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1. UVOD

Dijetetski suplementi se koriste Sirom sveta, pa tako i u Srbiji, a razlog tome je, svakako, i ¢injenica
da se danas sve veci broj ljudi okreée prirodnom nacinu leenja bolesti. Medutim, suplementi
prilikom registracije za stavljanje u promet ne podlezu istim testovima kao i lekovi, te su stoga
nedovoljno ispitani. Tu se pre svega misli na njihovu bezbednost i kvalitet. Pored toga, u zakonskoj
regulativi nisu jasno definisani kriterijumi koje dijetetski suplementi treba da zadovolje u pogledu
njihovog kvaliteta (1, 2). Kako se suplementi u prometu nalaze najéesc¢e u obliku kapsula i tableta,
pozeljno je proveriti i sam kvalitet doziranih oblika u pogledu ujednacenosti mase, sadrzaja i brzine
rastvorljivosti. Ne sme se zanemariti ni ¢injenica da dijetetski suplementi mogu stupiti u
interakciju sa odredenim lekovima i dovesti do nezeljenih ishoda, §to moze biti slucaj sa
suplementima koji sadrze fenole za koje je potvrdeno da uticu na aktivnost i ekspresiju odredenih
enzima jetre koji ucestvuju u metabolisanju lekova (3, 4). Ispitivanje bezbednosti i kvaliteta
suplemenata na bazi groZda 1 japanskog troskota moze ukazati na nedostatke koji se mogu javiti i

kod ostalih suplemenata koji se nalaze u slobodnom prometu u Republici Srhiji.

Radi provere terapijske delotvornosti, suplement koji sadrzi Cist resveratrol bi¢e primenjen na
eksperimentalnim Zivotinjama i1 posmatra¢e se njegov uticaj na glikemiju 1 lipidni status

eksperimentalnih Zivotinja.

S obzirom na masovno uzgajanje grozda vrste Vitis vinifera Sirom sveta, od ¢ega se 80% Koristi
za proizvodnju vina, jasno je da nakon proizvodnje velika koli¢ina grozda ostaje kao industijski
otpad u vidu komine grozda koji moZe biti problem gledaju¢i sa ekoloskog i ekonomskog aspekta.
Posto znacajna koli¢ina fenola ostaje u komini, postoje razli¢ite moguénosti njene primene,

narocito u industiji hrane gde se usled svog antimikrobnog dejstva komina moze koristiti kao



prirodan konzervans (5) ili, pak, kao sirovina za dobijanje dijetetskih suplemenata. Pre same
primene komine grozda, neophodno je razviti metodu ekstrakcije kako bi se dobili ekstrakti sa Sto

je moguce ve¢im prinosom fenola koristeci rastvarace koji su bezbedni po ljudsko zdravlje.

Doktorsku disertaciju ¢ine tri celine. Prvi deo obuhvata kontrolu kvaliteta i bezbednosti dijetetskih
suplemenata na bazi grozda i japanskog troskota, u drugom delu je prikazana optimizacija
ektrakcije fenola iz komine grozda, dok je u tre¢em delu ispitana delotvornost dijetetskog

suplementa na bazi grozda na laboratorijskim Zivotinjama.

2. OPSTI DEO

2.1. Fenoli grozda

Grozde (Vitis spp.) jedno je od ekonomski najisplativijih biljnih vrsta zahvaljujuéi svojoj ulozi u
proizvodnji vina, sokova i drugih prehrambenih proizvoda. KultiviSe se na svim kontinentima u
umerenim regionima gde ima dovoljno kise, toplih i suvih leta, kao i relativno blagih zima. Kvalitet
produkata grozda zavisi od komponenti prisutnih u njemu gde se prvenstveno misli na fenole,
sekundarne biljne metabolite koji se u Sirem smislu mogu podeliti na: flavonoide, neflavonoide i

tanine (Shema 1) (6).
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Shema 1. Podela fenolnih jedinjenja grozda

2.1.1. Neflavonoidna jedinjenja grozda

2.1.1.1. Prosta fenolna jedinjenja (C6-C1, C6-C3)

Ovo su najjednostavnja jedinjenja iz klase fenola. SadrZe jedan aromati¢an prsten i ¢ine ih mono-
, di- i tri- fenoli, kao i fenolni aldehidi i kiseline. Nalaze se uglavnom u mesu bobice grozda i
grozdanom soku, a neke fenolne kiseline se mogu naci i u pokozici. Od fenola zastupljeni su mono-
, di-, i tri- fenoli (fenol, pirokatehol, rezorcinol, floroglucinol), a od fenolnih aldehida vanilin, p-
hidroksibenzaldehid, siringaldehid i koniferilaldehid (7). Medu fenolnim kiselinama u grozdu i
vinu utvrdeno je prisustvo sedam benzoevih (Ce-C1) 1 tri cimetne kiseline (Ce-C3). Od benzoevih

kiselina prisutne su p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, vanilinska, galna, siringinska, salicilna
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i gentizinska kiselina. Od cimetnih kiselina zastupljene su p-kumarna, kafena, i ferulna kiselina
(Slika 1). U vinu, derivati cimetne kiseline nalaze se kao estri vinske kiseline, dok su derivati

benzoeve Kiseline prisutni u slobodnom obliku (6).

/

H

protokeatehinska kiselina, R =H p-kumarna kiselina H kafena kisclina, R = H

vanilinska kiselina, . = OCHz

R— galna kiselina, R =H

HsC feruli¢na ldselina

siringinska kiselina. R = OCHs

Benzoeve kiseline Cimetne kiseline

Slika 1. Prosta fenolna jedinjenja grozda

Benzoeve kiseline mogu delovati inhibitorno na mnoge enzime usled prisustva fenolnih OH-grupa
1 time uticati na brzinu pojedinih biohemijskih reakcija. Jedno od njihovih najznacajnih delovanja
je na lipidnu peroksidaciju, zbog ¢ega se mogu koristiti kao antioksidanti, konzervansi i anti-
inflamatorni agensi. Antioksidantna aktivnost derivata benzoeve kiseline zavisi od broja i polozaja
hidroksilnih grupa na benzenovom jezgru (8, 9). Iz tih razloga je galna kiselina sa svoje tri
hidroksilne grupe najsklonija oksidaciji, tj. najbolji je antioksidant. Delovanje salicilne kiseline
kao antioksidanta je slabije u poredenju sa drugim viSesupstituisanim derivatima benzoeve
kiseline, ali ona zbog svoje strukture ima sposobnost kompleksiranja metalnih jona, §to sprecava
Fentonovu reakciju. Hidroksicinamati doprinose zastiti dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) od

vodonik peroksida poteklog od reaktivnih kiseoni¢nih metabolita (10).



2.1.1.2. Stilbenoidi (Cs-C2-Cs)

Stilbenoidi su fenolna jedinjenja kod kojih je aromaticni prsten premosten etanskim ili etenskim
mostom. Kao predstavnik stilbena posebno interesovanje izaziva trans-resveratrol (3,5,4’-
trihidroksistilben). Resveratrol je fitoaleksin, biljni antibiotik, koji se stvara u tkivu lista vinove
loze kao odgovor biljke na gljivicnu infekciju (Botrytis cinerea, Plasmospora viticola, itd.) i ostale
stresne faktore, kao $to su UV-radijacija, ozon, joni teSkih metala, mehanicka povreda tkiva biljaka
i mraz (11). Prvi put je detektovan 1940. godine iz korena belog kukureka (Veratrum grandifolium)
i od tada pa sve do danas on i njegovi derivati (glikozidi i oligomeri) izolovani su i identifikovani
u preko 70 biljnih vrsta (12). Najpoznatiji izvor ovog jedinjenja u ljudskoj ishrani, osim grozda,
gde ga najviSe ima u pokozici, je svakako vino. Posto se ekstrahuje iz pokozice grozda, veca
koncentracija mu je u crvenom vinu (13, 14). Iako su grozde i vino njegov najpoznatiji izvor,
najveca koli¢ina resveratrola nadenja je u korenu japanskog troskota (Polygonum cuspidatum), te
su brojni suplementi resveratrola na bazi ove biljke. Koren japanskog troskota se u poslednjih 100
godina koristi u tradicionalnoj azijskoj medicini za leCenje razli¢itih inflamacija, dermatitisa,
hiperlipidemija i ateroskleroze (15). Resveratrol se javlja kao trans- i cis- oblik (Slika 2), od kojih
je samo trans- prirodni sastojak grozda i ispoljava odredena bioloSka dejstva, dok cis- nastaje

izlaganjem trans- izomera UV-radijaciji (16).
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Slika 2. Struktura trans- (a) i cis- (b) resveratrola



Osnovne bioloske aktivnosti resveratrola su:
-inhibicija lipidne peroksidacije (LDL, membrana)
-helacija bakarnih jona

-hvatanje slobodnih radikala

-promena u sintezi prostaglandina (eikosanoida)
-inhibicija agregacije trombocita
-anti-inflamatorna aktivnost

-vazorelaksaciona aktivnost

-modulacija metabolizma lipida

-antikancerogena aktivnost

-estrogenska aktivnost.

Stoga, mnogobrojna in vitro ispitivanja, kao i pretklini¢ka ispitivanja na zivotinjama, ukazala su

na sposobnost trans-resveratrola da ispolji Sirok spektar potencijalno korisnih delovanja po

zdravlje ljudi, kao §to su antioksidantno, anti-inflamatorno, kardioprotektivno, neuroprotektivno,

anti-dijabetsko i antikancerogeno delovanje (17-22).

U grozdu 1 vinu su, pored resveratrola, zastupljeni i pterostilben (njegov metilovani derivat), piceid

(resveratrol-3p3-D-glukopiranozid), astringinin, astringin i viniferini (njegovi oligomerni derivati)

(23).

2.1.2. Flavonoidna jedinjenja grozda (Ce-C3-Ce)
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Slika 3. Osnovna struktura flavonoida

Flavonoidi (Slika 3) predstavljaju najvecu grupu biljnih fenola, identifikovano je skoro 6000 ovih
struktura (24). Raznolikost u njihovoj hemijskoj strukturi doprinosi Sirokom spektru njihovih
fizioloskih i bioloskih aktivnosti. Oni su potentni antioksidanti, hvata¢i slobodnih radikala i
helatori metalnih jona, pokazuju razlicite fizioloSke aktivnosti ukljucujuéi anti-inflamatorni,
antialergijski, antikancerogeni, antihipertenzivni i antimikrobni efekat (25). Najcesesce prisutni
flavonoidi u grozdu su antocijani (3-O-monoglukozidi ili 3,5-O-diglukozidi malvidina, cijanidina,
peonidina, delfinidina, pelargonidina i petunidina, kao i njihovi acetil-, p-kumaroil- i kefeoil-estri),
flavonoli ((+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epikatehin-3-O-galat), dihidroflavonoli (astilbin i

engeletin) i proantocijanidini (26-28).

Osnovna farmakoloska aktivnost flavonoida je povezana sa njihovim delovanjem na zid perifernih
krvih sudova. Flavonoidi povecavaju elasti¢nost i osnovni tonus zida kapilara, a smanjuju
permeabilnost 1 krtost. Delovanje flavonoida na kapilare moze se tumaciti njithovom sposobnos¢u
da, kao donori protona, sprecavaju redukciju dehidroaskorbinske kiseline. Drugo objasnjenje je da
oni inhibiraju enzime (hijaluronidazu, elastazu i katehol-O-metiltransferazu) i usporavaju proces
razlaganja elastina. Flavonoidi, takode, inhibiraju enzim fosfodiesterazu i1 smanjuju agregaciju

trombocita, pa se koriste u profilaksi i terapiji oboljenja povezanih sa pojavom tromboze. Zbog



svega navedenog, flavonoidi se koriste u terapiji razliCitih oboljenja koja su uslovljena
poremecajem i insuficijencijom krvnih i1 limfnih krvnih sudova periferne cirkulacije (10).
Potvrdeno je da flavonoidi spreCavaju oksidaciju LDL, poseduju anti-inflamatorno,
antitromboticko delovanje, kao i antivirusne 1 antikarcinogene osobine (29). Antioksidantna
aktivnost flavonoida zasniva se na zaustavljanju slobodnoradikalskih reakcija u kojima oni,
predaju¢i vodonikov atom lipid-peroksi radikalima, i sami prelaze u slobodne radikale. Ovako
nastali slobodni radikali se stabilizuju 1 nemaju dovoljno energije da pokrenu lancanu reakciju sa
supstratom. Flavonoidna jedinjenja povecéavaju i aktivnost odredenih antioksidantnih enzima i na
taj nacin indirektno uti¢u na smanjenje koncentracije kiseoni¢nih radikala u Zivoj ¢eliji. Flavonoidi
koji imaju veéi broj hidroksilnih grupa ili kod kojih se ove grupe nalaze u orto-polozaju,
predstavljaju efikasnije antioksidante. Flavonoidi koji u orto- polozaju imaju hidroksilnu grupu u
prstenu B 1 viSestruke hidroksilacije u prstenu A, imaju posebnu antioksidantnu aktivnost.

Glikozilacija OH-grupa flavonoida zna¢ajno smanjuje njihovu antioksidantnu aktivnost (8, 9).

Bioloske aktivnosti flavonoida striktno zavise od nekoliko faktora kao $to su stepen glikozilacije,
tip Se€ernog ostatka 1 prisustvo acil esterifikacije. Stoga je moguce izabrati razliitu sortu grozda

sa jedinstvenim profilom flavonoida koja ima razlicita blagotvorna delovanja po zdravlje ljudi

(30).

Na osnovu medusobne pozicije prstenova B i C, kao i oksidacionog stanja i funkcionalnih grupa
prisutnih na prstenu C, flavonoidi se dele na 6 podklasa: antocijane, flavan-3-ole, flavonole,
flavonone, flavone i izoflavone. U okviru svake podklase flavonoidi se razlikuju prema
hidroksilaciji i konjugaciji prstena B, kao i konjugaciji hidroksilnih grupa na prstenovima A i C.

U daljem tekstu opisane su podklase flavonoida karakteristi¢ne za grozde i vino (31, 32).



2.1.2.1. Antocijani

Antocijani (Slika 4) su grupa u vodi rastvornih pigmenata odgovornih za crvene, plave, purpurne
1 ljubicaste boje cvetova i plodova. Pojam antocijani oznacava heterozide, dok su antocijanidini
(ili antocijanini) aglikonske komponente. Antocijani su prisutni samo u crvenom grozdu I
odgovorni su za njegovu boju. Nakupljaju se uglavnom u pokozici bobice, dok su kod nekih sorti
grozda prisutni i u mesu bobice (28, 33). Postoji uska korelacija izmedu biosinteze antocijana i
razvoja bobice, koja doseze maksimum pri punoj zrelosti bobice grozda (34). Svaka vrsta i sorta
grozda ima jedinstven set antocijana. Tako evropsko grozde sadrzi samo antocijanidin 3-O-
monoglukozide, a muskatno samo antocijanidin 3,5-O-diglukozide (35). Hemijsku osnovu
molekula antocijana ¢ini benzopirilijim jon, a glikozidne jedinice mogu biti prisutne na pozicijama
Ca i/ili Cs (7). U grozdu i crvenim vinima najprisutniji su 3-O-p-glukozidi cijanidina, peonidina,

delfinidina, petunidina i malvidina (Slika 4) (36).

R]
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DELFINIDIN OH OH ]

Slika 4. Struktura 2-fenilbenzopirilijum-oksonijum jona (Flavilijum katjona)

Antocijani smanjuju permeabilnost, a povecavaju elasti¢nost i osnovni tonus zida kapilara. Ovakva
delovanja su uslovljena inhibicijom proteolitickih enzima i pove¢anjem udela kolagena i elastina
u zidu krvnih sudova (10). Povoljno deluju i na regeneraciju vidnog purpura, dok je za peonidin i

malvidin dokazano antioksidantno delovanje.



2.1.2.2. Flavonoli

Kao drugi najzastupljeniji flavonoidi u grozdu, flavonoli (Slika 5) su prisutni kao 3-O-glikozidi u
pokozici grozda, ali mogu biti prisutni i kao sami aglikoni (kvercetin, kempferol, miricetin,
izoramnetin) u vinima i sokovima kao rezultat kisele hidrolize tokom procesa obrade i skladistenja.
Derivati kvercetina, kempferola i izoramnetina nalaze se i u belom i u crvenom grozdu, dok se
derivati miricetina prisutni samo u crvenom. Profil prisutnih flavonola usko je povezan sa sortom
grozda, ali generalno, kvercetin-3-O-glukozid i kvercetin-3-O-glukuronid su dominantne
komponente prisutne kod veéine grozda. Kod muskatnog grozda, kvercetin-3-O-ramnozid i

aglikon kvercetina su identifikovani kao glavni flavonoli (35, 37).

= OH

OH o
R,=R;=H Kamferol
R,=0H R;=H Kvercetin
R,=R,=0H Miricetin

Slika 5. Hemijska struktura flavonola grozda

Flavonoli reaguju sa antocijanima dajuci polifenolna jedinjenja poznata kao kopigmenti, zbog cega
opadanje sadrzaja flavonola, koje je obi¢no primetno tokom starenja i skladiStenja, moze da se
pripiSe 1 fenomenu kopigmentacije. IstraZivanja su pokazala da sadrzaj flavonola zavisi od
izloZzenosti suncevoj svetlosti 1 da grozdovi koji su bili izloZeni suncu sadrze deset puta viSe

flavonola od uzoraka koji su bili u hladu (38).
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Osnovna fizioloska uloga kvercetina je da blokira agregaciju trombocita, ¢ime smanjuje rizik
pojave ateroskleroze 1 pruza mogucénost inhibicije karcinogeneze. Tac¢an nacin inhibicije oksidacije
nije jasan, ali flavonoli mogu delovati kao hvataci lipidnih alkoksi- ili peroksi- radikala, tako $to
prekidaju oksidativni lanac, helatizuju metalne jone ukoliko poseduju odgovarajuée strukturne
osobine ili regeneriSu o-tokoferol kroz redukciju a-tokoferol radikala. Efikasnost flavonola kao
antioksidanata najvise zavisi od njihove hemijske strukture, od ¢ega su najvaznije tri strukturne

osobine;

1. orto-dihidroksi struktura (katehol) u B prstenu koji je meta radikala

2. dvostruka veza u polozaju 2,3 u konjugaciji sa keto funkcijom u polozaju 4, koja je
odgovorna za elektronsku delokalizaciju u B prstenu

3. prisustvo obe hidroksilne grupe u polozajima 3 i 5 za maksimalan potencijal hvatanja

slobodnih radikala (38).

2.1.2.3. Flavan-3-oli

Medu najpoznatijim jedinjenjima iz ove grupe (Slika 6) nalaze se: (+)-katehin, (+)-galokatehin, (-
)-epikatehin i (-)-epigalokatehin. Nakupljaju se uglavnom u semenu grozda, ali su prisutni i u
pokoZici bobice grozda. Kod belih varijeteta flavanoli predstavljaju 46-56% ukupnih fenola, dok
kod crvenog grozda predstavljaju izmedu 13-30% ukupnih fenola. Osim $to su prisutni kao
monomeri, sa flavan-diolima (leukoantocijani) grade sloZene polimere: tanine, procijanidine i

proantocijanidine (39, 40).
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Slika 6. Hemijske strukture katehina (levo) i epikatehina (desno)

Flavan-3-oli ili flavanoli takode pokazuju antioksidantne efekte, kao i mnoge druge korisne efekte
po zdravlje, kao §to su antitumorske, antimutagene i antipatogene osobine. Dokazano je da je
antioksidantna i imunomodulatorska aktivnost vina u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom

katehina i epikatehina (23, 41).

2.1.3. Tanini

Tanini su jedinjenja velike molekulske mase koja poseduju veliki broj fenolnih grupa. Dele se na
dve osnovne grupe: kondenzovani (proantocijanidini) i hidrolizuju¢i tanini. Proantocijanidini
(Slika 7) nastaju kondenzacijom nekoliko (najéeSc¢e dva ili tri molekula) flavan-3-ola (katehina i
epikatehina) ili rede flavan-3,4-diola. Formiraju se Cs-Cg ili C4-Cs kondenzacijom osnovnih
jedinica (Proantocijanidini B). Nekada dolazi do dodatnog povezivanja unutar dimera Cs-Cg i Cp-
O-C7 (Proantocijanidini A). Kondenzovani tanini imaju molekulske mase od 500-3000 $to znaci
da se sastoje od 2-10 monomera. Procijanidin dimeri B1-Bs nastali vezivanjem dve jedinice
katehina ili epikatehina C4-Cg vezom su najéescée prisutni u grozdu, a javljaju se i odgovarajuci Cs-
Cs povezani izomeri Bs-Bg (10, 36). Osnovni izvor ovih jedinjenja su semenke grozda i pokoZica,
koje sadrze proantocijanidine u vakuolama ili ¢elijskom zidu. Oni mogu reagovati sa antocijanima

u vinu i formirati nove pigmente koji imaju razli¢ite boje i hemijske osobine od prirodnih
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antocijana. Drugi izvor tanina u vinu je hrastovo drvo od koga se izraduje burad za ¢uvanje vina.

Ovi tanini su hidrolizuju¢i tanini, derivati galoil jedinica esterifikovanih Se¢ernim jezgrom (42).
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Slika 7. Hemijska struktura procijanidina B1-Bs

Tanini u crvenom vinu odreduju ukus i boju vina. Oni su odgovorni za goréinu i oporost. Deluju
adstrigentno zbog svoje osobine da reaguju sa proteinima i dovode do njihove precipitacije. Na
ovaj nacin tanini reaguju sa proteinima povrsinskih slojeva sluznice i koze, ali 1 sa digestivnim 1
drugim enzimima, zatim sa proteinima bakterija, gljiva i virusa, zbog ¢ega deluju antimikrobno.
Smatra se da su tanini mnogo jaci antioksidanti od jednostavnih monomernih fenola jer sadrze veci
broj fenolnih hidroksilnih grupa. Usled velike molekulske mase formiraju snazne komplekse sa
proteinima i otporni su na degradaciju, pa se smatra da ostaju u digestivnom traktu i da se ne
apsorbuju (43, 44). Danas se ova jedinjenja (izolovana iz semenki vrste Vitis Vinifera) koriste kao

aktivni sastojci u mnogim kardio- i hemo- preventivnim farmaceutskim proizvodima.
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2.1.4. Biosinteza fenola grozda

Svi flavonoidi poti¢u od L-fenilalanina, nakon razli¢itih transformacija na fenilpropanoidnom
metaboli¢kom putu. Uobicajeni inicijalni koraci su konverzija L-fenilalanina u cimetnu kiselinu
(preko fenilalanin amonijak lijaze), zatim njena konverzija u p-kumarnu kiselinu (preko cinamat-
4-hidroksilaze) nakon ¢ega sledi transformacija u p-kumaroil-CoA (preko 4-kumaroil-CoA
ligaze). p-Kumarna kiselina i p-kumaroil-CoA ¢ine gradivne jedinice za hidroksicimetne kiseline,
odnosno flavonoide (Shema 2). Kod sinteze flavonoida jedan molekul p-kumaroil-CoA i tri
molekula malonil-CoA preko halkon sintetaze ulaze u sintezu biciklicnog naringenin halkona.
Halkoni su supstrati za halkon izomerazu koja vrsi zatvaranje B-prstena kod ovih kompomenti pri

¢emu nastaju flavanoni (45).
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Shema 2. Biosinteze hidroksicimetnih kiselina i flavonoida

Svi flavonoidi nastaju od ovih 15C flavanona delovanjem drugih fenilpropanoidnih enzima koji ih

transformi$u. Flavon sintaza stvara flavone, izoflavon sintaza izoflavone. Flavanon-3-hidroksilaza
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stvara dihidroflavonole, a flavonol sintaza flavonole. Dihidroflavonol reduktaza i antocijanin

sintaza stvaraju antocijanidine, dok antocijanidin reduktaza stvara flavan-3-ole (45, 46).

2.1.5. Bioraspolozivost fenola

Flavonoidi su obi¢no u tkivu biljaka prisutni u formi razli¢itih derivata, uglavnom glikozida gde
se Secerna jedinica kod halkona vezuje za C» atom, kod flavonola, antocijanidina i flavan-3-ola za
Cs atom, a kod flavanona, flavona i izoflavona za C7 atom. Od $ecernih jedinica to su najcesce
glukoza, galaktoza, ramnoza, ksiloza, rutinoza, arabinopiranoza i arabinofuranoza (47). Ove i
druge modifikacije (kao Sto je metilacija) doprinose strukturnoj stabilnosti flavonoida prilikom
njihovog skladistenja u vakuolama ili hloroplastima, ¢ime se odrzava njihova koncentracija u
biljkama. Modifikacije u hemijskoj strukturi i vezivanje za Secerne jedinice znac¢ajno ¢e uticati na

njihovu apsorpciju i1 bioraspoloZivost (4, 48).

