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1 UVOD

8 GDQDaAaQMH YULMHPH JQDWQRVMHSBROMWGD pHNRR D B &@NRE O
zazbrinjavangotpadaSYDNH JRGLQH QDV WD MiKdustHjskag\okpdd] Rapjep LQH D.
bogat mnogim nutritivnim sastojcima. Primjer agmdustrijskog otpada su i ljuske oraha i
NDNDRYRJ JUQD ]D NRMH VX LVWUDKBRYDW D DU GIRNADNIDODP &
aktivnim tvarima % LROR&NL D N Wdkehgkalije\kyj®iaju \zximnu antioksidativnu
DNWLYQRVW VSRVREQRVW LQKLELFLMH LOL LQGXNFLMH UL
ekspresije gena, tftbHVW R G MicdaibX UNDDBLPHWDEROL p N&tégaSW RFHV D
RGUHYHQLP XYMHWLPD PR JXzdbaWeVi Hifidowijl [j@skody drgbKinméaS Q R
(Galanakis, 2017).3ROLIHQROL L PHWLONVDQWLQINVXDEWRQR &NWL
komponentdjuske oraha i kakamg zrna 7R pLQL VHNXQGDUQH VLURYLQH S
NDNDRYFD VLURYLQDPD VD YHOLNLP SRWHQFLMDORP ]D EX
funkcionalnih prehrambenih proizvod&.D WDM EL VH QDPLQ UHGXFLUDOD NI
RNROLA WHUSRYHUIDIRYRM SUHKUDPEHQH SURL]JYRGQMH

lako kemijski sastav ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna ukazuje na potencijalne
EODJRWYRUQH XpLQNH Xrij© vpxt@bdeN RWPhR hpd. D@dnidnjanja hrane
SRWUHEQR MH XWYUGINVQDNDWDWQ IMH) B W DKNRJR RRIOGIIN XOH L V!
XpLQDN VSRMHYL SULVXWQL X HNVWUDNWLPD LPDMX QD ED
SDUDPHWDU MH L XpLQDN VPMHVH VSRMHYD SULVXWQLK X H
humane mniroflore za receptore stanica.

Radna hipoteza ovog rada je da ekstrakti ljuske oraha i kakaovognzangup SUHALYOMHQ M
ispitivanih patogenih bakterij&jihovo vezanje za humane stanidermiranje biofilma,te da
pokazuju antioksidacijsko djelovarfada su tkontaktu sa stanicama gastroitenstinalnokféra

Cilj rada jeutvrditi dali i pod kojim uvjetimaekstrakt ljuske oraha i kakaog zrnaima

FLWRWR NV bdp EpiRelne|sta@ide Nastroitenstinalnog traktamorske epitelne stanice

jetre (H®pG2), aH O X G F Di débelg crijeva (Cac@) te utjecaj na indukciju slobodnih

radikala i potencijalno oksidacijsko djelovanje, na ovim stanicamaW U D a li \Wjec¢af V H
ekstrakata NnaSSUHGVWDYQLNH QRUPDOR HolPLL febinerEunR B/ durp)RY M H N D

promjenu adhezije bakterija na stanice CGaadCal27 i stvaranje biofilma bakterija.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 ORAH

Stablo oraha pripada obiteljuglandaceae 1DMUDVSURVWUDQMHQLMH MH VYV
plodove i uzgajase WD]OLpLWLP GLMHORYLPD VYLMHWD 3RULMHNO
VH SRpHR X]JDMDWL YHU RG J R Guz@opst&blalokahbh jakese VWD 11
SURALAWR PX MH R Xdoh® prilagoda u regijama s ekosustavima
PHGLWHUDQVNRJ WLSD 1XWULWLYQD YDAaQRVWMdRIEMAKD YH]
(slika 1) sastoji se od zelenmesnate glatke ljuske koja je nejestiva,uklanjanjem te ljuske
RVWDMH VPHyYyD OM X jekbia (XjeehkédRadijenaian®ob ONOR)drh @ahanban
Esfahlan i Amarowicz, 2018)

Slika 1. Dijelovi ploda orahagremaQueiros i sur., 2019)

*RGLAQIM@NGE oralD QD VYMHWVNRM UBPLIOQIMIQBPWRRMH1IDMYHIU
RUDKD MH .LQD D RVWDOL YHOLNL Sdidrd drétaikbriste ¢ XaqgU D Q
KUDQD 1XWULWLYQR VX YUOR ERJDWH YLAHVWVYOUXNR QH]IL
proteinima (1224 %, koji su bogatiesencijaiim masnim kiselinanja mineralima(1,53 %),
flavonoidima i fenolim kiselinana 2VWDOH ELOMQH NRPSRQHQWH QSU
GUYHQDVWH RSQH FYMHWRYL NRULVWH V(@uerosliRspPHW LPpNF
2019)

211 Ljuska oraha

%XGXuL GD MH OLIJIQRFHOXOR]QH SULURGH GRPLQDQWQ



lignin udjela 52,3 %, celuloza udjela 25,5 % i hemiceluloza udjela 22,2 % (Dermibas, 2005).
SUHG[eA®IMRL SORG RUDKD D PRUIROR&WL $HUBE VUWER O M X NHEE
RUDKD 3URFMHQMXMH VH GD SUHUDGRP RUDKD QD JRGLA
RWSDGD X REOLNX VPH¥H Q@Y WRNBD @wWsvVeHD VH RGEDFXMH N
koristi kao gorivo za izgaranje RNUH]XOWLUD RQHpPpLSBDOC Y DWIMKH R JRINDRYQ b
LQWHQ]LYQR VH LVWUDA&XRWSD G QHK @DMXMDND RUWLCPKVDH BIJ H
metode za hidrolizu celuloza i hemicelulazaljuske, za proizvodnju ugljikohidrata, koji su

dobri izvori za proizvodnju bioetanglaa proizvodnju drvnog i aktivhog ugljena pirolizom, jer

pritome Y H U L Ga&dg plin vodik i pirolinska kiselinaSY H VH Y H U Dp&iRi¢fastapiR V W
pirolinske kiseline |DWR aWR QDMYHuUL GLR Q MdbjgaRdk& kigelné\86R M D N D
antioksidansima i antimikrobnim djelovanjgdahanbaisfahlan i Amarowicz, @18) (tablica

1).

Tablica 1. Sastav proizvoda pirolize ljuski orahaémaQueirosi sur., 2A.9)

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

2.2 KAKAOVAC
3UYH SODQWDaH NDNDRYFD RNR JRGLQD S.Daid#H .ULVW

se, radi proizvodnje plodova, kakaovac sadP@ RIJLP WURSVNLP DIULPpNLP L D]L



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

koja obavija dva kotiledoniamalu klicu(slika 2).

Kakaovo zmo
Kotiledon

Ljuska
Plod kakaovca kakaovog
zma

Slika 2. Dijelovi ploda kakaovca i kakao zrifparemaRojo-Poveda i sur., 2020)

*ODYQH JHPOMH SUR L] Yoyl BjelokbBtiNGaRa,]Ibdor2zija XNigerija,
Ekvador, KameruniBrazlGRSULQRVHUL JRWRYR X N XKakad ziey MHW V N
RSUH MH SR]QDWR NDR JODYQD V LOKyanaQ 8ur]ROEY RL]YRG QM X
.DNDR JUQD X VHENRDLGUABKX PHBUIWNX NDNDR PDVODFD X HQGR
tvari (oko 6%) i alkaloida (teobromin i #&ein - do 2%9. 7/DNRyYyHU ERJDWD VX L \
ugljikohidratma &N URE & peaiozé@nRpektin, glukoza i fruktozadio vode u kakaarnu
je urasponu 57,5% (Goldoni, 1998.

2.2.1 Ljuska kakaovog zrna

BURL]YRGQMD NDNDD VWYDUD ]QDWQH NROLPLQH RWSD
zrna kakaa koristi za njegovu komercijalizaciju, dok se preostalih 90 % odbacuje kao otpad,
odnosno kao nusproizvodi. Jedan od tih nusproizvoda je i Ikel{a@vazma.UziPDM XuL X RE]JLU
udjel ljuske u zrnu i podatke o proizvodnji kakaarna, na globalnoj raziniprosjep Qg
SURL]YHGH YLaH RG WRQD OMXYV N Hse RezicetlYMBEH IR® G W

WRQD JRGLaAaQMH

Generalno, zbog bogatégmijskog sastavadblica2 VYH VH YLAH LVWUDAaXN

NRULAWHQMD OMXVNH NDNDRYD ]UQ (RojSFoveHaE UR, 2028)UHK UD P



Tablica 2. Kemijski sastav ljuske kakaova zrnprémaRojo-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

133:11::11 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

LJUD&HQR NDR HNYLYDOHQW JDOQH NLVHOLQH

Naime, relativno visoke vrijednosti dijetalnih vlakana i fenolnih spojeva, impliciraju
NRULAWHQMD RYRJ QXVSURL]YRGD X SURL]J]YRGQML NRQGL!
QLVNRNDOWRHWPBOWMKNGK SURL]YRGD 1lipvdtpju EWD QMHH 10S RIW RAELL
QR QH ]D VYH UDGL WHREURPLQD NRML EL PRJDR LPDWL (
%DOHQWLUO L VXU 7TDNRYyHU OMXVNH NDNDREFD PRJ)
HWDQROD ELRILODPHQDWD NRULAWHQLK X " SULQWDQMX F

biomedicinite kao adsorber(3ran i sur., 2017).

23 %,2/2a., $.7,91( 79%5, /-8BLODA ORAHA | KAKAOVCA

%LRORANL DN Witohe@idali)@/ XdpeUrmajl ¥nimnu antioksidativnu aktivnost,
VSRVREQRVW LQKLELFLMH LOL LQGXNFLMH UD]JOLpPLWLK HQ]
JHQD WM PRGXODWRUL VBN ®MWDERO KHWHKURURBEKVRODV X



kemiMVNLK VWUXNWXUD NRMH VX XVNR SRYH]DQHUWD CPMDHMIK
RNVLGDWLYQRJ VWUHVD JD & prévbhiji WaBtRnEU®QQ KioleDIGK. N D O L
$QDORJIJQR WRPH ELRORANL DNWLYQL VSR3MIe YfizidBOBN D] XM X E
ljudskog organizmgGalanakis, 2017)Radi velike raznolikosti u strukturama i djelovanju
ELRORANL DNWLYQLK WYDUL SRVWRML YLa&aHoQdedrna@GD NODV
podskupina: polifenole, karotenoide, tokoferoleitos$terole i organosumporne spojeve
(Shirahigue i Ceccaténtonini, 2020)

Ljuska oraha kakaova zrna izrazitosuloDWH ELRORANL DNWLYQLP WYDUL

polifenolni spojevi i metilksantini

2.3.1 Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi sekundarrsu ELOMQL PHWDEROLWL NRML ELOMNDP|
awjuwiHUV-]JUDpHQWIYDR WRIP ERMRP L PLULVRP PRJX SULYODPpL
biljojede. Strukturna karakteristika im je barem jedan aromatski prsten supstitidiraksilnom
skupinom, @ izuzev togavrlo suraznolika skupina bioaktivnih tvari. Polifenolni spojevi dijele
se u dvije skupine: flavonoide i neflavonoi@gienneSelloum i sur. 2013)

Flavonoidisu QDMLVW WAL YID@D MSIROLIHQROD D RWNULYHQR L
strukturna formulam je C6C3-C6; A i B su aromatski prstevi, a C povezaie stri ugljikova
atoma u oblikKk HWHURFLN OEBNR J 9HIVWEQDDYRQRLGD RGJRYRUQTI

cvjetovai listova(Tsao, 201Q)

Slika 3. Osnovna struktura flavonoidaremalLunaGuevara i sur., 2@)

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



flavonoida: flavanoni, flava®-oli, flavoni, izoflavoni i antocijanidini. Ti spojevi mogu biti
metoksilirani, hidroksilirani, acilirani i glikoziiranTDNRYyHU IODYRQRLGL VX VNOR
i polimerizaciji (npr.tanini) .D]D]LU

U drugu veliku skupinu polifenolnih spojevaeflavonoida, pripadaju: fenolne kiseline, tanini,

stilbeni i lignani (Shirahigue i Ceccaténtonini, 2020) Fenolne kiseline dijele se na
hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline.

Udio hidroksibenzojeve kiseline u jestivim biljkama je relativno nizakX]HWDN MH RGUH)
FUYHQR YRUH FUYHQH URWNYLFH L OXN

Hidroksicinaminske kiselingslika 4) VX PQRJR pH a it §astdje/¥ Sglakheh H

od p-kumarinske, ferulinske, sinapinske i kofeinske kiselManach i sur., 2004Neflavonoidi
MHGQRVWDYQLMH VX Zaudzliktl oRfavoridad BvQjdR sti@kiuri, imaju samo
jedan aromatski prsten5 L E pAGalyDnét al., 2006)

HIDROKSICINAMINSKA KISELINA HIDROKSIBENZOJEVA
KISELINA
R, [
[ / oH - g
WA
R, Ry o .
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 R,=0H, R,=R3;=R,=H Galna kiselina R,=R»,=R;=0H, R,=H
Smapmska kiselina R].:H: R2:R4:OCH3, R3:OH Gentizinska kiselina Rl :R4_:OH: R2:R3: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 hidroksibenzojevikkiselina(premaVisioli, 2020)

'RND]DQR MH GD NRQ]J]XPDFLMD SROLIHQROD PR&H LJUD!
metabolizmai WMHOHV QH Vihtbalesd H polethBiiGtapica. Njihova protuupalna i
DOWLRNVLGDWLYQD VYRMVWYD PRJX LPDWdrdi®/baskdiaHeQ W LY Q'}
bolesti, neurodegenerativne bolesti, rak i pretilost (Cory i sur., 2018).

2.3.1.1 Polifenolni spojevi u ljusci oraha



Ljuska oraha bogata je fenolnim kiselinangalna kiselina, kafeinska kiseling;
hidroksibenzojeva kiselinag-kumarinska kiselina, vanilinska kiselinderulinska kiselina
siringinska kiselingSheng i sur., 2021).

