature

e Analiticka vaga 1712 Mp8 SilverEdition, Sartorius, Velika Britanija

e Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Forma Scientific, SAD

e Komora za sterilni rad, Iskra, Slovenija

e Spektrofotometar, Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambridge, Engleska
e Svjetlosni mikroskop, Carl Zeiss Jena, Njemacka

e Vibromikser EV-102, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

e Vodena kupelj, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

e Zamrzivac: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD

3.1.7 Kemikalije

e 2 4-dinitrofenilhidrazin (DNPH), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka
e 2, 7-diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA), Sigma-Aldrich, Steinheim,
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Njemacka

e Agar, Biolife, Italija

e Amonijev klorid (NH4CI), Alkaloid, Skopje, Makedonija

e Bakto tripton, Biolife, Italija

e Destilirana voda

e Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Ekstrakt ljuske oraha i kakaovca, sa i bez polisaharida

e Etanol (96% (V/v)), Lach-ner, s.r.0., Republika Ceska

e Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Ham's F-12 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Kalcijev klorid (CaCl,), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,), Riedel-de Haén AG Seelze, Hannover, Njemacka

o Kalijev klorid (KCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kiristal violet, boja, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

e Ledena octena kiselina (80% (v/v)), Kemika, Zagreb, Hrvatska

o Laktoza, Kemika, Hrvatska

e Magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO, x 7H,0), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e MRS Broth, Biolife, Italija

e Natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO,), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev klorid (NaCl), Carlo Erba Reagents, Francuska

e Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Feinchemie K.-H.
Kallies KG, Njemacka

e RPMI 1640 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Tiamin, Fluka, Njemacka

e Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka

e Triton X-100, Acros Organics, SAD

3.1.8 Hranjive podloge

Za uzgoj bakterija koristene su kompletne LB i MRS hranjive podloge te selektivne
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podloge, M9-minimalna podloga s laktozom za uzgoj bakterija E. coli i S. aureus, i MRS

podloga sa nalidiksinskom kiselinom za uzgoj bakterija L. fermentum. Posloge su pripremljene

prema uputama proizvodaca (tablice 10, 11, 12) te su sterilizirane u autoklavu pri temperaturi

121°C i tlaku 1,01 x 10° Pa u vremenu od 15 minuta. Takoder, provela se i sterilizacija otopina
CacCl,, MgSo0, i fosfatnog pufera (PBS) pri temperaturi 121°C i tlaku 01 x 10> Pa, 15 minuta.

Za pripremu krutih podloga dodano je 15 g L™! agara.

Tablica 10. Sastav kompletne LB hranjive podloge

SASTOJAK KOLICINA
Bakto-tripton 10g
Kvascev ekstrakt 50
NaCl 59
Destilirana voda 1000 mL
Tablica 11. Sastav kompletne MRS hranjive podloge
SASTOJAK KOLICINA
MRS broth 27,6 ¢
Destilirana voda 1000 mL
Agar (za krute hranjive podloge) 159
Nalidiksinska kiselina 100 mg mL~! (dodaje 300 uL

se nakon sterilizacije u ohladenu otopinu, za

selektivne krute hranjive podloge)

24



Tablica 12. Sastav M9-minimalne podloge s laktozom

SASTOJAK KOLICINA
Na,HPO, 6g
KH,PO, 39
NaCl 059
NH,Cl lg
Agar 15¢
Destilirana voda 1000 mL

Dodano nakon sterilizacije:

MgSO0, x 7H,0 (1M) 2 mL
CaCl, 100 pL
20 % laktoza 10 mL
Tiamin (2 mg mL™1) 1mL

3.2 METODE RADA

3.21 Ispitivanje citotoksi¢nosti ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na humanim

stani¢nim linijama

Za odredivanje citotoksi¢nog ucinka razli¢itih koncentracija ekstrakata ljuske oraha i
kakaovog zrna, sa i bez polisaharida, na humanim stani¢nim linijama HepG2, AGS i Caco-2
koristila se Neutral red metoda.

Neutral red je kationska boja koja moze proci kroz membranu stanica te se akumulira u
lizosomima vezuci se elektrostatskim hidrofobnim vezama na anionske i/ili fosfatne grupe
matriksa. Samo Ziva stanica provodi taj aktivni transport, stoga se primjenom Neutral red moze
odrediti aktivnost lizosoma tj. stanice. Metoda se provodi tako da nakon bojanja Neutral red
bojom, slijedi ispiranje stanica kiselom otopinom etanola da boja izade iz lizosoma. Nakon toga
spektrofotometrijski se mjeri apsorbancija pri 540 nm. Koli¢ina ekstrahirane boje
proporcionalna je broju zivih stanica (Repetto i sur, 2008).

Prethodno se uzgojene stani¢ne linije u T-bocama, u inkubatoru, tripsiniziraju. Brojanjem
stanica u Biirker-Tiirkovoj komorici se koncentracija stanica u suspenziji podesava na 10°

stanica mL™1. Zatim se te suspenzije stanica nacijepe u mikrotitarske plogice sa 96 jaZica te se
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ostave u inkubatoru 24 h (da se pri¢vrste na povrSinu bunarica), prije tretmana ekstraktima.
Ekstrakti ljuske oraha i kakaovca sa i bez polisaharida pripremljeni su otapanjem u mediju, u
konacnoj koncentraciji 0,014, 0,2 i 1 mg mL™1. Nakon uklanjanja medija, stanice su tretirane 1
i 2 sata sa po 100 uL svakog od koncentracije ekstrakata u tri paralele. Na kontrolne stanice
dodano je 100 pL hranjivog medija umjesto ekstrakata.

ZavrSetkom tretmana, uklonjen je hranjivi medij sa ekstraktima te je u svaku jazicu
dodano 100 pL radne otopine Neutral red boje. Da bi se boja akumulirala u stani¢nim
lizosomima, stanice se inkubiraju na 37 °C, 45 minuta. Nakon toga, ukloni se boja te se dodatno
ispere dva puta sa 100 uL PBS pufera. Na koncu, dodano je 100 puL otopine za odbojavanje, a
intenzitet obojenja odreden je spektrofotometrijski pri 540 nm valne duljine. Prezivljenje stanica

izracunato je prema formuli [1]:

As4o (ekstrakt)
As4o (kontrola)

% prezivljenja = x 100 [1]

As,o — Vvrijednost apsorbancije izmjerene pri valnoj duljini od 540 nm

3.2.2 Odredivanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) 2',7'-diklorhidrofluorescin-
diacetat (DCFH-DA) metodom

Stanice neprestano stvaraju reaktivne vrste kisika (ROS) tijekom aerobnog metabolizma.
Stanica je naoruzana snaZnim antioksidativnim obrambenim sustavom za borbu protiv
prekomjerne proizvodnje ROS. Oksidativni stres nastaje u stanicama kada stvaranje ROS-a
nadjaca prirodnu antioksidativnu obranu stanica. 2'-7'-diklorodihidrofluorescein diacetat
(DCFH-DA) jedna je od najc¢esce koriStenih tehnika za izravno mjerenje redoks stanja stanice
(Eruslanov i Kusmartsev, 2010). DCFH-DA je nefluorescentna boja koja moze difundirati kroz
membranu stanica i tamo se hidrolizirati pomocu esteraza te u prisutstvu ROS-a i drugih
peroksida prijec¢i u florescentnu molekulu 2',7'-diklorfluorescein (DCF) ¢ija se florescencija
mjeri pri 485 nm za ekscitaciju, tj. 530 nm za emisiju. Intenzitet fluorescencije je proporcionalan
koncentraciji ROS-a u stanici (Kim i Xue, 2020; Rajneesh i sur., 2017).