2.1.5.1. Intestinalna apsorpcija

Ispitivanje metabolizma flavonoida u ljudskom telu je neophodno da bi se ustanovilo koji
flavonoidi se bolje apsorbuju i koji vode do nastanka bioaktivnih metabolita. Nakon ingestije
flavonoida, Secerne jedinice se u tankom crevu oslobadaju od aglikonskog dela 1 tu apsorbuju.
Enzimi kao $to su laktaza florizin hidrolaza (na membrani enterocita) i 3-glukozidaza (citosolna,
za polarne glikozide) hidrolizuju glikolizirane flavonoide, nakon c¢ega aglikoni pasivhom
difuzijom ulaze u epitelne celije (49-50). Flanonoidi vezani za ramnozu moraju dospeti do debelog
creva gde ih hidrolizuje a-ramnozidaza koju sekretuje mikrobiotska flora debelog creva (kao $to
je Bifidobacterium dentium), nakon ¢ega dolazi do apsorpcije (51). Flavan-3-oli, kao $to je (-)-
epikatehin, nisu nikad u glikoliziranoj formi, ve¢ su ¢esto acilovani sa galnom kiselinom. Zato se

na nivou enterocita apsorbuju bez ikakve dekonjugacije ili hidrolize. Proantocijanidini su polimeri
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velike molekulske mase, stoga se oligomeri koji se sastoje od viSe od tri jedinice vrlo tesko
apsorbuju u tankom crevu u svom prirodnom obliku (52). S druge strane, jednostavni fenoli, kao
Sto su hidroksicimetne kiseline, najces¢e su esterifikovane Se¢ernim jedinicama, organskim
kiselinama ili lipidima. Kako u ljudskom tkivu ne postoje esteraze koje bi raskinule ove veze, to
¢ini mikrobiotska flora debelog creva, pa je ono glavno mesto njihovog metabolizma 1 apsorpcije,
iako se do jedne tre¢ine mogu apsorbovati i u tankom crevu (53, 54). Neke hidroksicimetne
kiseline, kao elagitanini, su polimeri te se ne mogu apsorbovati u tankom crevu, s obzirom da su
rezistentni na laktaza florizin hidrolazu i B-glukozidazu. Njih u velikoj meri metaboliSe mikroflora

debelog creva, gde prilikom cepanja polimera nastaju razlicite hidroksifenilsiréetne kiseline (55,

56).

2.1.5.2. Metabolizam i eliminacija

Nakon apsorpcije finalnog derivata ili aglikona u tankom ili debelom crevu, ve¢ na nivou
enterocita dolazi do odvijanja reakcija Il faze metabolizma u odredenom stepenu, kao $to je
metilacija  (preko katehol-O-metiltransferaze), sulfatacija (preko sulfotransferaza) i
glukuronidacija (preko UDP-glukuronoziltransferaze). Ovi produkti preko portnog krvotoka
dospevaju do jetre, gde mogu dodatno biti podvrgnuti drugoj fazi metabolizma, odakle
konjugovani ulaze ponovo u sistemsku cirkulaciju i sekretuju se urinom (57, 58). Neki od
konjugata iz jetre se ekskretuju preko Zuci nazad u tanko crevo, nakon Cega dekonjugovane
komponente regeneriSu enzimi crevne mirkoflore pre njihove ponovne apsorpcije. Na ovaj nacin
dolazi do enterohepaticke recirkulacije (efekta prvog prolaska kroz jetru). Neapsorbovani
metaboliti eliminiSu se putem fecesa. Svi ovi mehanizmi konjugacije su visoko efikasni tako da su
slobodni aglikoni ili odsutni ili prisutni u veoma malim koncentracijama u plazmi nakon ingestije.
Zbog toga je bioraspolozivost fenola veoma mala (59, 60).

16



2.2. Uticaj resveratrola na dijabetes

Dijabetes melitus je ozbiljna metaboli¢ka bolest od koje boluje 5% svetskog stanovniStva. Broj
obolelih 2017. iznosio je 425 miliona, dok se do 2045. godine o¢ekuje njihov dramati¢an porast
na 629 miliona (61). U zavisnosti od etiologije bolesti, klinickih simptoma i1 nacina lecenja,
dijabetes je podeljen na razlic¢ite tipove, medu kojima su tip 1 i tip 2 najucestaliji i obuhvataju vise
od 90% slucajeva. Dijabetes dovodi do nastanka ozbiljnih komplikacija. Dugoro¢ne komplikacije
ukljucuju, pored ostalih, angiopatije, kardiovaskularne poremecaje, otkazivanje bubrega, slepilo,
neuropatije i povecan rizik od nastanka kancera. Da bi se sprecio nastanak navedenih komplikacija

1 poboljsao kvalitet Zivota obolelih, kontrola dijabetesa mora biti delotvorna (62).

Dostupni lekovi za terapiju dijabetesa su efikasni, ali ih prate nezeljena delovanja, kao $to su
hipoglikemija, gojaznost, gastrointestinalni problemi. Stoga se radi prevencije i le¢enja dijabetesa
kontinuirano ispituju novi lekovi i supstance prirodnog porekla (63). Medu njima, velika paznja

posvecena je resveratrolu usled njegovih ranije nabrojanih razli¢itih aktivnosti.
2.2.1. Resveratrol i dijabetes tip 1

Dijabetes tip 1 rezultat je autoimune destrukcije pB-Celija pankreasa i obuhvata 5-10% slucajeva
dijabetesa. Ostecenje B-celija dovodi do toga da je sekrecija insulina nedovoljna da bi se sprecila
hiperglikemija koja vremenom zajedno sa ostalim faktorima dovodi do nastanka razli¢itih
komplikacija. Stoga, glavni ciljevi leCenja dijabetesa tipa 1 su odrzavanje normoglikemije 1 zaStita

B-Celija pankreasa (62). Ispitivanja na Zivotinjama pokazala su da resveratrol smanjuje nivo

vt
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2.2.1.1. Uticaj resveratrola na nivo glukoze u krvi

Razli¢ita ispitivanja su pokazala da resveratrol ima sposobnost da smanji nivo glukoze u krvi kod
pacova sa indukovanim dijabetesom pomocu streptozotocina (64-69) i streptozotocina sa
nikotinamidom (70-73). Streptozotocin uniStava B-Celije pankreasa $to dovodi do nedostatka
insulina. U PB-Celijama Zzivotinja izloZenih streptozotocinom dolazi do fragmentacije DNK
molekula i aktivacije mehanizama reparacije gde klju¢nu ulogu u reparaciji DNK ima polimeraza
PARP-1. Medutim, kod obimnog oste¢enja molekula DNK, prevelika aktivnost enzima PARP-1
vodi do potro$nje intracelijskog NAD™ i ATP, §to kao krajnju posledicu ima nekrozu B-éelija. Zato
su kod Zivotinja sa streptozotocin- indukovanim dijabetesom nivoi glukoze u krvi bili zna¢ajno
povecani, dok su kod Zivotinja koje su pored streptozocina dobijale i nikotinamid, inhibitor PARP-
1, nivoi glukoze u krvi bili umereno povecéani (74, 75). Kod dijabetesa tipa 1, hiperglikemija je
rezultat poveéanog oslobadanja glukoze iz jetre, kao i smanjenog iskoris¢avanja glukoze u
perifernim tkivima, a oba ta procesa reguliSe insulin. Antihiperglikemicno delovanje resveratrola
kod zivotinja sa dijabetesom tipa 1 zasniva se na povecanju insulina u krvi, supresiji oslobadanja

glukoze 1z jetre 1 povecanju iskoriS¢enja glukoze na periferiji.

2.2.1.2. Efekat resveratrola na nivo insulina u krvi i p-celije

Studije na dijabeti¢énim glodarima potvrdile su da resveratrol stiti B-Celije pankreasa koje su jedini
izvor stvaranja insulina. Smatra se da je ova protektivna uloga resveratrola delimi¢no povezana sa
njegovom antioksidantnom aktivno$c¢u. Resveratrol u pankreasnom tkivu ispoljava antioksidantnu
aktivnost tako $to povecava aktivnost razli¢itih antioksidantnih enzima (superoksid dismutaze,
katalaze, glutation peroksidaze i glutation-S-transferaze) i §titi ¢elije od oStecenja slobodnim

radikalima (72). Ova antioksidantna aktivnost je znacajna budu¢i da B-Celije pankreasa izloZene
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oksidativnom stresu imaju veoma smanjen mehanizam antioksidantne odbrane (76). Pored toga,
resveratrol je spreCava apoptozu B-Celija indukovanu streptozotocinom preko inhibicije cepanja
PARP, sto je efekat slican nikotinamidu (68). Pored osSte¢enja [B-Celija streptozotocinom,
resveratrol je ispoljio protektivnu ulogu i kod autoimunog oste¢enja B-c¢elija, tako Sto je smanjio
broj patogenih limfocita u ostrvcima pankreasa u studiji radenoj sa negojaznim misevima. Ovo
ispitivanje je znacajno, s obzirom da se smatra da dijabetes tip 1 kod ljudi ima autoimunu pozadinu

(77).

2.2.1.3. Efekat resveratrola na iskoriséenje glukoze na periferiji i njeno oslobadanje iz jetre

Brojna ispitivanja su pokazala da je resveratrol ublazio disfunkciju skeletnih misi¢a kod dijabetesa
tipa 1 kroz razli¢ite mehanizme delovanja (78, 79). Resveratrol je stimulisao sintezu mitohondrija
1 poboljSao metabolizam masnih kiselina u miSi¢ima ispitivanih dijabeti¢nih Zivotinja. Pored toga,
doveo je do smanjenja ekspresije NF-kappaB i proinflamatornih citokina (IL-1f i IL-6) u mi$i¢nim
¢elijama i tako ispoljio anti-inflamatorno delovanje (79). Resveratrol je smanjio i oksidativni stres
u skeletnim misi¢ima Zivotinja sa dijabetesom tipa 1, gde se zna da i inflamacija i oksidativni stres
dovode do miopatije (78). Pored toga, resveratrol je u skeletnim misi¢ima dijabeti¢nih zivotinja

povecao GLUT4 ekspresiju i1 time poboljSao transport glukoze u misiéne celije (80).

Pored skeletnih miSi¢a, resveratrol je pokazao blagotvorna delovanja i na jetru dijabeti¢nih
zivotinja koja ima regulatornu ulogu u odrZzavanju normoglikemije. Kod dijabetesa ova regulatorna
uloga jetre je poremecena, a resveratrol je pokazao da ima sposobnost da je povrati. Resveratrol
na to utice na viSe nacina, a jedan od njih je menjanje aktivnosti enzima koji u jetri ucestvuju u
metabolizmu ugljenih hidrata. Resveratrol smanjuje aktivnost glavnih enzima glukoneogeneze,

gde spada i fosfoenolpiruvat karboksikinaza, smanjuje aktivnost laktatne dehidrogenaze i glukoza-
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6-fosfataze, a povecava aktivnost heksokinaze i piruvat kinaze. Pored toga, resveratrol povecava
sintezu glikogena u jetri, a smanjuje njegovu fosforilaciju. Svi ovi mehanizmi delovanja
resveratrola vode do smanjenja oslobadanja glukoze iz jetre i njih prate povecani nivoi insulina u
krvi, Sto sugerisSe da je 1 insulin, makar delom, odgovoran za navedena delovanja (71, 80). Pored
metabolickih promena u jetri, resveratrol moze ispoljiti 1 hepatoprotektivno delovanje kod
zivotinja sa dijabetesom tipa 1. Kao i kod skeletnih mi$ic¢a, hepatoprotektivno delovanje je

posledica antioksidantog i anti-inflamatornog delovanja resveratrola.

2.2.2. Resveratrol i dijabetes tip 2

Dijabetes tip 2 je metabolicki poremecaj koji karakteriSe pogorSanje u sekreciji i delovanju
insulina. Hiperglikemija se razvija postepeno te bolest moze ostati neprimecena godinama.
Visoko-kalori¢na hrana i slaba fizi¢ka aktivnost poveéavaju rizik za nastanak ove bolesti (81, 82).
Ucestalost dijabetesa tipa 2 veca je medu gojaznim osobama u poredenju sa mrSavim 1 kod starijih
osoba. Znacajan podatak je da se kontrolom ishrane i pove¢anjem fizicke aktivnosti moze odloziti
pocetak bolesti uprkos genetskoj predispoziciji (83, 84). Mnogi faktori dovode do pogorSanja
delovanja insulina i1 progresivnog propadanja -Celija pankreasa kod dijabetesa tipa 2, a medu
njima su inflamacija i oksidativni stres (85). Resveratrol je pokazao blagotvorno delovanje na oba

spomenuta faktora nastanka tip 2 dijabetesa.

2.2.2.1. Efekti resveratrola na insulinsku rezistenciju

Insulinska rezistencija predstavlja pogorSanje delovanja insulina na ciljna tkiva, $to su skeletni
misi¢i, jetra 1 adipozno tkivo, a to dovodi do poremecaja u homeostazi glukoze i1 sledstvenih
komplikacija. Brojna ispitivanja na Zivotinjama sa indukovanom insulinskom rezistencijom

pokazala su da resveratrol poboljSava delovanje insulina. Ovo poboljSanje je pokazano na
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pacovima na ishrani bogatoj holesterolom i fruktozom (86), na pacovima (87, 88), miSevima na
ishrani bogatoj lipidima (89-93), na pacovima na ishrani bogatoj lipidima koji su tretirani
streptozotocinom (94), kao 1 na pacovima hranjenim fruktozom (95). Nedavno istrazivanje
pokazalo je da dugoro¢na primena resveratrola (80 mg/dan tokom prve 1 480 mg/dan tokom druge
godine) moze poboljsati insulinsku osetljivost kod gojaznih rezus majmuna. Znacajno poboljsanje
insulinske osetljivosti primeceno je na visceralnom adipoznom tkivu (96). S druge strane, druga

studija na rezus majmunima nije dala pozitivne rezultate (97).

.....

Ispitivanja na insulin rezistentnim glodarima pokazala su da je resveratrol poboljsao intracelijski
transport glukoze. Ovo delovanje ostvario je na dva nacina: poboljSanjem GLUT4 (transporter za
glukozu) translokacije na membrani miSi¢nih ¢elija 1 povecanjem GLUT4 ekspresije u skeletnim
miSi¢ima dijabeti¢nih Zivotinja (88, 98). Pored poboljSanja transporta glukoze, resveratrol je
povecao sintezu mitohondrija u misiénim ¢elijama i pobolj$ao B-oksidaciju u njima, sto je dovelo
do povecanja oksidacije masnih kiselina i smanjenja lipidnog sadrZaja u miSi¢ima ispitanih
zivotinja. Ovo je znacajno jer povecan lipidni sadrzaj u miSi¢ima doprinosi insulinskoj rezistenciji
i nastansku dijabetesa tipa 2 (87, 99, 100). Blagotvorna delovanja resveratrola u misi¢nom tkivu
usko su povezana sa promenama u aktivnosti 1/ili ekspresiji dva intracelijska enzima, SIRTI 1
AMPK. SIRT1 je NAD"-zavisna histon deacetilaza koja je uklju¢ena u mnoge procese, kao §to su
sinteza mitohondrija, inflamacija, otpornost na stres, intracelijski metabolizam, apoptoza i
homeostaza glukoze. Kod dijabetesa tipa 2 aktivnost/ekspresija SIRT1 je smanjena, pa je tako ovaj
enzim meta brojnih anti-dijabetskih lekova (101, 102). Resveratrol je pokazao da moze da aktivira
SIRT1 u tkivima sisara (103) i u miSi¢énom tkivu miSeva sa indukovanom insulinskom

rezistencijom (104). AMPK je AMP-aktivirana protein kinaza koja reguliSe mnoge fizioloske
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procese, kao $to su funkcija i stvaranje mitohondrija i lu¢enje insulina. I ovaj enzim je meta brojnih
anti-dijabetskih lekova (metformin i tiazolidindioni). Kod dijabeti¢nih Zivotinja aktivnost AMPK
je smanjena, te resveratrol, kao 1 spomenuti lekovi, ponovno aktivira AMPK u razli¢itim tkivima
(105, 106). Resveratrol smanjuje i stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u skeletnim misi¢ima

insulin rezistentnih glodara, a smatra se da AMPK posreduje u ovom delovanju (99).

2.2.2.3. Insulinska rezistencija u jetri

Pored skeletnih miSica, resveratrol moze ispoljiti blagotvorne efekte i na jetru insulin rezistentnih
glodara. On smanjuje nakupljanje lipida u jetri i poboljSava steatozu jetre, §to je povezano sa
smanjenjem ekspresije sintaze masnih kiselina i acetil-CoA karboksilaze, a pove¢anjem ekspresije
i aktivnosti karnitin palmitoil-transferaze 1. Kao i kod skeletnih misic¢a, delovanje resveratrola
povezano je sa promenama u aktivnosti i/ili ekspresiji AMPK/SIRT1 enzima (107-110).
Resveratrol povecanjem aktivnosti glutation peroksidaze smanjuje oksidativno oStecenje jetre 1
time ispoljava svoje antioksidantno delovanje, dok smanjenjem ekspresije proinflamatornih
citokina i infiltracije makrofaga u tkivo jetre ispoljava svoje anti-inflamatorno delovanje kod

dijabeti¢nih Zivotinja (92, 108, 109).

2.2.2.4. Adipozna insulinska rezistencija

Adipozno tkivo ima svoju ulogu u nastanku insulinske rezistencije tako §to povec¢ano oslobada
slobodne masne kiseline 1 luci viSe adipokina. Poslednjih nekoliko godina ustanovljeno je da
inflamacija masnog tkiva znacajno utie na razvoj dijabetesa tipa 2 kod ljudi (111, 112). Zbog toga
je anti-inflamatorno delovanje resveratrola veoma bitno u prilog ¢ega govore brojne studije na
gojaznim pacovima (113), glodarima (92, 114) i primatima (96) sa indukovanim dijabetesom.

Resveratrol i u masnom tkivu smanjuje infiltraciju makrofaga, indukuje sintezu mitohondrija i
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poboljsava metabolizam kod insulin rezistentnih glodara (99, 115, 116). Do poboljsanja
metabolizma dolazi smanjenjem aktivnosti lipogenih enzima (glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze,
acetil-CoA karboksilaze i lipoprotein lipaze) (115). Anti-dijabetsko delovanje resveratrola moze
biti povezano i sa njegovim delovanjem protiv gojaznosti, jer ima sposobnost da smanji masu
adipoznog tkiva kod dijabeti¢nih zivotinja (117, 118). Medutim, resveratrol moze ispoljiti anti-
dijabetsko delovanje i bez promena u telesnoj masi (92, 104), tako da njegovo delovanje protiv
gojaznosti nije kljuéno za lecCenje insulinske rezistencije. Kao i kod drugih tkiva, resveratrol

ispoljava efekte preko promena u AMPK i SIRT1 enzimima.

2.2.2.5. Efekti resveratrola na nivoe insulina u krvi i p-celije

Pri fizioloskim uslovima luéenje insulina iz B-Celija pankreasa regulisano je brojnim faktorima,
kao §to su nutrijenti, odredeni hormoni i nervni sistem (119, 120). Kod dijabetesa tipa 2 insulinska
rezistencija vodi do povecane potraznje za insulinom, te ga -¢elije luce vise, $to u pocetku dovodi
do povecanja nivoa insulina u krvi. Medutim, prolongirana preterana stimulacija ovih Celija i
preterano lucenje insulina zajedno sa ostalim Stetnim faktorima dovode do progresivnog
propadanja [B-Celija, pa tako vremenom snabdevanje insulinom postaje nedovoljno. Ovo
propadanje [B-Celija uzrokuju glukotoksi¢nost, lipotoksi¢nost, inflamacija, oksidativni stres,
formiranje amiloida, stres endoplazmati¢nog retikuluma i drugi faktori (85). Efekti resveratrola na
dijabetes tipa 2 proucavani su na glodarima, gde su masa B-Celija i nivoi insulina u krvi bili
poviseni ili snizeni (Sto je najCes¢i slucaj). Dobijeni podaci su pokazali da je resveratrol bio
efikasan u oba slucaja. Kod zivotinja sa insulinskom rezistencijom 1 hiperinsulinemijom
resveratrol je smanjio koncentacije insulina u krvi kod glodara sa hiperinsulinemijom
indukovanom ishranom i genetski gojaznih Zucker pacova (95, 114, 121). U drugom sluc¢aju, kod
glodara sa dijabetesom tipa 2 gde je prisutna smanjena masa -Celija i hipoinsulinemija, resveratrol
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je povecao nivoe insulina u krvi, $to je pokazao model sa db/db miSevima (98, 122). Kod rezus
majmuna porast odnosa a- i B-Celija u ostrvcima pankreasa indukovan ishranom znacajno je

poboljsan primenom resveratrola u trajanju od dve godine (97).

Mehanizmi delovanja resveratrola su kompleksni i ukljucuju razli¢ite efekte. Jedan od najvaznijih
je poboljsanje insulinske rezistencije kod dijabeti¢nih Zivotinja, Sto dovodi do smanjenja nivoa
glukoze u krvi i S$tetnih efekata hiperglikemije na p-Celije pankreasa (glukotoksi¢nost).
Smanjenjem lipida u krvi resveratrol sprecava nastanak druge pojave poznate kao lipotoksi¢nost.
Smanjenjem glukotoksi¢nosti i lipotoksi¢nosti sprecava se propadanje -Celija kod dijabetesa
(123, 124). Poboljsanjem insulinske rezistencije resveratrolom smanjuje se potraznja za insulinom,
te kao rezultat toga B-Celije ga manje luce, ¢ime se smanjuje njihovo propadanje. Pored toga,
resveratrol svojim antioksidantnim delovanjem smanjuje oksidativni stes u -¢elijama pankreasa
koji je kod dijabetesa povecan i doprinosi progresivhom propadanju B-¢elija (98, 122, 125).
Takode, resveratrol svojim anti-inflamatornim delovanjem smanjuje nivoe inflamatornih markera
u B-Celijama 1 tako ih §titi. lako se smatra da inflamatorni odgovor kod dijabetesa tipa 2 uzrokuje
popravku 1 regeneraciju B-Celija, hroni¢na inflamacija vremenom dovodi do oStecenja ovih celija
(72, 126). Resveratrol smanjuje 1 sadrzaj triacilglicerola u pankreasu kod Zivotinja na ishrani

bogatoj lipidima (91).

2.2.3. Klinicka ispitivanja anti-dijabetske aktivnosti resveratrola

Da bi se resveratrol koristio kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2, neophodno je sprovesti studije
na ljudima kako bi se ispitala njegova delotvornost. Klinicka ispitivanja vezana za anti-dijabetsko
delovanje resveratrola su i dalje oganicena, ali ipak, dostupni podaci navode na to da ova supstanca

moze da smanji pojavu insulinske rezistencije. Brasnyo i saradnici pokazali su da je davanje
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resveratrola u trajanju od 4 nedelje gojaznim pacijentima sa dijabetesom tipa 2 smanjilo insulinsku
rezistenciju (127). I druge studije u trajanju od Cetiri nedelje, odnosno 45 dana, potvrdile su ovu
efikasnost (128, 129). Takode, davanje resveratrola pacijentima sa dijabetesom tipa 2 u trajanju od
tri meseca malo je smanjilo nataste nivoe glukoze i hemoglobina A1c u krvi i pokazalo dugoro¢no
poboljsanje glikemije (130). Davanje resveratrola u trajanju od Cetiri nedelje pacijentima kod kojih
je sa godinama doslo do pogorSanja u toleranciji glukoze dovelo je do smanjenja postprandijalnih
nivoa glukoze i insulina u krvi i neznatnog pobolj$anja insulinske osetljivosti (131). Zanimljivu
studiju iz 2019. godine sproveli su Walker i saradnici na 28 gojaznih muskaraca sa metabolickim
sindromom. Ispitanici (11 pripadnika bele rase i 17 koji to nisu) su tokom 30 dana dobijali oralno
2 g resveratrola (kroz dve dnevne doze) ili placebo uz kontrolu telesne mase. Rezultati su pokazali
da je suplementacija resveratrolom dovela do znacajnog poboljSanja insulinske rezistencije 1
homeostaze glukoze, ali samo kod pripadnika bele rase. Smatra se da je do ovih razlika izmedu
pripadnika razli¢itih rasa doSlo usled razlika u njihovoj crevnoj mikroflori, gde je resveratrol kod
pripadnika bele rase smanjio njenu raznolikost i povecao broj mikroba Akkermansia muciniphila
za koje su ispitivanja na eksperimentalnim zivotinjama pokazala da imaju blagotvorno delovanje
na gojaznost i dijabetes. Kako je u pitanju pilot klini¢ko ispitivanje, potrebno je sprovesti
ispitivanja na ve¢em broju ljudi pre donoSenja konacnih zakljucaka (132).