Galna kiselinau biljnom materijaly nalazi se u obliku slobodne kiseline, estera i
derivata katehinalma antimikrobnu aktivnost protiv patogenog kvastandida albicansi
SDWRJHQLK ED N Vétaphyldtdzcind Dibre dsYERViIMa carotover@orynebacterium

accolans .DUDPDUO L VXU 7TDNRYHU DQWLPLNWUREQR
hidroksibenpjeva kiselina, stoga se njeni esteri, tzv. parabeni, koriste kao aditivi u
SUHKUDPEHQRM LQGXVWULML $QWRQ L VXU 6SHFLIL

RAWHUIHQMD '1$ PROHNXOH WH L QG X Nrittokb>spéjexa\(Olthef@ LK L N
sur., 2001). Ferulinska kiselinau SAR L YHULQL JHPDOMD (XURSH GRGDMH
DQWLRNVLGDQVD RGREUHQD RG VWUDQH )'$ D X -DSDQX
prehrambeni aditiv (Ou i Kwok, 20042 S U H Jdn@iiR kiseline polifeolni su sastojci hrane,
VD L]QLPQRP DQWLRNVLGDWLYQRP DNWLYQRA&AUX WH VOXaH
SROLIHQROD XQHVHQLK KUDQRP RWSDGD QD IHQROQH NLV
zdravlje(RazzaghiAsl i sur., 2013)

7 D N Riyagata je flavonoidima miricitrinom, luteolinom, kvercetirom, eriodiktiolom
i njegovim glikozidnim derivatima, katehirom i epikatehimm. Katehin i epikatehir(slika 5)
glavni su predstavnici flavarml| miricetin i kvercetin favonola (slika 6), eriodikiol (slika 7) i

njegovi glikozidni derivati su flavanome lutedin (slika 6), koji je flavon(Sheng i sur.202J).

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

Slika 5. Kemijska struktur&atehina i epikatehin@Grbavac, 2017)

.DWHKLQL L HSLN D V¢HR&ri, kKples&/ sintetiAkar W kdHenju mekih biljaka, kako
EL R Q H RRasjawagje drugih biljaka iam teritoriju .D]D]L U



Z d OH
OH O
KVERCETIN MIRICETIN

OH O

LUTEOLIN

Slika 6. Kemijske strukture kvercetina, miricetina i luteolipmgmaDurgo i sur., 2007)

Slika 7. Kemijska struktura eriodiktiolaNCBI, 2022

Generalno, sve flavonoide odlikuje izrazita antioksidacijska i antiradikalska aktivnost
-DpLQD WLK QMLKRYLK DNWLYQRVWL RMLNogu Rnakaspered] V N R M
dviju hidroksilnih skupina na prstenu Bvercetin s o-dihidroksilnim rasporedom LPD QDMYH U X
TEAC-vrijednostt WM DQWLRNVLGDFLMVNX DNWLYQRW®bvaidi® NRyHU
antioksidacijskih djelovanja flavonoida. Dokazana su i antibakterijslatisea, antialergijska,

antimutagena i antiviralna svojstva flavonoidaD | D ] L U

2.3.1.2 Polifenolni spojevi u lisci kakaova zrna

Glavnipolifenolni spojevi koji se nalaze u ljud@kaova zrna su flavanoli, KOKN O M X p X M X
katehine epikatehine i procijanidinéOkiyama, 2017)Procijanidini ili kondenzirani tanini su

oligomerni spojevi koji se sastoje od katehiegikatehim. Ovi spojevi su sveprisutni u prirodi,



D GLMHOH VH QD WLS $ L % SUL pHPX VYELRIWHSRR MK
PRQRPHUQLK MHGLQLFD 7LS % V SHIFM plHai® M HR FO NDX 0GR PR
(slika 8) (Hurst i sur., 2009)

Slika 8. Kemijska struktura proantocijanidinafR +procijanidin: 45=H i 4.=0OH zkatehin i
4:=0OH i 4¢=H - epikatehin)Hurst i sur., 2009)

1IDGDOMH OMXVND NéndrizRiyelnePerlbe kszlpdiddntificirane su
NDR SURWRNDWHKXLpQD NLVHOLQD halbksieR2d9jpve/ Kid€ihe pQD N
(BarbosaPereirai sur., 2021)PURWRNDWHKXLpQD NLVHOLQD L SWRWRND
metaboliti kompleksnih antioksidativnih polifenola, antocijana i proantocijanifsiiea 9)

(Zhang i sur., 2021).
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OH

OH
HO N lllliii
p ()R:
ZN0 HO

\ y Hidroliza glikozidne veze

OH 0 OH
—_—b
N oH

HO OH OH

Antocijanidin Degradacija u
crijevima pri pH 7-8 \

CHO

Aantocijanidin

COOH

Protokatehui¢na N Protokatehui¢na

kiselina ! 5 Oksidacija kiselina

OH
OH

OH
OH

Slika9. . HPLMVND VWUXNWXUD S préMAZRan®i\UH KRBAIp QH NLVHOI

ALYpDQH VWDQLFH X PR]JJX VX PHWDEROLPNL DNWLYQt
prekomjernim stvaranjemeaktivnih kisikovih vrstgengl Reactive Oxygen Speci&09 ili
RAWHIUIHQMHP DQWLRNVLGDWLYQRJ REUDPEHQRJ VXVWDYD
SRUHPHUDMLPD PR]JD $QWLRNVLGDWLYQD SURWXXSDOQD
VX X GMHORYDQMX SURWRNDWHK XL nigtdviNdo$i @ha@dH srD 3DUN
2021).

2.3.2 Metilksantini

Metilksantini su skupina fitokemikalija dobivenih iz purinske baze ksantilzetaju
VHNXQGDUQLP PHWDEROL]J]PRP ELOMDND 8NOMXpHQL VX X V
pDMX HQHUJHWVNLP SLULPD L pPRNRODGL afe@Deofdihi SUHGVYV
teobromin(slika 10) (Monteiro, 2016)
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TEOBROMIN

Slika 10. Kemijske strukture kafeina, teofilina i teobromimpagmadalil i Ismail, 2008)

Osim polifenolima, ljuska kakaa je bogatéinom, teofilinom i teobrominons time da
je teobrominnajzastupljenij , VWUDALYDQMD VX SRND]DOD GD MH WHREL
KRUPRQVNL RVMHWOMLYLK OLSD]D NRMH KLGUROWMELUDMX '\
NLVHOLQH L JOLFHUROH L] PDVQRJ WNLYD X SOD]&Ke 6WRJD
WHALQH 3ULRIQKH EHDQHANY XKD L W H RiasttRnotsghBsta@i@ On inhibira
angiogenezu induciranu stanicama raka jajnikahibicijom proizvodnje vaskularnog
endotelnog faktora rastlavedeni metilksantinmaju antioksidacijska svojstydalil i Ismail,
2008).

2.4 SLOBODNI RADIKALI (ROS) | OKSIDATIVNI STRES

6ORERGQL UDGLNDOL VX ELOR NRMH pHVWLFH NRMH LF
NesparennHOHNWURQ L GDMX VSHFLILpPQD NHPLMVND VYRMVW®
oduzimanja elektrona drugim molekulama radi postizanja stabilnestgu vrlo reaktivni i
kratkog vijeka. Reaktivne kisikove vrsiengl Reactive oxygen speci€0S) sumale molekule
QDVWDOH GMHORPLPQRP UHG X1y FINRRVPL PYRK@GH/N-XIOXIMIH R INKDUIWA
procesima+ VWDQLpPpQRP GLVDQMX L DHdeRiEQrR 202g.HNsIDWE ROL]P X
RNVLGDWLYQRP IRVIRULODFLMRP QDHMNRMOHNXID X NHWLND Gl
RQD VH UHGXFLUD QD GYLMH PROHNXOH YRGH $NR PROHN?
elektron, nastaje superoksidni anioty °). Superoksidni anion visoko je reaktivna kisikova
PHVWLFD NRMD W Hektror®aWp HP\pattihx, de RagtavienloleRuta vodeH y X W L P
X RYRP SURFHVX QDVWDMX UHDNWLY Q H gbdi peVékshititsSIR S X W

12



hidroksil radikala (L * IDYHGHQH pHVWLFH X]JURNXMX RawWidaiHQMD
(&DOGHRQQ PLER.

2NVLGDWLYQL VWUHV MH RAWHUHQMH NRMH UDGLNDO
membranamaireceptota 8 VYDNRP RUJDQL]PX SRVWRML UDYQRWHaAD
i antioksidativing oporavka Ukoliko izostane antioksidacisD ]DaWLWD SURWLY (
slobodnih radikala, dolazi do oksidativnog stré&ezultat toga je razvoj procesa brojnih bolesti:
astma, tumori, kardiovaskularne i gastroitenstinalne bolesti, dijabetes, periodontalne bolesti i
drugih upalnh proces (Kazaziii 2004)

Razinu slobodnih radikala reguliraju endogeni enziniskperoksid dimutaza, katalaza,
JOXWDWLRQ SHURNVLGD]D JO XW DiWwdeRzipnskithipti glufan, SHURN
vitamin C, vitamin E)antioksidaFLMVNL REUDPEHQL VXVWDYL NDNR EL
QDNXSOMDQMH L RGUADOD(Bayr@BOS)V KRPHRVWD]D VWDQLFD

1DGDOMH SROLIHQROL SRSXW IODYRQRLGD LVWR LPD
1DMYDA&QLML QDpPLQ DQWLRNFMEDKIMXVNRR & NDB\URYD @ ¥ R E\RK
SUHNLGDMX ODQpPpDQX UHDNEF WM PROXERGMHRU SRGEMNBRM X V
NRMH PRJX AKYDWDWL? VORERGQH UDGLNDOH

X o-dihidroksilnu struktuu u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu R P R Jv&au D

delokalizaciju elektrona

X hidroksilne skupine na-35- SRORADMX NRMH RPR-3RUGIBOMIDM X YH]X V

X 2,3dvostruku vezu u konjugaciji skketo-skupinom, pa se elektronigstena mogu
delokalizirati €lika 11) .D]D]L U

Slika 11.Strukturne skupinflavonoidaNRMH VOXaH ]|D KYDWDQMH VOR
.D]D]LU
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Na primjer, ODYRQRLG PLULFLWULQ X NRQ&HMQWibHMbFL MDPD L
FLWRWRNVLPpQRVW DNXWNMBDFPHL @D IDQOXNMEFOQMRLGHDNWLYQLK
stanicama (Chen i sy2013).

OHWLONVDQWLQL WDNRYHU SRVMWMMGEXNAX YIDWILR NXLER N
kafein PRAH VX]ELWL RaAWH iHQ ML INRBGIM¥] R R NARHYKDEED|a8i8l L R OD N
ili inhibicju ROSD WH WDNR ]DAWLWLWL Vivbe3d izazvahégdbv RG RN
]UD p HRddigkR2021).

25 02'(/, =$ 72.6,.2/24.%$,675%4,9%1-9%

Toksikologija je zD QRVW NRMD VH EDYL SURXRhDPMNYINQ K HFRO A VWHIR DI
DJHQDVD QD aLYH RUJDQL]PH L HNRVXVWDY Xh@jEapXMXiL
7RNVLNRORAND LVWUDALYDQMD PRJX VH SURYHVWL QD

1. in viro LVWUDAaLYDQMD WHPHOMH VH QD L]ODJDQMX VW

VXEVWDQLpQLK IUDNFLMD DJHQVLPD

2. invivo LVWUDALYDQMD SRGUD]XPLMHYDMX DSOLFLUDQMH

kontroliranim uvjetima

3. LVWUDALYDQMD NRMIX8H XURBYLRGR LQHUILLIBD QDM SRMHC

nekoj kemikaliji(Timbrell, 2002)

Invitto WHVWRYL UD]JYLMHQL VX NDNR EL VH VPDQMLOD XSRW
LVWUDALYDQMLPD L SUHFL]JLUDOH PHW Rrthtpodtat&kal® Wt SRER O
testovimana EDNWHULMDPD NYDVFLPD L VWDQLFDPD VLVDYDFD
WRNVLPQRVW NRMD PRaH GRYHVWL GR UD]JYRMD WXPRUD 6
WRNVLNRORANLK VSRMHYILWUBR WRRKE B YD PAQXXWID] & NXSLQD
QD VWDQLPpQLP OLQLMDPD SRND]XMX QD]QDNX NDQFHURJF
]DXVWDYOMDQMH GDOMQMHJ LVWUDALYDQMD RGWV#GHQH NH
testova, npr. kordd FLMD X NDQFHUR JH iQ Rtxo\MestoXdma hije ROU% Gidda se X
moraju provesti i testovn vivo.

In vivo WHVWRYL WM WHVWRYL QD ALYRWLQMVNLP PRGH
vrijednosti (engl.No Observed Adverse Effect Lgyegrocjenu rizika i evaluaciju sigurnosti
OLMHND NHPLNDOLMH LOL SUHKUDPEHQRJ DGLWLYD 9UVW
AHOL SURYHVWL GRVWXSQLP SRGDFLPD WH ILQDQFLMVNLE
PLaAHYL L aw D NnR/ivdtestovh]ovica/ Dreti kemikalije i zakonima zemlje u kojoj se
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WRNVLNROREAENR LVWUDALYDQMH SURYRGL

1D NRQFX VOLMHGH KQOL{DENDHQWLADA XYWQMDD]H 3UYD |
LQIRUPDFLMD R QDUDYL L PHWDEROL]PX OLMHND D GUX
QXVSRMDYDPD L XpLQNRYLWRVWL 1DNRQ WRJD GRELYHQL |
(Timbrell, 2002).