100 uL staniéne suspenzije koncentracije 10° stanica mL™!, nacijepi se na crnu
mikrotitarsku plocu s 96 jazica te se inkubira 24 sata. Nakon toga dodaju se ekstrakti ljuske
oraha i kakaova zrna sa i bez polisaharida u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™t. nakon

tretmana od 1 i 2 sata pri 37°C, uklanja se medij sa ekstraktima te se stanice ispiru sa 100 pL
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PBS pufera. Zatim, dodaje se 100 uL 50 uM otopine DCFH-DA i sve se skupa inkubira 30
minuta na 37°C. Takoder, paralelno je radena i kontrola koja sadrzi sve otopine, osim ekstrakata.
Slijedi mjerenje fluorescencije. Indukcija slobodnih radikala (% u odnosu na kontrolu)

izraCunata je prema formuli [2]:

intenzitet fluorescencije (ekstrakt)
% prezivljenja 2
intenzitet fluorescencije (kontrola) [ ]
100

Indukcija slobodnih radikala =

3.2.3 Ispitivanje citotoksic¢nosti ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na

bakterijskim kulturama

Ispitivane bakterijske kulture su uzgojene do eksponencijalne faze rasta u odgovaraju¢im
tekuc¢im hranjivim podlogama. U Eppendorf epruvete stavljeno je 200 puL odredene bakterijske
kulture te na to 200 pL ekstrakta ljuske oraha ili kakaovog zrna sa i bez polisaharida u
koncentracijama 0,014 i 0,2 mg mL™1. U kontrolu je umjesto ekstrakata dodano 200 pL
odgovarajuc¢e hranjive podloge. Smjesa je inkubirana u termostatu na 37°C, 1 sat. Nakon
tretmana, napravljena su mikrorazrjedenja te su na odgovarajuce hranjive podloge nacijepljene
bakterije razrijedene u rasponu od deset do milijun puta. Plo¢e s nacijepljenim bakterijama
inkubirane su 24h na 37°C te je izbrojan broj poraslih kolonija (eng. CFU — Colony-Forming

Unit). Postotak prezivljenja bakterija izracunat je prema formuli [3]:

CFU/mL bakterijske suspenzije
CFU/mL kontrole

Prezivljenje bakterija (%) = x 100 [3]

3.24 Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na promjenu adhezije bakterija

za humane stanice

U mikrotitarske ploc¢e sa 24 jazice nacijepljeno je po 1 mL prethodno pripremljenih
suspenzija Caco-2 i Cal27 stani¢nih linija te su uzgajane u inkubatoru na temperaturi 37°C i
kontroliranom atmosferom (95% zraka i 5% CO,). Nakon postizanja subkonfluentne kulture,
ukloni se istroseni medij pa se Stanice tretiraju otopinama ekstrakata ljuske oraha i kakaovog
zrna sa i bez polisaharida u koncentracijama 0,014 i 0,2 mg mL™! u trajanju od 2 sata (Caco-2)

i 15 minuta (Cal27). U meduvremenu, prethodno uzgojene bakterije do eksponencijalnog rasta,
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se isperu 1 resuspendiraju u mediju za uzgoj stani¢nih kultura opticke gustoce izmedu 0,2 1 0,3
(ODgg0, Optical density). S humanih stanica se uklone ekstrakti, isperu se sa 0,5 mL PBS-a te se
na njih dodaje 0,5 mL bakterijske suspenzije. Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta na 37°C,
u inkubatoru, nevezane bakterije se ispiru sa humanih stanica, te se adhezirane bakterije
oslobadaju s epitela stanica dodavanjem 100 uL 0,01 % Triton X-100 otopine. Nakon
petnaestominutne inkubacije, iz suspenzija se pripremaju odgovarajuca razrjedenja te se na
hranjive podloge nacjepljuju bakterijske stanice razrijedenne u rasponu od deset do tisu¢u puta.
Nakon inkubacije 24h na 37°C, prebroje se izrasle kolonije i izraCuna postotak adhezije u odnosu

na kontrolu, koja jedina nije bila tretirana ekstraktima, prema navedenoj formuli [4]:

CFU (tretirane bakterije)/mL suspenzije
CFU(kontrola)/mL kontrole

% adhezije bakterija = x 100 [4]

3.25 Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na formiranje biofilma

Biofilmovi su zajednice mikroorganizama pri¢vrséenih na povrsine, koje se mogu naci u
medicinskim, industrijskim i prirodnim okruzenjima. Zapravo, zivot u biofilmu
predstavlja prevladavajué¢i nadin rasta mikroorganizama u veéini okruzenja. Test u
mikrotitarskoj plo€ici pomocu kristal violet boje je Cesto koriSten za proucavanje bakterijskih
biofilmova, pogotovo za procjenu ranog formiranja biofilma (O'Toole, 2011). Na osnovi
koli¢ine boje koju stanice vezu za sebe, ispituje se stvaranje biofilma u stresnim uvjetima.
Naime, kad su bakterijske stanice izloZene stresu, teze stvaranju biofilma koji veze kristal violet
boju pa je intenzitet boje manji nego kada je stres slabiji pa dolazi do veéeg stvaranja biofilma
pa je intenzitet obojenja veci (Traba i Liang, 2011).

Bakterije (S. aureus, E. coli i L. fermentum), prethodno nasadene u hranjive podloge da
izrastu do eksponencijalne faze (108 — 10°), potrebno je razrijediti 100 puta, jer u toj
koncentraciji formiraju biofilm. 180 pL razrijedene suspenzije bakterija dodati u mikrotitarsku
plocicu od 96 jazica, te na sve, osim na kontrolu, dodati 20 uL otopine ekstrakata. Otopine
ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna prethodno su pripremljene u odgovaraju¢im hranjivim
podlogama u koncentracijama 0,014 i 0,2 mg mL™~!. Nakon §to je plo¢ica prekrivena parafilmom,
stavljena je u inkubator na 37°C, 24 sata kako bi se stvorio biofilm.

Kvantifikacija biofilma provedena je kristal violet testom. Poslije inkubacije, tri puta se

stanice isperu sa po 200 uL. PBS-a te se fiksiraju na 60°C, 60 minuta. Slijedi bojanje s 0,06 %-
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tnim kristal violetom otopljenim u vodi, tako da je se 50 pL doda u svaku jazicu i ostavi da
odstoji 20 minuta. Ponovno slijedi ispiranje tri puta PBS-om i susenje. Na koncu, dodaje se 200
pL 30 %-tne octene kiseline u svaku jazicu da bi se otopila boja vezana za adhezirane bakterije,
a onda se mijeri intenzitet nastalog obojenja spektrofotometrijski na 570-630 nm. Postotak
nastanka biofilma, u odnosu na kontrolu, na osnovi izmjerene apsorbancije, izratuna se prema

formuli [5]:

Agoo (ekstrakt)

% nastanka biofilma = — (Kontrola)
600

x 100 [5]

Agoo — Vrijednost apsorbancije izmjerene pri valnoj duljini od 600 nm

3.3 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka provedena je u statistickom programu JASP 0.14.0 koriStenjem
ANOVA statisticke analize sa Scheffe i Tukey post hoc testom usporedbe. Statisticki znacajna
razlika izmedu eksperimentalno dobivenih podataka odredena je kriterijem p-vrijednost <0,001.