S druge strane, neke studije pokazale su izostanak anti-dijabetskog efekta resveratrola. Dve nedelje
davanja resveratrola gojaznim ispitanicima nije znacajno poboljsalo insulinsku rezistenciju (133).
Resveratrol je davan i u periodu od Cetiri nedelje i nije uspeo da uti¢e na nivoe glukoze i insulina
u krvi, kao ni na insulinsku rezistenciju. Slicna ispitivanja u trajanju od 60 dana, odnosno osam

nedelja, dala su negativne rezultate u pogledu insulinske rezistencije (107, 134, 135). Resveratrol
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se pokazao kao neefikasan kod zdravih ispitanika i nije doveo do nikakvih zna¢ajnih promena u

pogledu insulinske osetljivosti i inflamatornog statusa (136, 137).

Ove protivrecnosti medu klinickim ispitivanjima mogu se objasniti razli¢itim eksperimentalnim
uslovima, kao §to su primenjena doza resveratrola i period administracije, godine i telesna masa
pacijenata, trajanje i ozbiljnost dijabetesa, komplikacijama uzrokovanih dijabetesom i ishranom.
Kako su se u ispitivanjima sa pozitivnim rezultatima koristile razli¢ite efektivne doze, moguce je
da su razli¢iti mehanizmi delovanja resveratrola dozno-zavisni. Tretman sa manjim dozama
resveratrola moze aktivirati SIRT1, dok se kod veéih doza aktivira AMPK na SIRT1- zavisan

nacin (128, 138).

2.3. Uticaj resveratrola na lipidni status

Pored anti-dijabetskog delovanja resveratrola, u ovom istazivanju od znacéaja je njegov uticaj na
lipidni status. U daljem tekstu opisana su pretklinicka 1 klini¢ka ispitivanja vezana za ovo

delovanje.
2.3.1. Pretklinicka ispitivanja

Nekoliko studija na Zivotinjama pokazalo je da resveratrol ima sposobnost da snizi nivoe ukupnog
i LDL-holesterola u krvi, kao i nivoe triacilglicerola, a povec¢a nivoe HDL-holesterola (139-141).
Kada je davan pacovima na ishrani bogatoj holesterolom zajedno sa pravastatinom, uobi¢ajenim
lekom za leCenje hiperholesterolemije, resveratrol je potencirao njegovo delovanje (142). Smatra
se da je glavni mehanizam delovanja resveratrola na snizenje nivoa holesterola nishodna regulacija
3-hidroksi-3-metilglutaril koenzima A (HMG-CoA), enzima jetre koji ima klju¢nu ulogu u
biosintezi holesterola (139-141). Drugi predlozen mehanizam delovanja na snizenje holesterola je

povecana ekspresija enzima jetre holesterol 7a-hidroksilaze (CYP7A1) koja vodi do povecane
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sinteze i lu¢enja zu¢nih kiselina, §to dovodi do smanjenja ukupnog i LDL-holesterola u plazmi
(104). Pored toga, resveratrol je in vitro pokazao da moze povecati ekspresiju LDL receptora na
hepatocitima (143). Iako ove studije sugeriSu da resveratrol snizavanjem nivoa lipida u krvi moze
doprineti u prevenciji ateroskleroze, druge studije su pokazale anti-arterosklerotsko delovanje
resveratrola bez snizavanja nivoa lipida u krvi (144-146). To sugeriSe da resveratrol moze
ucestvovati 1 u drugim procesima patogeneze ateroskleroze, najviSe zahvaljuju¢i svom

antioksidantnom (147, 148) i anti-inflamatornom delovanju (149-151).

2.3.2. Klinicka ispitivanja

Nasuprot obecavaju¢im rezultatima pretklini¢kih ispitivanja na zivotinjama o uticaju resveratrola
na lipide u krvi, rezultati klini¢kih ispitivanja na ljudima nisu toliko jasni. Na primer, kod
pacijenata sa dijabetesom tip 2 dnevna doza resveratrola od 250-1000 mg znacajno je smanjila
LDL-holesterol u dve razlicite studije (129, 130). Sli¢no tome, dnevna doza resveratrola od 150,
odnosno 500 mg znacajno je smanjila nivoe triacilglicerola u krvi kod zdravih gojaznih muskaraca,
odnosno zdravih odraslih pusaca (128, 152). U drugom ispitivanju sa pacijentima sa visokim
rizikom od kardiovaskularnih bolesti koji uzimaju statine, uzimanje 350 mg dnevno resveratrolom
obogacenog ekstrakta grozda koji sadrzi 8 mg resveratrola u periodu od 6 meseci dovelo je do
smanjenja oksidovanog LDL-holesterola za 20%, dok je sam LDL-holesterol smanjen za samo
4,5%. Dobijeni rezultati sugeriSu da antioksidantno delovanje resveratrola moze biti vaZnije od
samog smanjenja LDL-holesterola u krvi (153). S obzirom da je u ovoj studiji koriS¢en ekstrakt
grozda, ovaj efekat je viSe posledica sinergistickog delovanja resveratrola sa drugim fenolima,
nego samog resveratrola. U drugom klini¢kom ispitivanju koje je ukljucilo pacijente sa stabilnom
anginom pektoris, 20 mg resveratrola dnevno je davano u periodu od 60 dana, $to je dovelo do
snizenja ukupnog i LDL-holesterola, kao i triacilglicerola za 6,9%, 6,4% i 3,9% redom, dok je
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HDL- holesterol poveéan za 1,6% (154). Simental-Mendia i Guerrero-Romero su u ispitivanju iz
2019. godine ispitali uticaj resveratrola na lipidni status muskaraca i zena (n=71) sa dislipidemijom
u dozi od 100 mg na dan tokom dva meseca. Rezultati su pokazali da je suplementacija
resveratrolom statisticki zna¢ajno smanjila nivo ukupnog holesterola (-8,7%) i triacilglicerola (-
19,98%) u poredenju sa grupom koja je primala placebo, dok izmedu navedenih grupa nije bilo

statisti¢ki zna¢ajnih razlika za HDL- i LDL-holesterol (155).

Nasuprot studijama sa pozitivnim rezultatima, u nekoliko ispitivanja resveratrol nije pokazao
uticaj na nivo lipida u krvi (107, 133, 137, 156, 157). U prilog tome govori meta-analiza sedam
klini¢kih ispitivanja koju je 2013. godine sproveo Sahebkar. Ova meta-analiza obuhvatila je 282
ispitanika (po 141 u svakoj grupi) i dala zakljuc¢ak da resveratrol nema znacajno delovanje na nivo
lipida u krvi. Ipak, nekoliko ograni¢enja spomenuto je za ovu meta-analizu, kao $to je mala veli¢ina
uzorka, razli¢itost studijskih populacija, razlicitost dizajna studija, doze resveratrola i perioda
suplementacije. U prilog tome, meta-analiza ukljucila je i dve studije gde je umesto Cistog
resveratrola koris¢en resveratrolom obogaceni ekstrakt (158). Novija meta-analiza iz 2018. godine
koja je ukljucila dvadeset i jedno randomizovano klini¢ko ispitivanje dala je iste rezultate, s
jedinom razlikom da se statisticki znacajna razlika javila za nivo triacilglicerola. Medutim, nakon
eliminisanja samo jedne studije iz meta-analize, i ova znacajnost se izgubila (159). Stoga, da bi se
stvarno utvrdio efekat resveratrola na nivo lipida u krvi, neophodno je sprovesti veca, dugoro¢na
1 dobro dizajnirana klinicka ispitivanja, a ono $to zaista ohrabruje i podsti¢e buduca ispitivanja je
saznanje da je primena resveratrola u dozi od 5 g/dan tokom jednog meseca bezbedna i dobro

podnosljiva (158, 160).
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2.4. Komina grozda kao izvor fenola

Prilikom proizvodnje vina, nakon procesa fermentacije procenjeno je da oko 13% od ukupne mase
grozda zavrs$i kao sporedni produkt proizvodnje koji se tretira kao industrijski otpad, Sto moze
predstavljati problem gledano sa ekoloskog 1 ekonomskog aspekta (161, 162). Ovaj sporedni
produkt proizvodnje vina predstavlja komina grozda (Slika 8), koju vecinski ¢ine semena,
pokozice 1 stabljike grozda (29). S obzirom na delimi¢nu ekstrakciju fenola grozda tokom procesa
vinifikacije, komina grozda moZe predstavljati njihov znacajan izvor. Najzastupljeniji fenoli
komine su razli¢iti glikozidi antocijana, hidroksibenzoeva i hidroksicimetna kiselina, flavan-3-oli,
flavonoli, stilbeni, kao i monomerni i oligomerni proantocijanidini. Ipak, njihov kvalitativan i
kvantitativan sastav u komini znacajno varira u odnosu na sortu i berbu grozda, kao i od

primenjenog tehnoloskog procesa proizvodnje vina (13, 14, 163).

Slika 8. Crvena (levo) i bela (desno) komina grozda iz Barossa doline, juzna Australija

Od znacajnog interesa je ¢injenica da komina grozda predstavlja jeftin izvor fenolnih komponenti

za koje su brojna in vitro i in vivo ispitivanja na miSevima, pacovima i zeCevima potvrdila da mogu
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ispoljiti antioksidantno, anti-inflamatorno, kardioprotektivno, neuroprotektivno, antikancerogeno
i anti-dijabetsko delovanje (17-22). Pored fenola, komina grozda sadrzi i znacajne koli¢ine masti,
proteina, dijetetskih vlakana i minerala. Semena grozda sadrze 13-19% ulja bogatog esencijalnim
masnim kiselinama, oko 11% proteina, ¢ak 60-70% nesvarljivih dijetetskih vlakana, a prisutni su
i fitosteroli i nefenolni antioksidanti, kao $to su tokoferoli i B-karoten, koji se veéinski nalaze u
ulju semena grozda (164). Zbog svega navedenog, komina grozda moze biti od velikog interesa

kako za istrazivace, tako 1 za farmaceutsku, kozmeticku i industriju hrane.

2.4.1. Ekstrakcija fenola iz komine grozda

U cilju dobijanja ekstrakata komine grozda sa $to je moguce veé¢im prinosom fenola neophodno je
razviti metodu i posti¢i optimalne uslove za njihovu ekstrakciju, s obzirom da standardna
ekstrakciona metoda nije definisana. U daljem tekstu opisana je ¢vrsto-te¢na ekstrakcija sa njenom
modifikacijom, ultrazvu¢nom radijacijom, kao i novije metode ekstrakcije sa svojim prednostima

I nedostacima.
2.4.1.1. Cvrsto-tecna ekstrakcija

Najcesce koris¢ena metoda za ekstrakciju fenola iz komine grozda je ¢vrsto-tecna ekstrakcija, koja
se moZze definisati kao fenomen transporta mase gde analit iz ¢vrstog matriksa migrira u te¢nu fazu
koja je u kontaktu sa matriksom.

Jedan od glavnih faktora koji utice na efikasnost ekstrakcije je svakako tip rastvaraca koji se
koristi. Osim rastvaraca, ekstrakcija ukupnih fenola iz komine grozda zavisi i od sorte grozda,
vremena ekstrakcije, temperature, acidifikacije rastvaraca, kao i od interakcija nabrojanih varijabli.

Kako se vecina fenola ekstrahuje nakon jednog ili dva ekstrakciona koraka, primena treceg
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ektrakcionog koraka neznatno povecava njihov prinos (165). Zato se umesto dodatnog
ekstrakcionog koraka prinos moze povecati koriS¢enjem alternativnih vidova energije. Upotreba
ultrazvucne radijacije (Ultrasound radiation, US) pogodna je alternativa konvencionalnoj ¢vrsto-
te¢noj ekstrakciji pomo¢u muckanja i mesanja, jer moze znatno povecati efikasnost ekstrakcije
primenom samo jednog ekstrakcionog koraka. Pri tome, ultrazvucna radijacija je jednostavna,
jeftina i predstavlja malu modifikaciju konvencionalne ¢vrsto-teéne ektrakcije. US ektrakcija
fenola zasniva se na kavitacionom fenomenu, a kao glavna prednost navodi se smanjenje vremena

ekstrakcije i to bez potrebe za visokim temperaturama koje mogu uticati na stabilnost fenola (166).

2.4.1.2. Ekstrakcija superkriticnim fluidom (Supercritical fluid extraction, SFE)

Za ekstakciju fenola iz komine grozda najceS¢e se kao superkriti¢an fluid koristi superkriti¢ni
ugljen-dioksid (SC-CO.). Dodatkom modifikatora superkriti¢cnom fluidu (kao §to je metanol) utice
se na njegovu polarnost i time na samu selektivnost ekstrakcije. Stoga je SC-CO2 metoda pogodna
alternativa za ekstrakciju prirodnih produkata iz razli¢itih delova biljaka. Ona se uglavnom
preporucuje za ekstrakciju termolabilnih supstanci za koje je neophodno odrzati niske temperature
tokom ekstrakcije. U ovom slucaju temperatura ekstrakcije je 30°C, ¢ime se spreava degradacija
osetljivih analita. Pored toga, ova metoda je prihvatljiva sa ekoloSkog aspekta, jer se dobijaju
ekstrakti bez rezidualnih toksi¢nih rastvaraca, te se mogu koristiti kao funkcionalna hrana (167,

168).

2.4.1.3. Ubrzana ekstrakcija rastvaracem (Accelerated solvent extraction, ASE)

ASE koristi konvencionalne rastvarace pri visokim temperaturama (100-180°C) i pritiscima (100-
140 bara) da bi se poboljsala ekstrakcija organskih analita iz ¢vrstih uzoraka. Monrad 1 saradnici

razvili su dve alternativne metode za ekstrakciju antocijana 1 proantocijanidina iz komine grozda 1
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proucavali varijable koje uticu na ubrzanu ekstrakciju rastvaraCem. Rezultati su pokazali da se za
ekstrakciju procijanidina iz komine grozda najbolje pokazala meSavina etanola i vode od 50:50
(v:v) u odnosu na druge zapreminske odnose etanola i vode i to pri optimalnoj temperaturi za ACE
(80-140°C). lako su etanol/voda meSavine bile manje efikasne za ekstrakciju polimera velike
molekulske mase, pokazale su veliku efikasnost za ekstrakciju monomera, dimera, trimera,
tetramera i1 pentamera. Slicni uslovi dali su najbolje rezultate i za ekstrakciju antocijana. Stoga,
istazivaci su predlozili ACE kao pogodnu metodu ekstrakcije bioaktivnih komponenti u industriji

vina i sokova, jer ¢uva zivotnu sredinu i ne zahteva velika finansijska sredstva (169).

2.4.1.4. Ekstrakcija enzimskim oslobadanjem

Kammerer i saradnici optimizovali su enzimsku hidrolizu ekstrakata komine grozda upotrebom
kombinacije pektinoliti¢nih i celulolitiénih enzima tokom ekstrakcije pomocu vode da bi povecali
prinos fenola. Autori su upotrebom navedene kombinacije enzima sproveli pre-ekstrakciju nakon
Cega je ostvaren prinos od 70,1% za fenolne kiseline, 75,2% za flavonoidne neantocijane i 1,7%
za antocijane. Nakon digestije, prinos fenola kod ove ekstrakcije u dva koraka bio je 98,1% za
fenolne kiseline, 96,8% za flavonoidne neantocijane i stilbene i 2,9% za antocijane. Uspeh
ekstrakcije objasnjen je smanjenjem inhibitornog efekta na enzimsku digestiju, jer su se fenoli
delom ekstrahovali tokom prvog koraka. Ipak, pre-ekstrakcija nije znacajno poboljsala prinos
antocijana. Ova predlozena ekstrakcija iz dva koraka (pre-ekstrakcija i digestija) moze biti dobra
strategija za dobijanje visoko-koncentrovanih ekstrahata koji bi se koristili kao aditivi u hrani ili

kao sastojak funkcionalne hrane (170).
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2.4.1.5. Poredenje metoda ekstrakcije fenola iz komine grozda

De Campos i saradnici ispitivali su uticaj vise razli¢itih metoda ekstrakcije na antioksidantni
potencijal ektrakata komine grozda. Evaluirani su i ukupan sadrzaj fenola i lipofilni sastav. Autori
su poredili u¢inak konvencionalne ¢vrsto-te¢ne (SLE) i Soxhlet ekstrakcije, sa SFE sa CO2 kao
superkritiénim fluidom i SFE sa CO2 uz upotrebu kosolventa. Rezultati su pokazali da je upotreba
kosolventa (u ovom slucaju 15%-tnog etanola) povecala sadrzaj ukupnih fenola i antioksidantnu
aktivnost dobijenih ekstrakata. Ipak, antioksidantna aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola bili su
znac¢ajno nizi u poredenju sa konvencionalnim metodama. SFE je dala bolje rezultate u pogledu
ekstrakcije nepolarnih supstanci, kao $to su masne kiseline, i uspela da ekstrahuje neke bitne
supstance koje nisu bile detektovane konvencionalnim metodama (171). Konvencionalne metode,
kao sto su ¢vrsto-tecna ekstrakcija (SLE) i njena modifikacija pomoc¢u ultrazvucnog zracenja (US-
SLE), imaju prednost jer su dostupne u vecini laboratorija i daju zadovoljavajuce prinose ako se
na pravi nacin optimizuju parametri ekstrakcije. S druge strane, konvencionalne metode cesto
imaju nekoliko organiCenja, kao Sto je pregrevanje matriksa uzorka koje moze dovesti do
smanjenja aktivnosti i stabilnosti finalnog produkta, visoka potroS$nja energije i cena, kao i
upotreba organskih rastvaraca koji mogu biti problem u pogledu bezbednosti primene dobijenih
ekstrakata. Novije ekstrakcione metode, kao §to su SFE i ACE, pokazale su se pogodnim za
ekstrakciju bioaktivnih komponenti. One su primarno fokusirane na skra¢enje vremena ekstrakcije
1 smanjenje potros$nje organskih rastvaraca, prilikom ¢ega je prinos fenola bio priblizan ili veéi u
poredenju sa konvencionalnim metodama. Ipak, njihov glavni nedostatak je visoka cena i
nedostupnost u veéini standardno-opremljenih laboratorija. lako je prinos fenola veoma bitan
parametar, 1 drugi Cinioci, kao $to su bezbednost finalnog proizvoda i cena procesa ekstrakcije,

uticu na izbor ekstakcione metode (164, 167).
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3. CILJEVI | HIPOTEZE
Osnovni ciljevi doktorske disertacije:
1. Analiza dijetetskih suplemenata na bazi grozda i japanskog troskota
1.1. Analiza dijetetskin suplemenata na koncentraciju trans- resveratrola i drugih
pojedinac¢nih fenola, ujednacenost njihove mase i sadrzaja, kao i oslobadanje aktivnih
komponenata iz ¢vrstih doziranih oblika
1.2. Odredivanje antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola
1.3. Ispitivanje zdravstvene ispravnosti dijetetskih suplemenata u pogledu prisustva
ostataka pesticida i toksi¢nih metala
2. lspitivanje uticaja dijetetskog suplementa na glikemijski i lipidni status eksperimentalnih
Zivotinja
3. Razvoj metode ekstrakcije fenola iz praha komine grozda, odredivanje njihove
koncentracije, antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola
Osnovni rezultati koji se o¢ekuju (hipoteze):
1.1. Sadrzaj resveratrola i drugih pojedina¢nih fenola u dijetetskim suplementima nije u skladu
sa deklarisanim sadrzajem, dok dozirane jedinice ne ispunjavaju zahteve farmakopeje u
pogledu ujednacenosti mase i sadrZaja, kao i brzine oslobadanja aktivnih komponenti
1.2. Dijetetski suplementi na bazi grozda i japanskog troskota poseduju antioksidantni
kapacitet
1.3. Dijetetski suplementi su zdravstveno ispravni u pogledu prisustva ostataka pesticida i
toksi¢nih metala
2. Dijetetski suplement smanjuju nivo glukoze i lipida u krvi eksperimentalnih Zivotinja

3. Komina grozda sadrzi znatnu koli¢inu fenola grozda i predstavlja njihov znacajan izvor
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4. MATERIJAL | METODE

Supstance i reagensi koris¢eni u radu:

- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal - Sigma Aldrich (Nemacka)

- acetonitril UHPLC ¢isto¢e, min 99,9% - Panreac AppliChem (Nemacka)
- azotna kiselina (Trace Element Grade) (69%, Hiperpur) - Panreac Applichem (Nemacka)
- destilovana voda, TKA water purification system tip 05.30C 7-DEN, Zavod za farmaciju, Novi
Sad (Republika Srbija)

- etanol 96% - Zorka Pharm (Republika Srbija)

- Folin Ciocalteu fenolni reagens - Fluka Biochemika (Svajcarska)

- fruktoza 100% (Republika Srbija)

- galna Kkiselina, 99% - Alfa Aesar Lancaster Synthesis (SAD)

- glukoza 98% (Republika Srbija)

- heksan (Suprasolv) — Merck (Darmstadt, Nemacka)

- hidroksiaminhidrohlorid — Sigma-Aldrich (Nemacka)

- holesterol - Sigma Chemicals Co (SAD)

- holna kiselina - Sigma Chemicals Co (SAD)

- kalaj-hlorid - Sigma-Aldrich (Nemacka)

- kalijum permanganat — Sigma-Aldrich (Nemacka)

- limunska kiselina - Sigma Chemicals Co (SAD)

- maslinovo ulje Extra virgin Classico - Monini (Italija)

- metanol HPLC c¢istoée, min 99,8% - J.T. Baker (Holandija)

- metanol p.a. - Panreac AppliChem (Nemacka)

- mravlja kiselina, min 85% - Lach-Ner (Ceska Republika)
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- natrii chloridi infundibile, rastvor za infuziju, 0,9% - Hemofarm (Republika Srbija)

- natrijum karbonat anhidrovani, min 99,5% - Sinex laboratory (Republika Srbija)

- primarni sekundarni amin sorbent (PSA) — Supelco (Bellefonte, SAD)

- sir¢etna kiselina p.a., min 99,5% - POCH (Poljska)

- streptozotocin - Sigma Chemicals Co (SAD)

- sumporna kiselina - Lach-Ner (Ceska Republika) (Trace Element Grade)

- uretan - Sigma Chemicals Co (SAD)

- vodonik peroksid (Trace Element Grade)- AnalaR Normapur for traces analysis - VWR
International

Za pripremu acetatnog pufera pH 4,5: koncetrovana sir¢etna kiselina (99-100%) (J.T. Baker,
Nemacka) i natrijum acetat (Lach-Ner, Ceska)

Za pripremu smese puferskih soli za ekstrakciju i razdvajanje kod QUEChERS metode:
anhidrovani magnezijum sulfat (Merck, Darmstadt, Nemacka), natrijum hlorid (VWR Prolabo,
Belgija), trinatrijum citrat dihidrat (Fisher Scientific, UK) i dinatrijum hidrogencitrat seskvihidrat

(Merck, Darmstadt, Nemacka).

Standardne supstance: trans-resveratrol, galna kiselina, rutin hidrat, kafena kiselina, kvercetin
dihidrat, vanilinska Kkiselina, siringinska kiselina, benzoeva Kkiselina, hesperetin, p-
hidroksibenzoeva kiselina, p-kumarinska kiselina, trans- cimetna kiselina, hlorogenska kiselina,
naringenin, kempferol i (+)-katehin - Sigma Aldrich (Nemacka); malvidin-3-glukozid, cianin-3-
glukozid hlorid i delfinidin-3- glukozid hlorid — AppliChem (Nemacka), petunidin-3- glukozid
hlorid i peonidin 3- glukozid hlorid — Phytolab (Nemacka).