2.6 MIKROORGANIZMI

Mikroorganizmi su okom nevidljivi organizmi koje nalazimo posvuda u prirodi. Prema
VYRMRM JUuDyL GLMHOH VH QD EDNWHULMH YLUXVH J (
PLNURRUJDQL]DPD MH SUHPD GMHORYDQMiX naQpBtoginte,P HO M X
nepatogene i uvjetneeW RJHQH 3DWRJHQL L]D]JLYDMX UD]JOLPpLWH ERC
mjestima ljudskog organizma ne izazivaju smetnje, dok na drugima izazivajui belest
nepatogeni mikroorganizmi koji su bezopasni SRQHNNDRGUR B R L Xzdraplpa (W &zQ M X
2015).0LNURRUJDQL]PL 4LYH L QDVWDQMXMX UD]OLpLWH GLMFE
]IDMHGQLFH QD]JLYDMX PLNURELRWRP OLNURELRWX NRMD M
mikroorganizama, nalazimod SRYUALQL NRAaH XVQH A&XSOMLQH SUREL
QMHQ VDVWDY L VWDELOQRVW pHVWR XWMHpH QD RSUH JGU

%DNWHULMH VX MHGQRVWDQLpPpQL RUJDQL]JPL NRML VH
PRIXUQRVW NDHDOORDD/ERWUWY 3R REOLNX UD]JOLNXMHPR RN
REJLURP QD QDpLQ NUHWDQMD PRJX ELWL QHSRNUHWQH
WUHSHWOMLNDPD 1HNH EDNWHULMH X RGUHYHQLP XYMHWL
sporu. 7/ DNRYyHU UD]JOLpPpLWR SRGQRVH L XYMHWH RNUXAHQMD
WHUPRILOL PH]RILOL SVLKURIL Gdrobri \ahdetdBNviakRltdtivnoN RO L p

areerobni i fakultativno anaerobni) te dostupnost hranjivih tlaAH, 2018).

2.6.1 Escherichia coli

BakterijaEscherichia colie Gram QHJDWLYQD EDNWHULMD awDSLUDVWR
N DR p O D @nRriBhadvardedddnutar klas€samaproteobacterid optimalnim uvjetima,
generacijsko vrijeme izno20 min.Bakterija E.coli MH YUOR GREUR StdRBXpHQD ED
koristi za proizvodnjuU D ] O efwlm& Ldkugih industrijskih proizvoddang i sur., 2017).
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2.6.2 Lactobacillus fermentum

Bakterija Lactobacillus fermentumje Grampozitivna bakterija, koja pripada rodu
Lactobacillus % DNWHULMH RYRJ URGD JUXSQR VH QD]JLYDMX ELD
POLMHpQH NLVHOLQH QDMpH&UH VX NRULAWHQL SURELRWLF
SDWRJIJHQD PMDRD@EREMXRI VXVWDYD GRPDULQD SREROM&DQM.
PHWDEROLpPpNLK. ferRéhtdrFRPDRIOMEDYD LPXQROR dNsp HRO®DOIMFDY RU (
JDVWURLWHQVWLQDOQH LQIHNFLM iMadalj¢, Gojlevil FiemméntulrR U Q M L K
bakterije, mogu se primijeniti kao konzervansi hrane i kao alternativa antibioticima
(Naghmouchi sur., 2020).

Dokazano je d&. fermentumRVOREDYD SRYUALQVNL DNWLYQH SURWHI
uropatogenih bakterijanpr. Enterococcus faecaligHeinemann i sur., 2000)7DNRyHU
LVWUDALYDQMD VX SRNID téniebtui PRMFHUWR MY BN HXU IUNDHO L p L W
NDR XW®RLVNH S+ YULMHGQRVWL L LIORAHQRVW aXpQLP VRC
pokazao hidrofobnost. Razina adhezije dajdermentunma Caco2 stanice adenokarcinoma
GHEHORJ FULMHYD pRY Sé&idy bvdpgoRaRateld j€ DermMdbum SURELRWLPND
kulura, koja je dobar kandidaa kontrolu gastrointestinalnih boled&alahi sur., 2019).

2.6.3 Saphylococcus aureus

Bakterija Staphylococcus aureuge Grampozitivna bakterija, kojaspada uotporre
nesporoged bakterig, radi njene spPREQRV WL S U hhdvisskinMednpedafuinR u
V X &nHu@jetima pri ekstrenmim pH vrijednostima, saliniteu, u prisustviantibiotika i tretmana
GH]JLQIHNFLMH 1DOD]L VH X QRARBLAD P Dv X&iafibkdkiRréom pRY MH |
XJURNRYDWL PQRJR UD]JOLpLWLK EROHVWL X OMXGL L &Ly
hemolizu krvi, koagulaciju plazmi i proizvode mnogkstracelularnih enzima i toksina. Bolesti
nastaju kao posljedica prodora bakterije u tkiva te proizvodRjBlv LQD 7L VX WRNVLQL
trovanja hranomS. aureuge najpatogenija vrsta bakterija ovoga roda, a razlikuje se od ostalih
YUVWD SR WRPH aw R(Bdadksli §uf REKNaRUatX|@dk$tkacelularni protein
NRML VH YHaH . lakdpbsRjéehzRiBKE dkfvan te katalizira pretvorbu fibrinogena
u fibrin. Zatim, rastalifiorin WY RUL A Sakéi MafilOkDKs kofi time postaje] DAWLUHQ RG
LPXQRORANREVRQWIGYRIPDWLQD

Adhezija je prvi korak u kolonizacifs. aureusia sluz ljudskog crijeva, VW UDALYDQMD
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SRND]DOD GD VX RGUHYHQH ED Miahthhosh GG O. Ladtie [s@bkb. N LV H (
lactis« mogu utjecati na adhezifp. aureusVPD QM XM X UL Y H]PaMpitelR¥3® EDNW H

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

2.7 ADHEZIJA BAKTERIJA NA HUMANE STANICE

.DNR EL QDVWDQLOH OMXGVNR WLMHOR EDNWHULMH V
DGKH]LMX QD KXPDQH VWDQLFH RPRJX-CRdabGbEsak|2006)L UD]QL
OHULQD EDNWHULMVNLK SDWRJHQD QD \u¥kiuképokhateRabU aL QL
SLOL LOL ILPEULMH 2YH VWUXNWXUH VX pHVWR XNOMXpHQF
tijekom kolonizacije. Pili u Graspozitivnim bakterijama nastaju kovalentnom polimerizacijom
adhezivnih jedinica pilinalielfordi sur.,2006) dokpiliu Gram QHJDWLYQLP EDNWHULM
nastaju nekovalentnom homopolimerizacijom proteina pilina. Dodatni pilini se mogu dodati
YODNQLPD WH pHVWR GMHOXMX NDR DGKH]JLYQH VWDQLFH G

Osim pila i fimbrija postoje i nepolimerne molekule adhezini, kojiggrgQ DM X UD]OLpL
HOHPHQWH QD SRYUA4LQL VWDQLFH GRPDULQD QSU NRPSF
laminine, elastin, proteoglikan, hijaluron i glikoprotei(fibrinogen i fibronektin). Na membrani
GRPDULQD QDOD]H VH UHFHSWRUL DGKH]LM lecdp@iNdd ULQL N
Carcinoembryonic antigerelated cell adhesion molecule®ydhezini bakterijeS. aureusse
YH&X QD ILEQRHNWQQONRJI UHFHSWR &BignR& (P3dD-r¥dali X Q X W L
Cossart, 2006)sto tako, neke bakterije, ng. coli, unosi vlastiti proteinski receptor u stanicu
GRPDULQD NRML VH RQGD YH]XMH VD DGKH]LQLPD QD SRYU
$GKH]LMD EDNWHULM D reutatvelwkiv@atatskih ifhRlidiabriEH_Siaie U sur.,

1997). Biljni ekstrakti bogati polifenolima mogu utjecati na adheziju bakte¥igame, dokazano
je da se procijanidiny HAH QD SLOH SDWRJHQD L WDNR LQKLELUD QN
mjehura(Suriyapromi sur., 2022).

2.8 BIOFILM

Biofim je ]|DMHGQLFD PLNURRW $tarqre | bekdizibjnb MpBlvezane sa
supstratomiPHYyXVREQR WH XNOR S Otxikd i@lisaMarldhi pdrivevé ReQdup QL P D
same stvorilete ispoljavaju izmijenjen fenotipzbog SURPLMHQMHQH EU]JLQH UD]I
transkripcije gegnaNRMH QH XRpDYDPR X SO DQUNDMRHAVIN LKVRWRNMDQL]DP
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%DNWHULMDPD ALYRWLXXRPEPUDNSRERROMQPMMIRRNROLA X]
WDQNLK VORMHYD SRPRUX NRMLK ODN&H SUHALYOMDYDMX
temperaturni ekstreti *D & D M).

Nastanak biofilma odvija se u pet razvojnih stasika 12).

1. Reverzibilno povezivanje mikroorganizama sa supstratom
2. Ireverziblino povezivanje mikroorganizama sa supstratom, posredovano adhezinima na
VWDQL DK BalteNjaV L M H Q
6WYDUDQMH L]YDQVWDQLpPQRJ PDWULNVD WH SRYHUDQN
4. Disperzia(9UDQHA& L /HVNRYDU

el bliln /_> ~@o wmske stanice

signaine d//poluemosx adhazini,
molekule = okolSni signall

‘QQ-

Slika 12.Stvaranje bioflma OUDQH& L /HVNRYDU

.OMXpQH NDUD N Wihfékdij& \BUL Nerzistenchal Linfekcije rezistencija na
DOWLPLNUREQH OLMHNR Y WLWRDEVDD GRRJADMIM @HRDO/RMA/NNRRIY D U
BakterijeS. aureus i E. colmajusvojstvoVWYDUDQMD ELRILOPRYD(@®&bBgUD]OLPD
i sur., 2019.

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

oksidativnog stresaréleb i sur., 205).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO
3.1 MATERIJALI

3.1.1 Biljni materijal

Liofil izirani ekstrakti ljuske oraha i kakamy zrna,sa i bez polisahariddcS ULUHYHQL VX
Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih prada na Zavodu za prehrambeno
WHKQRORANR LQAHQMHBWHKR BOREKNRP EBDINREBDU HWD 6YHXpL

Ljuske oraha i kakovog zrna sakupljene su nakon izdvajanja jezgre. Prikupljeni uzorci
VXaHQL VX QD JUDNX NUR] GDQD QDNRQ pHJD MH XVOLMH
HNVWUDNFLMX NDR RW DS D O FEkbtrakdjaRe bkci&tléhQuDvoBerdf Mipei L U D Q |
QD WHPSHUDWXUL RG f& NUR] PLQ 1DNRQ HNVWUDNEF|
kroz 15 min te filtracijalz pripremljenih ekstrakatprecipitiranisu polisaharidi dodatkom 4 x
YHUOUHJ YR O XPaH®Dw)HWeRs@aRtOEkKstraks polisaharidima i bez polisaharida
NRQFHQWULUDQL VX SRG YDNXXPRP QDNRQ®@&HJIIX VNDINRGE L
VH GRELOL HNVWUDNWL X SUDaAaNDVWRP REOLNX

=D SURYRYHQMH GIRVISHHQP HDQWHMHQL]|VWLUDNBULSUHPX L
otopinaekstrakataN R M H V X VID @dJ-a D>y@ifertela tesu kasnijez njih pripremljene
radne otopineu koncentracijamaD,014, 0,2i 1 mg < ’° polifenola Odabrani raspon
koncentracija temeljise NS UHSRUXpHQRP GQHYQRP XQRVX SROLIHQRO

3.1.2 Priprema i uzgoj humanih stanica

8 UDGX VX kéRibuird@néhth@reVWDQLPpQH OLQLMH KHSDWRFHOXC
+HS * DGHQRNDUFLQRPD HSLWHOD AaHOXGFD $*6 EGHQRND
i SORpPDVWRJ HSLWHOD NOYUH IVO\RPOL MGHLE DQ& MG X]JIDMDQH
bocama u kompletiranom hranjivom mediju RPhd. Roswell Park Memorial Institute
RPMI V IHWDOQRJ JRY H fethlbdaviddJséraii-B ). ®ultivacija stanica
odvijala se u inkubatoru pri temperaturi ¥7& kontroliranom atmosferom ¢ (5 %). Prije
HNVSHULPHQWD VWDQLFH VX QDNRQ X]JRMDtn& ttépiviel GHQH
tripsina. Uporabom% « UNMUNR Y H N R&&lldLsE Hnj stanica u suspenziji te je
SRGHAHQD SRpHWQD NRQBHGMUDFLMD VWDQLFD RG
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3.1.3 Radri mikroorganizmi

OLNURRUJDQL]PL NRULAWHQL X RY RPESché&tibh@Xcoly X EDN)
Lactobacillusfermentum Staphylococcus aureukoji su dio Zbirke organizama Laboratorija
za biologiju i genetiku mikroorganizama Prehrambdada RWHKQRORANRJ IDNXOWHW
=DJUHEX RYL EDNWHULMVYNE ¥YRMAYLPXWBRXIVRM GRGOR]L
%-tnog glicerola. NeposredR SULMH HNVSHULPHQWD LQRNXOLUDQL VX
SRGORJX L LQNXELUDQL SUHNR QRUL SUL RSWLPDOQRM WHF

3.14 Otopine

Tablica3 ,VKRGLAQD RWR®eQB5MgXWUDO UHG

SASTOJAK .21,y,1$%
Neutral red boja 50 mg
Etanol 10 mL

Tablica 4. Radna otopina Neutral red boje= 0,05mg « 79

SASTOJAK .21,y,1%
,ZVKRGLaAaQD RWRSLQD 1 0,1 mL
Medij za uzgoj stanica 9,9 mL

Tablica 5. Otopina za odbojavanje

SASTOJAK .21,y,1%
Etanol 50 %
Voda 49%

Octena kiselina 1%

Tablica 6. Triton X-100 (w = 0,01%)
SASTOJAK 21,y,1%
Triton X-100 10 —/

Fosfatni pufer 10 mL
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Tablica7. ,VKRGL&QD RikbRfuo@deindiacetata (DCHPBA, ¢ = 2mmol 79

SASTOJAK 21,y,1$
DCHFDA 1,5mg
DMSO 1,5mL

Tablica 8. Radna otopina 2;@iklorofluoresceindiacetata (DCHPA, ¢ = 0,05 nmol 79
SASTOJAK 21,y,1%
,VKRGLaAQD RWRSLQD 0,025 mL

c=2nmmol ?°

Fosfatni pufer 9,75 mL

Tablica 9. Sastav fosfatnog pufera (PBS)

SASTOJAK 21,y,18%
NaCl 849
KCI (bezvodni) 0,29
(fe X2 & 1,159
K & s 029
Destilirana voda 1000 mL

3.1.5 Laboratorijskipribor

X

Automatska propipet

% UNMUNRYD NRPRULFD

x Eppendorf epruvete

Xx (UOHQPH\HURYH WLNYLFH UD]J]OLPpLWLK YROXPHQD

x Falcon epruvete

X

X Kivete zaspektrofotometar
x I DERUDWRULMVNH VWDNOHQH pDa&H UD]JOLPLWLK YROXPI
Xx /IDERUDWRULMVNH &4OLFH