Rezultati su graficki prikazani pomocu programa Microsoft Excel 2019.
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4 REZULTATI | RASPRAVA

Uc¢inak bioaktivnih komponenata iz ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna pri
koncentracijama koje je realno ocekivati da budu unesene u ljudski organizam, ispitan je na
kontinuiranim stani¢nim linijama hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2, adenokarcinoma
epitela zeludca AGS, adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2 i karcinoma epitela usne
Supljine Cal27 te na bakterijama S. aureus, E. coli i L. fermentum.

Citotoksicni 1 proliferativni u¢inak ekstrakta ljuske oraha i kakaovca na humanim stani¢nim
linijjama odreden je Neutral red metodom, a antioksidacijski u¢inak DCFH-DA metodom.
Stanice su izlozene djelovanju ekstrakata u trajanju od 1 i 2 sata.

Citotoksicni i proliferativni u¢inak ovih ekstrakata na bakterijske stanice, provedeno je
pripravom mikrorazrjedenja, prethodnotretiranih bakterijskih suspenzija 1 sat, te brojanjem
poraslih kolonija nakon 24 sata uzgoja pri 37 °C, kako bi se izracunalo preZivljenje tretiranih
bakterija u odnosu na kontrolu.

Test adhezije napravljen je inkubiranjem humanih stanica s ekstraktima ljuske oraha i
kakaovog zrna, Cal27 stanica 15 minuta i Caco-2 stanica 2 sata, zatim dodavanja bakterija.
Nakon toga prave se mikrorazrjedenja kako bi se nakon 24 sata rasta u termostatu na 37 °C
izbrojale i izracunao postotak adhezije s obzirom na kontrolu.

Kako su ekstrakti utjecali na formiranje bakterijskih biofilmova, istrazivano je testom u
mikrotitarskoj plocici pomocu kristal violet boje. Nakon inkubacije bakterijskih stanica s
ekstraktima 24 sata, izmedu ostalog, dodana je i boja kristal violet koja ima sposobnost vezivanja
za biofilm. Octenom kiselinom se vezana boja oslobodila te mjerenjem apsorbancije moze se
odrediti nastanak biofilma s obzirom na kontrolne uzorke.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slikama 13 — 36.

41 CITOTOKSICNOST EKSTRAKATA LJUSKE ORAHA I KAKAOVOG ZRNA
NA HUMANE STANICNE LINIJE
Citotoksicnost ekstrakata ljuske oraha i kakaovca sa i bez polisaharida na humanih
stani¢nih linija HepG2, AGS i Caco-2 odredena je Neutral red metodom na temelju postotka
preZivljenja. Stanice su tretirane 1 1 2 sata, s razli¢itim koncentracijama ekstrakata. Rezultati su

graficki prikazani na slikama 13 — 18.
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41.1 Citotoksicnost ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na humane stani¢ne

linije hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu, $ - statisti¢ki znacajna razlika s obzirom na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; a — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™1;c —
statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™!

Slika 13. Prikaz postotka prezivljenja HepG2 stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Na slici 13 prikazani su rezultati koji pokazuju da ekstrakti ljuske kakaovog zrna bez
polisaharida djeluju citotoksi¢no na HepG2 stani¢nu liniju u svim koncentracijama, bez obzira
na vrijeme tretmana. Takoder, citotoksi¢an u¢inak vidljiv je i u ekstraktu sa polisaharidima,
koncentracije 0,014 mg mL™! u tretmanu trajanja 1 sat. Statisticki znacajna razlika vidljiva je u
uzorcima sa polisaharidima, koncentracije 0,014 mg mL™! i 1 mg mL™! jednakog vremena
tretmana (1 sat) - veca koncentracija pokazuje veci postotak prezivljenja HepG2 stani¢ne linije.
Takoder, u uzorku koncentracije 0,2 mgmL™t i 1 mg mL™! vidljiva je statisticki znacajna razlika
s obzirom na prisutnost polisaharida u ekstraktu.

Iz priloZenih rezultata vidljivo je da uzorci bez polisaharida djeluju blago toksi¢no na HepG2
stani¢nu liniju u cijelom koncentracijskom rasponu te vrijeme tretmana ne utjece na toksi¢nost.
Studija Baharum i sur. (2014) pokazala je da ekstrakti ljuske kakaovog zrna imaju citotoksi¢an

ucinak na tumorske stanice HepG2 (pri koncentraciji 0,071 i 0,068 mg mL™1), ali ne i na
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normalne humane stanice.
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1,2 h — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 14. Prikaz postotka prezivljenja HepG2 stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Iz slike 14 vidljivo je da citotoksi¢an ucinak istrazivani uzorci imaju na stani¢noj liniji
HepG2 pri koncentraciji polifenola u ekstraktu 0,2 mg mL™! sa polisaharidima i tretmanom 1
sat.

Iz prilozenog se vidi da ekstrakt ljuske oraha nema toksi¢ni uc¢inak.

Cheng i sur. (2017) su takoder u svom eksperimentu tretirali HepG2 stani¢nu liniju

ekstraktom ljuske oraha koja je rezultirala citotoksicnim efektom pri koncentraciji 0,064 mg

mL~1, pri ¢emu je doslo do indukcije apoptoze.

4.1.2 Citotoksi¢nost ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na humane stani¢ne

linije adenokarcinoma epitela zeluca AGS
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; ; a — statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,014 mg mL™1; b — statisti¢ki znac¢ajna koncentracija u odnosu na koncentraciju 0,2 mg mL™!

Slika 15. Prikaz postotka prezivljenja AGS stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Na slici 15, vidljiva je statisti¢ki znacajna razlika izmedu uzoraka tretiranih ekstraktom
ljuske oraha sa polisaharidima, tretiranih 2 sata u odnosu na koncentracije 0,014 i 0,2 mg mL™1 .
Naime, tretman ve¢om koncentracijom pokazuje veci postotak preZivljenja AGS stani¢ne linije.
Citotoksican ucinak vidljiv je u uzorku bez polisaharida, tretiranih 1 sat, koncentracijom
polifenola 0,2 mg mL™! te u uzorku sa polisaharidima, tretiranih 1 sat, koncentracijom 1 mg

mL~1. Iz slike 15, vidljivo je da ekstrakt ljuske oraha nema toksi¢no djelovanje na stanice Zeluca.
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1,2 h — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom
bez polisaharida; * - statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 16. Prikaz postotka prezivljenja AGS stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Na grafickom prikazu, slika 16, vidljiv je citotoksi¢an u¢inak ekstrakata ljuske kakovog
zrna na AGS stani¢nu liniju, sa polisaharidima i tretmanom trajanja 2 sata pri koncentraciji
polifenola 0,014 te u uzorku bez polisaharida, tretiranom 1 sat koncentracijom polifenola u
ekstraktu 1 mg mL™1. Sveukupni trend vidljiv iz slike 16 ne upucuje na toksi¢no djelovanje
ekstrakta ljuske kakaovog zrna.

