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ISPITIVAN]JE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA HRANE ZA BEBE

IZVOD

Oksidativni stres se javlja jo§ u toku neonatalnog perioda. U mladem
gestacionom dobu koje karakteriSe slabiji antioksidativni kapacitet moZe doci
do povecanog stvaranja slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
Dosadasnjim istrazivanjima je utvrdeno da maj¢ino mleko ima veoma veliki
antioksidativni kapacitet u odnosu na infant formule, koje su zamena za
maj¢ino mleko. Antioksidanti maj¢inog mleka jo$ uvek nisu kompletno
definisani, ali najvazniji su superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza,
katalaza, vitamini C, A i E, koenzim Q, karotenoidi, cistein, koji sinergisti¢ki

Stite novorodence od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u ranom Zivotnom doba.

Cilj ove doktorske disertacije je proucavanje ukupnog antioksidativnog
potencijala infant i prelaznih formula i mleka za malu decu do 3 godine starosti
i njihovo poredjenje sa ukupnim antioksidativnim svojstvima zrelog maj¢inog

mleka i standardnog konzumnog kravljeg mleka, kao referentnog.

Na osnovu dosadasnjih rezultata i aktuelnih nauc¢nih saznanja u okviru ove
oblasti istrazivanja, u ovoj doktorskoj disertaciji primenjene su moderne
laboratorijske tehnike i instrumentalne metode za odredivanje ukupnog
antioksidativnog potencijala hrane za bebe. Karakterizacija antioksidativnog
potencijala hrane za bebe uradena je na osnovu: enzimskih aktivnosti uzoraka
(odredivanje enzimske aktivnosti superoksid-dismutaze-SOD i glutation-
peroksidaze-GSH-Px), ispitivanja antioksidativnog potencijala hrane za bebe
razli¢itim elektrohemijskim metodama (potenciometrija, cikli¢na voltametrija,
diferencijalna pulsna voltametrija, polarografija), elektron-paramagnetnom

rezonancom (EPR) i spektrometrijskim metodama (UV/VIS). Testiran je
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farmakoloski efekat razli¢itih uzoraka hrane za bebe i maj¢inog mleka

ispitivanjem uticaja na relaksaciju glatkih misi¢a uterusa.

Majc¢ino mleko poseduje direktne farmakoloske relaksirajuce efekte, ispoljava
opustajuci efekat na izolovani nevaskularni glatki misi¢, za razliku od infant
formula i obezbeduje bolju antioksidacionu zastitu u poredenju sa infant
formulama, zbog prisustva specifi¢nih enzimskih komponenti kao $to je enzim
superoksid dismutaza. Ovi efekti mogu da budu prednost u bebinom
gastrointestinalnom traktu, podrZavaju¢i normalan rad glatkih miSica i
odrZzavajué¢i redoks homeostazu Sto moZe predstavljati mehanizam kojim
dojenje doprinosi zdravlju beba. 1z rezultata razlic¢itih elektrohemijskih merenja

moze da se zakljuci da najveci antioksidativni potencijal ima maj¢ino mleko.

Antioksidativni potencijal maj¢inog mleka potice od enzimskih komponenti
mleka. Infant formule imaju antioksidativni potencijal koji poti¢e od
neenzimskih komponenti (vitamina A, C, E, Fe?,...), dok kravlje mleko UHT
ima mali antioksidativni potencijal, zbog tretmana pri obradi i pakovanju

mleka, kojim su uniStene enzimske i vitaminske komponente.

Primenjene elektrohemijske metode mogu da budu veoma relevantne za brzo i
rutinsko merenje ukupnog antioksidativnog potencijala mleka, infant formula i

odredivanje svezine mleka.

Kljucne reci: antioksidationi potencijal, hrana za bebe, majcino mleko, kravlje mleko,
elektron-paramagnetna rezonanca, potenciometrija, ciklicna voltametrija, diferencijalna

pulsna voltametrija, polarografija

Naucna oblast: Biohemija
Uza naucna oblast: Biohemija hrane i ishrane
UDK broj:

vi
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DETERMINATION OF TOTAL ANTIOXIDANT POTENTIAL IN INFANT
FORMULA AND BREAST MILK

ABSTRACT

Oxidative stress occurs even during the neonatal period. At the younger
gestational age, which is characterized by weaker antioxidant capacity,
increased production of free radicals and reactive oxygen species is possible.
Previous research has found that breast milk has very high antioxidant capacity
compared to infant formula, which are a substitute for breast milk. Breast milk
antioxidants are not fully defined yet, but the most important ones are
superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase, vitamins C, A and E,
coenzyme Q, carotenoids, cysteine, which synergistically protect infants from

reactive oxygen species at an early age.

The objective of this dissertation is the study of total antioxidant potential of
infant, follow-on and toddler formulas for children under 3 years of age and
their comparison with the overall antioxidant properties of mature breast milk

and standard cow's milk as a reference.

Based on previous results and current scientific knowledge in this field of
research, modern laboratory techniques and instrumental methods for the
determination of total antioxidant potential of baby food were applied within
this dissertation. Characterization of the antioxidant potential of baby food was
performed on the basis of: enzyme activity (determining the enzymatic activity
of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)), testing
the antioxidant potential wusing various electrochemical methods
(potentiometry, cyclic voltammetry, differential pulse voltammetry, and

polarography), electron paramagnetic resonance and spectrometric methods.

vii
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The pharmacologic effects of various samples of breast milk and formulas were
examined by studying their effects on the rat uterine smooth muscle

contraction.