X Markeri za pisanje
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OHQ]XUH UD]OLpLWLK YROXPHQD
OLNURWLWDUVNH SORpH V L MDALFD
Nastavci za pipete

2GPMHUQH WLNYLFH UD]JOLPpLWLK YROXPHQD
3DPXpQODYBWDY @i QMH pH

3bSLU |D YDJDQMH L |1DPDWDQMH pHSRYD
30DVWLpQH 3BHWULMHYH |]GMHOLFH
Pokrovna stakalca

Propipete

Staklene epruvete

Staklene pipete,-25 mL

Stakleni lijevak

asbDwXxoD

T-boce

3.1.6 Aparature

X

X

$QDOLWLpPND YDJD S&tortuk, O dikiBli{aBijaW L R Q

Centrifuga za kivete po Eppendorfu F30, TehtnicaAHOH]JQLNL 6ORYHQLMD
Inkubator s kontroliranom atmosferom g Forma Scientific, SAD

Komora za sterilni radskra, Slovenija

SpektrofotometarCecil Instruments LtdTechnicalCentre Cambridge, Engleska

Svjetlosni mikroskop& DUO =HLVV -HQD 1MHPDpND

Vibromikser EM102, 7THKW QL F D Sidvedith] QL N L

Vodena kupel},7HKW QL F D, Siddedifd] QL N L

=DPU]JLYDp 8OWUDOR Z N&HBr S8t SeiXntifiAD HH ] H U

3.1.7 Kemikalije

X

X

2,4dinitrofenilhidrazin (DNPH)Sigma$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPpND
2,7-diklorodihidrofluorescein  diacetat (DCFBA), SigmaAldrich, Steinheim,
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IMHPDpND

Agar, Biolife, Italija

Amonijev klorid (NH4CI),Alkaloid, Skopje, Makedonija

Baktotripton, Biolife, Italija

Destilirana voda

Dimetil sulfoksid (DMSO)Kemika, Zagreb, Hrvatska

Ekstraktljuske oraha i kakaovca, sa i bez polisaharida

Etanol (96% (v/v))Lach QHU V U R B5HSXEOLND yH&ND

Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Ham'sF-12 medij za uzgoj stanic& DSULFRUQ 6FLHQWLILF *PE+ 1MHP]
Kalcijev klorid (Ca 2), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev dihidrogenfosfat{ ¢ ¢,RiedetGH +DsQ $* 6HHO]H +DQQRYHU
Kalijev klorid (KCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kristal violet, boja Kemika, Zagreb, Hrvatska

.YD&ApPHY HBioUfey khbjaN W

Ledena octena kiselina (80% (v/vemika, Zagreb, Hrvatska

Laktoza,Kemika, Hrvatska

Magnezijev sulfat heptahidré¥1igS gx 7 ¢ ), Kemika, Zagreb, Hrvatska

MRS Broth,Biolife, Italija

Natrijev hidrogenfosfat f¢ o), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev klorid (NaCl),Carlo Erba Reagents, Francuska

Neutral red (3amino7-dimetilamine2-metilfenazin hidroklorid),Feinchemie KH.
.DOOLHV .* 1MHPDpPND

RPMI 1640 medij za uzgoj stanic& DSULFRUQ 6FLHQWLILF *PE+ 1MHP/|
Tiamin, )OXND 1MHPDpND

Tripsin, & aDSULFRUQ 6FLHQWLILF 1MHPDpPpND

Triton X-100,Acros Organics, SAD

3.1.8 Hranjive podloge

Za uzgoj bakterjaNRULaAWHQH VX NRPSOHWQH /% L 056 KUDQWM
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podloge, M9minimalna podloga s laktozom za uzgoj bakteBacoli i S. aureusi MRS

podloga sa nalidiksinskom kiselinama uzgoj bakterija. fermentumPoslogesu pripremljene

SUHPD XS XW D P DtaBliceR @, LY, R3) E2[sD sterilizirane u autoklavu pri temperaturi
121f &tlaku 1,01 xsrPPa u vremenu od 15 minutDNRYHU SURYHOD VH L VWHLU

Ca%gHVg 5 %i fosfatnog pufera (PB)ri temperaturi 121f &tlaku 01 x s r° Pa, 15 minuta.

Zapripremukrutih podlogadodano je 15 ?°agara.

Tablica 10. Sastav kompletne LB hranjive podloge

SASTOJAK 21,y,1%
Bakto-tripton 109
.YDapHY HNVWUD 59
NacCl 50
Destilirana voda 1000 mL
Tablica 11. Sastav kompletne MRS hranjive podloge
SASTOJAK 21,y,1%
MRS broth 27,69
Destilirana voda 1000 mL
Agar (za krute hranjive podloge) 159

Nalidiksinska kiselina 10eng m ?°(dodaje
VH QDNRQ VWHULOL]DFLN
sdektivne krute hranjive podloge)

—/
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Tablica 12. Sastav M9minimalne podloge s laktozom

SASTOJAK .21,y,1%
fe s 69
K P 39
NacCl 05¢g
N g Z 1g
Agar 159
Destilirana voda 1000 mL

Dodano nakon sterilizacije:

MgS gx7 ¢ (1IM) 2 mL
Ca 7% —/

20 % laktoza 10 mL

Tiamin @mg m ?9) 1 mL

3.2 METODE RADA

321 ,VSLWLYDQMH FLWRWRNVLpPQRVW kzrid Navhamasii DWD O M
VWDQLpPQLP OLQLMDPD

=D RGUHYLYDQMH FLWBNMRNVMLKR HKthIERRQ¥ke DfahaviD
NDNDRYRJ JUQD VD L EH] SROLVDKDULGD QD iKCaeRQLP VW
koristila se Neutral red metoda.

Neutral tHG MH NDWLRQVND ERMD NRMD PR&H SURUOL NUR] P
lizosomima YHaXiuL VH HOHNWURVWDWVNLP KLGURIREQLP YH]DF
matriksa 6 DPR ALYD VWDQLFD SUR ¥t&ya ¢e pvibjdhob NauttaVr€LIRWH D Q V' S
odrediti aktivnost lizosomg. stanice Metoda se provodi tako da nakon bojanja Neutral red
bojom; VOLMHGL LVSLUDQMH VWDQLFD NLVHORP RWRSLQRP HW
spektrofotometrijski se mjeri apsorbancijé U L QP .ROLPpLQD HNVWUD
SURSRUFLRQDOQD M(ReetioR 80X 2808Y LK VWDQLFD

Prethodnse X]JRMHQH VW D bda@adl iGkulatoM tdpstniziraju. Brojanjem
stanica u% * UNMUNR Y RM 8kRBriRdnirdeija stanica u SI$IQ]LML SR&HADYD Q
stanica m ?°&zatim se te suspengiVWDQLFD QDFLMHSH X PLNURWLWDUVN

25



RVWDYH X LQNXEDWRU®D SKR Y&R \MRrEEeQEA ERADdKktima.
Ekstrakti ljuske oraha i kakaovca sa i bez polisaharida priprengijemiapanjem umediju, u
N R Q DKmrBnitdacij0,014, 0,2 1 mg m ?° Nakon uklanjanja medijatanice su tretirane 1

L VDWD VD SR —/ VYDNRJ RG NRQF HQ WoutbDlirel tbhhiceH N VW U |
GRGDQR MH —/ KUDQMLYRJ PHGLMD XPMHVWR HNVWUDND
=DYU&AaHWNRP WUHWPDQD XNORQMHQ MH KUDQMLYL PH
GRGDQR —/ UDGQH RWRSIDQHLINXWERMD UBDIKEX ERMIHU D O D
lizosomima, stanice se inkubiraju na 3&45 minuta. Nakon toga, ukloni se boja te se dodatno
isperedvaputasa —/ 3%6 SXIHUD 1D NRQFX GR®@BQ&aNdla —/ R

LQWHQ]LWHW RERMHQMD RGUHYyHQ MH VSHNWURIRWRPHWUL
L]U D p X @remasfermMIiHi]:

SUHALY ov+gak 100 [1]
Eio,:inFlrpmj_

9 g 42vrijednost apsorbancije izmjerene pri valnoj duljini od 540 nm

3.2.2 2GUHYLYDQMH UHDNWLY QL KdiMbrkidrofiRovesdin YUVWD 526
diacetat (DCH-DA) metodom

Stanice neprestano stvaraju reaktivne \kistika (ROS) tijekom aerobnog metabolizma.
6WDQLFD MH QDRUXADQD VQDAQLP DQWLRNVLGDWLYQLP
prekomjerne proizvodnje RO®Xksidativni stres nastaje u stanicama kada stvaranje-&ROS
QDGMDpPpD SULURGQX DQWLRNY LdkpmMbind@orésee Ddagetay WD Q L
(DCFH'$ MHGQD MH RG QDMpH&UH NRULAWHQLK Wstak@@ LND ]D
(Eruslanov i Kemartsev, 2010)DCFH-'$ MH QHIOXRUHVFHQWQD ERMD NRMD
membranu stanica i tamo S€ELGUROL]LUDWL SRPRUX HVVWHUODg®D WH X
SHURNVLGD SULMHUL X |O-RikldfiudrddceiV @EF)PRI@BI NGO @ RUHV F
mijeri pri 485 nm za ekscitaciju, tj. 530 nm za emisiju. Intenzitet fluorescencije je proporcionalan
koncentraciji ROSa u stanic(Kim i Xue, 2020; Rajneesh i sur., 2017)

—/ VWDQLPpQH VXVSHQLsthhicaNrR’Q Fbioew 4 Fa biri
PLNURWLWDUVN X t& §eRkdXbirsl 24 sateD MdkbrDtoga dodaju kstrakti ljuske
oraha i kakaova zrna sa i bez polisahartidencentracijama 0,014, 0j2l mg m ?°. nakon

tretmana od 1 i 2 sata pri J@&uklanja se medij sa ekstraktima tessanice ispiru sa  —/
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3%6 SXIHUD =DWLP GR&GDbtupihe\DEBH-DA +ske se skupa inkubird0
minutana3f &7 DNRyHU SDUDOHOQR MH UDYyHQD L NRQWUROD NR
Slijedi mjerenje fluorescencijelndukcija slobdnih radikala (% u odnosu na kontrolu)
LIUDpXQDWD MH SUHPD IRUPXOL > @

_djldp_jYpkeh[iY[dY:[afjhWaj

N . . B “fh[ _Ib [d W
Indukcija slobodnih radikala =—47Tdp JhKeh [V [dVaddhebw [2]

3.2.3 Ispitivane FLWRWRNVLPpQRVWL HNVWUDNDWD OMXVNH R

bakterijskim kulturama

,VSLWLYDQH EDNWHULMVNH NXOWXUH VX X]JJRMHQH GR H
WHNXULP KUDQM lUHpperBGtf@@Ret®RDljenoje —/ RGUHVHjkél EDNWF
NXOWXUH WH QD WR —/ liHKgR&OWAg XAV | e YdishHariBaJWD KD L
koncentracijama 0,014 i 0,thg m ’°8 NRQWUROX MH XPMHVWR HNVWUD
RGJRYDUDMXUH KUD Q Mé¢ MkibigaRaGUOtE Mhbstat® RAMFRADsat. Nakon
WUHWPDQD QDSUDYOMMWMDVYXQML RGR R DUWNDWYXHIGIMOUD QML Y |
EDNWHULMH U Ddnu lotV deget @oHmiurUddte8B3O RpH V QDFLMHSOMHQLP
inkubirane sw24h na 37f &e je izbrojan broj poraslih kolonijgeng. CFU +Colony-Forming
Unit)y 3RVWRWDN SUHALYOMHQMD EDRMWHULMD L]JUDpXQDW MH

o G LYKP .| hqi clxghgc
3UHaLYOMHQMH—é—I§—£Jﬁ{%ﬁ%@—%1OO [3]

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

za humane stanice

8 PLNURWLWDUYV N lite Si&xieplignovj® po 1 MD frethodno pripremljenih
suspenzia@ Caco L &DO VWDQLpPpQLK OLQLMD WH VX X3ID&MDQH X
kontroliranom atmosferom (95% zraka i 5% g). Nakon postizanja subkonfluentne kulture
ukloni se LVW UR aHQ L sRiklde rdirafudtopiHama ekstrakata ljuske oraha i kakaovog
zrna sa i bez polisaharida u koncentracijama 0,014m@,2n ?°u trajanju od 2 sata (Ca®)

L PLOQXWD &DO 8 PHYXYUHPHQX SUHW KdjabhqRasta,JRMHQ |
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VH LVSHUX L UHVXVSHQGLUDMX X PHGLMX |]D X]JRM VWDQLPp
(.44 o0ptical density. S humanih stanica se uklone ekstrakperu se sa 0,5 mL PBSe se

na njih dodaje 0,5 mL bakterijgesuspenzg. Nakon inkubacije u trajanju &D mirutana 37f &

u inkubatory nevezanebakterig se ispirusa humanih stanicag se adhezirane bakterije
RVOREDYDMX V K&awaniO D V WIDO WFDiton X-100 otopine. Nakon
petnaestominutne inkubacid,] VXVSHQ]LMD VH SULSUHPDMX RGJRYDUL
KUDQMLYH SRGORJH QDFMHSOMXMX EDNWHULMVNH VWDQLF
Nakon inkubacije K QD ,preBrojeseizraVOH NRORQLMH L LIJUDPpXQD SRVWR

na kontrolu, koja jedina nije bila tretirana ekstraktima, prema navedenoj fgdhuli

Jercrgp_‘I_drcpghIcPqsqnclxc);(hfoo [4]

%adhezue baktenja_ GJYimlrpmjkPimlrpmjc

3.25 Utjecg ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na formiranje biofilma

Biofilmovi su zajednicenikroorganizamaSULpPpYU&UHQLK QD SRYU&GLQH NR
PHGLFLQVNLP LQGXVWULMVNLP L SULURGQLP RNUXAHQMLP
SUHGVWDYOMD SUHY O Dnikip¥rgani2ainh X Q ¥ plliQQ U DR RdXaH QMD
PLNURWLWDUVNRM SORpLFL SRPRUX NULVWDO YLROHW ERM
biofilmova, pogotovo za procjenu ranog formiranja biofilf@Toole 201). Na osnovi
NROLpLQH ERMH NRMX VWDQLFH YH&X ]D VHEH LVSLWXMH
1DLPH NDG VX EDNWHULM VW Hs8uktaniD idfilmid NLRMIR & HHEH WU N W)YD
boju pa je intenzitet boje manji nego kada je stre€dlaML SD GROD]L GRfimvBUHJ VW"
SD MH LQWHQ]JLWHW R&BRRHPMD YHUL 7UDED L /L

Bakterije §. aureus, E. coli L. fermentum SUHWKRGQR QDVDYHQH X KUD!
izrastu do ekspnencijalnefaze (sr° F sr), potrebno je azrijediti 100 puta, jer u toj
NRQFHQWUDFLML IRUPLUDMX ELRILOP dodat (1 roikpqdtiteesdH y HQ H
SORpPLFX RG MD&A&LFD WH QD VY H—dRpineRekQrikab RAPOMIER O X C
ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrmd HWKRGQR VX SULSUHPOMHQH X RG.
podlogamai koncentracijana0,014i0,2ngm > 1DNRQ A4WR MH SORpPLFD SUHNU
stavljena je u inkubator na J7&24 sata kako bi se stvorio biofilm.