Koncentracija proantocijanidina u polifenolnim ekstraktima, poput ekstrakata ljuske
oraha i kakaovog zrna, pokazuje znacajnu korelaciju s citotoksi¢noS¢u prema stani¢nim linijama

adenokarcinoma zeludca AGS (Navarro i sur., 2017).

4.1.3 Citotoksi¢nost ekstrakata ljuske oraha i1 kakaovog zrna na humane stani¢ne

linije adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2

34



mlh ®m2h mlh-ps = 2h-ps

140,00
Q

5 #$ $

= 12000 . $,a 3

s

wn

& 100,00 A *'$ a I
3 I I [
g 80,00 * # g I 1

< = 60,00

=

2 40,00

2

) 20,00

e

o

N3 0,00

0,014 02 1
ekstrakt ljuske oraha (mg mL™1)

1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisticki znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki znaGajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™%; b — statisticki zna¢ajna koncentracija u
odnosu na koncentraciju 0,2 mg mL™1; ¢ — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™?

Slika 17. Prikaz postotka prezivljenja Caco-2 stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Citotoksi¢an uc¢inak ekstrakata sa polisaharidima vidljiv je pri koncentraciji polifenola
0,014 mg mL™! u tretmanu trajanja 2 sata, te pri koncentraciji 0,2 mg mL™1 u tretmanu trajanja
1 sat (slika 17). Takoder, na Caco-2 stani¢nu liniju je citotoksi¢no djelovao ekstrakt bez
polisaharida, koncentracije 1 mg mL™! nakon tretmana od 2 sata. Pri koncentraciji polifenola
0,014 mg mL™1 statisti¢ki znacajnu razliku izmedu uzoraka prisutnost polisaharida u uzorcima
tretiranima 1 sat. Naime, vece je prezivljenje stani¢ne linije tretirane uzorkom bez polisaharida.
Isto tako, pri istoj koncentraciji polifenola u ekstraktima bez polisaharida vidljiva je statisticki
znaajna razlika u odnosu na vrijeme tretiranja — duZi tretman pokazuje manji postotak
prezivljenja. Caco-2 linija tretirana ekstraktom sa polisaharidima, koncentracije polifenola
0,014 mg mL™1, 2 sata, pokazuje statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na koncentracije 0,2 i 1
mg mL™! , odnosno identi¢ni uvjeti tretmana, ali ve¢a koncentracija polifenola u uzorku rezultira
ve¢im postotkom prezivljenja. StatistiCki znaCajna razlika u odnosu na prisutnost polisaharida
vidljiva je u uzorcima tretiranih ekstraktima s koncentracijom polisaharida 0,2 mg mL™! (2 sata)
i 1 mg mL™! (1 sat), gdje prisutnost polisaharida znaci i veéi postotak prezivljenja Caco-2
humanih stanica. Ekstrakt ljuske oraha pokazuje toksi¢ni ucinak na stanice adenokarcinoma

debelog crijeva neovisno o prisustvu polisaharida. Tako dnevno preporucene koncentracije
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pokazuju blago toksic¢ni ucinak tijekom jednog i dva sata tretmana.
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™1; b — statisticki znac¢ajna koncentracija u
odnosu na koncentraciju 0,2 mg mL™!

Slika 18. Prikaz postotka prezivljenja Caco-2 stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

Rezultati pokazuju da ekstrakt ljuske kakovog zrna sa polisaharidima djeluje
citotoksi¢no na Caco-2 stani¢nu liniju u svim koncentracijama polifenola te u oba vremenska
perioda tretmana (slika 18). Takoder, vidljiv je i u uzorcima tretiranim 1 sat ekstraktom bez
polisaharida, koncentracije polifenola 0,014 i 0,2 mg mL™! te u uzorku tretiranom 2 sata,
ekstraktom bez polisaharida koncentracije polifenola 0,2 mg mL™1 . Statisti¢ki zna¢ajna razlika
u odnosu na vrijeme tretmana (1 i 2 sata), vidljiva je pri koncentraciji polifenola u ekstraktu
0,014 mg mL~! bez polisaharida — tretman od 2 sata pokazuje veéi postotak preZivljenja Caco-
2 stani¢ne linije od tretmana trajanja 1 sat. u uzorcima tretiranima 2 sata, ekstraktom ljuske
kakovog zrna bez polisaharida vidljiva je statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju
0,014 i 0,2 mg mL™!. Naime, tretman manjom koncentracijom rezultira veéim postotkom
preZivljenja ove stani¢ne linije.

Caco-2 stani¢na linija tretirana ekstraktom koncentracije polisaharida 1 mg
mL~1, trajanja 1 sat, pokazuje statisti¢ki zna¢ajnu razliku s obzirom na prisutnost polisaharida u

uzorku. Prisutnost polisaharida doprinijela je znatno ve¢em postotku prezivljenja stanica.
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Ekstrakt ljuske kakaovog zrna djeluje toksi¢no na stanice adenokarcinoma debelog crijeva s time
Ekstrakt manuka meda bogat fenolnim spojevima kao $to su kafeinska kiselina, galna
kiselina, luteolin, kvarcetin 1 kampferol, pokazao je antiproliferativni i citotoksi¢ni u€inak na
tumorske stanice raka debelog crijeva pri koncentracijama 0-50 mg mL™1 (Okafor i sur., 2021).
Za razliku od ekstrakata bez polisaharida, tretman humanih stanica HepG2 i AGS
ekstraktima s polisaharidima rezultira ve¢im postotkom prezivljenja, no to nije slucaj 1 kod

Caco-2 stanica.

4.2 PROOKSIDATIVNI/ANTIOKSIDATIVNI UCINAK EKSTRAKATA LJUSKE
ORAHA I KAKAOVOG ZRNA NA HUMANE STANICNE LINIJE

Prooksidativni u¢inak ekstrakata ljuske oraha i kakaovca sa i bez polisaharida na humanim
stani¢nim linijama HepG2, AGS i Caco-2 odreden je DCFH-DA metodom. Vremensko trajanje

tretmana iznosilo je 1 i 2 sata. Rezultati su graficki prikazani na slikama 19-24.

421 Prooksidativni u¢inak ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na HepG2 stanice
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1,2 h — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisticki znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™%; b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,2 mg mL™1; ¢ — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™?

Slika 19. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana 1 i 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida
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Iz slike 19 se moze is¢itati da ekstrakti ljuske oraha sa i bez polisaharida u svim
istrazivanim koncentracijama polifenola ne pokazuju prooksidativno djelovanje na stani¢nu
liniju HepG2.