Instrumenti i1 aparatura kori$¢eni u radu:

- analiticka vaga Radwag AS 60/C/2, 1mg-60g, 0,01mg (Poljska)
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- atomski apsorpcioni spektrofotometar (AAS) - Pye Unicam SP9 (UK)

- atomski apsorpcioni spektrofotometar (AAS) - Thermo Scientific iCE 3000 Series sa grafithom
kivetom i autosemplerom GFS35 (SAD)

- centrifuga — Sigma 2-5 (Nemacka)

- gasni hromatograf (GC — Gass Chromatograph) - Agilent Technologies 6890N Series — model
sa autosemplerom i masenim spektrometrom kao detektorom (MS)

- ultrazvucno kupatilo — Bandelin Sonorex (Nemacka)

- uredaj za ispitivanje rastvorljivosti: dissolution tester — Type DT 800, Erweka (Nemacka)

- UV/Vis spektrofotometar — Agilent 8453 (Nemacka)

- UV/Vis spektrofotometar — Olympus AU 400 (Nemacka)

- visoko efikasni te¢ni hromatograf (HPLC- High-Performance Liquid Chromatography) — Agilent
1100 Series — model sa binarnom pumpom, degaserom, autosemplerom i UV/Vis diode array
detektorom (DAD)

- vorteks mikser — Vortex — genie 2, Scientific industries, INC. Bohemia, N.4. 11716, model: G-
560 E (SAD)

- rotacioni vakuum upariva¢ - Laborota d4011 digital, Heidolph Instruments GmbH (Schwabach,
Nemacka)

- mikrotalasna pe¢ - Anton Paar Multiwave 3000 (SAD)

- vortex mikser — Vortex — genie 2, Scientific industries, INC. Bohemia, N.4. 11716,

model: G-560 E (SAD)

- magnetna mesSalica — Heidolph MR 3001 (Nemacka)

- blender — Bosch (Nemacka)

- membranski filteri 0,45 um — Agilent Technologies (Delaware, Wilmington, SAD)
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- aparat za merenje glikemije Accu-chek Active — Roche (Svajcarska)

4.1. Analiza dijetetskih suplemenata na bazi grozda i japanskog troskota

4.1.1. Uzorci dijetetskih suplemenata

Analizirano je ukupno 14 komercijalno dostupnih dijetetskih suplemenata koji se nalaze u

slobodnom prometu na teritoriji Republike Srbije preko apoteka i interneta (Tabela 1).

Tabela 1. Pregled ispitanih dijetetskih suplemenata na bazi grozda i japanskog troskota.

Supl. | Dozirani Sastav Preporucena
oblik dnevna doza
1 tvrde | 63 mg suvog ckstrakta semena grozda (Vitis vinifera) 1-2 kapsule
kapsule
2 tvrde | 450 mg praha bobice crvenog grozda (Vitis Vinifera) i 1 kapsula
kapsule | 50 mg suvog ekstrakta crvenog vina (10:1), standardizovane
na 47 mg ukupnih fenolnih
jedinjenja
3 tvrde | 54,25 mg ekstrakta kostica grozda (Vitis Vinifera) i 175mg | 2 kapsule
kapsule | vitamina C
4 tvrde | 50 mg ekstrakta semena grozda, standardizovanog na | 1 kapsula
kapsule | minimalno 95% proantocijanidina
5 tvrde | 162,5 mg grozda u prahu i 87,5 mg ekstrakta komine grozda | 1 kapsula
kapsule
6 tvrde | 100 mg ekstrakta gljive Ganoderma lucidum, 30 mg 2 kapsule
kapsule | ajkuline hrskavice u prahu, 130 mg mati¢nog mleca, 80 mg
ekstrakta semenki grozda (resveratrol), 80 mg ekstrakta
zelenog €aja 1 80 mg ekstrakta Sipurka roze (vitamin C)
7 tvrde | 180 mg ekstrakta gljive Ganoderma lucidum, 25 mg 2 kapsule
kapsule | ekstrakta mladica brokolija (sulforafan), 160 mg mati¢nog
mleca, 100 mg ekstrakta semenki grozda (resveratrol), 35
mg ekstrakta paradajza (likopen)
8 tvrde |20 mg biljke Polygonum cuspidatum (suvi ekstrakt | 1-2 kapsule
kapsule | standardizovan na najmanje 50% trans-resveratrola) i 40 mg

lista Ginkgo bilobae (suvi ekstrakt (50:1) standardizovan na
24% flavonoida i 6% terpenskih laktona)
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Tabela 1. Nastavak

9 tvrde |20 mg biljke Polygonum cuspidatum (suvi ekstrakt | 1-2 kapsule
kapsule | standardizovan na najmanje 50% trans-resveratrola) i 30 mg
koenzima Q10

10 meke |20 mg resveratrola kroz ekstrakt biljke Polygonum | 2-3 kapsule
kapsule | cuspidatum
11 tvrde 100 mg ekstrakta biljke Polygonum cuspidatum 1 kapsula
kapsule | standardizovanog na 98% resveratrola i 100 mg vitamina C
12 tvrde | 100 mg ekstrakta resveratrola standardizovanog na 50% | 1 kapsula
kapsule | trans-resveratrola, 50 mg ekstrakta semena grozda i 20 mg
koenzima Q10

13 kuglice | 44,36 mg suvog ekstrakta korena biljke Polygonum | 4-6 kuglica
cuspidatum standardizovanog na 98% resveratrola
14 pastile | 17 mg zastiCene meSavine resveratrola [Polygonum 2 pastile
cuspidatum (standardizovan na 98% trans-resveratrola) i
BioVin® ekstrakt crvenog vina (standardizovan na 5%
trans-resveratrola)]

4.1.2. Odredivanje ujednacenosti mase

Za svaki dijetetski suplement merena je masa 20 tableta/kapsula, pri ¢emu je masa kapsule
predstavljala razliku mase cele kapsule 1 kapsule omotaca. IzraCunata je srednja vrednost mase
tableta/kapsula, a zatim je odstupanje mase svake pojedinacne tablete/kapsule od srednje vrednosti

mase izrazeno u procentima (172).

4.1.3. Odredivanje ujednacenosti sadrzaja pojedina¢nih fenola

Za svaki suplement vr$eno je ispitivanje sadrzaja pojedinacnih fenola za 10 tableta ili kapsula kako

bi se mogla utvrditi ujednacenost njihovog sadrzaja (172).

4.1.3.1. Priprema uzorka

Za 10 tableta/kapsula ekstrahovani su pojedina¢ni fenoli i odreden je njihov sadrzaj. Ekstrakcija

je vrsena sa 10 mL 80% metanola, 15 min na ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon hladenja rastvora,
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isparena koli¢ina rastvaraca nadoknadena je 80%-tnim metanolom do 10 mL i ekstrakti su

razblaZzeni 10 puta sa 0,1%-tnim rastvorom siréetne kiseline u vodi.
4.1.3.2. HPLC analiza

Dobijeni ekstrakti filtrirani su kroz membranske filtere (0,45 um) u vijale i analizirani metodom
visoko-efikasne te¢ne hromatografije, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (173).
Kao kolona korisc¢ena je reverzno-fazna Poroshell 120 EC-C18 kolona (4,6*100 mm, 2,7 um;
Agilent, SAD) sa gradijentnom elucijom (A- 0,1% CHsCOOH, B- 0,1% CH3sCOOH u ACN).
Kolona je termostatirana na 25°C, brzina protoka bila je 1,0 mL/min, a injekciona zapremina 5 pL.
Za detekciju koriscen je diode array detektor (DAD) na 225, 280, 305, 330 i 360 nm. Pojedina¢ni
fenoli su identifikovani na osnovu retencionog vremena i UV spektara odgovarajucih standardnih
supstanci - trans-resveratrol, galna kiselina, rutin hidrat, kafena kiselina, kvercetin dihidrat,
vanilinska kiselina, siringinska kiselina, benzoeva kiselina, hesperetin, p-hidroksibenzoeva
kiselina, p-kumarinska Kkiselina, trans-cimetna kiselina, hlorogenska Kkiselina, naringenin,
kempferol i (+)-katehin. Za svaki standard konstruisane su kalibracione krive od pet tacaka sa

koeficijentom korelacije R? >0,999.
4.1.4. Ispitivanje rastvorljivosti dijetetskih suplemenata

Oslobadanje resveratrola iz Sest tableta/kapsula odredivano je testom rastvorljivosti (Aparatura 1

ili 2) (British Pharmacopoeia 2012) (Tabela 2) (172).
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Tabela 2. Uslovi testa rastvorljivosti (British Pharmacopoeia 2012)

broj uzorkovanje
metod medijum zapremina | obrtaja/min (min)
suplement lopatice acetatni 500 mL 100 45
1-12 pufer, pH 4,5
suplement 13, korpice acetatni 500 mL 100 45
14 pufer, pH 4,5

4.1.4.1. Ispitivanje rastvorljivosti kapsula

Ispitivano je po Sest doznih jedinica svakog suplementa. Test disolucije vrSen je na temperaturi od
37+0,5°C, pri brzini mesanja od 100 rpm, metodom sa korpicama (Aparatura 1) u 500 mL pufera
pH 4,5. Alikvoti rastvora su ru¢no uzorkovani nakon 45 minuta, potom su filtrirani kroz

membranski filter u tamne vijale za HPLC analizu.

4.1.4.2. Ispitivanje rastvorljivosti tableta

Kod ispitivanja rastvorljivosti tableta koriS¢en je metod sa lopaticama (Aparatura 2), na
temperaturi od 37+0,5°C, pri brzini mesanja od 50 rpm u 500 mL pufera pH 4,5. Alikvoti rastvora
su ruéno uzorkovani nakon 45 minuta, nakon cega su filtirani kroz membranski filter u tamne

vijale za HPLC analizu.

4.1.4.3. HPLC analiza

HPLC analiza radena je prema metodi opisanoj kod odredivanja sadrzaja pojedina¢nih fenola

suplemenata (173).
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4.1.5. Odredivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost dijetetskih suplemenata odredivana je spektrofotometrijski pomocu
reakcije sa DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) radikalom (174). U niz epruveta dodavana je
odgovarajuca rastuca koli¢ina uzorka (50-300 pL metanolnog ekstakta suplementa), po 1000 pL
etanolnog rastvora DPPH reagensa (90 uM), dok je etanol dodavan do 4000 pL. Epruvete su nakon
stavljanja aluminijumske folije drzane u mraku 1h, nakon ¢ega je merena apsorbanca na 515 nm.
Kapacitet hvatanja radikala (RSC) racunat je za svaku koncentraciju, prema formuli RSC=100 —
100 X [Aekstrakt/ Aslepa proba], gde je Aekstrakt predstavljao apsorbancu analiziranih uzoraka, a Asiepa proba
apsorbancu slepe probe. Blank rastvor bio je 95%- tni etanol, dok je slepu probu predstavljao 95%-
tni etanol (3000 uL) i DPPH reagens (1000 uL). Kalibraciona kriva je konstruisana tako da RSC
bude naspram koncentracije ekstrakata iz koje je racunata 50%-tna inhibitorna koncentracija (1Cso,

mg/mL) kao koncentracija ekstrakta neophodnog za dostizanje RSC vrednosti u iznosu od 50%.

4.1.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPC — total phenolic content)

Sadrzaj ukupnih fenola odredivao se spektrofotometrijski Folin-Ciocalteu metodom koris¢enjem
galne kiseline kao standarda (175). Ista koli¢ina (100 pL) slepe probe (destilovana voda), standarda
1 ekstrakta uzorka dodana je u razlicite epruvete 1 tretirana na isti na¢in. Nakon dodavanja 500 pL
razblazenog Folin-Ciocalteu reagensa (odnos Folin-Cicalteu reagens : voda = 1:10), epruvete su
vorteksirane 6 s. Nakon 6 min dodato je 400 pL 7,5%-tnog rastvora Na.COs, epruvete su ponovo
vorteksirane 6 sekundi, obloZene aluminijumskom folijom i ¢uvane zaSti¢ene od svetlosti 2 h.
Apsorbanca je merena UV-spektrofotometrijom na 740 nm. Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti

galne kiseline (GAE) po gramu proizvoda koris¢enjem standardne krive galne kiseline.
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4.1.7. Analiticka metoda za analizu ostataka pesticida

Za odredivanje ostataka pesticida primenjena je tehnika gasne hromatografije sa selektivnim
detektorom masa (GC-MS), nakon pripreme uzoraka QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective

Rugged Safe) metodom, prema standardu EN 15662 (176).

4.1.7.1. Priprema uzoraka- QUEChERS metoda (176)

Reagensi: Acetonitril i heksan, magnezijum sulfat anhidrovani, natrijum hlorid, dinatrijum
hidrogencitrat seskvihidrat, trinatrijum citrat dihidrat, primarni sekundarni amin sorbent (PSA),

mravlja kiselina.

Smesa puferskih soli za ekstrakciju i razdvajanje: 4 £ 0,2 g magnezijum sulfata anhidrovanog, 1 +
0,05 g natrijum hlorida, 1 + 0,05 g trinatrijum citrat dihidrata i 0,5 + 0,03 g dinatrijum

hidrogencitrata seskvihidrata (soli odmerene u plasti¢nu kivetu).

Aparati i pribor: Uobicajeni laboratorijski aparati, i posebno sledeée: oprema za usitnjavanje
uzorka, vaga, polipropilenske kivete za centrifugu zapremina 15 i 50 mL, vorteks, automatske
pipete pogodne za rad sa zapreminama od 10 puL do 100 uL i 200 puL do 1000 uL, graduisane
staklene pipete od 1, 5 i 10 mL, centrifuga, rotacioni vakuum uparivac, viali od 2 mL za GC

autosampler.

Postupak: Prvi ekstrakcioni korak: odmereno je 5 g + 0,1 g usitnjenog homogenog uzorka u Kivetu
za centrifugu od 50 mL. Dodano je 10 mL dejonizovane vode i 10 mL acetonitrila. Kiveta je
zatvorena i snazno muckana tokom 1 min. Uzorci su ohladeni na temperaturu od +4°C pre dodatka

smese puferskih soli.
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Drugi ekstrakcioni korak i razdvajanje: dodana je pripremljena smesa puferskih soli suspenziji
dobijenoj u prvom ekstrakcionom koraku. Kiveta je zatvorena, odmah snazno muc¢kana tokom 1

min i centrifugirana tokom 5 min na 3500 g.

Precis¢avanje (disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, d-SPE): alikvot 6 mL acetonitrilne faze
dobijene u drugom ekstrakcionom koraku prenet je u kivetu za centrifugiranje u kojoj se nalazilo
150 mg PSA i 900 mg magnezijum sulfata. Kiveta je zatvorena, snazno muckana tokom 30 sekundi
i centrifugirana tokom 5 min na 3500 g. Alikvot 4 mL bistrog ekstrakta je odmah odvojen i

zakiSeljen dodatkom 40 pL 5%-tne mravlje kiseline u acetonitrilu, u balonu za uparavanje.

Koncentrovanje ekstrakta: ekstrakt je uparen skoro do suva i izmeren rastvara¢ sa heksanom, tako

da konac¢na zapremina ekstrakta iznosi 1 mL. Ekstrakt je prenet u autosampler vial.

4.1.7.2. GC-MS metoda

Primenjena je TRI PEST metoda (Agilent) sa zaklju¢anim retencionim vremenom (Retention
Time Locked, RTL) za hlorpirifos metil na 16,596 min, na gasnom hromatografu Agilent
Technologies 6890N Series, sa autosemplerom Agilent Technologies 7686B Series injector i
analitickom kolonom HP-5MSi 5% Phenyl Methyl Siloxane Capillary 30,0m*250um™*0,25um, pri
slede¢im uslovima rada hromatografa: inlet splitless; nosec¢i gas helijum, 99,9999%; inlet pritisak
24,14 psi; inlet temperatura 250°C; injekciona zapremina 1 pL, temperaturni program za kolonu:
pocetna temperatura 70°C sa vremenom zadrZavanja 2 min, zagrevanje sa 25°C/min do 150°C,
zagrevanje sa 3°C/min do 200°C, zagrevanje sa 8°C/min do 280°C i vreme zadrzavanja 10 min
(vreme analize 41,9 min). Kao detektor koris¢en je maseni spektrometar Agilent Technologies
5973 Series, pri slede¢im uslovima rada: temperatura izvora 230°C; temperatura kvadropola

150°C. SIM (Selected lon Monitoring) metoda ukljucila je po 1 kvantifikacioni i 2 identifikaciona
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jona za svaki pesticid. Analiza prikupljenih podataka sprovedena je koriS¢enjem softvera MSD

ChemStation D.02.00275.

Primenjena metoda obuhvatila je ostatke 57 odabranih pesticida iz grupa organohlornih,
organofosfornih, azotnih pesticida i triazina (organohlorni pesticidi: o-HCH, B-HCH, lindan, -
HCH, heptahlor, heptahlorepoksid, aldrin, dieldrin, endrin, cis-hlordan, trans-hlordan, nonahlor
trans, endosulfan I, endosulfan 11, endosulfansulfat, DDE, DDD, DDT, hlorobenzilat, metoksihlor,
hlorotaldimetil, cis-permetrin, trans-permetrin; organofosforni pesticidi: mevinfos, etoprofos,
hlorpirifos, tetrahlorvinfos. azotni pesticidi: difenamid, napropamid, pabulat, tebutiuron, molinat,
cikloat, propahlor, hlorprofam, pronamid, terbacil, alahlor, metolahlor, triadimefon, butahlor,
fenarimol, bromacil, trifluralin, norflurazon, fluridon; triazini: atraton, atrazin, prometon,

propazin, prometrin, terbutrin, simetrin, ametrin, cianazin, heksazinon, simazin).

Metoda je okarakterisana slede¢im karakteristikama izvodenja: limit kvantifikacije od 0,01 mg/kg,
prinos i preciznost u skladu sa zahtevima definisanim za metode za odredivanje ostataka pesticida
u hrani, datim u vodi¢u SANTE/11945/2015 (177) (prinos 70-120%; preciznost kao RSD<20%),
opseg linearnosti od 10-2000 ng/mL. ProSirena merna nesigurnost odredivanja procenjena je na

50%.

4.1.8. Analiticke metode za odredivanje toksi¢nih metala

Analiza toksi¢nih metala obuhvatila je olovo (Pb), kadmijum (Cd) i zivu (Hg), za koje je

dozvoljeni sadrzaj u dijetetskim suplementima regulisan zakonskim aktima (2).

Analiza je uradena tehnikom atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS), za olovo i kadmijum
sa grafitnom pec¢i (GF AAS) nakon mikrotalasne digestije, prema standardnoj metodi SRPS EN

14084:2008 (178), odnosno za zivu sa generisanjem hladnih para (CV AAS).
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4.1.8.1. Analiza olova i kadmijuma (178)

Za pripremu uzorka mikrotalasnom digestijom koriS¢ena je mikrotalasna pe¢ Anton Paar
Multiwave 3000. Postupak pripreme: deo homogenizovanog uzorka mase 0,5 g prenet je u posudu
za digestiju (teflonska kiveta) i zatim dodato 4 mL azotne kiseline, 1 mL hlorovodoni¢ne kiseline
kiseline i 2 mL vodonik peroksida (reagrensi kvaliteta Trace Element Grade). Posude za digestiju
postavljene su u rotor i mikrotalasnu pe¢ i pokrenut je odgovarajuci program za digestiju (snaga
1200 W, p-rate: 0,5 bar/s IR: 210°C p: 40 bar). Nakon zavrSene digestije posude za digestiju
izvucene su iz mikrotalasne peéi i ostavljene da se sasvim ohlade pre otvaranja. Nakon otvaranja
poklopci i zidovi posude isprani su dejonizovanom vodom u plasti¢ni normalni sud od 25 mL i

dopunjeni dejonizovanom vodom do crte.

Instrumentalna analiza uradena je na instrumentu AA spektrofotometar Thermo Scientific iCE
3000 Series sa grafitnom kivetom i autosemplerom GFS35. Parametri spektrometra: apsorbancija
na talasnoj duzini od 283,3 nm za olovo, odnosno 228,8 nm za kadmijum. Parametri grafitne peéi:
tip kivete ELC (Omega platform — L’vov). Za olovo: temperaturni program: 100°C 30 sec, rampa
10°C/sec, 450°C 20 sec, rampa 15°C /sec, 1900°C 3 sec, 2500°C 3 sec; zapremina uzorka 20,0
uL; matriks modifikator amonijum dihidrogen fosfat-magnezijum nitrat. Za kadmijum:
temperaturni program: 100°C 30 sec, rampa 10°C/sec, 300°C 20 sec, rampa 150°C /sec, 1250°C

3 sec, 2500°C 3 sec; zapremina uzorka 20,0 pL; matriks modifikator: ne.

Metoda je okarakterisana sa limitom kvantifikacije od 0,01 mg/kg za Pb i 0,01 mg/kg za Cd, kao
i opsegom linearnosti od 2-20 pg/L (u 0,1 M HNOs3) za olovo i 0,4-4 pg/L (u 0,1 M HNO3) za

kadmijum.
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4.1.8.2. Analiza Zive

Postupak pripreme uzoraka: odmereno je 1,0 g homogenizovanog uzorka u erlenmajer sa slifom
od 250 mL. Dodano je 5 mL cc HSO4 (Trace Element Grade) i ostavljeno na 70°C 1 sat u dobro
zatvorenom erlenmajeru. Nakon hladenja do sobne temperature i uz stalno hladenje dodano je 50
mL 6%-tnog KMnOa i ostavljeno na 70°C jos 2 sata u dobro zatvorenom erlenmajeru. Neposredno

pre odredivanja dodano je 15 mL 20%-tnog hidroksiaminhidrohlorida i 5 mL dejonizovane vode.

Instrumentalna analiza uradena je na atomskom apsorpcionom spektrofotometru Pye Unicam SP9,
na talasnoj duzini 253,8 nm. Postupak odredivanja: u erlenmajer sa slifom za generisanje hladnih
para kvantitativno je prenet pripremljen uzorak za odredivanje, dodano 2 mL 10%-tnog SnCl. u

HCI i odmah uronjen barboter (vazduh). Nakon 1 minuta o¢itana je vrednost apsorbance.

Metoda je okarakterisana sa limitom kvantifikacije od 0,01 mg/kg, kao i opsegom linearnosti od

0,3-2 pglL.
4.2. Razvoj metode ekstrakcije fenola iz komine grozda i analiza dobijenih

ekstrakata

4.2.1. Uzorci komine grozda

Razvoj metode ekstakcije fenola iz komine grozda i analiza dobijenih ekstrakata ukljucio je pet
razli¢itih komina grozda dobijenih nakon proizvodnje vina od Merlot i Cabernet sorti crvenog

grozda sa teritorije Republike Srbije.

4.2.2. Priprema uzoraka komine grozda
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Nakon susenja uzoraka komine grozda na sobnoj temperaturi (25°C) u periodu od tri dana, sledilo
je sitnjenje u blenderu do postizanja praskaste konzistencije. Sa dobijenim prahovima komine

grozda raden je razvoj metode ekstrakcije.

4.2.3. Razvoj metode ekstrakcije fenola iz komine grozda

Kao ekstrakciona metoda odabrana je ¢vrsto- tecna ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvucnog zracenja.
Ekstrakcija je sprovedena u cetiri ekstrakciona protokola, gde je maseni odnos izmedu rastvaraca
i uzorka bio podesen na 50:1, temperatura vode u ultrazvuénom kupatilu 56°C, a vreme ekstrakcije

30 min.

Protokoli su se razlikovali prema ekstrakcionim medijumima:

Ekstrakcioni protokol 1- 3 g/L limunske kiseline u vodi

Ekstrakcioni protokol 2- 3 g/L limunske kiseline u 53%-tnom etanolu

Ekstrakcioni protokol 3- 53%-tni etanol

Ekstrakcioni protokol 4- 3 g/L limunske kiseline u 80%-tnom etanolu.

Kao poredbeni rastvara¢ za jednu vrstu komine Kkoristio se metanol sa i bez dodatka limunske
kiseline pri istim uslovima ekstrakcije. Nakon pripreme uzoraka komine za svaki ekstrakcioni
medijum odmerena je na analiti¢koj vagi odgovarajuéa masa komine (0,2 g) kako bi odnos
rastvaraca i komine bio 50:1, a koncentracija uzorka komine 0,02 g/mL. Odmerene mase komine
su potom kvantitativno prenete u normalne sudove od 10 mL koji su punjeni do crte ekstrakcionim
medijumom i komine su rastvarane u odgovaraju¢em rastvara¢u na magnetnoj mesalici u trajanju

od 5 min. Nakon toga, normalni sudovi su postavljeni u ultrazvu¢no kupatilo i drzani 30 min na

48



56°C. Nakon perioda hladenja, nadoknadena je koli¢ina rastvaraca koja je isparila, ekstarakti su

filtrirani kroz membranske filtere (0,45 pm) i analizirani predvidenim testovima.