Kvantifikacija biofilma provedena je kristal violet testom. Poslije inkubacije, tri puta se
VWDQLFH LVSHU X -&te s8 fiksiraju -ra/6&Bminuta. Slijedi bojanje s 0,06
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tnim NULVWDO YLROHWRP RWRSOMHQLP X DRXGIMD@EDRR LG B W\
odstoji 20 minuta. Ponovno slijedi ispiranje triputa PB L VXaHQMH 1D NRQFX GF
—/ -WQH RFWHQH NLVHOLQH X VYDNX MDALFX GD EL VH RW
a onda se mijeri intenzitet nastalog @nga spektrofotometrijskna 5760630 nm.Postotak
QDVWDQND ELRILOPD X RGQRVX QD NRQWUROX QD RVQRYI
formuli [5]:

% nastanka biofilmar Ef—%'}& 100 [9]
2,, - bl _

. 4 4 2vrijednost apsorbancije izmjerene pri valnoj duljini od 600 nm

33 67%$7,67,y.%$ 2%5%'$ 32'$7%.9$

6WDWLVWLPND REUDGD SRGDWDND SURYHGNRDLNMW EKQWMB
$129% VWDWLVWLpPNH D Q D post hbaéddons Esiidtddies W DWNMNWLPNL ]QD
UD]JOLND L]PHyX HNVSHULPHQWDOQR GRE LijBdQdsk<(50R1G DW D N T
5H]XOWDWL VX JUDILPNL SULND]DQL SRPRUX SURJUDPD OLFL
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4 REZULTATI I RASPRAVA

BpLQDN ELRDNWLYQLK NRPSRQHQDWD L] HNVWUDNDWD
NRQFHQWUDFLMDPD NRMH MH UHDOQR RpHNLYDWL GD EXG.
NRQWLQXLUDQLP VWDQLPpQLP OLQLMDPD K bdgrinkergifolmO X O D U C
HSLWHOD a8HOXGFD $*6 DGHQRNDUF L-BiR&dnhoh& dépiteld 0ddbe GHE H C
AXSOMLQH Baki€ijaméb HaugeDs, E. coliL. fermentum

&LWRWRNVLpQL L SUROLIHUDWLYQL XpLQDN HNVWUDNWD
ILQLMDPD RGUHYHQ MH 1HXWUDO UHG PHWRGHRRdoD. DQWLR
6WDQLFH VX LIORAHQH GMHORYDQMX HNVWUDNDWD X WUDM

&ELWRWRNVLPpQL L SUROLIHUDWLYQL XpLQDN RYLK HNVWL
pripravom mikroU D ] U M, HbkekhQinbietiranih bakterijskh suspenzig 1 sat te brojanjem
poraslih kolonija nakon 24 sata uzgoja pri B&NDNR EL VH LJUDpXQDOR SUHAL
bakterija u odnosu na kontrolu

Test adhezije napravljen je inkubiranjem human#misia s ekstraktima ljuske oraha i
kakaovog zrna, Cal27 stanica 15 minuta i GAcstanica 2 sata, zatim dodavanja bakterija.
I1DNRQ WRJD SUDYH VH PLNURUD]JUMHYHQMD NDMNRfEL VH Q
LIEURMDOH L LJUDpX Q@ebRrdd e MéiRr®WDN DGKH]LMH

.DNR VX HNVWUDNWL XWMHFDOL QD IRUPLUDQMH EDNWH
PLNURWLWDUVNRM SORpLdoje. SdakéhRiik¥bakije) bakwriskh 3Stanik® s W
ekstraktima VDWD L]PHYyX RVWDORJ GRGDQD MH L ERMD NULVW
]D ELRILOP 2FWHQRP NLVHOLQRP VH YH]IDQD ERMD RVOREF
odrediti nastanak bfilma s obzirom na kontrolne uzorke.

'RELYHQL UH]XOWDWL SULND]B3B.L VX JUDILpNL QD VOLNDI

41 &,7272.6,y1267 (.675%$.$7% /-86.( 25%+% , .$.$292* =518%

1$ +80%$1( 67%2,y2( /,1,-(

& LW R W R bdkstiakafaRjWSRe oraha i kakaovca sa i bez polisaharida na humanih
VWDQLPpQLK OLQLGAE +RSUH$BH®D MH 1HXWUDO UHG PHWRGF
SUHALYOMHQMD 6WDQLFH VX WUHWLUDQH L vDwiID V UD]
JUDILpNL SULND]D€18 QD VOLNDPD
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41.1 &ELWRWRNVLPpQRVW HNVWUDNDWD OMXVNH RUDKD L

linije hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2

Z‘D m1lh ®2h mlh-ps =2h-ps
- 120,00
+ $
100,00 a, $ -
* *
2 ,C * *|$ * * ’$
o 8000 I I o o] 1 I
T
S 60,00
@)
> 40,00
—
oS
I 20,00
-)
n
0,00
0,014 0.2 1

ekstrakt ljuske kakaovog zrnang mL')

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida¥ - VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UDN\OW N IV IXV R/G RIRLY XQM@p DNNR@DIV U R PO |
prisutnost polisaharida u ekstraktux/ WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD] @AMy ¥ "RGHORVX QD N

VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]OmgND’X RGQRVX QD NRQFHQW
Slika1l3.3ULND] SRVWRWND SUHALYOMHQMD +HS* VWDQLFD

koncentracijama ekstrakata ljuske kakaovog sanabez polisaharida u trajanju od 1d&ta

Na dglici 13 prikazani su ezultati koji pokazuju da ekstrakti ljuske kakaovog zrna bez
polisaharidlaGMHOXMX FLWRWRNVLPQR QD +HS* VWbBeQbHzieaX OLQL
na vrijeme tretmana 7DNRyYyHU FLXW RQVIRNN WIiL{Ge@Ruakid skl pblisaharidima,
koncentracije 0,014g m ?°u tretmanu trajanja 1 saEWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]
uzorcimasa polisaharidima, koncentracije 0,06 m ?°i 1 mg m ?°jednakog vremena
tretmangl sat)-veiD NRQFHQWUDFLMD SRND]XMH YHUL SRVWRWDN
7DNRYHU X X]JRUNX mgRQP HWhw B NILM@®MLYD MH VWDWLVWLpPN
s obzirom na prisutnost polisaharida u ekstraktu.

,] SULORAHQUNYK GOHNXTIR DWIDGD X]RUFL EH] SROLVDKDULGD G
VWDQLPpQX OLQLMX X FLMHORP NRQFHQWUDFLMVNRP UDVSR
StudijaBaharum i sur(2014)pokazala je dakstraktiljuske kakaovog zmd. PDM X FLWRWRNYV
XpLQDN QD WXPRW2NpH kdhdebu@dijib,a71+iH,068mg m 79, ali ne i na
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normalne humane stanice.

z‘n m1lh m2h m1lh-ps =2h-ps
— 120,00
+
A 100,00 .
= i I I I
O 80,00
T
= 60,00
@)
>_
1 40,00
oS
T
S 20,00
n

0,00

0,014 0,2 1

ekstrakt ljuske orah@mg mL' )

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvriiemetrajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLPNL ]1QDpDMQD UDJOLND X RGQRVX QD

Slika14. 3BULND] SRVWRWND SUHALYOMHQMD +HS* VWDQLFD

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

|1z slike 14 vidljivo je da  WRW R NV LIpWV\@ UORELYDN) L X|\WR bRhik@ DM X Q
HepG2pri koncentracijipolifenola u ekstraktu 0,&hg m ?°sa polisaharidima i tretmanom 1
sat.
, ] SULORAHQRJ VH YLGL GD HNVWUDNW OMXVNH RUDKD QHP|
Cheng i sur. (2017) 8 WDNRyYyHU X VYRP HNVSHULPHQWX WUHW
HNVWUDNWRP OMXVNH RUDKD NRMD MH UH]XOWLWIQOD FLW
m?> SUL pHPX MH GRAZOR GR LQGXNFLMH DSRSWR]H

412 &LWRWRNVLPQRVW HNVWUDNDOWRIDKMXFNEHRVNOD ILp
linje DGHQRNDUFLQRPD HSLWHOD &HOXFD $*6
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mlh ®m2h m1lh-ps =2h-ps

b a
IIII IIII IIII

0,014 0.2
ekstrakt ljuske orahémg mL' )

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLPpNL ]Q D p D MdptipllJ; 2 HFO/IVNIDWXY. RVE IQIRWMX]1QDpDMQD UD]OL
koncentraciju 0,01#ngm ?5b tVWDWLVWLPNL ]QDPpDMQD NRQFHQWwyDFEMD X RGQR

120

100

SUHALYOMHQMD $
linije
s & &8 8

o

Slikal5. SBULND] SRVWRWND SUHALYOMHQMD $*6 VWDQLFD X

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

Nadlici 15, vidlivaje SWDWLVWLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND L]PHyX X
ljuske oraha sa polisaharidima, tretiranih 2 sata u odnosu na koncentracije 0,0hg nd,2°.
1DLPH WUHWPDQ YHURP NRQFHQWUDFLMRP SRND]XMH YHUL
&ELWRWRNVLPpDQ XpLQDN YLGOMLY MH X X]JRUNX EH] SROL\
polifenola 0,2mg m ?° te u uzorku sa polisaharidima, tretiranih 1 &ancentracijom Img
m 7% 1z dlike 15, vidljivo je da ekstrakt ljuskerahaQ H P D W R M\OLROYQIRQGIM QD VWDQL
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mlh m2h mlh-ps = 2h-ps

0,014 0,2
ekstrakt ljuske kakaovog zrifiag mL")

120

100

8

o

6

o

4

o

2

SUHALYOMHQMD $JV
o

o

1,2 h vrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima;-fis2hvrijeme trajanja tretmana ekstraktom
bez polisaharida; * VWDWLVWLPNL ]1QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QTC

Slika16. 3ULND] SRVWRWND SUHALYOMHQMD $*6 VWDQLFD X

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

1D JUDILpNRBK&S 1S WIDGROMLY MH FLWRWRNVLPpDQ XpLQDN
znma QD $*6 VWD Q Lsh Qotisabdri@rhdvii Xretmanom trajar? sata pri koncentraciji
polifenola 0,014te u uzorku bez pol@harida, tretiranom 1 sat koncentracijom polifenola u
ekstraktu Img m ?°. Sveukupni trend vidljiv izZO LN H QH XSXuUXMH QD WRNVL
ekstrakta ljuske kakaovog zrna.

Koncentracija proantocijanidina u polifenolnim ekstraktirpaput ekstrakata ljuske
RUDKD L NDNDRYRJ JUQD SRND]JXMH ]QDpDMQX NRUHODFLM X
DGHQRNDUFLQRPD 48HOXGFD $*6 1DYDUUR L VXU

4.1.3 &LWRWRNVLPQRVW HNVWUDNDWD OMXVNH RUDKD L

linije adenokarcinoma epitela debelog crijeva C&o
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mlh m2h mlh-ps = 2h-ps

. #,9%, a $ a
P
*,$,aI
*#, a I 1
0,2 1

ekstrakt ljuske orahémg mL' )

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2ivrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UID\OW N IV IXV VG gy XGAmipIBR@IV U R O X
prisutnost polisaharida u ekstrakt#ts VW D W LV W L p N L u] @@ imppubavirfede tr&@rhénia Mk3traktom; &
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OL Ny X "R 6 ORW R VOLDV WR RN H QOVDLMDAM.MX N R Q
odnosu na koncentraciju Op2gm °% ¢ tVWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OmgWD’X RGQRVX (

140,00
120,00
100,00

80,00

linije

60,00

40,00

SUHALYOMH@WD Q&

20,00

0,00

0,014

Slikal7. 3ULND] SRVWRWIEHM@2S/MWHRQYPM N QRWILVQRVWL R WUHW
koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida u trajanju od 1 i 2 sata

&SLWRWRYWVYQIDINQHNVWUDNDWD VD SROLVDKDUL@&ALPD YLG
0,014mg m ?% u tretmanu trajanja 2 sata, te pri koncentracijirigm *° u tretmanu trajanja
1 sat(dika 17) 7DNRYHU - QDWSEBHMP Q X OL QL Mjglowdd] ekStralkt R&Y RNV L p
polisaharida, koncentracijerig m ?° nakon tretmana o#l sata. Pri koncentraciji polifenola
0,014mgm ?> VWDWLVWLpPpNL ]QDpDM QptisutimspblisahatiddiHuzdrcdhR U D N C
WUHWLUDQLPD VDW 1MBMLVPWDQH P HI B LSQULHEH YWOWHDIMUD QH X
,VWR WDNR SUL LVWRM NRQFHQWUDFLML SROLIHQROD X HU
]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRYXX@AD WUWIHWHPIHQ WSURHNVD L X) D I MP
SUH AL YCabbR hiaOretirana ekstraktom sa polisaharidima, koncentracije polifenola
0,014mg m ?° VDWD SRND]XMH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQ@X UD]O
mgm?> RGQRVQR LGHQWLPpQL XYMHWL WUHWEaKBEzuD@L YHUD
YHULP SRVWRWNFRRVBWH&WICODMIHQREDpDMQD UDJOLND X RGQR
vidljiva je u uzorcima tretiranih ekstraktima s koncentracijom polisaharida,& ?°(2 sata)
i 1 mg m 7% (1 sat),gdje prisutnostSROLVDKDULGD ]QDpL L YHUL2SRVWRYV
humanih stanica(NVWUDNW OMXVNH RUDKD SRND]XMH WRNVLpPpQL
GHEHORJ FULMHYD QHRYLVQR R SULVXVWYX SROLVDKDULC
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SRND]XMX EODIBLWRNW(p®@HNRP MHGQRJ L GYD VDWD WUHW

3
o 120.00 m1lh m2h m1lh-ps = 2h-ps
g b, # $
"" /
100,00 I
e" nH ! * * *
T 30,00 * T | T @ 3 I
< ’ * | T T mm 7 T
O .2 60,00 1
> £
7=
= 4000
T
S5 20,00
n
0,00
0,014 0,2 1

ekstrakt ljuske kakaovog zrijang mL")

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD\VOW BRIV IXVRERRY XQ@p INVRQ@IV U R POKL |
prisutnost polisaharida kkstraktu; # VW D W LV W L p N L u]@@mbpubawiiemeldrbBtimanaNkstraktom:1a
VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X R6 ®RW RVOLDV WR RN H QQDLLMAMMIX NR Q
odnosu na koncentraciju 0,2 mg f?