Statisticki znacajna razlika u odnosu na prisutnost polisaharida u ekstraktu ljuske oraha
koncentracije polifenola 0,2 mg mL™%, tretmana 1 sat, jer je u uzorku sa polisaharidima prili¢no
manji postotak indukcije slobodnih radikala, nego u onome bez polisaharida. Takoder, u
uzorcima tretiranima 1 sat, ekstraktom bez polisaharida, vidi se statisticki znacajna razlika s
obzirom na koncentraciju polifenola u ekstraktu. Naime, tretman koncentracijom polifenola 0,2
mg mL™! pokazuje najveéi postotak indukcije slobodnih radikala u HepG2 stani¢noj liniji. U
uzrocima tretiranima ekstraktom ljuske oraha koncentracije polifenola 1 mg mL™! bez
polisaharida, statisti¢ki se znacajno razlikuju u odnosu na vrijeme trajanja tretmana ekstraktom

— duljim tretmanom povecan je postotak indukcije slobodnih radikala.
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom
bezpolisaharida; $ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisticki
znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; ; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,014 mg mL™!

Slika 20. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana 1 i 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida
Iz rezultata prikazanih na slici 20 je vidljivo da ekstrakti ljuske kakovog zrna sa i bez
polisaharida ne uzrokuju indukciju slobodnih radikala na stani¢nu liniju HepG2.

U uzorcima tretiranima ekstraktom sa polisaharidima, koncentracije polifenola 0,014 mg
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mL™1, statisti¢ki se znacajno razlikuju u odnosu na vrijeme tretiranja stani¢ne linije — tretmanom
od 2 sata znatno je povecan postotak indukcije slobodnih radikala, dok kod uzoraka tretiranih
ekstraktom iste koncentracije polifenola u trajanju od 2 sata, vidi se statisticki znacajna razlika
u odnosu na prisutnost odnosno odsutnost polisaharida. Stani¢na linija tretirana ekstraktom sa
polisaharidima pokazuje veéi postotak indukcije slobodnih radikala. S obzirom na vrijeme
tretiranja HepG2 stanica, razlikuju se i uzorci tretirani ekstraktom bez polisaharida koncentracije
1 mg mL™1, gdje dulji tretman rezultira ve¢om indukcijom slobodnih radikala u stanicama.

Ovi se rezultati mogu povezati s rezultatima dobivenim u istrazivanju D'Angelo i sur.
(2017), koji su tretirali stanice raka dojke sa polifenolnim ekstraktom jabuke Annurca bogat
katehinom. Taj je ekstrakt imao je snaZzan prooksidacijski ucinak koji se povezuje s

proapoptotickom funkcijom polifenolnih spojeva na razlic¢itim tipovima tumorskih stanica.

4.2.2 Prooksidativni u¢inak ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na AGS stanice
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1,2 h — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom
bez polisaharida; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu; ; a — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,014 mg mL™1; b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,2 mg mL™?

Slika 21. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije AGS nakon tretmana 1 i 2 sata razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida

Ekstrakti ljuske oraha sa i bez polisaharida svih koncentracija nemaju prooksidativno
djelovanje na stani¢nu liniju AGS (slika 21). I1znimka je ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida

koncentracije polifenola 0,2 mg mL™1, koji ima antioksidativno djelovanje.
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™%; b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,2 mg mL™1; ¢ — statisti¢ki znaGajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™!

Slika 22. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije AGS nakon tretmana 1 i 2 sata razli¢itim

koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida

Iz rezultata (slika 22) je vidljivo da ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida koncentracije
1 mg mL!ima antioksidativno djelovanje. Uzorci tretirani ekstraktom bez polisaharida i
tretirani 2 sata, statisticki se zna¢ajno razlikuju u odnosu na koncentraciju polifenola u ekstraktu.
Naime, pri najvecoj koncentraciji polifenola najveci je i postotak indukcije slobodnih radikala.
Takoder, pri toj koncentraciji, statistiCku zna€ajnu razliku ima i prisutnost polisaharida u
uzorcima tretiranima 2 sata — uzorak bez polisaharida pokazuje veéi postotak indukcije
slobodnih radikala te duljina tretmana u uzorcima bez polisaharida, gdje tretman ekstraktom
koncentracije 1 mg mL™'2 sata rezultira veéom indukcijom slobodnih radikala u AGS

stanicama.

4.2.3 Prooksidativni ucinak ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na Caco-2 stanice
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1,2 h —vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™1; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,2 mg mL™1; ¢ — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™!

Slika 23. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana 1 i 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida

Iz rezultata (slika 23) je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha pokazuju antioksidativno
djelovanje pri koncentracijama 0,014 mg mL™! (sa i bez polisaharida, tretman 2 h) i 1 mg mL™!
(bez polisaharida, tretman 1 h). Postotak indukcije slobodnih radikala izuzetno je visok u uzorku
ekstrakta sa polisaharidima, koncentracije polifenola 0,014 mg mL™1, tretmana 1 sat u odnosu
na uzorak tretiran ekstraktom sa koncentracijom polifenola 1 mg mL™!. Statisticki znacajna
razlika u odnosu na prisutnost polisaharida u ekstraktu vidljiva je u ekstraktu koncentracije
polifenolal mgmL~1(1h), gdje je postotak indukcije slobodnih radikala zna¢ajno veéi u uzorku
bez polisaharida. Takoder, pri koncentraciji 1 mg mL™1, ekstrakta bez polisaharida, statisti¢ki
znacajna razlika je i u odnosu na vrijeme tretmana — tretman od 1 sata pokazuje veci postotak
indukcije slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2, nego tretman od 2 sata. 1z prikazanih
rezultata vidljivo je da prisustvo polisaharida ima bitnu ulogu u antioksidacijskom djelovanju;
polisaharidi su pospjesili vezanje slobodnih radikala pa je tako najucinkovitije antioksidacijsko
djelovanje primjeceno u stanicama koje su tretirane sa uzorcima s polisaharidima. Kako je ve¢
napomenuto, vrijeme tretmana isto ima bitnu ulogu u antioksidacijskom djelovanju; dulje

vrijeme izlaganja doprinosi izraZenijem antioksidacijskom djelovanju.
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Dobiveni rezultati gdje prisutstvo polisaharida u ekstraktu utjeCe na antioksidacijsko
djelovanje, moze se potkrijepiti istrazivanjem Mohanta i sur. (2022) u kojem je dokazano da
polisaharidi (¢esto modificirani, obogac¢eni metalnim ionima, konjugirani i sl.) mogu djelovati
kao antioksidansi razliitim mehanizmima, npr. uklanjanjem hidroksidnih i superoksidnih
radikala.
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1,2 h — vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima; 1,2h-ps - vrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; $ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # - statisti¢ki znagajna razlika u odnosu na vrijeme tretmana ekstraktom; a —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,014 mg mL™1; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
koncentraciju 0,2 mg mL™1; ¢ — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1 mg mL™!

Slika 24. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana 1 i 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida

1z slike 24 se moze iscitati da ekstrakti ljuske kakaovog zrna u svim koncentracijama
imaju antioksidativno djelovanje na stani¢nu liniju Caco-2. Najjace antioksidacijsko djelovanje
vidljivo je pri svim koncentracijama polifenola kod tretmana stanica trajanja 2 sata s ekstraktom
sa polisaharidima.