4.2 4. Odredivanje pojedina¢nih fenola

Pojedinacni fenoli u uzorcima komina grozda odredivani su HPLC metodom po istom postupku

za odredivanje pojedina¢nih fenola opisanom kod ispitivanja dijetetskih suplemenata (173).

4.2.5. Odredivanje antocijana

Za odredivanje antocijana kori$¢ena je HPLC metoda (173). Od antocijana odredivani Su
delfinidin-3-glc, cijanidin-3-glc, petunidin-3-glc, peonidin-3-glc i malvidin-3-glc. Za gradijentnu
eluciju na reverzno-faznoj Poroshell 120 EC-C18 koloni (4,6*100 mm, 2,7um; Agilent, SAD)
mobilnu fazu ¢inile su mesavine destilovane vode, mravlje kiseline i acetonitrila u razli¢itim
odnosima (A- 87:10:3; B- 40:10:50) pri protoku od 0,8 mL/min, vremenu analize od 35 min i
injekcionom zapreminom od 100 pL. Za detekciju antocijana na 518 nm koris¢en je diode array

detektor (DAD).

4.2.6. Odredivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost uzoraka komina grozda odredivana je spektrofotometrijski po istom

postupku opisanom kod ispitivanja dijetetskih suplemenata (174).

4.2.7. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) odredivan je spektrofotometrijski po istom postupku opisanom kod

ispitivanja dijetetskih suplemenata (175).
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4.3. Optimizacija ekperimentalnih faktora ektrakcije fenola iz komine grozda

Komina grozda koja je pokazala najvecu antioksidantnu aktivnost i najvisi sadrzaj ukupnih fenola

(TPC) odabrana je za optimizaciju eksperimentalnih faktora ultrazvucne ekstrakcije.
4.3.1. Priprema uzorka

Nakon suSenja komine grozda na sobnoj temperaturi (25°C) tokom tri dana, sledeci korak bio je

mlevenje komine u blenderu do praskaste konzistencije.
4.3.2. Postupak ekstrakcije

Nakon pripreme uzorka, odgovaraju¢a mase komine odmerena je na analitiCkoj vagi |
kvantitativno preneta u volumetrijske tikvice od 10 mL, koje su zatim punjene odgovarajué¢im
ekstrakcionim medijumom. Nakon toga, volumetrijske tikvice su stavljane u ultrazvu¢no kupatilo
i drzane propisano vreme na odgovarajucoj temperaturi (Tabeli 3 i Tabela 4). Nakon hladenja,

ekstrakti su filtrirani kroz membranski filter (0,45 um) i analizirani.
4.3.3. Eksperimentalni dizajn

MODDE 10.0 softver (Umetrics, Umea, Svedska) koriséen je za optimizaciju eksperimentalnih
faktora. Kroz set 11 planiranih eksperimenata (Placket Burman dizajn) dva prvobitno ispitivana
eksperimentalna faktora bila su: koncentracija rastvaraca (x1) u rasponu od 0% (tj. 100% vode) do
80% etanola u vodi 1 maseni odnos uzorka i rastvaraca (x2) u rasponu od 1:10 (tj. 1 g uzorka na
10 mL rastvaraca) do 1:60 (tj. 1 g uzorka na 60 mL rastvaraca), koriste¢i konstantne druge faktore
ekstrakcije iz literature: 55°C, 30 min (Tabela 3). Raspon je definisan na osnovu naucne pozadine,

prakti¢nih i finansijskih razloga u vezi samog procesa ekstrakcije. Prethodni radovi su pokazali da
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je maksimalna koncentracija etanola u vodi koja se koristi za ekstrakciju fenola iz grozda komine

bila 80%, a odnos uzorka i rastvaraca 1:60 (164).

Za konacnu optimizaciju metode primenjen je set od 17 planiranih eksperimenata u okviru CCF
(23 full factorial Central Composite Face) dizajna (Tabela 4). Tri optimizovana eksperimentalna
faktora bila su: pH vrednost (x1) od 3 do 6, temperatura ekstrakcije (x2) od 30 do 60°C i vreme
ekstrakcije (x3) od 10 do 60 min koris¢enjem koncentracije rastvaraca i masenog odnosa uzorka i
rastvaraca koji su dali najbolje rezultate u inicijalnoj optimizaciji. Podaci iz literature pokazali su
da je fenolni ekstrakt dobijen na pH 4,5 imao veci prinos ukupnih i pojedina¢nih fenola i bolji
antioksidantni kapacitet u odnosu na ekstrakt dobijen na nizoj pH vrednosti (179). Napred
navedeni pH (4,5) postavljen je kao srednja vrednost odabranog opsega u okviru ovog rada. Kako
je limunska kiselina slaba organska kiselina i moze efikasno da odrzava pH vrednost od 3 do 6,2,
zadano je da opseg ispitivanju bude od pH 3-6 (180). Vise temperature oStecuju fenolna jedinjenja
i uzrokuju gubitak u prinosu (181, 182), pa je maksimalna temperatura postavljena na 60°C kako
bi se sprecila denaturacija fenola. Vreme ekstrakcije bilo je ograni¢eno na 60 min zbog prakti¢nih

razloga 1 ukupnih troSkova procesa ekstrakcije zavisnih od vremena.
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Tabela 3. Procena antioksidantne aktivnosti (y1) i sadrzaja ukupnih fenola (y2) tokom inicijalnog
ispitivanja faktora ekstrakcije koris¢enjem Placket Burman dizajna eksperimenata; jedan uzorak

za razliCite eksperimentalne faktore: koncentracija etanola (x1) i odnos uzorak / rastvarac (x2)

| H Experimentalni faktori H Deskriptori efikasnosti ekstrakcije*
X Y1 Y2
Eks. X1 I/ 2 tvarad Antioksidantna Sadrzaj ukupnih fenola
no. (c(etanola), %) (uzoczjrﬁosrﬁ /\\’?)r ac aktivnost (Total phenolic content
' (ICs0, pL/mL) -TPC, mg GAE/L)
| no.1 | 80 [ 10 |  055+004 | 2280 * 36
no.2 80 60 0,51 + 0,05 2542 + 19
[ no.2 | [ [ |
| no.3 | 80 | 60 | 0,41 + 0,04 [ 2661 + 23
| no.4 | 0 I 60 I 1,80 + 0,14 [ 910 + 11
| no5 | 80 | 10 | 0,59 + 0,12 [ 2302 + 16
| no.6 | 0 | 60 | 1,76 + 0,22 [ 908 + 28
| no.7 | 0 [ 10 [ 3,16 + 0,28 [ 809 + 12
| no.8 | 0 | 10 | 3,35 + 0,30 [ 806 + 17
| no.9 | 40 | 35 | 0,44 + 0,07 [ 2686 + 37
1n0.10 | 40 I 35 I 0,43 + 0,07 [ 2702 + 42
[no.11 | 40 | 35 | 0,42 + 0,05 [ 2799 + 56

*rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti = SD (n=3)
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Tabela 4. Procena antioksidantne aktivnosti (yl) i sadrzaja ukupnih fenola (y2) tokom

optimizacije faktora ekstrakcije koriséenjem CCF (22 full factorial Central Composite Face)

dizajna za razliCite eksperimentalne faktore: pH vrednost (x1), temperatura ekstrakcije (x2) 1

vreme ekstrakcije (x3)

| H Experimentalni faktori H Deskriptori efikasnosti ekstrakcije* \
Y1 v - y2 .
Antioksidantna Sadrzaj ukupnih f_enola
. (Total phenolic
X1 X2 X3 aktivnost content-TPC, mg
Eks.no.|[pH vrednost| Temperatura (°C)|| Vreme (min) (ICs0, pL/mL) GAE/L)
lno1l | 3 | 30 I 10 | 091+001 | 1841 + 35 |
o2 | 6 | 30 | 10 | 064+005 | 2253 + 41 |
o3| 3 | 60 | 10 | 048+006 | 3077 + 32 |
lno4a | 6 | 60 [ 10 | 035+003 | 2177 £ 16 |
lno5 ] 3 | 30 | 60 | 076+005 | 2842 + 17 |
o6 | 6 | 30 | 60 | 062+007 | 2512 + 24 |
o7 | 3 | 60 I 60 | 052+058 | 3236 + 52 |
o8| 6 | 60 | 60 | 031+004 | 2300 + 14 |
oo || 3 | 45 | 35 | 045+006 | 3006 + 18 |
no10| 6 | 45 [ 35 | 032+005 | 2400 * 11 |
no11| 45 | 30 | 35 | 050+009 | 2518 + 27 |
no12| 45 | 60 | 35 | 036+003 | 3148 + 33 |
no.13| 45 | 45 | 10 | 039+006 | 3412 + 31 |
no14| 45 | 45 I 60 | 037+005 | 3706 + 48 |
no15| 45 | 45 | 35 | 036+003 | 3736 + 26 |
no16| 45 | 45 | 35 | 035+002 | 3677 + 29 |
no17| 45 | 45 [ 35 | 034+003 | 3677 £ 61 |

*rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti = SD (n=3)

Znacajnost faktora procenjena je racunanjem faktorskih koeficijenata (b) odgovarajuéeg polinoma

datog u jednacinama (1) za Placket Burman dizajn i (2) za CCF dizajn DoE (Design of

Experiments):
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y = bO + b1x1 + bzXZ + b3X3 + -+ bNxN (1)

y = bO + b1x1 + bzXZ + b3X3 + + bNxN + bllexz + b13x1x3 + bz3X2X3 + +

bn-1)NXn-1XN + by1x7 + byyx5 + byzx5 + -+ + byyxs 2

gde je x eksperimentalni faktor, i predstavlja procenjeni odgovor, bo je prosecni eksperimentalni
odgovor, koeficijenti by su procenjeni efekti faktora, koeficijenti bv-yyn Su termini interakcije, a

bnn su termini drugog reda.
4.3.4. Odredivanje pojedinacnih fenola

Pojedinac¢ni fenoli u uzorcima komina grozda odredivani su HPLC metodom po istom postupku

za odredivanje pojedinaénih fenola opisanog kod ispitivanja dijetetskih suplemenata (173).
4.3.5. Odredivanje antocijana

Antocijani su odredivani na nacin prethodno opisan kod razvoja metode ektrakcije fenola iz

komine grozda (173).
4.3.6. Odredivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost uzoraka komina grozda odredivana je spektrofotometrijski po istom

postupku opisanom kod ispitivanja dijetetskih suplemenata (174).
4.3.7. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) odredivan je spektrofotometrijski po istom postupku opisanom kod

ispitivanja dijetetskih suplemenata (175).
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4.4. lspitivanje uticaja suplementacije na glikemijski 1 lipidni status

eksperimentalnih Zivotinja (Farmakodinamska ispitivanja)

4.4.1. Komercijani dijetetski suplement resveratrola (suplement 13)

Tokom ogleda koris¢en je komercijalni dijetetski suplement na bazi resveratrola za ljudsku
upotrebu koji se nalazi u slobodnoj prodaji na teritoriji Republike Srbije. Predhodno je utvrdeno
da je suplement zadovoljio zahtev Britanske farmakopeje za ujednacenost sadrzaja trans-
resveratrola. Preparat je imao 150 doznih jedinica, a svaka jedinica sadrzala je 44,36 mg suvog
ekstrakta korena japanskog troskota (Polygonum cuspidatum) standardizovanog na min 98%
(m/m) trans-resveratrola. Preporu¢ena dnevna doza je 4-6 jedinica za osobe koje pate od
gojaznosti, dijabetesa, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti, karcinoma i osteoporoze.
Doza suplementa kori$¢ena za pacove dobijena je na osnovu preporucene dnevne doze FDA za
muskarce sa standardnom telesnom masom od 70 kg (183). Suplement je suspendovan u
fizioloSkom rastvoru i davan per oS eksperimentalnim zivotinjama u dnevnoj dozi od 20 mg/kg

telesne mase tokom 7 ili 30 dana u zavisnosti od tipa eksperimenta.
4.4.1.1. Priprema uzoraka

Standardni rastvori trans-resveratrola pripremljeni su u ¢istom metanolu, u rasponu koncentracija
od 2,5 do 40 mg/L (R?=0,999). Nakon sitnjenja do praha (pulverizacije) jedne dozne jedinice
suplementa, primenjena je ultrazvucna ekstrakcija sa 80% metanolom (10 mL). Nakon 15 minuta
ekstrakcije, ekstrakti su filtrirani kroz membranski filter (0,45 pm) i analizirani na sadrzaj trans-

resveratrola i antioksidantnu aktivnost. Sve analize su radene u triplikatu.
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4.4.1.2. HPLC metoda za odredivanje sadrZaja trans-resveratrola

Za kvantifikaciju trans-resveratrola primenjena je metoda visoko-efikasne te¢ne hromatografije,

opisana kod analize pojedina¢nih fenola u dijetetskim suplementima (173).
4.4.1.3. Odredivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost analiziranog dijetetskog suplementa odredivana je prethodno kod

ispitivanja dijetetskih suplemenata (174).
4.4.2. Postupci na zivotinjama

Trideset Sest muskih belih pacova soja Wistar, tezine 250-300 g, starih 10 nedelja, nabavljeno je
za potrebe ispitivanja od Vojno-tehni¢kog instituta u Beogradu. Zivotinje su boravile u UNI
Protect (Ehret, Emmendingen, Nemacka) ormanima na Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i
klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu. U ormanima je temperatura
vazduha odrzavana izmedu 20 i 25°C, uz kontrolu vlaznosti vazduha i odrzavanje cirkadijalnog
ritma (smena dana i no¢i u trajanju od 12 h). Briga o zivotinjama i sve eksperimentalne procedure
sprovodene su u skladu sa etickim nacelima rada sa laboratorijskim Zivotinjama. Izvodenje ogleda
odobrila je Eticka komisija Univerziteta U Novom Sadu dajuci svoju saglasnost sa planom ovog

ispitivanja (broj odobrenja 323-07-10109/2015-05).
4.4.2.1. Eksperimentalni protokol

Tokom nedelju dana prilagodavanja koje je prethodilo eksperimentima, zivotinje su imale
neogranicen pristup vodi 1 peletiranoj hrani. Nakon toga, Zivotinje su nasumicno izabrane u Sest

grupa od Sest Zivotinja (n=6). Dve grupe ¢inile su zdrave jedinke, dve su Cinile dijabeti¢ni pacovi,
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dok su u preostale dve grupe bili pacovi sa indukovanom hiperlipoproteinemijom $to je prikazano

u Tabeli 5.

Tabela 5. Podela eksperimentalnih Zivotinja unutar grupa

Broj
Grupa Zivotinja
1. | Kontrolni pacovi tretirani fizioloSkim rastvorom (1 mL/kg) per os tokom 30 6
dana (ConS), hranjeni standardnom ishranom na pelet
2. | Kontrolni pacovi tretirani vodenim rastvorom resveratrola (20 mg/kg) tokom 30 6
dana (ConRes), hranjeni standardnom ishranom na pelet
3. | Dijabeti¢ni pacovi (ConDiab). Standardna ishrana na pelet, 10%-tni rastvor 6
fruktoze u vodi za pic¢e i 40 mg/kg t.m. streptozotocina
4. | Dijabeti¢ni pacovi (Standardna ishrana na pelet, 10%-tni rastvor fruktoze u vodi 6
za pice i 40 mg/kg t.m. streptozotocina) tretirani dijetetskim suplementom na
bazi resveratrola (20 mg/kg) u vodenom rastvoru per os tokom 7 dana
(ResDiab).
5. | Hiperholesterolemi¢ni pacovi (ConChol). Standardna ishrana na pelet uz 6
dodatak holesterola, tretirani fiziolo§kim rastvorom (1 mL/kg) per os tokom 30
dana.
6. | Hiperholesterolemi¢ni pacovi, hranjeni standardnom ishranom na pelet uz 6
dodatak holesterola tretirani dijetetskim suplementom na bazi resveratrola (20
mg/kg) u vodenom rastvoru per os tokom 30 dana (ResChol).
Ukupno
36

57



0 21 23
Period adaptacije ‘

30 dana

)

7 dana
GRUPA
| Standardna pelet ishrana + fiziologki rastvor (FI1Z) 1ml/kg p.o. | | ConS |
| Standardna pelet ishrana + Resveratrol suplement (RES) 20 mg/kg p.o. ‘ ConRes
36 Wistar | Standardna pelet ishrana + 10% rastvor fruktoze u vodi ad libitum | | STZ 40 mg/kg i.p. | | FIZ Iml/kg p.o. ‘ | ConDiab |
pacova,
standardna pelet
1Sh??§)':0da | Standardna pelet ishrana + 10% rastvor fruktoze u vodi ad libitum | | STZ 40mg/kg i.p. | | RES 20mg/kg p.o. | | ResDiab |
ad libitum
| Standardna pelet ishrana + holesterol 0.32 g + holna kiselina 0.08 g u 1 ml ulja, p.o. + FIZ Ilml/kg p.o. | ConChol
| Standardna pelet ishrana + holesterol 0.32 g + holna kiselina 0.08 g u 1 ml ulja, p.o. + RES 20mg/kg p.o. | | ResChol |

Shema 3. Pregled eksprerimentalnog protokola
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4.4.2.2. Indukcija dijabetes melitusa

Dijabetes melitus tip 2 izazvan je kombinacijom ishrane bogate fruktozom i streptozotocina.
Nakon perioda adaptacije, zivotinje su tokom tri nedelje hranjene standardnom pelet ishranom i
vodom koja je sadrzavala 10% fruktoze ad libitum (184). Nakon toga, streptozotocin rastvoren
neposredno pre primene u citratnom puferu, dat je u jednoj dozi od 40 mg/kg. Nakon 48 sati, krv
iz repne vene uzeta je za merenje nivoa glukoze i potvrdu dijabetesa. Zivotinje sa glikemijom
ve¢om od 15 mmol/L ukljucene su u dodatno ispitivanje. Krv iz repne vene uzeta je na pocetku i

na kraju eksperimenata (185).
4.4.2.3. Indukcija hiperlipidemije

Hiperlipidemija je indukovana hranjenjem Zzivotinja standardnom pelet ishranom uz dodatak
holesterola tokom 30 dana. Zivotinje koje su imale neograni¢en pristup hrani i vodi dobijale su
oralno holesterol 1 holnu kiselinu, kao pojaciva¢ apsorpcije, rastvorene u maslinovom ulju. Svaka
zivotinja dobila je oko 1 mL ulja koji sadrzi 0,32 g holesterola i 0,08 g holne kiseline, a ta¢na

zapremina ulja je prilagodavana nedeljnim merenjima mase zivotinja (186).
4.4.2 4. Test opterecenja glukozom (OGTT)

Poslednjeg dana eksperimenta, test optereé¢enja glukozom (OGTT) izveden je na pacovima koji su
gladovali preko no¢i. Glukoza (2 g/kg) davana je 30 min nakon tretmana fizioloSkom rastvorom
(n=6) ili dijetetskim suplementom (n=6). Nivo glukoze u krvi je meren 0, 30, 60 i 120 min nakon
testa opterecenja glukozom. Koncentracija glukoze odredivana je iz repne vene koris¢enjem
glukoza oksidaza-peroksidaza reaktivnih traka i glukometra (Accu-Chek, Roche Diagnostics,
SAD). Nakon zavrsetka OGGT eksperimenta, sve zivotinje su anestezirane 25%-tnim vodenim
rastvorom uretana (0,75 g/kg) intraperitonealno. Nakon gubitka refleksa uspravljanja, Zivotinje su
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zrtvovane kardiopunkcijom i uzeti su uzorci krvi za dalje testove (187). Uzorci krvi su
centrifugirani 10 minuta pri 6000 obrtaja u minuti, nakon ¢ega je supernatant pipetiran i prebacen

u nove, pravilno obelezene, mikroepruvete. Do analiticke obrade, uzorci su drzani u zamrzivacu

na temperaturi od -20°C (188).
4.4.3. Analiticke metode

Koncentracija glukoze odredena je pomocu komercijalnih kitova na uredaju Accu-chek Active
(Roche, Basel, Svajcarska). Glukoza u krvi je merena je 6 sati nakon posta. Serumi su korigcéeni
za biohemijske analize ukupnog holesterola, triacilglicerola, LDL-holesterola i HDL-holesterola.
Ukupni holesterol je odreden metodom CHOD-POD (holesterol / oksidaza / peroksidaza), a
triacilgliceroli GPO-POD (glicerol-3-fosfat / oksidaza / peroksidaza) metodom. HDL-holesterol je
odreden metodom CHE-CHO-POD (holesterol / esteraza / oksidaza / peroksidaza), a LDL-
holesterol metodom od Friedewald-a (189). Da bi se pratila funkcija bubrega, u serumu su mereni
urea, kreatinin i mokra¢na kiselina, dok su aktivnosti aspartat transaminaze (AST), alanin
transaminaze (ALT) i alkalne fosfataze (ALP) u serumu merene kao markeri funkcije jetre.
Analize su radene na spektrofotometru Olimpus AU 400 (Hamburg, Nemacka) standardnim IFCC
metodama (Medunarodna federacija klinicke hemije). Sve Zivotinje bile su podvrgnute merenju

telesne mase neposredno pre i nakon zavrsetka eksperimenta.
4.4.4. Statisticka analiza

StatistiCka analiza radena je kori§¢enjem statistickog softvera IBM SPSS, verzija 19.0 (IBM SPSS,
Cikago, IL, SAD). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija (SD). Za
poredenje telesne mase koriséen je Studentov t-test parova. Za poredenje eksperimentalnih grupa

koris¢ena je jednostrana analiza varijanse (ANOVA) ili Kruskal-Wallis-ov test. Post-hoc

60



ispitivanje za ANOVU radeno je pomoc¢u Tukey-ovog testa. Mann-Whitney U test koriscen je za
post-hoc testiranje u Kruskal-Wallis-ovoj analizi. Sve razlike smatrane su statisticki znac¢ajnim za

p vrednost manju od 0,05 (p <0,05).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Analiza dijetetskih suplemenata

5.1.1. Ujednacenost mase doziranih jedinica

Rezultati ispitivanja ujednacenosti mase doziranih jedinica dijetetskih suplemenata prikazani su

u Tabeli 6 i Tabeli 7.