Slika1l8. 3SBULND] SRVWRWND SWWMBARY.G B HKQMDLYEQRRWL R WUHW

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
CtOWRNVLPpQR @WRBOERQX OLQLMX X VYLP NRQFHQWUDFLMDP
perioda tretmangsika 18) 7DNRyHU YLGOMLY MH L X X]J]RUFLPD WUH)
polisaharida, koncentracije polifenola 0,014 i @3 m ?° te u uzorku tetiranom 2 sata
ekstraktom bez polisaharida koncentracije polifenolaxiyan > 6 WDWLVWLPNL J]QDpD N
u odnosu na vrijeme tretmana (1 i 2 sata), vidljiva je pri koncentraciji polifenola u ekstraktu
0,014mg m ?° bez polisaharidattretman od 2VDWD SRND]XMH YHUL SRVWRWDN

VWDQLpQH OLQLMH RG WUHWPDQD WUDMDQMD VDW X X
NDNRYRJ JUQD EH] SROLVDKDULGD YLGOMLYD MH VWDWLVW
0,014i02mgm?®® 1DLPH WUHWPDQ PDQMRP NRQFHQWUDFLMRI
SUHALYOMHQMD RYH VWDQLpQH OLQLMH

Caco VWDQLpQD OLQLMD WUHWLUDQD HNVWRWWDNWRP
m AW UDMDQMD VDW SRND]XMH VW D WptistinostpslisahgibepD M Q X L
X]JRUNX 3ULVXWQRVW SROLVDKDULGD GRSULQLMHOD MH Q|
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(NVWUDNW OMXVNH NDNDRYRJ JUQD GMHOXMH WRNVLPpQR QL
GD VX SXQR WRNVLDQL isahaXid® Vrfedme\LR-MALP\DIMB®UAB SWMHpPpH QD
(NVWUDNW PDQXND PHGD ERJDW IHQROQLP VSRMHYLPD
NLVHOLQD OXWHROLQ NYDUFHWLQ L NDPSIHURO SRND]DR
tumorske stanice rakdebelog crijeva pri koncentracijam&0mg m ?° (Okafor i sur., 2021).
Za razliku od ekstrakata bez polisaharida, tretman humanih stanica HepG2 i AGS
HNVWUDNWLPD V SROLVDKDULGLPD UH]XOWLUD YHULP SRV

Caco?2 ganica.

42 3522.6,'$7,91, $17,2.6,'$7,91, 8y,1$. (.675%$.$7% /-86.(
25%$+$ , .$.$292* =51% 1$ +80%$1( 67$1,y1( /,1,-(

ProoksidativniXpLQDN HNVWUDNDWD OMXVNH RUDKD L NDNDRY
VWDQLPQLP OLQLNMGCaed RKIFH Yy H B DAHNERJom. Vremensko trajanje
WUHWPDQD LIQRVLOR MH L VDWD S5H]IXZWDWL VX JUDILpN

42.1 SURRNVLGDWLYQL XpLQDN HNVWUDNWD OMXVNH RU

mlh m2h ®lh-ps ©2h-ps
$,a,¢

120,00 X = I#
100,00 + B $ I b, #
80,00 1 L
60,00
40,00
20,00
0,00
1

0,014 0,2
ekstrakt ljuske orah@mg mL' )

% indukcije slobodnih
radikala

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2ivrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLPNL ]QDpDM@DDIWS \OW R B/ XV VG RRY XQDPRINMQD UD]OLI
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # WD W LV W L p N L u]@@bpibawiidmelrbtimananBstraktom +
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]OL Ny RB QRW R VLDV WR RN H QQVDPMAMYIX UD]O
koncentraciju 0,2ngm ?%¢c tVWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]OmgND’X RGQRVX QD I

Slikal9. ,QGXNFLMD VORERGQLK UDGLNDOD VWDQLpPpQH OLQL
UD]OLPpLWLP N RK>tahapaluske Brahd B3P Dez polisaharida
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Iz dike 19 VH PRAaH L agksthaki Yske ®iaha sa i bez polisaharida u svim
LV W U D &kbr¢ééntaciaima polifenolae pokazuuSURRNVLGDWLYQR GMHORYD!
liniju HepG2.

SWDWLVW L paxlika h@dnpdd Mapbsutnost polisaharida u ekstraktu ljuske oraha
koncentracije polifenola 0 g m **AWUHWPDQD VDW MHU MH X X]JRUNX V
PDQML SRVWRWDN LQGXNFLMH VORERGQLK UDGLNDOD QH
X]JRUFLPD WUHWLUDQLPD VDW HNVWUDNWRP EH] SROLVD
obzirom na koopentraciju polifenola u ekstraktu. Naintestman koncentracijom polifenola 0,2
mgm’> SRND]XMH QDMYHiUL SRVWRWDN LQGXNFLMH VORERGQ
uzrocima tretiranima ekstraktom ljuske oraha koncentracije polifenolaglm ?° bez
SROLVDKDULGD VWDWLVWLpPpNL VH ]QDpDMQR UD]JOLNXMX X
+tGXOMLP WUHWPDQRP SRYHUDQ MH SRVWRWDN LQGXNFLMH

mlh m2h mlh-ps =2h-ps

©
= 160,00
=
S 140,00
S $ 1 #
= 120,00  # a I
= I = a #
S I
S 100,00 /
O
© 80,00
7]
QL 60,00
E’
< 40,00
©
. 20,00
X 0,00
0,014 0,2 1

ekstrakt ljuske kakaovog zrifang mL")

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2ivrijeme trapnja tretmana ekstraktom
bezpolisaharida; $ VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRWWQB SWW YV KMLQ F
1Q D p DM Q D othbgudelvNj@me tretmana ekstraktoma + VW DWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLNI
koncentragu 0,014mg m ?°

Slika20. ,QGXNFLMD VORERGQLK UDGLNDOD VWDQLpPQH OLQL
UD]J]OLPLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXVNH

Iz rezultatgprikazanih naglici 20 je vidljivo da ekstrakti ljuske kakovog zrna sa i bez
polisaharidane uzrokuju indukciju slobodnih radika@ D VWDQLPpQX OLQLMX +HS*

U uzorcima tretiranima ekstraktom sa polisaharidima, koncentracije polifenolafigd14
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m "’ VWDWLVWLpPNLNHMPQ B pGI@ARVXDID Y ULMH Riidtrivdnd W L UD Q|
od VDWD J]QDWQR MH SRYHUDQ SRVW, RN &l urotakaXrstiFanikl H VO R
ekstraktom iste koncentracije polifenola u trajanju od 2 sata, veNs® WLV WLPNL J]QDpD M
X RGQRVX QD SULVXWQRVW RGQRVQR RGVXWQRVW SROLVD
SROLVDKDULGLPD S RKNibduKdifeHslobsetliih r&IRalaVvR szirom na vrijeme
tretiranja HepG2 stanica, razlikuju se i uzorci tretirani ekstraktom bez polisaharida koncentracije
imgm?> JGMH GXOML WUHWPDQ UH]XOWLUD YHURP LQGXNFL
OviserezuW DWL PRJX SRYH]DWL V UH]XOWDAvgeDsUG RELYHQ
(2017), koji su tretirali stanice raka dojke sa polifenolnim ekstraktom jaBukercabogat
NDWHKLQRP 7DM MH HNVWUDNW LPDR MH VQDaDQ SURR
proapR SWRWLPpNRP IXQNFLMRRaBRDPALBPIQWIOR WK ¥BRIVADY BV XP R U

4.2.2 SURRNVLGDWLY Q ljuxKke o@ix Nkahadvog/aona NBWABS stanice

mlh ®m2h mlh-ps =2h-ps
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=
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< N
"= 100,00 s a gk I
3 T
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o
(%]
© 60,00
3
=< 40,00
=]
c
= 20,00
S
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0,014 0,2 1

ekstrakt ljuske orah@ng mL' )

1,2 h xvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima;-fis2hvriieme trajanja tretmana ekstraktom
bez polisaharida; * VWDWLVWLPpNL J]QDpDMQD U;RRHYIMNIDWYL RVE IQFRNWMX] Q D pNDRAGMD UURLD) X
na koncentraciju 0,014 mgm%b +VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X°RGQRVX QD

Slika2l. , QGXNFLMD VORERGQLK UDGLNDOD VWDQLPpQH OLQLMF

koncentracijama ekstrakata ljuske oraha sa i bez polisaharida

Ekstrakti ljuske orah sa i bez polisaharida svih koncentraciganajuprooksidativno
djelovanjeQD VWD QL pQ Kika RX) Izhikkebje @kstrakt ljuske oraha bez polisaharida

koncentracije polifenola 0,&g m ?°&oji ima antioksidativno djelovanje.
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ekstrakt ljuske kakaovog zrigag mL")

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida* - VWDWLVWLPNL ]1QDpDMQD UDJWVOWR I/ XVRGRRLY XQDp INNR@DIV U R POAL |
prisutnost polisaharida u ekstraktu; # WD W LV W L b N L u]@@mopubawiiemeldrbBtimanaNkstraktom +
VWDWLVWLpPNL ]Q D p Dak@Eentidijucolondiy nd "R 6 O RW RVDLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JO
koncentraciju0,2ngm °%¢c +tVWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]Omg\hD’X RGQRVX QD |

Slika22. ,QGXNFLMD VORERGQLK UDGLNDOD VWDQLPQH OLQLME
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 m ?°ima antioksidativno djelovanje. Uzorci tretirani ekstraktom bez polisaharida i
WUHWLUDQL VDWD VWDWLVWLPNL VH |]QDpDMQR UD]JOLNXM
1DLPH SUL QDMYHURM NRQFHQW U akRridiktijeSRIDtniH@dkad QDMY
7TDNRYyHU SUL WRM NRQFHQWUDFLML VWDWLVWLPNX ]1QDD
uzorcima tréranima 2 satat X]RUDN EH] SROLVDKDULGD SRND]XMH Y
slobodnih radikala te duljina tretmana wwzma bez polisaharida, gdje tretman ekstraktom
koncentracije Img m ?>  VDWD UH]XOnuktii@nm ¥lebaddiR radikala u AGS

stanicama.

4.2.3 SURRNVLGDWLYQL XpLQDN HNVWUDGER st XVNH RU
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ekstrakt ljuske orah@mg mL' )

1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:-fis2lvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD\VOW BRIV IXVRVERRY XQ@p INVRQ@IV U R POKL |
prisutnost polisaharida kkstraktu; # VW D W LV W L p N L u]@@mbpibawiemeltrbtimanaNeBstraktoen +
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OLNmynRGEORW R VDDV WR QN H QQDLLMDAMMIX UD]O
koncentraciju 0,2ng m ?% ¢ VWD W L V W L hzNka | Qdbdsdd Qodcantracijuriy m ?°

Slika23. ,QGXNFLMD VORERGQLK U DBnakob emansviD DdappQH OLQL
UD]OLpPpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXV

Iz rezultata(slika 23) je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha pokazuju iaksidativho
djelovanjepri koncentracijama 0,01#g m ?° (sa i bez polisaharida, tretman 2 h)mg m ?°
(bez polisaharida, tretman 1 h). Postotak indukcije slobodnih radikala izuzetno je visokw uzork
ekstrakta sa polisaharidima, koncentracije polifenola 0fdd4m 75 tretmana 1 sat adnosu
na uzorak tretiran ekstraktom sa koncentracijom polifenolmg m > 6 WDWLVWLPNL ]QI
razlika u odnosu na prisutnost polisaharida u ekstraktijiva je u ekstraktu koncentracije
polifenolalmgm ?°:sSAIGMH MH SRVWRWDN LQGXNFLMH VORERGQLK
EH] SROLVDKDULGD 7D NRggH ?>4NY WR Q NAMPWEFSROLVDKD |
]QDpDMQD U D]6suNDvrijdide trethaREGBMUHWPDQ RG VDWD SRND]XM
LQGXNFLMH VORERGQLK UD@LriedpQrBtmsrizoD Q Isitf) prikezarghL MH & D
rezultata vidljivo je da prisustvo polisaharida ima bitnu ulogu u antioksidacijskom djelovaniju;
poOLVDKDULGL VX SRVSMHaLOL YHIDQMH VORERGQLK UDGLN
GMHORYDQMH SULPMHUHQR X VWDQLFDPD NRMH VX WUHWLL
napomenuto, vrijeme tretmana isto ima bitnu ulogu u antioksi#taaisdjelovanju; dulje
YULMHPH L]JODJDQMD GRSULQRVL LJUDAaHQLMHP DQWLRNVLG
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'RELYHQL UH]XOWDWL JGMH SULVXWVWYR SROLVDKDUL
djelovanje, médH VH SRWNULMHSLWL LVWUD alLkoprojdiddkazane 4D QW D L
SROLVDKDULGL pHRER PRGQLLFHWD@IQLP L RQyuEjBlovatiR QM X JL
NDR DQWLRNVLGDQVL UD]OLpLWLMR higidksiDniyLi] Bup&rdksid@suU XN
radikala.
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1,2 h tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom sa polisaharidima:gds2tvrijeme trajanja tretmana ekstraktom bez
polisaharida; * VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]\VOW BRIV IXVRVGRRLY XQDp INNRQ@IV U R POXL |
prisutnost polisaharida kkstraktu; # VW D W LV W L p N L u]@@mbpuibawiemeldrbtimanaNekstraktomn +
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OL Ny ’RGEORW R VDLV WR QN H QQVDLLMAMMIX UD]O
koncentraciju 0,2ng m ?% ¢ +VW D W L V W L h2Nka | Qdbdsdmd Qodcantracijuriy m ?°

Slika24. ,QGXNFLMD VORERGQLK Qac&Bnakdb ebnandViD RdataQH OLQL
UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXVNH

Iz dike 24 VH PRAH LApLWDWL GD HNVWUDNWL OMXVNH NDN
imaju antioksidativno djelovanj® D VWD Q ldatdX ADMMDOH DQWLRNVLGDFLNV
vidljivo je pri svim koncentracijama polifenola kod tretmana stanica trajanja 2 satdraktom
sa polisaharidima.