Da ekstrakti bogati fenolnim spojevima imaju antioksidativno djelovanje na Caco-2
stanice rezultatima su potvrdili i Wu i sur., koji su tretirali Caco-2 stani¢nu liniju ekstraktima
flavona dobivenih iz stabljike i lista biljke Labisia pumila. Naime, flavoni mogu proci kroz
stani¢nu membranu 1 djelovati kao hvataci slobodnih radikala.

Takoder, na slici 24, je vidljivo da uzorci tretirani ekstraktom sa polisaharidima 1 sat,
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pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku s obzirom na koncentraciju polifenola — 1 mg mL™?!
koncentracija pokazuje malen postotak indukcije slobodnih radikala, dok najniza koncentracija
0,014 pokazuje izrazito visok postotak indukcije slobodnih radikala. Statisti¢ki znacajna razlika
u odnosu na vrijeme izraZena je pri koncentraciji polifenola 0,2 mg mL~1, gdje dulje vrijeme
tretiranja (2 sata) znaci antioksidacijsku aktivnost, za razliku od tretmana trajanja 1 sat. Isto je
vidljivo i pri koncentracijama 0,014 mg mL™~! ekstrakta sa polisaharidima i koncentracijama 1
mg mL~! ekstrakta bez polisaharida.

Ponovno, prisustvo polisaharida se pokazalo klju¢nim za antioksidacijsko djelovanje;
polisaharidi su smanjili broj slobodnih radikala te je naju¢inkovitije antioksidacijsko djelovanje
primjeceno U Stanicama koje su tretirane sa uzorcima s polisaharidima. Dulje vrijeme izlaganja

doprinosi izrazenijem antioksidacijskom djelovanju.

4.3 CITOTOKSICAN UCINAK EKSTRAKATA LJUSKE PORAHA I KAKAOVOG
ZRNA NA BAKTERIJSKE KULTURE E. COLI, L. FERMENTUM I S. AUREUS

Pomocu izradenih krivulja rasta bakterijskih kultura E. coli, L. fermentum i S. aureus,
odredeni su vrhunci eksponencijalne faze (tablica 12). Ta su vremena uzgoja koriStena za
ispitivanje citotoksicnosti ekstrakata ljuske oraha 1 kakaovog zrna na prethodno spomenute

bakterijske kulture.

Tablica 13. Prikaz vrhunca rasta bakterija odredenog prema krivuljama rasta

BAKTERIJA VRHUNAC RASTA
Escherichia coli 22 h
Lactobacillus fermentum 18 h
Staphylococcus aureus 22 h

Rezultati dobiveni ovim eksperimentom su prikazani u obliku grafickog prikaza (slike
25-27) te prikazuju da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna nemaju citotoksi¢an uc¢inak na
bakterije E. coli i L. fermentum, za razliku od citotoksi¢nog djelovanja kojeg pokazuju prema

bakterijama S. aureus.
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

% prezivljenja bakterije
E.coli

Slika 25. Prikaz postotka prezivljenja bakterijske kulture E. coli u ovisnosti o tretmanu

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt Ijuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; a — statisticki
znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014 mg mL™* u ekstraktu sa polisaharidima; b —

statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2 mg mL™1 u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ —
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014 mg mL™* u ekstraktu bez polisaharida; d —

statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2 mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 26. Prikaz postotka prezivljenja bakterijske kulture L. fermentum u ovisnosti o tretmanu

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa 1 bez polisaharida
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacéajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™* u ekstraktu bez polisaharida

Slika 27. Prikaz postotka prezivljenja bakterijske kulture S. aureus u ovisnosti o tretmanu

razli¢itim koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida

Ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zrna imali su najslabiji antimikrobni potencijal na
bakteriju E. coli. Neyestani i sur. (2007) su istrazivali polifenolne komponente u ekstraktima
crnog i zelenog caja. Polifenolni profil Cajeva slian je sastavu ekstrakata ljuske oraha i
kakaovog zrna koristenih u ovome radu, buduci da sadrze galnu kiselinu, epigalokatehin i
njegove derivate. Njihovo je istrazivanje koriStenjem metode difuzije na plo¢ama, pokazalo je
da ekstrakti imaju citotoksi¢no djelovanje na bakteriju E. coli, no oni su koristili znatno vece
koncentracije polifenola u ekstraktima (25 mg mL™1 ) i vrijeme tretmana (5-7 sati).

Polifenolni ekstrakti biljaka sa podruéja srednjeg istoka (Rosemarinus officinalis), pri
koncentracijama 0,05-0,2 mg mL™1, pokazali su antibakterijski u¢inak prema bakterijama E. coli
i S. aureus, s time da je puno veca zona inhibicije kod bakterija S. aureus (Gan i sur., 2019).
Sli¢no je vidljivo i u rezultatima ovoga rada gdje je najve¢i citotoksi¢ni u¢inak ekstrakata vidljiv
na bakteriji S. aureus, osobito kod tretmana s ekstraktom ljuske oraha.

Ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna ne pokazuju citotoksican uéinak na bakterije L.
fermentum, statisticki znacajna razlika u odnosu na prisutnost polisaharida u uzorcima tretiranim

ekstraktom ljuske kakaovog zrna. Naime, vec¢i postotak prezivljenja bakterije L. fermentum je
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uzorak tretiran ekstraktom sa polisaharidima. Bakterije mlije¢ne kiseline proizvode
egzopolisaharide koji posjeduju veliki sadrzaj vode $to pridonosi zastiti same bakterije (Donot i
sur., 2012). 1z svega prikazanog, vidljivo je da ekstrakti ljuske oraha i kakaovg zrna neovisno o

koncentraciji pokazuju toksi¢no djelovanje na bakteriju S. aureus.

44 UTJECAJ EKSTRAKATA LJUSKE ORAHA | KAKAOVOG ZRNA NA
ADHEZIJU BAKTERIJSKIH STANICA NA HUMANE STANICNE LINIJE

Za ispitivanje utjecaja ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na promjenu adhezije bakterija
za kontinuirane humane stani¢ne linije Caco-2 i Cal27, odabrane su tri bakterijske kulture: S.
aureus, E. coli i L. fermentum. Odabrane stani¢ne linije inkubirane su 15 minuta (Cal27) i 2 sata
(Caco-2) ekstraktom ljuske oraha i kakaovca sa i bez polisaharida, koncentracije 0,014 i 0,2 mg
mL~1, a potom bakterijskom suspenzijom u trajanju od 30 minuta. Nakon tretmana bakterije su
nacijepljene na odgovarajuce krute hranjive podloge. Porasle kolonije su izbrojane, a postotak
adhezije bakterija na humane stanice izraZen je u odnosu na kontrolu. Rezultati su prikazani na

slikama 28-33.
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44.1 Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterijskih stanica

na tumorske epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2)

WOo+ps MWo-ps Ek+ps ©k-ps
180,00

160,00

=
N
o
o
o

120,00
100,00 a,b,d *b,c

80,00 1 *abd
60,00 I

40,00
20,00
0,00

*acd

¢nu liniju

-2 stani

Caco

% adhezije bakterije E.coli na

0,014 02
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zrna (mg mL™")

o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™* u ekstraktu bez polisaharida

Slika 28. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije E. coli

na Caco-2 stani¢nu liniju

Na grafickom je prikazu (slika 28) vidljivo kako ekstrakti ljuske oraha sa polisaharidima
povecavaju postotak adhezije bakterije E. coli na Caco-2 stani¢nu liniju. Obje koncentracije
polifenola u ekstraktu ljuske oraha bez polisaharida nemaju utjecaja na adheziju bakterija. Sto
se tiCe ekstrakta ljuske kakaovog zrna, u uzorcima bez polisaharida pri objema koncentracijama
polifenola u ekstraktima, dolazi do pada postotka adhezije bakterije E. coli na stanice. Dok je
statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju vidljiva u uzorcima sa polisaharidima; pri
koncentraciji 0,014 mg mL~! je smanjen postotak adhezije bakterije E. coli na humane stani¢ne
linije, za razliku od koncentracije 0,2 mg mL™! gdje dolazi do znacajnog porasta postotka
adhezije bakterije. Sumarno, pove¢anjem koncentracije ekstrakta ljuske oraha bez polisaharida
i ekstrakta ljuske kakaovog zrna s polisaharidima povecava se i adhezija bakterije E. coli.