Uniformnost mase odredivana je prema British Pharmacopoeia 2012, Volume V, Appendix XII C.
Consistency of Formulated Preparations (Ph. Eur. method 2.9.5) (172). Kako ne viSe od dve
individualne mase smeju da odstupaju od zahteva naznacenog u Tabeli 7, a ni jedna ne sme da
odstupa duplo od nazna¢enog zahteva, od 14 ispitanih suplemenata samo suplementi 5 i 9 nisu

odgovarali farmakopejskom kriterijumu za ispitivanje ujednacenosti mase doziranih jedinica.
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Tabela 6. Mase kapsula/tableta (mg) dijetetskih suplemenata

kapsula/tableta supl. 1 supl. 2 supl. 3 supl. 4 supl. 5 supl. 6 supl. 7
m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg)

1 504,6 520,0 357,2 199,4 274,5 505,1 532,9
2 491,9 509,6 361,3 195,3 199,9 514,8 507,5
3 512,7 513,8 3477 194,7 223,1 527,1 533,4
4 468,7 520,0 362,8 194,8 235,5 512,3 529,9
5 501,6 510,6 3478 196,6 2234 518,2 523,0
6 518,2 502,5 358,0 199,3 232,7 526,0 4748
7 501,1 523,8 367,1 190,7 238,9 522,4 507,2
8 5275 511,2 347,9 200,3 235,1 518,4 507,8
9 490,0 525,6 371,6 200,0 267,7 522,2 493,6
10 508,0 531,3 357,2 197,8 255,4 514,5 526,7
11 505,2 524,6 359,4 198,3 2445 516,5 523,1
12 499,9 456,5 355,6 1943 237,3 521,6 488,3
13 4954 475,1 347,0 195,0 245,2 513,1 476,4
14 521,2 534,0 350,3 195,3 249,8 519,7 516,3
15 483,5 525,4 349,7 196,5 206,2 509,0 525,6
16 482,8 526,9 353,0 190,5 219,0 516,7 521,6
17 505,4 501,7 359,7 1913 2240 5144 536,4
18 508,3 483,4 356,0 203,7 2417 516,6 482,3
19 509,7 470,0 358,7 197,0 235,9 528,7 527,7
20 496,4 483,2 352,9 195,1 277,3 508,1 518,1
Xsr 501,6 507,5 356,0 196,3 238,3 517,3 512,6
SD 1140 1224 16,7 13,3 20,3 16,3 19,6
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Tabela 6. Nastavak

kapsula/tableta supl. 8 supl. 9 supl. 10 supl. 11 supl. 12 supl. 13 supl. 14
m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m kaps. (mg) | m tabl. (mg) | m tabl. (mg)
1 366,8 330,3 501,2 347,3 528,8 145,9 152,8
2 325,8 374,3 495,0 325,2 538,6 150,5 158,6
3 352,5 339,4 501,1 346,7 549,3 169,2 161,4
4 3418 3434 512,1 330,5 545,1 154,0 158,0
5 346,1 3453 505,9 336,3 553,9 150,5 158,8
6 374,5 319,3 490,1 339,3 524,4 180,9 148,7
7 362,0 376,2 505,3 340,0 525,3 158,0 164,8
8 333,0 331,1 488,6 345,0 542,3 161,6 160,9
9 3115 312,2 499,3 325,9 5422 168,5 151,0
10 348,9 366,3 525,8 338,5 554,4 167,7 160,4
11 365,6 344,4 507,5 3215 516,0 158,1 159,5
12 337,7 323,7 511,6 353,4 543,0 170,5 150,3
13 342,1 338,8 499,6 316,8 520,6 162,9 156,0
14 3514 318,7 503,1 346,1 553,8 153,4 158,2
15 343,3 334,4 504,5 338,0 534,8 152,9 160,7
16 333,9 368,3 516,0 337,8 534,7 163,4 158,0
17 354,1 370,1 510,9 3314 518,8 165,3 153,3
18 323,7 362,2 508,0 334,8 545,6 169,2 159,1
19 345,9 349,0 521,8 344,6 544,0 160,8 156,1
20 323,0 358,6 499,7 324,4 511,6 160,3 157,0
Xsr 344,2 3453 505,3 336,2 536,4 161,2 1572
SD +16,2 +19,8 19,4 19,8 +13,3 18,5 4,1
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Tabela 7. Mase kapsula/tableta procentualno izrazene u odnosu na srednju vrednost mase (100%) odgovarajuceg suplementa

kapsula/tableta supl. 1 supl. 2 supl. 3 supl. 4 supl. 5 supl. 6 supl. 7
% % % % % % %
1 100,6 102,5 100,3 101,6 115,2 97,7 104,0
2 98,1 100,4 101,5 99,5 83,9 95,5 99,0
3 102,2 101,2 97,7 99,2 93,6 101,9 104,1
4 93,4 102,5 101,9 99,2 98,8 99,0 103,4
5 100,0 100,6 97,7 100,2 93,7 100,2 102,0
6 103,3 99,0 100,5 101,5 97,6 101,7 92,6
7 99,9 103,2 103,1 97,2 100,2 101,0 98,9
8 105,2 100,7 96,0 102,0 98,6 100,2 99,1
9 97,7 103,6 104,4 101,9 112,3 100,9 96,3
10 101,3 104,7 100,3 100,8 107,1 99,5 102,7
11 100,7 103,4 100,9 101,0 102,6 99,9 102,0
12 99,7 90,0 99,9 99,0 95,6 100,8 95,3
13 98,8 93,6 97,5 99,3 102,9 99,2 92,9
14 103,9 105,2 98,4 99,5 104,8 100,5 100,7
15 96,4 103,5 98,2 100,1 86,5 98,4 102,5
16 96,3 103,8 99,2 97,0 91,9 99,9 101,7
17 100,7 98,9 101,0 97,5 94,0 99,5 104,6
18 101,3 95,3 100,0 103,8 1014 99,9 94,1
19 101,6 92,6 100,7 100,3 99,0 102,2 103,0
20 99,0 95,2 99,1 99,4 116,3 98,2 101,1
opseg 93,4-105,2 90-105,2 96-104,4 97-103,8 83,9-116,3 95,5-102,2 92,6-104,6

zahtev +7.5% +7.5% +7.5% +10% +10% +7.5% +7.5%
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Tabela 7. Nastavak

kapsula/tableta supl. 8 supl. 9 supl. 10 supl. 11 supl. 12 supl. 13 supl. 14
% % % % % % %
1 106,6 95,6 99,2 103,3 98,6 90,3 97,3
2 94,7 108,4 98,0 96,7 100,4 93,1 101,0
3 102,4 98,3 99,2 103,1 102,4 104,6 102,8
4 99,3 99,5 101,3 98,3 101,6 95,3 100,6
5 100,6 100,0 100,1 100,0 103,3 93,1 101,1
6 108,8 92,5 97,0 100,9 97,8 1119 94,7
7 105,2 108,9 100,0 101,1 97,9 97,7 104,9
8 96,8 95,9 96,7 102,6 101,1 100,0 102,5
9 90,5 90,4 98,8 96,9 101,1 104,3 96,2
10 1014 106,1 104,0 100,7 103,4 103,8 102,1
11 106,2 99,8 100,4 95,7 96,2 97,8 101,6
12 98,1 93,7 101,2 105,1 101,2 105,5 95,7
13 99,4 98,1 98,8 94,3 97,1 100,8 99,4
14 102,1 92,3 99,6 102,9 103,2 94,9 100,8
15 99,8 96,9 99,8 100,5 99,7 94,6 102,3
16 97,0 106,7 102,1 100,5 99,7 101,1 100,6
17 102,9 107,2 101,1 98,6 96,7 102,3 97,6
18 94,0 104,9 100,5 99,6 101,7 104,6 101,3
19 100,5 101,1 103,2 102,5 1014 99,5 99,4
20 93,8 103,8 98,9 96,5 95,4 99,2 98,1
opseg 90,5-108,8 90,4-108,9 96,7-104,0 94,3-105,1 95,4-103,4 90,3-111,9 94,7-104,9
zahtev +7.5% +7.5% +7.5% +7.5% +7.5% +7.5% +7.5%




5.1.2. Ujednacenost sadrzaja pojedinacnih fenola

Od 14 ispitanih dijetetskih suplemenata na sadrzaj pojedina¢nih fenola, suplementi 8, 9, 10, 11, 13
I 14 pokazali su prisustvo samo trans-resveratrola, suplementi 3 i 12 su pored trans-resveratrola
pokazali prisustvo i drugih fenola, dok kod suplemenata 1, 2, 4, 5, 6 i 7 nije kvantifikovan trans-
resveratrol, ali jesu drugi pojedinac¢ni fenoli. Najzastupljeniji fenol kod suplemenata 1, 2, 4, 5, 6,
7 bio je katehin, od kojih je suplement 7 pokazao zna¢ajno vise vrednosti (207,54 mg po doznoj

jedinici). Kod ostalih suplemenata najzastupljeniji fenol bio je trans-resveratrol.

Uniformnost sadrzaja odredivana je prema British pharmacopoeia 2012, Volume V, Appendix XlI
C. Consistency of Formulated Preparations (Ph. Eur. method 2.9. 6) (172). Test je ispunjen
ukoliko je ne vise od jednog pojedina¢nog sadrzaja izvan 85-115% od prose¢nog sadrzaja, a ni
jedan izvan 75-125% od prose¢nog sadrzaja. Ujednacenost sadrzaja doziranih jedinica ispitana je
u odnosu na dominantan fenol prisutan u suplementu, trans-resveratrol (Tabela 8) ili katehin

(Tabela 9).

Tabela 8. Ujednacenost sadrzaja trans-resveratrola u odnosu na prose¢ni sadrzaj

kaps. supl. 3 | supl.8 | supl.9 | supl.10 | supl. 11 | supl. 12 | supl. 13 | supl. 14
/tabl. (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 94,14 94,64 91,95 95,35 89,91 83,99 94,16 94,43
2 101,17 | 110,34 | 101,51 | 102,15 | 84,62 95,03 98,01 99,15
3 97,15 | 104,28 | 100,14 | 100,01 | 128,13 | 101,88 | 107,32 | 98,98
4 99,50 93,19 | 103,84 | 99,82 | 103,03 | 103,90 | 96,83 | 100,51
5 100,50 | 102,75 | 101,19 | 102,41 | 108,90 | 109,78 | 91,90 97,39
6 102,18 | 100,70 | 99,42 | 107,73 | 98,42 98,61 | 11159 | 106,25
7 100,17 | 102,15 | 100,30 | 103,45 | 97,30 | 105,19 | 9547 98,81
8 105,53 | 100,87 | 99,18 98,26 96,40 99,16 | 101,89 | 99,15
9 99,50 | 101,30 | 101,99 | 96,90 97,98 99,74 | 104,23 | 106,36
10 100,17 | 89,78 | 100,47 | 93,92 94,60 | 102,70 | 98,47 98,98
opseg | 94,14- | 89,78- | 91,95- | 93,92- | 84,62- | 83,99- | 91,90- | 94,43-
105,53 | 110,34 | 103,84 | 107,73 | 128,13 | 109,78 | 11159 | 106,36
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Tabela 9. Ujednacéenost sadrzaja katehina u odnosu na prose¢ni sadrzaj

kaps./ | supl.1| supl.2 | supl.4 | supl.5 | supl.6 | supl. 7
tabl. (%) (%) (%) | (%) | (%) | (%)
69,42 | 98,89 | 93,86 | 111,97 | 95,92 | 109,31
105,63 | 94,96 | 98,92 | 82,92 | 99,46 | 102,82
86,52 | 97,33 | 93,20 | 90,63 | 103,44 | 109,33
114,18 | 100,72 | 109,58 | 99,83 | 91,06 | 96,27
98,59 | 100,72 | 102,38 | 93,22 | 97,30 | 104,49
98,59 | 98,35 | 97,49 | 99,23 | 110,34 | 91,53
100,60 | 103,44 | 99,47 | 102,95 | 105,37 | 98,52
134,30 | 102,08 | 100,13 | 100,32 | 105,59 | 102,02
99,60 | 101,81 | 107,60 | 110,19 | 100,62 | 101,87
98,55 | 101,06 | 97,39 | 108,72 | 90,89 | 99,12
opseg | 69,42- | 94,96- | 93,20- | 82,92- | 90,89- | 91,53-
134,30 | 103,44 | 109,58 | 111,97 | 110,34 | 109,33

BSlo|o|~N|o|o|s|w Nk

Od ispitanih suplemenata gde je dominantni fenol bio trans-resveratrol, jedino suplement 11 nije

zadovoljio zahteve farmakopeje u pogledu ujednacenosti sadrzaja.

Od ispitanih suplemenata gde je dominantni fenol bio katehin, jedino suplement 1 nije zadovoljio

zahteve farmakopeje u pogledu ujednacenosti sadrzaja.

Kod suplemenata 6 i 7, iako je deklarisana vrednost resveratrola bila 80, odnosno 100 mg po

doziranoj jedinici, resveratrol nije naden, odnosno bio je prisutan u tragovima kod suplementa 7.

Dosadasnja istrazivanja sadrzaja trans/cis- resveratrola i drugih fenola grozda prisutnih u
komercijalnim dijetetskim suplementima dala su rezultate koji se razlikuju od vrednosti sadrzaja
naznacenih na pakovanju. Omar i saradnici ispitali su sadrzaj trans/cis- resveratrola u 28
dijetetskih suplemenata i dosli do rezultata da je Sest suplemenata imalo za 11-76% manji sadrzaj
resveratrola od naznacenog, dok su tri suplementa imala visi sadrzaj za 18-162% (190). Rossi i
saradnici ispitali su 14 dijetetskih suplemenata na bazi resveratrola gde su, pored sadrzaja trans-

resveratrola, odredili i sadrzaj flavonoida, procijanidina, kao i ukupnih fenola. Samo pet od 14
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suplemenata je imalo sadrzaj koji je odgovarao sadrzaju nazna¢enom na pakovanju i bilo u skladu
sa Dobrom Proizvoda¢kom Praksom (95-105%), Cetiri suplementa su bila blago izvan dozvoljenog
opsega (83-111%), tri suplementa imala su sadrzaj u opsegu od 8-64%, dok je sadrzaj u dva

suplementa bio ispod limita detekcije (191).

Ispitivani pojedinaéni fenoli, osim trans-resveratrola i katehina, bili su prisutni u veoma malim
koli¢inama u analiziranim suplementima (Tabela 10) kroz ekstrakt nekog dela grozda. Dodatna
stavka koja otezava tumacenje rezultata je ¢injenica da postoje mnogi suplementi na bazi ekstrakta
nekog dela grozda koji nisu standardizovani ni na jednu fenolnu komponentu, ¢ime je

onemoguceno poredenje deklarisanog i stvarnog sadrzaja.

Tabela 10. Sadrzaj pojedina¢nih fenola u suplementima po doziranoj jedinici (DJ)

mg/DJ S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S12
katehin 0,02 0,59 0,36 0,28 1,59 18,10 | 207,54 /
vanilinska kiselina / 0,06 0,03 / 0,41 2,21 3,60 /

siringinska kiselina / 0,02 0,01 0,06 0,16 1,05 8,49 /

benzoeva kiselina 0,01 / 0,06 0,21 / 1,07 28,55 /

galna kiselina / 0,05 / / 0,09 4,84 7,46 0,37
p-OH-benzoeva 0,02 / 0,04 0,2 / / /
kiselina /
trans-cimetna / / / / 0,01 0,28 / 0,26
kiselina
p-kumarinska / / / / 0,02 / 0,72 /
kiselina
kafena kiselina / / / / 0,05 / 8,80 /
trans-resveratrol / / 0,60 / 0,03 / 0,71 11,36
rutin / / / / 0,04 / 0,39 /
kvercetin / 0,02 0,01 0,02 0,11 1,93 1,29 /
kempferol 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 / 0,68 /

-rezultati su izrazeni u mg po prosecnoj masi dozirane jedinice (DJ)
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5.1.3. Odredivanje antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola (TPC)

Rezultati odredivanja antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola (TPC) prikazani suu

Tabeli 11.

Tabela 11. Antioksidantna aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola ispitanih dijetetskih suplemenata

Uzorak 1Cso0 (mg/mL) TPC (mg GAE/Q)
Suplement 1 0,0326 31,20
Suplement 2 0,0244 38,34
Suplement 3 0,0110 100,55
Suplement 4 0,0055 171,36
Suplement 5 0,0045 220,69
Suplement 6 0,0036 239,97
Suplement 7 0,0072 122,29
Suplement 8 0,0654 53,33
Suplement 9 0,1184 41,07
Suplement 10 0,1511 56,49
Suplement 11 0,0044 464,09
Suplement 12 0,0096 207,04
Suplement 13 0,0176 280,57
Suplement 14 0,0465 104,51

-rezultati su izrazeni po prose¢nom punjenju dozirane jedinice.

Najvisu antioksidantnu aktivnost (najnizi 1Csp) pokazao je suplement 6. Pored suplementa 6,
izrazenu antioksidantnu aktivnost pokazali su i suplementi 5 i 11. Rezultati su ocekivani s obzirom
da suplement 6 pored resveratrola sadrzi i ostale antioksidanse koji doprinose ukupnom
antioksidantnom kapacitetu. Oni su bili prisutni u suplementu kroz ekstrakt gljive Ganoderma
lucidum, mati¢ni mlec, ekstrakt zelenog Caja i ekstrakt Sipurka (vitamin C). Poredenja radi, ICso
poznatog antioksidansa a-tokoferola iznosi 0,00253 mg/mL, §to je priblizna vrednost ICso

suplementa 6 (0,0036 mg/mL) ¢ime je ovaj suplement potvrdio svoj visok antioksidantni kapacitet.
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Rossi i saradnici odredili su, takode DPPH metodom, antioksidantnu aktivnost 14 dijetetskih
suplemenata na bazi resveratrola i dobili znatno nizu antioksidantnu aktivnost za ispitane
suplemente. Najniza dobijena ICso je bila 13,15 mg/mL, a najvisa ¢ak 38,65 mg/mL (191). Znatno
visa antioksidantna aktivnost suplemenata na bazi grozda i japanskog troskota moze se pripisati

drugim antioksidantima prisutnim u preparatima.

Najvisi sadrzaj ukupnih fenola pokazao je suplement 11 (464,09 mg GAE/Q), a najnizi suplement
1 (31,20 mg GAE/g). U poredenju sa cetiri dijetetska suplementa na bazi ekstrakta soje (najvisi
dobijen TPC=45,24 mg GAE/qg) i dva suplementa na bazi crvene deteline (najvisi dobijen
TPC=71,49 mg GAE/g) (192), vrednosti sadrzaja ukupnih fenola za suplemente na bazi grozda i

japanskog troskota kretale su se od priblizno istih pa do viSestruko visih.
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Grafik 1. Prava linearna korelacije antioksidantne aktivnosti (ICso- x osa) i sadrzaja ukupnih

fenola (TPC- y 0sa)

Slaba korelacija (R?=0,2827) izmedu vrednosti TPC i ICs ispitanih dijetetskih suplemenata

(Grafik 1) objasnjava se time Sto druge supstance sem fenolnih koje su prisutne u suplementima
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znacajno doprinose ukupnoj antioksidantnoj aktivnosti doziranih jedinica. Spomenute supstance
bile su prisutne u analiziranim suplementima u ekstraktu gljive Ganoderma-e lucidum, mati¢cnom
mleCu, ekstraktu zelenog cCaja, ekstraktu Sipurka (vitamin C), ekstraktu mladica brokolija

(sulforafan), ekstraktu paradajza (likopen) i ekstraktu lista ginkga.

5.1.4. Ispitivanje testa rastvorljivosti

Prema British Pharmacopoeia 2012 za dozirane oblike sa uobi¢ajenim oslobadanjem navedeno je

da, ukoliko nije drugacije propisano, treba da se oslobodi minimum 80% od deklarisanog sadrzaja

za 45 minuta (172).

Nakon testiranja rastvorljivosti vizuelnom procenom je konstatovano da kod doznih jedinica
suplemenata 3, 5, 8, 9, 11, 12, 13 nije bilo ¢vrstih ostataka u kadicama aparata. Delimi¢no su se
rastvorili suplementi 2, 4, 6, 7i 10, dok su suplementi 1i 14 ostali skoro nerastvoreni (uo¢ene su

gotovo cele dozne jedinice u kadicama za rastvaranje).

Resveratrol je kvantifikovan kod suplemenata 8, 9, 11, 12, 13 (Tabela 12), dok ostali suplementi

nisu oslobodili detektabilnu koli¢inu resveratrola.

Tabela 12. Koli¢ina resveratrola (mg) oslobodena iz doznih jedinica suplementa

Dozna jedinica
Oznaka 1 2 3 4 5 6
suplementa
Suplement 8 2,28 3,29 2,73 2,98 3,05 2,75
Suplement 9 2,39 2,31 2,11 8,11 7,85 1,93
Suplement 11 19,62 19,13 20,04 20,04 19,32 17,26
Suplement 12 1,42 1,66 2,04 0,76 1,02 1,51
Suplement 13 0,10 0,13 0,07 0,03 0,06 /
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Radi jasnog tumacenja rezultata, dobijene koliCine su izrazene kao procentualni udeo u odnosu na

deklarisani sadrZaj na pakovanju (Tabela 13).

Tabela 13. Procenat oslobodenog resveratrola iz doznih jedinica u odnosu na deklarisani sadrzaj

ozna jedinica Sadrzaj resveratrola (%)

Oznaka

suplementa : 2 3 ‘ ° °
Suplement 8 22,80 32,90 27,30 29,80 30,50 27,50
Suplement 9 23,90 23,10 21,10 81,10 78,50 19,30
Suplement 11 20,02 19,52 20,45 20,45 19,71 17,61
Suplement 12 2,84 3,32 4,08 1,52 2,04 3,02
Suplement 13 0,24 0,32 0,16 0,07 0,14 /

Nijedan od analiziranih suplemenata nije bio zadovoljavaju¢eg kvaliteta. Samo je kapsula 4
suplementa 9 oslobodila dovoljnu koli¢inu resveratrola (81,1%), kapsula 5 istog suplementa je bila
blizu zahteva farmakopeje (78,5%), dok su ostale kapsule oslobodile zna¢ajno manju koli¢inu.
Veoma losu rastvorljivost imali su i suplementi 12 i 13, imajuci u vidu da se nije oslobodilo vise

od 5% ni iz jedne ispitane dozne jedinice.

U sli¢nom ispitivanju rastvorljivosti dijetetskih suplemenata na bazi soje i crvene deteline, samo
su dva suplementa od ispitanih Sest oslobodila dovoljnu koli¢inu izoflavona i time zadovoljila

zahteve farmakopeje (192).

U farmaceutskoj industriji testovi brzine rastvorljivosti/oslobadanja aktivne supstance iz
farmaceutskog oblika (eng. dissolution tests) su znacajni parametri u kontroli kvaliteta lekova,
zbog toga Sto ukazuju i na biolosku raspolozivost. Apsorpcija resveratrola kod ljudi nakon oralne
primene je velika, ali mu je bioraspolozivost manja od 1%, zbog izrazenog efekta prvog prolaska

kroz jetru (193). Zato poboljsanje rastvorljivosti resveratrola moze osigurati brzu i potpuniju
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apsorpciju, $to bi dovelo do povecanja maksimalne koncentracije i poboljSanja njegove efikasnosti
(194). Za dijetetske suplemente nema zakonski usvojenih kriterijuma koji bi se odnosili na
rastvorljivost, ali uzimajuci u obzir vaznost ovog parametra kod procene bioloske raspolozivosti
kod lekovitih oblika, primenjeni su farmakopejski propisi za lekove na dijetetskim suplementima,

kako bi se utvrdio njihov kvalitet.

5.1.5. Analiza ostataka pesticida i toksi¢nih metala
Rezultati su pokazali da ni u jednom ispitivanom suplementu nisu kvantifikovani ostaci pesticida
1 toksi¢ni metali, ¢ime su suplementi potvrdili svoju zdravstvenu ispravnost. Rezultati su o¢ekivani

s obzirom da se suplementi pre stavljanja u promet kontolisu u pogledu zdravstvene ispravnosti,

za razliku od kontrole njihovog kvaliteta.

5.1.6. Pregled rezultata

Pregledom rezultata analize dijetetskih suplemenata (Tabela 14) moze se zakljuditi da ni jedan
ispitivani suplement ne ispunjava sve zahteve za sprovedene testove farmakopeje za Cvrste

dozirane oblike.
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Tabela 14. Pregled rezultata kontole kvaliteta suplemenata (+ ako suplement zadovoljava test, -

ako ne zadovoljava)

Test Ujednacenost mase Ujednacenost Rastvorljivost
sadrzaja
Suplement 1 + - -
Suplement 2 + + -
Suplement 3 + + -
Suplement 4 + + -
Suplement 5 - + -
Suplement 6 + + -
Suplement 7 + + -
Suplement 8 + + -
Suplement 9 - + -
Suplement 10 + + -
Suplement 11 + - -
Suplement 12 + + -
Suplement 13 + + -
Suplement 14 + + -

Svi dijetetski suplementi ispunili su zahteve farmakopeje za ujednacenost mase osim suplemenata
5i9.
Svi dijetetski suplementi ispunili su zahteve farmakopeje za ujednaCenost sadrzaja osim

suplemenata 1 11.

Ni jedan dijetetski suplement nije ispunio zahteve farmakopeje za rastvorljivost doziranih oblika
sa uobicajenim oslobadanjem. Veoma loSi rezultati ispitivanja brzine oslobadanja fenola iz
suplemenata otvaraju pitanje njihove delotvornosti kod ljudi. Kako fenoli kod ljudi usled efekta

prvog prolaska kroz jetru i ubrzanog metabolizma imaju veoma nisku bioraspolozivost (manju od
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1%), losi rezultati brzine oslobadanja mogu pogorsati 1 tako veoma nisku bioraspoloZivost i dovesti

do izostanka blagotvornog efekta.

Ni kod jednog suplementa nisu kvantifikovani ostaci pesticida niti toksi¢ni metali ¢ime je

potvrdena njihova zdravstvena ispravnost.