Da ekstrakti bogati fenolnim spojevimaaju antioksidativno djelovanje na Cago
stanice rezultatima su potvrdilWu i sur, koji su tretirali Caco VWDQLPpQX OLQLMX HN
flavona dobivenih iz stabljike i lista bidg Labisia pumila. LDLPH IODYRQL PRJX SUF
VWDQLpPpQX PHPEUDQX L GMHORYDWL NDR KYDWDpPL VORERG(

7 D N R gidsligi 24, je vidljivo dauzorci tretirani ekstraktom sa polisaharidima 1 sat,
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SRND]XMX VWDWLVWLPNL ]Q Dp 2éngaxijulpdlifedaldt myg REJLURP Q

NRQFHQWUDFLMD SRND]XMH PDOHQ SRVWRWDN LQGXNFLMH
SRND]XMH LJUD]JLWR YLVRN SRVWRWDN LQGXNFLMH VOR

X RGQRVX QD YULMHPH L]JUDAHQD ®rhy @& U14djeRIQIE MrijgveU D F L M L

WUHWLUDQMD VDWD ]QDpL DQWLRNVLGDFLMVMNKE®NWLYQ

vidljivo i pri koncentracijama 0,01#hg m ?° ekstrakta sa polisaharidim&oncentracijama 1

mg m ?° ekstrakta bez polisatida.

Ponovno,prisustvo polisahariddV H SRND]DOR NOMXpQLP ]D DQWLRNYV
polisaharidi stsmanjili brojslobodnih radikalde je QDM XpPLQNRYLWLMH DQWLRNVL:
S U L P MuHsiadi€aRa koje su tretirane sa uzorcima s polisaharifioige vrijeme izlaganja
GRSULQRVL LJUDAHQLMHP DQWLRNVLGDFLMVNRP GMHORYDQ

43 &,7272.6,y%$1 8y,1%$. (.675%$.$7% /-86.( 325%+% , .$.$292*
ZRNA NA BAKTERIJSKE KULTURE E. COLI, L. FERMENTUM | S. AUREUS

3RPRUX LJUDYHQLK NULYXOM B. dIDLV farDerEbisVatréis MV NLK N
RGUHVHQL VX YUKXQFL thbicy 2R T QWendia 02QdR D1 HWH QD ]D

LVSLWLYDQMH FLWRWRNVLPpQRVWL HNVWUDNDWD OMXVNH R
bakterijske kulture.

Tablica13. 3ULND] YUKXQFD UbDVWD EDNWHULMD RGUHYHQRJ SU}

BAKTERIJA VRHUNAC RASTA

Escherichia coli 22 h
Lactobacillus fermentum 18 h
Staphylococcus aureus 22 h

SHIXOWDWL GRELYHQL RYLP HNVSHULPHQWR@iIKéX SULNI
2527) WH SULND]XMX GD HNVWUDNWL OMXVNH RUDKD L NDND

bakterijeE. colii L. fermentum ]D UD]OLNX R GdjelavanhiR WofedNpokdzayireina
bakterijamaS. aureus
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o+ps tekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimggotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgpstekstrakt ljuske kakaovog zrna bealisaharida¥ - VWDWLVWLpPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG QY/RPWL QWU LHPRQWORIODMQD UDJOLND X RGQRVX QL
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima, 0V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X2RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;slV WDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika25. 3ULND] SRVW R WbakEzriske Kudtur¥EOcMid Qvidndsti o tretmanu
UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXVNH
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D - 40,00
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20,00
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0,00

0.014

ekstrakt ljuske oraha i kakaovog ziimag mL' )
o+ps zekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+gkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgydktekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisahar&dda;V WDWLVWLPpNL
]OQDPDMQD UD]JOLND X cRu@@ifnidld 00Dt MoRQ’F iHeRsivAltD sa polisaharidima;b
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X R@@R Yekgrakt faQdisaadicnBEL M X SR O
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RG@RV Xu EkBiraktR GE pbafiafiDad M X SROL
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X R@@R Wekgrkil fegpolisgharitekD FLM X SR

Slika26. 3ULND] SR VW R Wbakizrigke Kudtur¥ Gevhié@uvhDovisnosti o tretmanu
UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXVNH
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o+ps *ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagotekstrakt ljuske oraha bez pollsaharlda, k-Hpekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidirkgys +ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharidaV WDWLVWLPpNL
]ODPDMQD UD]JOLND XaR®YPWLQWLHYRQWQRIODXMQD UDJOLND X RGQRVX QC
mg m ?%u ekstraktu sa polisaharidima; sV W D W L VW L b Nka 1 QibdsiDrid KobBcddtagiu lpolifenola 0,2
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida; ¥V WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]lféehblaXY, RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika27. 3ULND] SRVW R W\akEzriSke HaturssOaMeél® bBnosti o tretmanu
UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNDWD OMXVNH

Ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zrna imali su najslabiji antimikrobni potencijal na
bakterijuE. coi 1H\HVWDQL L VXU ol kbrdpangrideal ekEtr@ktima R O L | H
FUQRJ L JHOHQRJ pDMD 3ROLIHQROQL SURILO pDMHYD VC
NDNDRYRJ JUQD NRULGEWHXGKUIK 8 DPRWVBHGURAd&igabkatehk iNLVHOL
njegove derivatel MLKRYR MH LMAWBOHMWHDR MHWHRGH GLIX]LMH QD S
GD HNVWUDNWL LPDMX FLWRWR HolL [QQRRR&M HOR R Q MHWQ D LE
koncentracije polifenola u ekstraktima (25 mgim ) i vrijeme tretmana (& sati).

Polifenolni HNVWUDNWL ELOMDND V DR&G&@tihXspdfiCinajgpH GQMH J
koncentracijama 0,08,2mgm *°> SRND]DOL VX DQWLEDNWHULBVCINL XpLQ]
i S.aureus V WLPH GD MH SXQR YHUD ]|RQdurduiGan BSurs 2018 NRG EIL
60LPQR MH YLGOMLYR L X UH]XOWDWLPD RYRJD UDGD JGMH
na bakterijiS. aureusosobitokod tretmana s ekstraktom ljuske oraha.

(NVWUDNWL OMXVNH RUDKD L NDNDRYRMhahbd®ijeQH SRND
fermentumVWDWLVWLPNL |1QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD SULV
HNVWUDNWRP OMXVNH NDNDRYRJ JUQD 1D L.AdimeitiiieL SRV WF
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uzorak tretiran ekstraktom sa polisaharidm&@DNWHULMH P O Loxbiod@eH NLVH
HJ]JRSROLVDKDULGH NRML SRVMHGXMX YHOLNL VDGUAaDM YR
sur., 2012)lz svega prikazanog, vidljivo je da ekstrakti ljuske orakakiaovg zrna neovisno o

NRQFHQWUDFLML SRND]XMX WRBNMEBSQR GMHORYDQMH QD ED

4.4 UTJECAJ EKSTRAKATA LJUSKE ORAHA | KAKAOVOG ZRNA NA
$'+(=,-8 %$.7(5,-6.,+ 67%$1,&% 1$ +80$1( 67$1,y1( /,1,-(

Za ispitivanje utjecaja ekstrakjaske oraha i kakaamg zrnana promjenu adhezije bakterija
]D NRQWLQXLUDQH K XGaboQ HCARW augbirane st t0 haRteriske kultu®.
aureus E. colii L. fermentum 2GDEUDQH VWDQLPpQH MU I(GAR7)L D4 E L UD Q
(Caca?2) ekstraktomjuske oraha i kakaovca sa i bez polisahatkdacentracije 0,041 0,2 mg
m 75 a potom bakterijskom suspenzijom u trajanju od 30 minuta. Nakon tretmana bakterije su
QDFLMHSOMH QH k@@ hirrigaiveR¥dbgeD Rbdasi¢lkolonije sunajane, a postotak
DGKH]LMH EDNWHULMD QD KXPDQH VW RQuUlt&tisulpfikeRanHh@ MH X
slikama 2883.
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44.1 Utjecajekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrnadheziju bakterijskih stanica

na tumorske epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma-@aco

|
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ekstrakt ljuske oraha i kakaovog ziimag mL'")

o+ps xekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimaysotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovogrna sa polisaharidima:fs tekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharftdaVWDWLVWLpPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG QY/RPWL QD LHYRQWQRODMQD UD]JOLND X RGQRVX QC
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima;zstDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima;xtVWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND XORIGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktibezpolisaharid; d +t VW DWLVWLPpNL Jadmdpuins kpizebtiadin paifBnota 0,2
mg m ?%u ekstraktu bez polisaharida

Slika 28. Prikazutjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterjé
naCace VWDQLPpQX OLQLMX

1D JUDILDPNR P(sikad28 widljioxdko ekstraktljuske orahaa polisaharidima
SRYHUDYDMX SRVWRWBE Nolih& Badq L M W/ [EE@ NV & Rdv @ hthcfe
SROLIHQROD X HNVWUDNWX OMXVNH RUDKD EH] SROLVDKDL
VH W lirpkia kKubky¥ kakaovog zrna, u uzorcima bez polisaharida pri objema koncentracijama
polifenola u ekstraktima, dolazi do pada postotka adhezije bakergeli na stanice. Dok je
VWDWLVWLPpNL 1QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD NRQFHQWU
koncentraciji 0,014ng m ?°je smanjen postotak adhezije bakteHjecoli QD KXPDQH VWDQL
linije, za razliku od koncentracije 0j2g m °> JGMH GROD]L GR ]QDpDMQRJ S|
adhezije bakterie6 XPDUQR SRYHUDQMHP NRQFHQWUDFLMH HNVWU
L HNVWUDNWD OMXVNH NDNDRYRJ JUQD V SROEV®KDULGLP
Ekstrakt ljuske oraha SROLVKDULGLPD SRYHUDYD DGKH]JLMX EDNWH
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epitela crijeva.
Shil i Chichger(2021) SURXpDYDOL VX NDNR GRGDWDN XPMHWC(

promjenu adhezije bakterife. colina Cace2 stanice. Ustanovili su da dodatak ugljikohidrata
XWMHpH QD YHUX EGKHQDMRYEDKYWAHDQMWMWWDQLFH L QD NRC
biofima. 6WRJD YHUOL MH SRVW R.vdIha ChoazlstdribeMretirene dkegiraktinhaM H

sa polisaharidima, nego bez polisaharida (SIRa 2
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o+ps *ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagsotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgystekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharidaV WDWLVWLPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG @RPWL QW LR Q WQ RODXM Q@denthbDiju@dalifeiolx0,R1I8 QRV X QD
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima, 0V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima;2&VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]mliféhblaX,B4 QRV X QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;®V WDWLVWLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika 29. Prikazutjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije
fermentuma Cace VWDQLPpQX OLQLMX

Iz rezultata je vidljivo da lestrakti OMXVNH RUDKD EH] SROLVDKDULC
ekstrakti ljuske kakaovogrna bez polisaharida smanjuju postotak adhezije bakterije
fermenturma Cace V W D Q L p kstraki|jQskéd/oxaha sa polisaharidima pri koncentraciji
0,014mg m**SRYHUDYD SRVWRWDN DGKH]LMHg nGR¢hagiljel. NRQF
postotak adhaje bakterijeL. fermentumma humane stanice. Ekstraktiske kakaovog zrna sa
polisaharidima pri objema koncentracijama polifenola nemaju utjecaja na adheziju, ali se
VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR UD]JOLNXMX V REJLURP o X]RUN
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adhezije bakterijd. fermentum.Corbet i Roberts2009 | DNOMXpLOL VX GD SROLVI
djelovati kao adhezinL WDNR SRYHUDYDWL DGKH]JLMX QD KXPDQH VW
HNVWUDNWRP NDNDRYRJ JUQD EH] SR O LbekdejBLUfer@éént@U D VW L p
na Cace2 stanice, za razliku od uzorka sa polisaharidisika 29). Sveukupno gledano,

LVWUDALYDQL HNVWUDNWL ]QDpDMPRNEGHMSRVSMHAXMX DGKI
SROLIHQROQL VSRMHYL LPDMX SUHELRW Wré&tmextymn@ieN QD S U
oni imaju sposobnost utjecati mgihov rast i adheziju na stanice gastroiterating trakta

(Plamada i Cristian Vodnar, 2021)
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o+ps xekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimaysotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovogrna sa polisaharidima:fs tekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharftdaVWDWLVWLpPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG QY/RPWL QW LHYRQWQRODMQD UD]JOLND X RGQRVX QC
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima,4tDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QD
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;«lV WDWLVWLpN L ]Jd@ipuins kpiet@diid palifbnota 0,2
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika 30. Prikazutjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije
aureusnaCace VWDQLPQX OLQLMX