Ekstrakt ljuske oraha s polisharidima povecava adheziju bakterije za epitel adenokarcinoma
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epitela crijeva.
Shil i Chichger (2021) proucavali su kako dodatak umjetnih zasladivaca utjecCe na

promjenu adhezije bakterije E. coli na Caco-2 stanice. Ustanovili su da dodatak ugljikohidrata
utjee na veéu adheziju bakterije E. coli na ove humane stanice, i na koncu poticu stvaranje
biofilma. Stoga, veéi je postotak adhezije bakterije E.coli na Caco-2 stanice tretirane ekstraktima

sa polisaharidima, nego bez polisaharida (Slika 28).
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™ u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 29. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije L.

fermentum na Caco-2 stani¢nu liniju

Iz rezultata je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha bez polisaharida povecavaju, dok
ekstrakti ljuske kakaovog zrna bez polisaharida smanjuju postotak adhezije bakterije L.
fermentum na Caco-2 stani¢nu liniju. Ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima pri koncentraciji
0,014 mg mL™! poveéava postotak adhezije, dok pri koncentraciji 0,2 mg mL~! smanjuje
postotak adhezije bakterije L. fermentum na humane stanice. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna sa
polisaharidima pri objema koncentracijama polifenola nemaju utjecaja na adheziju, ali se

statisti¢ki znacajno razlikuju s obzirom na uzorke bez polisaharida koji smanjuju postotak
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adhezije bakterije L fermentum. Corbet i Roberts (2009) zakljucili su da polisaharidi mogu
djelovati kao adhezini i tako povecavati adheziju na humane stanice, §to je slu¢aj kod tretmana
ekstraktom kakaovog zrna bez polisaharida drasti¢éno smanjuje adheziju bakterije L. fermentum
na Caco-2 stanice, za razliku od uzorka sa polisaharidima (slika 29). Sveukupno gledano,
istrazivani ekstrakti znacajno ne pospjesuju adheziju bakterija L. fermentum.

Polifenolni spojevi imaju prebioticki u¢inak na probioticke bakterije poput L.fermentum, naime
oni imaju sposobnost utjecati na njihov rast i adheziju na stanice gastroitenstinalnog trakta

(Plamada i Cristian Vodnar, 2021).
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; o-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™? u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™~! u ekstraktu bez polisaharida; d — statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 30. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije S.

aureus na Caco-2 stani¢nu liniju

1z rezultata (slika 30) je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna nemaju utjecaja
na adheziju bakterije S. aureus na Caco-2 stani¢nu liniju. Iznimka je ekstrakt ljuske oraha sa
polisaharidima koji pri koncentraciji polifenola 0,2 mg mL~! smanjuje postotak adhezije, te se
statistiCki znacajno razlikuje s identi¢no tretiranim uzorkom S manjom koncentracijom

polifenola u ekstraktu. Istrazivani ekstrakti ne utjeCu na adheziju bakterije S. aureus.
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Fenolne kiseline poput galne i elaginske kiseline te flavonoidi poput kvercetina i
luteolina, koji su glavni polifenolni ¢imbenici ljuske oraha, snazni su inhibitori adhezije

patogena S. aureus na humane stanice (Takd i sur., 2020).

4472 Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterijskih stanica

na tumorske epitelne stanice jezika (Cal27)
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; o-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~* u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 31. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije E. coli

na Cal27 stani¢nu liniju

1z slike 31 je vidljivo da ekstrakti ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida djeluju na
smanjenje postotka adhezije bakterije E. coli na Cal27 stani¢nu liniju. Ekstrakt ljuske oraha sa
polisaharidima nema utjecaja na adheziju, a bez polisaharida povecava postotak adhezije
bakterije E. coli na humane stanice. Opcenito gledano, ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida
pospjesuje adheziju bakterije E. coli za epitel usne Supljine, dok ekstrakt ljuske kakaovog zrna,

neovisno o koncentraciji i prisustvu polisaharida, zna¢ajno smanjuje vezanje ove bakterije za

epitel usne Supljine.
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacéajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 32. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije L.

fermentum na Cal27 stani¢nu liniju

Ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna smanjuju postotak adhezije bakterije L. fermentum
na Cal27 stanice (slika 32). Drasticno smanjenje postotka adhezije vidljivo je u tretmanu s

ekstraktom ljuske kakaovog zrna u objema koncentracijama polifenola, te u ekstraktu ljuske

oraha bez polisaharida pri koncentraciji polifenola 0,014 mg mL™1.
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida; d — statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 33. Prikaz utjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije S.

aureus na Cal27 stani¢nu liniju

Iz rezultata (slika 33) je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna djeluju tako
da smanjuju adheziju bakterije S. aureus na Cal27 stani¢nu liniju. Iznimka je djelovanje
ekstrakta ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima koncentracije polifenola 0,2 mg mL™1, gdje taj
ekstrakt ne utjece na adheziju, dok pri nizoj koncentraciji ima utjecaj na smanjenje adhezije ove
bakterije.

Mnogo proizvoda biljnog porijekla imaju anti-adhezivna svojstva prema klinickim
patogenima §to ih ¢ini pozeljnim antimikrobnim sredstvima. Mnoge in vitro studije su dokazale
da su upravo polifenoli glavne antimikrobne komponente biljnih ekstrakata, koje uzrokuju
promjene adhezijskih svojstava patogenih bakterija te tako spreavaju formiranje biofilma
(Makarewicz 1 sur., 2021). Za adheziju bakterija na povrSinu humanih stanica, vazna je
specifi¢na interakcija adhezin-receptor, pri ¢emu neka tvar da bi interferirala treba biti analogna
ili adhezinu ili receptoru, npr. fenolne kiseline (klorogenska kiselina) imaju ulogu u regulaciji
medustanicne komunikacije te tako inhibira adheziju i stvaranje biofilma. Takoder, biljni
ekstrakti obi¢no pokazuju jace antimikrobno djelovanje od zasebnih bioaktivnih komponenata,

radi kumulativnog u¢inka raznih antimikrobnih mehanizama u ekstraktima (Gato i sur, 2020).
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45 UTJECAJ EKSTRAKATA LJUSKE ORAHA | KAKAOVOG ZRNA NA