5.2. Analiza komina grozda

5.2.1. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola

Tabela 15. Rezultati odredivanja antioksidantne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola

Uzorak 1Cs0 (uL/mL) TPC (mg GAE/L)
K1 Eksperimentalni protokol: 1 7,70 307,47
2 2,59 817,78
3 1,73 698,46
4 3,54 624,12
K2 Eksperimentalni protokol: 1 6,26 363,46
2 1,60 947,19
3 1,03 964,63
4 2,36 810,43
K3 Eksperimentalni protokol: 1 9,15 218,44
2 2,76 804,93
3 2,15 593,83
4 3,62 498,38
K4 Eksperimentalni protokol: 1 6,95 320,32
2 3,04 656,24
3 1,74 708,56
4 3,76 553,44
K5 Eksperimentalni protokol: 1 10,77 144,10
2 3,38 580,06
3 2,53 583,73
4 4,30 523,16
80% metanol* (M1) 3,74 502,60
80% metanol + 3g/L limunske Kiseline* (M2) 3,51 540,85

* metanol se koristio kao poredbeni rastvara¢ samo za K5 uzorak komine
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Eksperimentalni protokol 1- rastvara¢ je destilovana voda + 3 g/L limunske kiseline
Eksperimentalni protokol 2- rastvarac je 53%-tni etanol + 3 g/L limunske kiseline
Eksperimentalni protokol 3 - rastvarac je 53%-tni etanol

Eksperimentalni protokol 4 - rastvarac je 80%-tni etanol + 3 g/L limunske kiseline
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Grafik 2. Prava linearna korelacije antioksidantne aktivnosti (ICso- x 0sa) i sadrzaja ukupnih

fenola (TPC- y 0sa)

Pirsonov koeficijent korelacije iznosi -0,86. Koncentracija rastvora komina grozda sa kojom su

radeni testovi je 0,02 g/mL.

Najvisi antioksidantni kapaciteti ekstrakata komina grozda (Tabela 15) dobijeni su upotrebom
53%-tnog etanola kao ekstrakcionog medijuma za svih pet ispitanih uzoraka komine grozda.
Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) za uzorke komine grozda K1 i K3 bio je visi kod ekstrakata gde je

etanolu dodata limunska kiselina. Za uzorke K2 i K5 dobijene su sli¢ne vredosti TPC kada je kao
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ekstakcioni medijum koris¢en 53%-tni etanol ili etanol uz dodatak limunske kiseline. Za uzorak
komine K4 dobijena je nesto visa vrednost TPC upotrebom 53%-tnog etanola bez dodatka
limunske Kiseline. Kao bolji ekstrakcioni medijum se pokazao 53%-tni etanol u odnosu na 80%-

tni etanol i 80%-tni metanol, dok se destilovana voda pokazala kao najslabiji medijum.

U poredenju sa drugim dostupnim rezultatima, vrednosti sadrzaja ukupnih fenola komine dobijene
u ovom radu bile su sli¢ne, ali i dva do tri puta nize u zavisnosti od toga koji ekstrakcioni medijum

su koristili drugi istrazivaci (164, 195).

Najvisi antioksidantni kapacitet i sadrzaj ukupnih fenola pokazala je K2 komina grozda, te je ona
ukljuc¢ena u drugi deo ispitivanja - optimizaciju eksperimentalnih faktora ekstrakcije fenola iz

komine grozda.

5.2.2. Ispitivanje sadrzaja pojedinacnih fenola

Od ispitanih 17 pojedina¢nih fenola, u pet razli¢itih komina grozda kvantifikovano je njih 10
(Tabela 16). Resveratrol je bio prisutan u maloj koli¢ini samo kod komine K3 za eksperimentalne
protokole 2, 3 1 4. Najzastupljeniji fenol svih komina grozda bio je katehin, a kao najbolji medijum
za njegovu ekstrakciju pokazao se 53%-tni etanol uz dodatak limunske kiseline (protokol 2), osim
za K2 vrstu komine gde je to bio 53%-tni etanol. Metanol (M1) i metanol uz dodatak limunske
kiseline (M2) su se pokazali kao nesto slabiji medijum za ekstrakciju katehina u poredenju sa
etanolom iste koncentracije (protokol 4). Najslabiji medijum za ektsrakciju katehina bila je

destilovana voda uz dodatak limunske kiseline (protokol 1).

Brazinha i saradnici optimizovali su ekstrakciju fenola iz komine grozda Tempranillo sorte i dobili
znacajno vise vrednosti sadrzaja odredenih pojedina¢nih fenola i sadrzaja ukupnih fenola. Najvisi
sadrzaj katehina (145 mg/L), galne kiseline (69 mg/L) i sadrzaj ukupnih fenola (TPC=3962 mg
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GAE/L) dobili su koris¢enjem 60% etanola i 3 g/L limunske kiseline (196). Dobijene vrednosti
sadrZaja pojedina¢nih i ukupnih fenola razli¢itih komina grozda nije lako porediti, jer one pored
faktora ekstrakcije zavise uveliko i od berbe i sorte grozda od koje je dobijena komina, kao i od

primenjenog tehnoloskog procesa proizvodnje vina.
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Tabela 16. Sadrzaj pojedina¢nih fenola u komini grozda

vanilin- | siringin- rutin | kvercetin | kempferol | kafena | resveratrol
ska ska benzoeva | galna o
protokol kiselina
katehin | Kiselina | Kiselina | Kiselina | kiselina
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
K1 1 2,31 0,22 0,60 / 2,47 / 0,70 0,59 / /
2 5,32 0,24 0,58 0,88 2,77 0,38 1,32 0,59 / /
3 4,13 0,31 0,71 0,61 2,25 0,24 1,22 0,50 / /
4 3,18 0,25 0,46 0,67 2,09 0,26 1,17 0,53 / /
K2 1 4,14 0,14 0,40 / 1,72 / / / 0,36 /
2 7,73 0,27 0,68 1,56 2,11 1,02 2,62 0,69 0,31 /
3 8,46 0,21 0,55 1,84 2,15 1,08 2,70 0,72 0,32 /
4 7,84 0,24 0,46 1,41 1,73 0,76 2,77 0,71 0,30 /
K3 1 1,86 / 0,63 / 1,23 / / / 0,26 /
2 3,77 / 0,51 0,63 0,91 0,52 0,63 0,35 / 0,39
3 2,98 / 0,66 0,34 0,78 0,59 0,65 0,41 / 0,28
4 2,82 / 0,45 / 0,91 0,55 0,66 0,41 / 0,37
K4 1 2,24 0,14 0,22 / 2,88 / 0,60 0,59 / /
2 4,88 0,26 0,23 / 3,28 / 1,13 0,60 / /
3 4,29 0,25 0,38 / 3,20 / 1,03 0,43 / /
4 3,72 / 0,16 / 2,70 / 1,13 0,41 / /
K5 1 1,72 0,16 0,44 / 0,82 / 0,53 / / /
2 3,46 0,24 0,53 / 1,26 / 0,75 0,41 / /
3 2,93 0,22 0,57 / 1,13 / 0,71 0,42 / /
4 2,71 0,21 0,31 / 0,74 / 0,72 0,37 / /
M1 2,53 0,19 0,33 / 0,71 / 0,64 / / /
M2 2,68 0,20 0,29 / 0,79 / 0,69 0,38 / /
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5.2.3. Ispitivanje sadrzaja antocijana

Tabela 17. Rezultati odredivanja sadrzaja antocijana

Delfinidin- | Cijanidin- | Petunidin- | Peonidin- | Malvidin-
Protokol 3-gl* 3-gl* 3-gl* 3-gl* 3-gl*
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
K1 1 0,20 0,19 0,30 0,68 1,85
2 0,05 0,13 0,13 0,50 1,12
3 0,05 0,12 0,12 0,51 1,06
4 0,02 0,11 0,09 0,37 0,72
K2 1 1,51 0,99 1,62 3,55 11,17
2 0,12 0,21 0,25 1,02 2,33
3 0,12 0,19 0,24 1,00 2,25
4 0,08 0,16 0,17 0,69 1,56
K3 1 2,79 0,66 1,72 2,21 10,03
2 0,33 0,15 0,30 0,67 2,04
3 0,34 0,15 0,32 0,73 2,17
4 0,23 0,13 0,22 0,48 1,41
K4 1 0,15 0,25 0,22 0,79 1,20
2 0,04 0,13 0,07 0,45 0,46
3 0,04 0,14 0,07 0,47 0,51
4 0,03 0,12 0,05 0,33 0,30
K5 1 0,18 0,15 0,21 0,28 1,45
2 0,04 0,11 0,07 0,25 0,74
3 0,04 0,10 0,07 0,23 0,67
4 0,03 0,10 0,05 0,16 0,42
M1 0,25 0,14 0,24 0,28 1,89
M2 0,23 0,13 0,24 0,28 1,88
*gl- glukozid

Kao najbolji medijum za ekstrakciju antocijana iz komine grozda pokazala se destilovana voda uz
dodatak limunske kiseline, dok se kod uzorka K5 80%-tni metanol pokazao kao jo$ bolji rastvaraé¢
u odnosu na destilovanu vodu, $to se objasnjava polarnijom prirodom antocijana (koji su u komini
prisutni u formi glikozida) u odnosu na prethodno nabrojane pojedina¢ne fenole. Najzastupljeniji
antocijan svih komina grozda bio je malvidin-3-glukozid, a njegov najvisi sadrzaj (11,17 mg/L) je
dobijen za uzorak K2 upotrebom destilovane vode uz dodatak limunske kiseline (protokol 1).
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5.3. Optimizacija ekperimentalnih faktora ektrakcije fenola iz komine grozda

5.3.1. Inicijalni skrining za kriti€ne faktore ekstrakcije 1 njihov uticaj na definisane deskriptore

efikasnosti ekstrakcije

Rezultati dobijeni tokom inicijalnog skrininga za otkrivanje najznacajnijih faktora ekstrakcije
prikazani su kroz Grafik 3. Rezultati su pokazali da oba faktora (koncentracija rastvaraca i odnos
uzorak/rastvarac) uticu na efikasnost ekstrakcije, a uticaj oba faktora zavisi od definisanih

odgovora ekstrakcije.

Antioksidantna aktivnost [IC,, pL/mL] Sadrzai ukupnih fenola [mg GAE/L]

30 A

¢ (EtOH) [%] ¢ (EtOH) [%]
Grafik 3. Konturni dijagrami uticaja promene koncentracije rastvaraca (x1) u rasponu od 0% (t;.
100% vode) do 80% etanola u vodi i masenog odnosa uzorka i rastvaraca (x2) u rasponu od 1:10
do 1:60 (koris¢enjem fiksnih faktora ekstrakcije: 55°C, 30 min) na antioksidantnu aktivnost (y1) i
sadrzaj ukupnih fenola (y2) tokom inicijalnog ispitivanja faktora ekstrakcije pomocu Placket

Burman dizajna eksperimenata.
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Prema dijagramima deskriptora efikasnosti ekstrakcije za definisani raspon eksperimentalnih
faktora, vi$a antioksidantna aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola ekstrakata (niZe ICsq i viSe vrednosti
TPC) postignuti su pri vi§im koncentracijama etanola u vodi. Uticaj odnosa uzorak/rastvarac nije

bio presudan za ova dva odgovora.

Vecina razvijenih metoda ekstrakcije ima za cilj da dobije ekstrakte sa visokim sadrzajem fenola,
umesto frakcioniranja i ekstrakcije jedne ili viSe srodnih supstanci. Fenoli se lako rastvaraju u
polarnim medijumima poput vodenoalkoholnih smesa, dok se odgovarajuce frakcije fenola mogu
dobiti na osnovu njihove polarnosti promenom koncentracije alkohola (197, 198). Tako je
nekoliko istrazivaca koristilo sistem organski rastvarac/alkohol/voda za ekstrakciju fenola iz
komine grozda, gde je prisustvo vode povecalo prinos i antocijana i fenola mehanizmom difuzije,
$to je dovelo do veéeg prinosa supstanci rastvorljivih u vodi (165, 199). Sto se ti¢e ekstrakcije
ukupnih fenola, smeSe etanol/voda dale su bolje rezultate u poredenju sa sistemom rastvaraca
aceton ili metanol/voda (164). Razlika u prinosu ekstrakcije koris¢enjem metanola i etanola moze
se pripisati nepolarnom delu i alifatskom fragmentu alkohola fenola. Metanol sadrzi manji i
fleksibilniji alifaticni fragment u poredenju sa etanolom 1 na taj nacin lakSe okruzuje fenole sa
supstitucijom na treCem ili Cetvrtom ugljeniku unutar njihovog aromati¢nog prstena (npr.
vanilinska i siringinska kiselina). S druge strane, ve¢i molekuli, fenoli sa dva dijametralno-
suprotno supstituisana ugljenika ili sa duzim alifatiénim fragmentima vise preferiraju etanol kao
ekstrakcioni medijum (198). Pored toga, etanol je jeftiniji i bezbedniji rastvara¢ koji se moze

koristiti u prehrambenoj industriji (164).

Koristeci iste eksperimentalne uslove opisane u Placket Burman dizajnu eksperimenata (Tabela
3), odreden je sadrzaj pojedinacnih fenola i antocijana. Uticaj deskriptora efikasnosti ekstrakcije:
sadrzaj pojedinacnih fenola (kempferol, katehin, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, galna
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kiselina, trans-cimetna kiselina, naringenin, hesperetin, rutin i kvercetin) i antocijana (delfinidin-
3-gl, cijanidin-3-gl, petunidin-3-gl, peonidin-3-gl, malvidin-3-gl) za definisani opseg
eksperimentalnih faktora koncentracije rastvaraca (x1) u rasponu od 0% (tj. 100% vode) do 80%
etanola u vodi i masenog odnosa uzorka i rastvaraca (x2) u rasponu od 1:10 do 1:60 (koris¢enjem
fiksnih faktora ekstrakcije: 55°C, 30 min), procenjen je koris¢enjem metode odzivne povrSine

(Response Surface Methodology, RSM) (Grafik 4 i Grafik 5).
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Grafik 4. Konturni dijagrami uticaja promene koncentracije rastvarac¢a (x1) u rasponu od 0% (tj. 100% vode) do 80% etanola u vodi i
masenog odnosa uzorka i rastvara¢a (x2) u rasponu od 1:10 do 1:60 (koris¢enjem fiksnih faktora ekstrakcije: 55°C, 30 min) na
pojedina¢ni sadrzaj (mg/mL): kempferola (y1), katehina (y2), vanilinske kiseline (y3), siringinske kiseline (y4), galne kiseline (y5),
trans-cimetne kiseline (y6), naringenina (y7), hesperetina (y8), rutina (y9), kvercetina (y10), tokom inicijalnog ispitivanja fakora
ekstrakcije pomocu Placket Burman dizajna eksperimenata.
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Delfinidin-3-gl
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Grafik 5. Konturni dijagrami uticaja promene koncentracije rastvaraca (x1) u rasponu od 0% (tj.
100% vode) do 80% etanola u vodi i masenog odnosa uzorka i rastvaraca (x2) u rasponu od 1:10
do 1:60 (koris¢enjem fiksnih faktora ekstrakcije: 55°C, 30 min) na pojedina¢ni sadrzaj (mg/mL):
delfinidin-3-gl (y1), cijanidin-3-gl (y2), petunidin-3-gl (y3), peonidin-3-gl (y4), malvidin-3-gl
(y5), tokom inicijalnog ispitivanja fakora ekstrakcije pomoc¢u Placket Burman dizajna

eksperimenata.

Definisani eksperimentalni faktori imali su razli¢it uticaj na ekstrakciju pojedina¢nih fenola.
Izuzev galne kiseline, bolja ekstrakcija fenolnih jedinjenja postignuta je pri vi§im koncentracijama

etanola u vodi. Galna kiselina (gde je aromati¢ni prsten okruZen sa tri hidroksilne grupe i jednom
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karboksilnom grupom) lakse se rastvara u polarnijim vodenim rastvara¢ima (198). Na ekstrakciju
dva fenola (vanilinska kiselina, siringinska kiselina) koncentracija etanola nije imala znac¢ajnog
efekta. Ovde su bolji prinosi postignuti koris¢enjem manjeg odnosa uzorak/rastvaraé¢ (1 g uzorka
: 10 mL rastvaraca). Sli¢no je bilo i za naringenin i hesperetin, dok se za ostale fenole (kempferol,
rutin, kvercetin) bolji prinos dobio kada je odnos uzorak / rastvara¢ bio veci (1 g uzorka : 60 mL
rastvaraca). Na neke fenole (katehin, galna Kkiselina, trans-cimetna Kkiselina) odnos
uzorak/rastvaraa nije imao uticaja. Prema tome, upotreba DoE-a za optimizaciju faktora
ekstrakcije pokazala je da je odnos uzorak/rastvara¢ veoma kritican faktor i da se njegov uticaj na

efikasnost ekstrakcije lako moze predvideti ako se optimizacija radi na tradicionalan nacin.

Uticaj koncentracije etanola na prinos ekstrakcije antocijana bio je suprotan rezultatima dobijenih
za antioksidantnu aktivnost i vecinu pojedinacnih fenola (Grafik 4), odnosno bolji prinos
antocijana postignut je koris¢enjem $to nizih koncentracija etanola u vodi. To dovodi do zakljucka

da je Cista voda najbolji rastvara¢ za ekstrakciju svih antocijana.

Traze¢i metodu pogodnu za ekstrakciju antocijana istovremeno sa pojedinacnim fenolnim
jedinjenjima, koncentracija etanola je postavljena na 55%, jer je ovo podrucje gde je svaki
dijagram pokazao zadovoljavajuci prinos i antocijana i pojedinaénih fenola. Pored toga, u literaturi
se spominju sliéne koncentracije etanola u vodi (50%, 53% i 60%), tako da su dobijeni rezultati
istrazivanja uporedivi sa drugim rezultatima (195, 200, 201). Bolja ekstrakcija antocijana
postignuta je kada je odnos uzorak/rastvara¢ bio veci (1 g uzorka : 60 mL rastvaraca). Imajuci u
vidu promenljiv uticaj odnosa uzorak/rastvara¢ na ekstrakciju pojedina¢nih fenola i oprecne
rezultate dobijene za ekstrakciju veéine pojedina¢nih fenola i antocijana, kao i uticaj na
antioksidantnu aktivnost i sadrzaja ukupnih fenola, za ovaj eksperimentalni faktor je predlozeno

da se autori odluce za optimalnu vrednost na osnovu rezultata dobijenih RSM (Response Surface
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Methodology) (200). Predlozeno je da optimalni odnos uzorak / rastvara¢ za svrhu ovog
istrazivanja bude centralna vrednost eksperimentalnog raspona (1:40, 1 g uzorka: 40 mL
rastvaraca), jer ova vrednost pokriva zadovoljavajuce rezultate za sve odgovore pri koncentraciji

etanola od 55%.
5.3.2. Finalna optimizacija faktora ekstrakcije

Ovaj deo istrazivanja bio je usmeren na dalju optimizaciju antioksidantne aktivnosti, ekstrakciju
antocijana (delfinidin-3-gl, cijanidin-3-gl, petunidin-3-gl, peonidin-3-gl i malvidin-3-gl) i fenola
(kempferol, katehin, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, galna kiselina, trans-cimetna
kiselina, naringenin, hesperetin, rutin i kvercetin). Set od 17 planiranih eksperimenata u okviru
CCF (22 full factorial Central Composite Face) dizajna primenjenih tokom finalne optimizacije
metode obuhvatio je ispitivanje tri eksperimentalna faktora: pH vrednost (x1) od 3 do 6,
temperaturu ekstrakcije (x2) od 30 do 60°C i vreme ekstrakcije (x3) od 10 do 60 min (Tabela 4).
Uticaji razli¢itih eksperimentalnih faktora na definisane deskriptore prinosa ekstrakcije
(antioksidantna aktivnost, ekstrakcija fenola i ekstrakcija antocijana) prikazani su kroz

normalizovane koeficijente DoE (Grafik 6).
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Grafik 6. Normalizovani koeficijenti 22 CCF dizajna koji pokazuju uticaj tri razli¢ita faktora ekstrakcije: bl - pH vrednost, b2 -
temperaturu ekstrakcije, b3 - vreme ekstrakcije, kao i na njihove interakcije (b11, b22, b33, b12, b13, b23) na deskriptore prinosa
ekstrakcije: antioksidantna aktivnost, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj fenola (katehin, galna kiselina, rutin, kvercetin i kempferol) i

sadrzaj antocijana (delfinidin-3-gl, cijanidin-3-gl, petunidin-3-gl, peonidin-3-gl i malvidin-3-gl).
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Normalizovani koeficijenti 22 CCF dizajna pokazali su da vreme ekstrakcije (faktor x3) ima
najmanji uticaj na efikasnost ekstrakcije, odnosno ovaj faktor je uticao samo na ekstrakciju
katehina, galne kiseline i kempferola (pozitivno za prva dva, a negativno za kempferol). 1z tog
razloga, da bi se procenio uticaj ostala dva ispitivana faktora (pH vrednosti i temperature
ckstrakcije) na antioksidantnu aktivnost, sadrzaj ukupnih fenola (Grafik 7), sadrzaj antocijana
(Grafik 8) i sadrzaj pojedina¢nih fenola (Grafik 9), vreme ekstrakcije je postavljeno na srednju

vrednost ispitivanog opsega (30 min).

Antioksidantna aktivnost (DPPH) Sadrzaj ukupnih fenola

30 35 40 45 50 55 60 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura [°C] Temperatura [°C]

-za vreme ekstrakcije podeseno na 30 min
Grafik 7. Konturni dijagrami uticaja promene pH vrednosti (x1) u rasponu od 3 do 6, temperature
ekstrakcije (x2) u rasponu od 30 do 60°C za vreme ekstrakcije od 30 min na antioksidantnu
aktivnost (y1) 1 sadrzaj ukupnih fenola (y2) tokom finalne optimizacije faktora ekstrakcije

koris¢enjem 2 CCF dizajna DoE.
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Delfinidin-3-gl Cijanidin-3-gl Petunidin-3-gl

Temperatura Temperatura Temperatura

Peonidin-3-gl Malvidin-3-gl

30 35 40 45 50 55 60 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura Temperatura

-pri vremenu ekstrakcije od 30 min

Grafik 8. Konturni dijagrami uticaja promene pH vrednosti (x1) u rasponu od 3 do 6, temperature
ekstrakcije (x2) u rasponu od 30 do 60°C za vreme ekstrakcije od 30 min na pojedinacni sadrzaj
(mg/mL): delfinidin-3-gl (y1), cijanidin-3-gl (y2), petunidin-3-gl (y3), peonidin-3-gl (y4),
malvidin-3-gl (y5), tokom finalne optimizacije faktora ekstrakcije koris¢enjem 23 CCF dizajna

DoE.
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Temperatura [°C] Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Kvercetin Kempferol

an RN an 45 5 8 60 30 35 40 45 50 55 60
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

-pri vremenu ekstrakcije od 30 min

Grafik 9. Konturni dijagrami uticaja promene pH vrednosti (x1) u rasponu od 3 do 6, temperature
ekstrakcije (x2) u rasponu od 30 do 60°C za vreme ekstrakcije od 30 min na pojedinacni sadrzaj
(mg/mL): katehina (y1), galne kiseline (y2), rutina (y3), kvercetina (y4) i kempferola (y5) tokom

finalne optimizacije faktora ekstrakcije koriséenjem 23 CCF dizajna DoE.

Prema dijagramima deskriptora efikasnosti ekstrakcije za definisan opseg eksperimentalnih
faktora, optimalna antioksidantna aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola ekstrakata postignuti su pri
vi$im temperaturama i pH vrednostima izmedu 4 i 5. Temperatura povecava efikasnost ekstrakcije

poboljsanjem rastvorljivosti rastvorka i koeficijenta difuzuje. Medutim, na temperaturi vi$oj od
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50°C stabilnost fenola je smanjena i moze rezultirati njihovom denaturacijom, jer su fenoli kao
reaktivne hemijske vrste, podlozni oksidaciji, konjugaciji, hidrolizi, polimerizaciji i gradenju
kompleksa. Pored toga, sli¢ni rezultati potvrdeni su i kroz druga istrazivanja (181) koja su navela
da zagrevanje na 50 ili 60°C uzrokuje znac¢ajno smanjenje koncentracije fenola i antioksidantnog
kapaciteta ekstrakata dobijenih iz otpadnih voda mlina maslina. Ovo smanjenje moze biti
povezano sa termickom aktivacijom endogene fenol-oksidaze. Termic¢ka aktivacija fenol-oksidaze
iz drugih izvora, poput jabuke, dogada se izmedu 45 i 65°C (202). Zbog toga je maksimalna
temperatura za ekstrakciju fenola iz komine grozda ¢vrsto-te¢nom ekstrakcijom postavljena na

60°C (162, 182).

Sto se ti¢e sadrzaja antocijana, najbolji rezultati su dobijeni pri vi§im temperaturama ekstrakcije
(temperatura iznad 50°C dala je dobar prinos svih antocijana) i pH vrednosti iznad 5 (ali takode i

pH vrednosti izmedu 4 i 5).