Iz rezultatgslika 30)je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zn@maju utjecaja
na adheziju bakterij&. aureuma Cace VWDQLpPpQX OLQLMX ,]JQLPND MH HN
polisaharidima koji pri koncentraciji polifenola iy m ?°smanjuje postotak adhezije, e
VWDWLVWLPpNL J]QDpDMQR UD]OLNXM$HmahjoinGdroamiapijionrkR W U H \
polifenola u ekstraktu, VW UDALYDQL HNVWUDNWL @GHaa$sMHpX QD DGKI
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Fenolne kiseline poput galne i elaginskiseline te flavonoidi poput kvercetina i
OXWHROLQD NRML VX JODYQL SROLIHQROQL pLPEHQLFL

patogends. aureusia humane stanice7 DNy 12020 U

4.4.2 Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adhe&farjskih stanica

na tumorske epitelne stanice jezika (Cal27)

X
o mO+ps WOo-ps mk+ps ©k-ps
160,00
c &
c
- 140,00
SO
© 0120,00
g2
E >100 00
_:'é 80,00
< ’ * b d *y a-y d * a d
:%O 60,00 ¢
o0 *a b, c
40,00
g«
©
20,00
(}O
0,00

0.014
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zi(mag mL' )

o+ps zekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k+gkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgys+ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharidaV WDWLVWLPpNL
]OQDpDMQD UD]JOLND XaRG QPWL QW LHPRQWQRIOXMQD UD]JOLND X RGQRVX QD
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; 6V W D W L V W Lrhzlika | QdBdsiDma Qobcentraciju polifenola 0,2
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QT
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;«lV WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD Ud olifdhblaX), R GQRV X Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika 31. Prikazutjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterjé
QD &DO VWDQLpPpQX OLQLMX

Iz dike 31 je vidljivo da ekstrakti ljuske kakaovog zrna sa i bez polisaharida djeluju na
smanjenje postotka adhezije bakteBjecoli QD &DO VWDQLPpQX OLQLMX (NVW
SROLVDKDULGLPD QHPD XWMHFDMD QD DGKH]ladh&zieD EH]
bakterijeE. colina humane stanic SUHQLWR JOHGDQR HNVWUDNW OMXV
SRVSMHaXMH DGKH]J]LMX EDNWHULMH ( FROL |]D HSLWHO XV(

QHRYLVQR R NRQFHQWUDFL M Lajho Smahj\je xeYdnexovd RahiteijeDzé D U L G
HSLWHO XVQH AXSOMLQH
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0.014 0.2
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zifmag mL)

% adhez

L.fermentum

o+ps zekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagsotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; ktgkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgys+ekstrakt ljuske kakaovog zrna bedipaharida* - VWDWLVWLPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG Q/PWL QW LHYRQWOQRIODXMQD UD]JOLND X RGQRVX QD
mg m ?°u ekstraktu sa polisaharidima; bV WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]mliféhblaX, RGQRV X Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QT
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;eV WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?°u ekstaktu bez polisaharida

Slika 32. Prikazutjecaja ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakterije
fermentumQD &DO VWDQLPpQX OLQLMX

Ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrna smanjuju postotak adhezije baktef@amentum
na Cal27 stanic¢dika 32) 'UDVWLPQR VPDQMHQMH SRVWRWND DGKH’
ekstraktom ljuske kakaovog zrna u objema koncentracijama polifenola, te u ekstraktu ljuske

oraha bez polisaharida pri koncentraciji polifenola 0@t4m 75,
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0.014 :
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zifmag mL")

o+ps zekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagsotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; ktgkstrakt

ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgys+ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharidaV WDWLVWLPpNL
]ODpDMQD UD]JOLND XaRG DWL QW LHWRQWQRODMQD UDJOLND X RGQRVX QC
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima, 0V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; 2V WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida; 6V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q

mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika 33. Prikazutjecaja ekstraka ljuske oraha i kakaovog zrna na adheziju bakt&rije
aureus QD &DO VWDQLpPpQX OLQLMX

Iz rezultata(slika 33) je vidljivo da ekstrakti ljuske oraha i kakaovama djeluju tako
da smanjuju adheziju bakterif. aureusQD &DO VWDQLPpQX OLQLMX

ekstrakta ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima koncentracije polifenotg ®2?° gdje taj

1QL

HNVWUDNW QH XWMHpH QD D&iKikhjlijesaj na fmanBrjeladpdzieove N R Q F

bakterije.

Mnogo proizvoda biljnog porijekla imaju anD GKH]LYQD VYRMVWYD SUHI
SDWRJHQLPD a4WR LK pLQL SR&HOMOQLiAvirQsidijp suNibkAal® L P V U t

da su upravo polifenolglavne antimikrobne komponente biljnin ekstrakata, koje uzrokuju

SURPMHQH DGKH]JLMVNLK VYRMVWDYD SDWRJHQLK EDNWHL
ODNDUHZLF] L VXU =D DGKH]LMX EDNWHULMD QD S
VSHFLI EefkZiR dd@geWwhUHFHSWRU SUL pHPX QHND WYDU GD EL LQ
ili adhezinu ili receptoru, npr. fenolne kiseline (klorogenska kiselina) imaju ulogu u regulaciji

PHYXVWDQLpQH NRPXQLNDFLMH WH WDNR LOXNEYHD EGEGKM
HNVWUDNWL RELPQR SRND]XMX MDpH DQWLPLNUREQR GMHO
UDGL NXPXODWLYQRJ XpLQND UD]JQLK DQ (&ateiLlsNrl 2R LK PHK]|
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4.5 UTJECAJ EKSTRAKATA LJUSKE ORAHA | KAKAOVOG ZRNA NA

FORMIRANJE BAKTERIJSKOG BIOFILMA

Utjecaj ekstrakata ljuske oraha i kakaovog zrna sa i bez polisaharida na formiranje
biofilma bakterijak. coli, L. fermentum S. aureus LVSLWLYDR V&l £ Prehadpdh Q GD
navedene bakterije tretirale ekstraktima ljuske oraha i kakaovog zrna sa i bez polisaharida, s
koncentracijama polifenola 0,014 i Gy m *° Nakon inkubacije, dodana je kristal violet boja
koja ima sposobnost vezanja na bakterije verapiefiimu. Dodavanjem octene kiseline, ta se
ERMD RVOREDYyD WH MH RRBEHNMWRE URMGR WHWDIEWIR/WED QFL M X
QDVWDQND EDNWHULMVNRJ ELRILOPD 5H43WDWL VX JUDIL

m k+ps m k-ps m 0+ps 7 0-ps
120,00
c, d

100,00 a =

c,_ d ac
* *a, b, d * I

80,00 I
60,00
40,00
B 20,00
0,00

0,2

0,014 ,
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog ziimag mL' )

% formiranja biofilma bakterije
E.coliu odnosu na kontrolu

o+ps xekstrakt ljuske oraha sa psdiharidima; eps tekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgy&k tekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharftdaVWDWLVWLpPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG Q/RWALQDIpINRQN URPXLND X RGQRVX QD NRQFHQ\
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima, 0V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; VW DWLVWLPpNL ]Q D p D Mapdntbbiju(alifeBolX0BIB QR V X QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;®V WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

Slika 34. Prikaz utjecaja ekstrakta ljuske oraha i kakaovog zrna na fmpaibiofilma
bakterijeE. coli

Nadlici 34 je prikazano kako ekstrakt ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima smanjuje
postotak formiranja biofilma bakterijg. coli, za razliku od uzoraka bez polisaharida koji
nemaju utjecaja na formacijbiofilma. Ekstrakt ljuske oraha nema utjecaja na formaciju

biofilma ove bakterije, osim u uzorku bez polisaharida s koncentracijom polifenolarigd14
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m 75 gdje je vidljivo smanjenje formiranja biofilma bakterge coli.

Carraro i sur., S U R X plDRakd@kstrakti sekundarnih sirovina proizvodnje
PDVOLQD NRML VX ERJDWL SROLIHQROLPBD coX Wokiitgn}e QD IRU
biofilma bakterijeE. coli XNOMXpXMH UD]ONDpR VEMW B L\PXE HIORBNWKHL MH HJ]R
N R O D Qdelin@, pollN-acetil glukozamin, signalni proteini i molekule (indol, poliamia),
DNWLYDFLMD QMLKRYH HNVSUHVLMH RYLVL R RNROLaX EDN
GHSUHVLYQL XpLQDN QD HNVSUHYVLMimRijd NdgzopohsBhatiHaQ D X N O
te remete membranski transportni sustav polianRr@W HUXM X UL VWDQLPpQX VWLMHC(
L UH]XOWDW QMLKRYD GWWIJRDGIL MRV AVDH ERRIDIVD R/ SRMH Y L
nastanka biofilma bakterife. coli.

mk+ps mK-ps ®mo+ps ©0-ps

% nastanka biofilma bakterije
L.fermentu

0,014 0,2
ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zimag mL")

o+ps *ekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimagsotekstrakt ljuske oraha bez polisaharida; k-tgkstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgys+ekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharidaV WDWLVWLPpNL
]Q D p DM Q Dodthbsuha kbbtrofta +VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQD UDJOLND X RGQRVX QL
mg m ?°u ekstraktu sa polisaharidima; bV WDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu s@olisaharidima; ct VW DWLVWLPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QT
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida;®V WDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

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

bakterijeL. fermentum

Iz rezultata(slika 35) se vidi da &strakti ljuske orahakakaovogzrna nemaju utjecaja
na formiranje biofilma bakterijed.. fermentum 6WDWLVWLpPpNL J]QDpDMQR VH |
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tretmana ekstraktom ljuske kakaovog zrna bez polisaharida u odnosu na koncentraciju polifenola
u ekstraktu. Naime, manja koncentracija polifanmokazuje maniji postotak nastanka biofilma
bakterije L. fermentumza 20ak postq od bakterija tretiranih ekstraktom koncentracije

polifenola 0,2ng m ?°&

mk+ps EK-ps ®o+ps ©0-ps
140,00 * o d
*, Cl d 1 Iv

120,00 I
b a, b
a, b I
I * ac,d I
0,014 0,2

ekstrakt ljuske oraha i kakaovog zimag mL")

100,00

aureus
©
o
[=)
S

: 60,00

S

40,00

20,00

% nastanka biofilma bakterije

0,00

o+ps xekstrakt ljuske oraha sa polisaharidimaysotekstrakt ljuske oraha bez polisaharidaps tekstrakt
ljuske kakaovog zrna sa polisaharidimgyk tekstrakt ljuske kakaovog zrna bez polisaharftdaVWDWLVWLpPpNL
]QDpDMQD UD]JOLND XaRG QY/RPWL QD LHYRQWQRODMQD UD]JOLND X RGQRVX QC
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima; bV WDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu sa polisaharidima;2&VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX QI
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharidd;+ VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQRVX Q
mg m ?5u ekstraktu bez polisaharida

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

Iz dike 36 je vidlivo da ekstrakti ljuske oraha sa polisaharidima pri objema
NRQFHQWUDFLMDPD SROLIHQROD SRYHUDY B.MXe&8&WWRWDN |
uzorcima bez polisaharida nemaju utjecaja na njegov nastanak. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna
nemaju utjecaja na formiranje biofilma ove bakterije, osimuzroku bez polisaharida
koncentracije 0,;ngm > NDGD LPD XWMHFDM QD SULOLPQR VPDQMHC
bakterijeS. aureus

'D SUL YHURM NRQFHQWUDFLML KKkaovbhdHQR @BRzi Xlo HNV W L
]1QDpDMQLMHJ VPDQMHQMD SRVWRWND QDVWDQND EDNWH !

Yuanita i sur. (2017)Flavon iz ekstrakta ljuske kakaovog zrna djeluje kao inhibitor stvaranja
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biofilma bakterijeE. faecalisW DN R & R QRP HWD F L MotndseRrHakdonB ifjegbvog
receptora. Acthomoserin lakton je signalna molekula koju koriste Gpmitivne bakterije

poputS. aureusza PHY X VR E Q X N R(€ny @QudiudnFsendiRg

Tretman ekstrakom ljuske oraha sa polisaharidime rezultata, vidljivie ]QDpDMDQ SRUD
postotka nastanka biofilma bakterffe aureusza razliku uzorka tretiranog ekstraktom ljuske
RUDKD EH] SROLVDKDULGD /L L VXU li da Yod&biljmh VX LV W
polisaharidaS R Wdrrikdnije biofilma Grampozitivne bakterijeB. thuringiensisjer VO XaH NDR
SRpHWQL L]JYRU XJOMLND ]D VWYDUDQMH HNVWUDFHOXOD
biofilma.
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5 =$./-8y&,

Na temeluSURYHGHQRJ HNVSHULPHQWDOQRJ UDGD L GRELYHQL
JDNOMXPpFL

1.

'"QHYQR SUHSRUXpH GQdtrakbRulke vi@hspokBzeju W R NV LPpQL XpLQ
na stanice adenokarcinoma debelog crijeva neovisno o prisustvu polisaharida.
Polisaharli prisutni u d&straku ljuske kakaovog zrmaSRYHUDYDMX WRNVL
ekstraktana stanicedenokarcinoma debelog crijeva.

2ED HNVWUDNWD VX SRND]DOD DQWLRNVL&@DFLMVNL
Prisustvo polisaharida i dulje vrijeme izlaganja su po8jjeOL DQWLRNVLGD
djelovanjeekstrakata na stanice €a2.

Ekstrakti ljuske oraha i kakaovog zrf@R ND ] XM X DQWL Pabaki&iES) L XpL QL
aureus

ENVWUDNWL OMXVNH RUDKD VD SROLVDKDULELPD SR
coli, W D N RKstidldti ljuske orahaS R Y H U pasvtdk< adhezije bakterije.
fermenturma Cace V W D Q L p Ex3traRtLlj@skékxkaovog zri@zpolisaharida
smanjujuadhezijuL. fermentunza epitel Cace stanica.

ENVWUDNW OMXVNH RUDKD EH] SROLMVDdwDzd eggdd SRVSN
XVQH aXSOMLQH GRN Hanamebdna\o KomdenivadijHi pddustd R Y R J
SROLVDKDULGD ]QDpDMQR VPDQMXMH YH]DQMH RYH I
2ED LVWUDaALY Dn@nujuHlstowkdaheyiedbakteriie fermentumi S.

aureus za epitel Cal27 stanica.

Ekstrakt ljuske or& D VD SROLVDKDULGLPD SRYHUDYD IRUPLL
aureus, dok ekstrakt ljuske kakaovog zrna sa polisaharidima smanjuje postotak

formiranja biofilma bakterijé. coli.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

-D 0D QGLFD zgljMjenRdd Jeiovafliplomskirad izvorni rezultat mojegada te da

se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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