FORMIRANJE BAKTERIJSKOG BIOFILMA

Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna sa i bez polisaharida na formiranje
biofilma bakterija E. coli, L. fermentum i S. aureus, ispitivao se na nacin da su se prethodno
navedene bakterije tretirale ekstraktima ljuske oraha i kakaovog zrna sa i bez polisaharida, s
koncentracijama polifenola 0,014 i 0,2 mg mL~1. Nakon inkubacije, dodana je kristal violet boja
koja ima sposobnost vezanja na bakterije vezane u biofilmu. Dodavanjem octene kiseline, ta se
boja oslobada te je spektrofotometrijski moguce odrediti apsorbanciju, odnosno postotak

nastanka bakterijskog biofilma. Rezultati su graficki prikazani na slikama 34-36.
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; o0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™ u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 34. Prikaz utjecaja ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na formiranje biofilma

bakterije E. coli

Na slici 34 je prikazano kako ekstrakt ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima smanjuje
postotak formiranja biofilma bakterije E. coli, za razliku od uzoraka bez polisaharida koji
nemaju utjecaja na formaciju biofilma. Ekstrakt ljuske oraha nema utjecaja na formaciju
biofilma ove bakterije, osim u uzorku bez polisaharida s koncentracijom polifenola 0,014 mg
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mL~1, gdje je vidljivo smanjenje formiranja biofilma bakterije E. coli.

Carraro i sur., (2014) proucavali su kako ekstrakti sekundarnih sirovina proizvodnje
maslina, koji su bogati polifenolima, utjecu na formaciju biofilma bakterije E. coli. Formiranje
biofilma bakterije E. coli ukljucuje razlic¢ite ¢imbenike kao $to su fimbrije, egzopolisaharidi,
kolani¢na kiselina, poli-N-acetil glukozamin, signalni proteini i molekule (indol, poliamin), a
aktivacija njihove ekspresije ovisi o okoliSu bakterijske stanice. Polifenoli iz ekstrakta imaju
depresivni ucinak na ekspresiju nekoliko gena ukljucenih u sintezi fimbrija i egzopolisaharida
te remete membranski transportni sustav poliamina o$tec¢ujuci stani¢nu stijenku bakterije. Stoga,
i rezultat njihova istrazivanja je pokazao da polifenolima bogati spojevi utjecu na smanjenje

nastanka biofilma bakterije E. coli.
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~* u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™! u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™1 u ekstraktu bez polisaharida

Slika 35. Prikaz utjecaja ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na formiranje biofilma

bakterije L. fermentum

Iz rezultata (slika 35) se vidi da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna nemaju utjecaja

na formiranje biofilma bakterije L. fermentum. Statisticki znacajno se razlikuju rezultati
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tretmana ekstraktom ljuske kakaovog zrna bez polisaharida u odnosu na koncentraciju polifenola
u ekstraktu. Naime, manja koncentracija polifenola pokazuje manji postotak nastanka biofilma
bakterije L. fermentum za 20-ak posto, od bakterija tretiranih ekstraktom koncentracije

polifenola 0,2 mg mL™1,
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o+ps — ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima; 0-ps — ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+ps — ekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima; k-ps — ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharida; * - statistic¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu; a — statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL~! u ekstraktu sa polisaharidima; b — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL™? u ekstraktu sa polisaharidima; ¢ — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,014
mg mL™! u ekstraktu bez polisaharida; d — statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju polifenola 0,2
mg mL~! u ekstraktu bez polisaharida

Slika 36. Prikaz utjecaja ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na formiranje biofilma

bakterije S. aureus

Iz slike 36 je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha sa polisaharidima pri objema
koncentracijama polifenola povecavaju postotak formiranja biofilma bakterije S. aureus, dok u
uzorcima bez polisaharida nemaju utjecaja na njegov nastanak. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna
nemaju utjecaja na formiranje biofilma ove bakterije, osim u uzroku bez polisaharida
koncentracije 0,2 mg mL™1, kada ima utjecaj na prili¢cno smanjenje postotka formiranja biofilma
bakterije S. aureus.

Da pri vecoj koncentraciji polifenola u ekstraktu ljuske kakaovog zrna dolazi do
znacajnijeg smanjenja postotka nastanka bakterijskog biofilma, potvrdilo je i istrazivanje

Yuanita i sur. (2017). Flavon iz ekstrakta ljuske kakaovog zrna djeluje kao inhibitor stvaranja
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biofilma bakterije E. faecalis tako §to ometa interaciju izmedu acil-homoserin laktona i njegovog
receptora. Acil-homoserin lakton je signalna molekula koju koriste Gram-pozitivne bakterije,
poput S. aureus, za medusobnu komunikaciju (engl. Quorum sensing).

Tretman ekstraktom ljuske oraha sa polisaharidima, iz rezultata, vidljiv je znacajan porast
postotka nastanka biofilma bakterije S. aureus, za razliku uzorka tretiranog ekstraktom ljuske
oraha bez polisaharida. Li i sur. (2021) svojim su istrazivanjem dokazali da dodatak biljnih
polisaharida potic¢e formiranje biofilma Gram-pozitivne bakterije B. thuringiensis, jer sluze kao
pocetni izvor ugljika za stvaranje ekstracelularnog matriksa sojeva i indukciju stvaranja

biofilma.
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5 ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog eksperimentalnog rada i dobivenih rezultata doneseni su sljedeci

zakljucci:

1. Dnevno preporucene koncentracije ekstrakta ljuske oraha pokazuju toksi¢ni uc¢inak
na stanice adenokarcinoma debelog crijeva neovisno o prisustvu polisaharida.
Polisaharidi prisutni u ekstraktu ljuske kakaovog zrna povecavaju toksi¢nost
ekstrakta na stanice adenokarcinoma debelog crijeva.

2. Oba ckstrakta su pokazala antioksidacijski u¢inak na stani¢nu liniju Caco-2.
Prisustvo polisaharida i dulje vrijeme izlaganja su pospjesili antioksidacijsko
djelovanje ekstrakata na stanice Caco-2.

3. Ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna pokazuju antimikrobni uc¢inak na bakteriju S.
aureus.

4. Ekstrakti ljuske oraha sa polisaharidima povecéavaju postotak adhezije bakterije E.
coli, takoder ekstrakti ljuske oraha povecavaju postotak adhezije bakterije L.
fermentum na Caco-2 stani¢nu liniju. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna bez polisaharida
smanjuju adheziju L. fermentum za epitel Caco-2 stanica.

5. Ekstrakt ljuske oraha bez polisaharida pospjeSuje adheziju bakterije E. coli za epitel
usne Supljine, dok ekstrakt ljuske kakaovog zrna, neovisno o koncentraciji i prisustvu
polisaharida, znacajno smanjuje vezanje ove bakterije za epitel usne Supljine.

6. Oba istrazivana ekstrakta smanjuju postotak adhezije bakterije L. fermentum i S.
aureus za epitel Cal27 stanica.

7. Ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidima povecava formiranje biofilma bakterije S.
aureus, dok ekstrakt ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima smanjuje postotak

formiranja biofilma bakterije E. coli.
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