Bolja ekstrakcija fenola postignuta je pri visim temperaturama, dok uticaj pH vrednosti na
ekstrakciju pojedina¢nih fenola nije bio tako ocigledan. Za neke fenole (rutin i kvercetin) bolji
rezultati postignuti su pri visim pH vrednostima, za druge (galna kiselina i kempferol) pri nizim
pH vrednostima, dok pH vrednost nije uticala na ekstrakciju katehina. Medutim, pri pH 5 (koji se
pokazao optimalnim za gore navedene deskriptore: antioksidantna aktivnost, sadrzaj ukupnih
fenola i antocijana), sadrzaj ekstrahovanih fenola bio je zadovoljavajuéi pri viSim temperaturama.
Dodavanje kiselina rastvara¢ima moze povecati efikasnost ekstrakcije. Brazinha i njegove kolege
su u svom radu dodali 3 g/L limunske kiseline u 60%-tni etanol, sto je dovelo do povecéanja prinosa
galne kiseline, katehina, epikatehina i sadrzaja ukupnih fenola (196). Upotrebom citratno-
fosfatnog pufera (pH 3, 5 i 7) za ekstrakciju fenola iz grozdova vinove loze bolja antioksidantna

aktivnost dobijenih ekstrakata postignuta je pri pH vrednostima 5 i nizim (201). Takode, pokazano
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je da dodavanje hlorovodoni¢ne kiseline rastvaracu dovodi do veéeg prinosa ukupnih fenola i
antocijana u ispitivanim ekstraktima (195). Hosseini i njegove kolege su u svom radu istrazili uticaj
dodavanja tri razli¢ite organske kiseline u sistem rastvaraca voda / etanol / organska Kiselina
(50:48:2) na ekstrakciju fenola i antocijana iz kore crvenog kupusa, turske loze i patlidzana. Posto
pH vrednost zakiSeljenog rastvaraca uti¢e na konac¢ni sadrzaj fenola i antocijana, ekstrakcija je
radena pri konstantnom pocetnom pH (pH=3,49). U poredenju sa siréetnom i hlorovodoni¢cnom
kiselinom, dodavanje limunske kiseline u sistem rastvarac¢a dovelo je do najviseg sadrzaja ukupnih
fenola, antocijana i antioksidantne aktivnosti ekstrakata za sva tri razlicita izvora. To moze znaciti
da je uloga limunske kiseline u procesu ekstrakcije dvostruka. Osim §to snizava pH rastvaraca,

limunska kiselina moze delovati i kao ekstraktant (203).

5.3.3. Pregled rezultata

Imajuéi u vidu sveobuhvatne kriterijume za efikasnost ekstrakcije, zaklju¢eno je da su 55%-tni
etanol, odnos uzorak / rastvara¢ 1:40, pH 4,5, T 55°C 1 vreme od 30 min optimalni eksperimentalni
faktori za ekstrakciju fenola iz komine grozda. U zavisnosti od osnovnog cilja procesa ekstrakcije
(antioksidantna aktivnost, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj pojedinacnih fenola ili sadrzaj
antocijana) ovi parametri se mogu lako modifikovati kako bi se ostvario Zeljeni cilj. Dobijeni
rezultati bili su u dobroj korelaciji sa rezultatima dostupnim u literaturi, dodatno pokrivajuci
optimizaciju faktora koji se u publikacijama retko spominju (odnos uzorak / rastvara¢ i pH

vrednost ekstrakcionog medijuma).
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5.4. Uticaj resveratrola na glikemijski i lipidni status

5.4.1. Analiza dijetetskog suplementa na sadrzaj resveratrola i antioksidantnu aktivnost

Sadrzaj trans-resveratrola u dijetetskom suplementu iznosio je 44,005 = 0,27 mg po doziranoj
jedinici (99,2% suvog ekstrakta korena). Sadrzaj resveratrola u ispitanom suplementu (99,2%) bio

je u skladu sa deklaracijom proizvoda od = 98% trans-resveratrola.

In vitro DPPH odredivanje antioksidantne aktivnosti suplementa na bazi resveratrola potvrdilo je
antioksidantno dejstvo izabranog suplementa (suplement na bazi resveratrola, 1C50=0,0176 £ 0,001
mg/mL; a-tokoferol, IC50=0,00253 mg/mL). Nadeno je da je kapacitet hvatanja slobodnih radikala
1 mg o-tokoferola, dobro poznatog antioksidanta, ekvivalentan sa 6,9 mg ispitanog suplementa

resveratrola.
5.4.2. Uticaj dijetetskog suplementa na bazi resveratrola na glikemijski status

Uticaj suplementacije resveratrolom na glikemiju dijabeti¢nih pacova prikazan je na Grafiku 10.

35
30 I
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15
10

mmol /L

.
BGLbefore BGLO BGLend
m ConDiab = ResDiab
Grafik 10. BGL (Blood glucose levels) - nivo glukoze u krvi dijabeti¢nih pacova kojima je davan

fizioloski rastvor (ConDiab) ili dijetetski suplement resveratrola 20 mg/kg (ResDiab). BGLbefore
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- pre administracije streptozotocina, BGLO - 48 sati nakon administracije streptozotocina i

BGLend — na poslednji dan eksperimenta. *statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa ConDiab (p<0,001)

Kombinacija 10%-tne fruktoze u vodi i streptozotocina uspesno je indukovala perzistentnu
hiperglikemiju kod eksperimentalnih Zivotinja. Ovaj model sluzi kao alternativni, negenetski
model pacova za indukovanje dijabetesa tipa 2 (184). Poboljsana tolerancija na glukozu primec¢ena
u ovom ispitivanju je u skladu sa drugim istrazivanjima koja su takode pokazala da resveratrol
poboljsava delovanje insulina kod glodara sa indukovanom rezistencijom na insulin (86, 95).
Reveratrol moze pospesiti delovanje insulina. kroz smanjenje adipoznosti, inhibiciju ekspresije
inflamatornih gena i aktivaciju SIRT1 i 5'-AMP- aktiviranih enzima protein kinaza (204). Anti-
dijabetski efekti resveratrola se takode mogu objasniti njegovim visokim antioksidantnim
kapacitetom, koji moze dovesti do zastite B-¢elija pankreasa (205). Nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu dve grupe kojima je meren nivo Secera u Krvi pre primene streptozotocina
(BGLDbefore; p=0,136), kao ni izmedu dve grupe kojima je nivo Secera u krvi meren 48 sati nakon
primene streptozotocina (BGLO; p=0,366). Nakon sedam dana suplementacije resveratrolom,
statistiCki znacajna razlika dobila se izmedu grupe zivotinja koja je dobijala resveratrol (ResDiab)
i dijabeti¢ne kontrolne grupe zivotinja (ConDiab) (p<0,001). Dijabeti¢ni pacovi tretirani

resveratrolom imali su za 25,46% nizi nivo $ecera u krvi nego odgovarajuc¢a kontrola.

Kriva glukoze u krvi OGTT (Oral Glucose Tolerance Test) pokazala je da su nivoi glukoze u krvi
kod dijabeticnih 1 hiperlipidemic¢nih pacova bili visi od nivoa u kontrolnoj grupi izmerenih 0-120

min nakon oralnog unosa glukoze (Grafik 11).
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Grafik 11. OGTT (Oral Glucose Tolerance Test) dijabeti¢nih i hiperlipidemi¢nih pacova. ConS-
kontrolna grupa, ConRes- pacovi tretirani resveratrol suplementom (20 mg/kg), ConDiab-
dijabeti¢ni pacovi, ResDiab- dijabeticni pacovi tretirani resveratrol suplementom 20 mg/kg),
ConChol- hiperlipidemi¢ni pacovi, ResChol- hiperlipidemi¢ni pacovi tretirani resveratrol

suplementom 20 mg/kg.

Tretman resveratrolom znacajno je pobolj$ao toleranciju na glukozu dijabeti¢nih pacova (p<0,05).
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima lang-a i Kanga koji su utvrdili da resveratrol ima
sposobnost da poboljsa toleranciju na glukozu kod dijabeti¢nih pacova (121). Kod pacova
hranjenih fruktozom, primena resveratrola smanjila je poviSen nivo glukoze u krvi nakon
intraperitonealnog testa opterec¢enja glukozom (95). Pored toga, OGTT je pokazao da je tolerancija
na glukozu pogorsana i kod pacova sa indukovanom hiperlipidemijom, dok je ovo oStecenje
poboljsano suplementacijom hiperlipidemic¢nih pacova resveratrolom. Smanjena tolerancija na
opterecenje glukozom kod hiperlipidemi¢nih pacova je posledica insulinske rezistencije. Poznato

je da ishrana sa visokim udelom masti izaziva insulinsku rezistenciju i upalu u visceralnom belom
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masnom tkivu. Mehanizam koji delimi¢no mozZe objasniti uticaj resveratrola na osetljivost insulina
je prevencija upale poboljsanjem ¢elijskog stresa i inhibicijom ekspresije inflamatornih gena (206-
208). Resveratrol povecava ekspresiju pAkt, GLUT4 i IRS-1 u masnom tkivu i smanjuje nivo

proinflamatornih citokina u serumu (209).

5.4.3. Uticaj dijetetskog suplementa na bazi resveratrola na lipidni status

Indukcija hiperlipidemije kod Zivotinja bila je uspeSna davanjem standardne ishrane uz dodatak
holesterola i holne kiseline kao pospesSivaca njegove apsorpcije. Statisti¢ki znacajno povecanje
ukupnog holesterola, LDL-holesterola i triacilglicerola (Tabela 18) primeceno je nakon 30 dana.
Suplementacija resveratrolom znacajno je uticala na metabolizam lipida kod zdravih, dijabeti¢nih
i pacova sa indukovanom hiperlipidemijom. Statisti¢ki znacajna razlika nije primec¢ena u nivou
ukupnog holesterola izmedu grupa Zivotinja podvrgnutih 30-dnevnoj ishrani uz dodatak
holesterola koja je primala fizioloski rastvor (ConChol) i suplement resveratrola (ResChol), niza
vrednost je dobijena u grupi koja je bila pod suplementacijom. Izmedu istih grupa primeceno je
statisticki znacajno smanjenje koncentracije ukupnih triacilglicerola (za 40,54%, p<0,01) i LDL-
holesterola (za 21,02%, p=0,043), dok je primecen znacajan porast HDL-holesterola (za 13,23%,
p=0,022). Ovo povecanje HDL frakcije je razlog za sli¢ne nivoe ukupnog holesterola kod grupe
hiperlipidemi¢nih pacova tretiranih resveratrolom i odgovarajuce kontrolne grupe. Kod pacova sa
dijabetesom doslo je do znacajnog povecanja ukupnih nivoa triacilglicerola (Tabela 18). Ovo
potvrduje da kori$éen streptozotocin/fruktoza model pacova za indukovanje dijabetesa ne samo da
indukuje perzistentnu hiperglikemiju, ve¢ i dovodi do promena u lipidnom sastavu karakteristi¢nih
za dijabetes tipa 2 (210). Suplementacija resveratrolom snizila je ukupne triacilglicerole kod

dijabeti¢nih pacova, ali bez statistiCke znacajnosti. Dijabeti¢ki pacovi su tretirani 7 dana
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resveratrolom, $to moze biti razlog zasto promene u lipidnom profilu nisu tako izrazene kao kod

hiperlipidemi¢nih pacova tretiranih 30 dana.

Tabela 18. Lipidni profil- koncentracije u plazmi ukupnog holesterola, triacilglicerola, LDL-

holesterola i HDL-holesterola (X + SD)

Grupa ConS ConRes | ConDiab | ResDiab | ConChol | ResChol

Ukupni
holesterol 1,93+0,22 | 1,79+0,16 | 1,96,+0,15 | 1,74+0,06 | 2,68+0,16# | 2,56+0,19
(mmol/L)

Triacilgliceroli | 9 19+0 04 | 0,2020,22 | 1,31+0,08 | 1,20+0,17 | 0,52+0,10# | 0,37+0,07*
(mmol/L)

HDL-
holesterol 0,66+0,10 | 0,62+0,04 | 0,60+0,07 | 0,73+0,05 | 0,68+0,03 | 0,77£0,09*
(mmol/L)
LDL-
holesterol 1,1840,30 | 1,00+£0,15 | 1,10+0,12 | 0,46+0,10 | 1,90+0,40# | 1,57+0,12*
(mmol/L)

ConS- fizioloski rastvor 1 mL/kg p.o.; ConRes- resveratrol suplement 20 mg/kg p.o.; ConDiab-
10%-tna fruktoza u vodi i streptozotocin 40 mg/kg i.p.; ResDiab- streptozotocin 40 mg/kg i.p. i
resveratrol suplement 20 mg/kg p.o. tokom 7 dana; ConChol- hiperlipidemi¢na kontrola; ResChol-
hiperlipidemiéni pacovi i resveratrol suplement 20 mg/kg, p.o. tokom 30 dana; “statisti¢ki znadajna
razlika u poredenju sa ConS (p<0,05, n=6); *statisticki znacajna razlika u poredenju sa ConChol

(p<0,05, n=6).

Mnoge studije su potvrdile da duze davanje resveratrola ima sposobnost snizavanja nivoa lipida u
krvi: kod pacova hranjenih holesterolom i tretiranih 4 nedelje (211), hiperlipidemi¢nih miseva
tretiranih Sest nedelja (139) i gojaznih pacova tretiranih osam nedelja (114). Medutim, ima i

ispitivanja sa opre¢nim rezultatima, pa tako sedmodnevna primena resveratrola (50 mg/kg) nije
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uspela da smanji koncentraciju holesterola i triacilglicerola u serumu (212). To se moze objasniti
predlozenim mehanizmom delovanja resveratrola, koji ukljuuje promene u aktivnosti i ekspresiji
enzima koji su ukljuceni u metabolizam holesterola, Sto zahteva odredeno vreme pre nego $to se

postigne puni efekat.

5.4.4. Uticaj suplementa resveratrola na telesnu masu

U ovom ispitivanju statisticki znacajno povecanje telesne mase zabelezeno je u svim

eksperimentalnim grupama tokom 7 i 30 dana (Tabela 19).

Tabela 19. Pocetna i krajnja telesna masa (g, X = SD)

Grupa ConS ConRes ConDiab ResDiab ConChol ResChol
I;gfgr‘]‘; 279 83 294.00 246,75 220,80 19917 201,00
+12.53 +8.74 +18,07 +7.63 +17.44 +9 44
masa
Teﬁzérr‘ljaa 330,17 342,50 292,50 258.00 272,00 260,40
+13.29 +15.42 +23 66 +9 80 +12.25 +14.92
masa
A 50,33+ 48 50+ 4575 37.20 72.83 59.40
9,99 14,15 +0,74 +7.41 +20,07 +18,96

ConS- fizioloski rastvor 1 mL/kg p.o.; ConRes- resveratrol suplement 20 mg/kg p.o.; ConDiab-
10%-tna fruktoza u vodi i streptozotocin 40 mg/kg i.p.; ResDiab- streptozotocin 40 mg/kg i.p. i
resveratrol suplement 20 mg/kg p.o. tokom 7 dana; ConChol- hiperlipidemi¢na kontrola; ResChol-

hiperlipidemi¢ni pacovi i resveratrol suplement 20 mg/kg, p.o. tokom 30 dana

Pacovi sa indukovanim dijabetesom dobijali su manje na masi od ostalih zivotinja. Suplementacija
resveratrolom nije znac¢ajno smanjila telesnu masu, mada su sve tri grupe zZivotinja koje su dobijale

suplementaciju imale manju masu u poredenju sa njihovim kontrolnim grupama koje su primale
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fizioloski rastvor. Kod pacova sa fruktoza/streptozotocin indukovanim dijabetesom manje
povecanje telesne mase bilo je u grupi koja je dobijala resveratrol suplement u poredenju sa
kontrolnom grupom, za razliku od dijabetes tipa 1 modela, gde usled smanjene endogene
proizvodnje insulina dolazi do hiperglikemije i porasta telesne mase (213). Preventivno delovanje
resveratrola na povecanje telesne mase pacova hranjenih visoko-kalori¢cnom ishranom je upitno.
Dok su neki autori dobili statistiCki znacajno smanjenje telesne mase kod glodara hranjenih
ishranom sa visokim udelom masti (214-218), odredeni autori dobili su blago smanjenje telesne
mase (106) ili izostanak smanjenja (219). Nedavni pregled zakljucio je da se efekti resveratrola na
telesne masti kod glodara razlikuju u zavisnosti od uslova hranjenja i da nema dovoljno dokaza na

osnovu kojih bi se resveratrol predlozio za kori$¢enje u tretmanu gojaznosti (220).

5.4.5. Uticaj suplementa resveratrola na biohemijske parametre

Uporedivanjem rezultata nakon odredivanja serumskih koncentracija aminotransferaze u
kontrolnim i eksperimentalnim grupama zdravih Zivotinja (Tabela 20), nize vrednosti za AST (za
12,76%) i ALT (za 23,79%) dobijene su u grupi koja je bila pod suplementacijom resveratrola od
30 dana, medutim, bez statisti¢ke znacajnosti. Za dve grupe zivotinja sa indukovanim dijabetesom,
primecéeni su nizi nivoi ALT, AST i ALP kod Zivotinja koje su bile podvrgnute suplementaciji u
periodu od 7 dana u poredenju sa kontrolnom grupom koja je primala fizioloski rastvor, ali takode
bez statisticke znacajnosti. Za dve grupe Zivotinja sa indukovanom hiperlipidemijom, niZe
vrednosti ALT, AST i ALP primecene su za zivotinje koje su bile podvrgnute suplementaciji
tokom 30 dana, ali, takode, bez statisticke znacajnosti. Statisticki zna¢ajno nizi nivoi ALP dobijeni
su kod zdravih Zivotinja (p=0,024). Uporedivanjem rezultata nakon odredivanja serumskih
koncentracija uree, kreatinina i mokrac¢ne kiseline izmedu kontrolnih i eksperimentalnih grupa
zivotinja sa indukovanim dijabetesom (Tabela 20), znacajno nizi nivoi kreatinina (za 22,85%,
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p=0,024) i mokracne kiseline (za 25,55%, p=0,017) dobijeni su za grupu koja je bila pod

suplementacijom u periodu od 7 dana. Niza vrednost je primeéena i za ureu (za 26,41%), blizu

statisticke znacajnosti (p=0,057).

Ovi rezultati potvrduju prethodna ispitivanja da resveratrol moze poboljsati nekoliko vrsta

ostecenja bubrega, ukljuc¢ujudi dijabetsku nefropatiju, kao i osteéenja izazvana lekovima, sepsom

I ishemija-reperfuzijom (69, 221, 222). Izmedu dve grupe zivotinja sa indukovanom

hiperlipidemijom nije bilo statisticki znacajnog smanjenja sva tri parametra bubrezne funkcije.

Tabela 20. Parametri jetrene (AST, ALT i ALP, U/L, X + SD) i bubrezne (urea, mmol/L, X &+ SD;

kreatinin i mokraéna kiselina, pmol/L, X £+ SD) funkcije

Grupa ConS ConRes ConDiab ResDiab ConChol ResChol
AST 117,83 104,50 135,25 122,00 140,17 120,40
+11,31 17,12 16,06 +12,85 +35,56 14,22
ALT 29,50 23,83 38,00 37,60 30,00 17,40
+3,43 +2,05 +4,87 126,60 +18,60 +1,74
ALP 225,00 163,00 1019,25 1005,80 461,67 44521
122,86 +12,57* +80,43 +54,11 +42,07 +38,27
Urea 6,40 5,55 13,45 10,64 7,45 7,14
+0,86 10,52 13,17 12,39 10,72 10,52
Kreatinin 60,17 57,17 71,50 58,20 55,50 51,80
15,02 15,12 16,12 +5,98* 16,44 +1,94
Mokraéna | 88,53 84,26 114,25 91,00 114,17 112,00
kiselina 19,70 +11,40 18,48 +10,62* +43,75 +15,50

ConS- fizioloski rastvor 1 mL/kg p.o.; ConRes- resveratrol suplement 20 mg/kg p.o.; ConDiab-

10%-tna fruktoza u vodi i streptozotocin 40 mg/kg i.p.; ResDiab- streptozotocin 40 mg/kg i.p. |

resveratrol suplement 20 mg/kg p.o. tokom 7 dana; ConChol- hiperlipidemi¢na kontrola; ResChol-
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hiperlipidemi¢ni pacovi i resveratrol suplement 20 mg/kg, p.0. tokom 30 dana; *statisticki

znacajna razlika u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom (p<0,05, n=6).
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6. ZAKLJUCAK

Ispitivanje kvaliteta i bezbednosti 14 dijetetskih suplemenata na bazi grozda ili japanskog troskota
u okviru prvog dela disertacije donelo je zakljucke koji su delimi¢no ili u potpunosti potvrdili
elemente hipoteze 1. Kod ispitivanja kvaliteta suplemenata samo dva od 14 nisu zadovoljila
farmakopejske zahteve za lekove u pogledu ujednacenosti mase i ujednacenosti sadrzaja.
Medutim, ispitivanje brzine rastvorljivosti dalo je veoma lose rezultate, gde ni jedan suplement
nije oslobodio ni blizu dovoljnu koli¢inu trans-resveratrola, ¢ime se postavlja pitanje njihove
efikasnosti kod ljudi. S obzirom da trans-resveratrol ima veoma malu rastvorljivost u vodi (oko
30 mg/L) i veoma nisku bioraspolozivost (manju od 1% usled efekta prvog prolaska kroz jetru i
ubrzane eliminacije), razvijanje novih formulacija za primenu suplemenata moze nadomestiti
navedene nedostatke. Jedno od reSenja je inkorporiranje trans-resveratrola u lipozome ili upotreba
micelarnih sistema, ¢ime bi se znafajno povecala njegova rastvorljivost u vodi, a time i
bioraspolozivost. Dobijeni rezultati kontrole kvaliteta suplemenata ukazuju na probleme koji se
mogu javiti i kod drugih suplemenata dostupnih na trziStu, a posebno kod onih ¢ije aktivne
komponente imaju malu rastvorljivost vodi. U nasem ispitivanju hipoteza 1.1. je delimi¢no
potvrdena jer je vecina suplemenata ispunila zahteve farmakopeje u pogledu ujednacenosti mase i
sadrZaja doznih jedinica. Dijetetski suplementi na bazi grozda i japanskog troskota posedovali su
antioksidantni kapacitet ¢ime je potvrdena hipoteza 1.2. Suplementi su bili zdravstveno ispravni u
pogledu prisustva ostataka pesticida i toksicnih metala, ¢ime je potvrdena bezbednost njihove

upotrebe i hipoteza 1.3.

Farmakodinamska ispitivanja na pacovima pokazala su antioksidantna, anti-dijabetska i
hipolipidemijska svojstva dijetetskog suplementa na bazi resveratrola. Suplement resveratrola

znacajno je poboljsao lipidni profil u plazmi i toleranciju na glukozu kod pacova sa indukovanim
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dijabetesom tipa 2 i hiperlipidemijom, ¢ime je potvrdio svoju delotvornost i hipotezu 2. Medutim,
kako ispitani suplement resveratrola nije prosao testove farmakopeje za brzinu oslobadanja aktivne
komponente, postavlja se pitanje njegove delotvornosti kod ljudi. U prilog tome je i ¢injenica da
je bioraspolozivost resveratrola kod pacova znacajno visa nego kod ljudi (manje od 1%). Stoga,
jedini nac¢in da se delotvornost suplementa resveratrola potvrdi kod ljudi je dobro dizajnirano

klini¢ko ispitivanje na dovoljnom broju ispitanika.

Analiza pet razlic¢itih komina grozda u okviru prvog dela ispitivanja pokazala je da ovaj nusprodukt
proizvodnje vina sadrzi razlicite fenole od kojih je samo katehin bio prisutan u zna¢ajnoj koli¢ini.
Time je delimi¢no potvrdena hipoteza 3 da komina grozda sadrzi znatnu koli¢inu fenola i
predstavlja njihov znacajan izvor. Ipak, kvalitativan i kvantitativan sastav fenola u komini
znacajno varira u odnosu na sortu i berbu grozda, kao i od primenjenog tehnoloskog procesa
proizvodnje vina. U drugom delu ispitivanja optimizovani su faktori ekstrakcije fenola na jednoj
vrsti komine. Imajuc¢i u vidu sveobuhvatne kriterijume u pogledu efikasnosti ekstrakcije,
zakljuceno je da su 55%-tni etanol, odnos uzorak / rastvara¢ 1:40, pH 4,5, T 55°C i vreme od 30
min optimalni eksperimentalni uslovi za ekstrakciju fenola iz komine grozda. U zavisnosti od
osnovnog cilja procesa ekstrakcije (antioksidantna aktivnost, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj
pojedinacnih fenola ili sadrzaj antocijana) ovi parametri se mogu lako modifikovati kako bi se

ostvario zeljenti cilj.
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