Human milk has direct pharmacologic relaxation effects, it induces relaxation of
the isolated non-vascular muscle, unlike infant formulas, and provides better
antioxidant protection compared with infant formulas due to the presence of
specific enzymatic components, such as human superoxide dismutase. These
effects can have a beneficial effect on the infant’s gastrointestinal tract by
supporting the normal work of smooth muscles and maintaining redox
homeostasis, which might represent one of the mechanisms by which breast-
feeding provides health benefits. Based on the results of various electrochemical
measurements it can be concluded that breast milk has the highest antioxidant
potential. The results of different electrochemical measurements have shown

that breast milk has the highest antioxidant potential.

The antioxidative potential of breast milk comes from the enzymatic
components of milk. Infant formulas have antioxidant potential that comes
from non-enzymatic components (vitamins A, C, E, Fe?*, etc.), while cow's milk
has the lowest antioxidant potential due to the treatment it undergoes during
processing and packaging, by which the enzymatic and vitamin components

were destroyed.
The applied electrochemical methods could be highly relevant for quick and

routine measurement of total antioxidant capacity of milk and infant formula

and of the freshness of milk.

viii
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Istrazivanja svojstava, upotrebe i izvora egzogenih antioksidanata, narocito
fenolnih komponenti, flavonoida, vitamina, sinteti¢ih hemikalija i nekih mikro
nutrijenata pocela su krajem 18. veka (Gutteridge & Halliwell, 2010). Od tada su
istrazivanja antioksidanata (AO) dobila na znacaju i objavljeni su radovi na ovu
temu, Sto je dovelo do njihove intenzivne upotrebe u cilju o¢uvanja optimalnog
zdravlja (Halliwell, 2009). Brojni dijetetski proizvodi i dodaci ishrani se

konstantno obogacuju prirodnim ili sintetickim antioksidantima.

Oksidacija je glavni uzrok Stetnih promena kvaliteta i ukusa hrane, promene
njene boje i teksture, a takode vodi i gubitku nutritivne vrednosti ili kvarenju
hrane. Oksidativni stres moze modifikovati DNK, proteine i male Celijske
molekule, i smatra se da ima znacajnu ulogu u nastanku bolesti, kao $to je
kancer, ateroskleroza, kardiovaskularne bolesti, dijabetes, neuroloske bolesti i

Alchajmerova bolest (Friel i sar., 2004.).

Kiseonik je potencijalno toksic¢an, jer moZze da ucestvuje u produkciji reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS). ROS imaju sposobnost da interaguju i oksidacijom
menjaju esencijalne celijske molekule, pa su stoga citotoksi¢ne. Antioksidativni
mehanizmi odbrane organizma mogu da sprece proizvodnju ili da neutralizuju
ROS (Tsukahara, 2007). Kada produkcija ROS premasi kapacitet antioksidativne
odbrane, kojom se organizam detoksifikuje, nastaje stanje poznato kao
oksidativni stres. Poznato je da oksidativni stres ucestvuje u patogenezi brojnih
neonatalnih bolesti, kao bronhopulmonarna displazija, retinopatija prevremeno
rodene dece i enterokolitis (Scheibmeir i sar., 2005, Thompson & Bizzarro,

2008.).

Humano maj¢ino mleko sadrzi mnogo bioaktivnih komponenti koje doprinose
poboljsanju zdravlja (Atkinson i sar., 1981) i stite novorodence od hiperoksi¢ne
sredine, nakon prelaza novorodenceta u sredinu bogatu kiseonikom u odnosu

na intrauterinu sredinu (Hamosh, 2001; Oddy, 2002).
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Brojni odbrambeni mehanizmi povezani sa razli¢itim sastojcima majc¢inog
mleka stimuliSu imuni sistem, poboljSavaju rast zdrave mikroflore, olakSavaju
razvoj endogenih odbrambenih mehanizama koji Stite od neonatalnih bolesti u

poredenju sa ishranom beba infant formulama (Oddy, 2002).

U ishrani odoj¢adi ne upotrebljava se rutinski kravlje mleko, ve¢ se ono
modifikuje u infant formule, koje se koriste kao hrana za odoj¢ad i bebe kada
majke nisu u mogucénosti da doje. Medutim, prema istrazivanju koje je objavio
Goldman (Goldman i sar., 1990) mnogi antioksidativni faktori, su odsutni ili
slabo prisutni u kravljem mleku i infant formulama, u odnosu na nivo nekih
plazma antioksidanata kod novorodencadi koji zavisi od ishrane maj¢inim
mlekom. Van Zoeren-Grobben i sar. (Van Zoeren-Grobben i sar, 1994.) su
objavili da prevremeno rodene bebe, koje su hranjene maj¢inim mlekom, imaju
vecu sposobnost uklanjanja peroksil-radikala u plazmi in vitro u odnosu na
kontrolnu grupu odoj¢adi hranjene infant formulama. Mleko majki prevremeno
rodene dece se razlikuje po sastavu od mleka majki terminske dece (Lonnerdal

& Atkinson, 1995).

Razvijene su razli¢ite metode za merenje pojedinacnih antioksidativnih
aktivnosti u bioloskim te¢nostima (Huang i sar., 2005; Janaszewska & Bartosz,
2002). Ove metode su korisne za dobijanje celokupne slike o antioksidativnoj
aktivnosti u telesnim te¢nostima i njihovim promenama u razli¢itim uslovima
(Friel i sar., 2002). Poznate su koncentracije individualnih antioksidanata u
mleku (Sakurai i sar., 2005; Gossage i sar., 2002; Barbas & Herrera, 1998), ali je

od izuzetnog znacaja odrediti ukupan antioksidativni potencijal mleka.

Cilj ove disertacije je da pruzi nove podatke o znacaju humanog majc¢inog
mleka i infant formula u sprecavanju oksidativnog stresa odredivanjem

ukupnog antioksidativnog potencijala.
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Odredena je aktivnost klju¢nih antioksidativnih enzima: superoksid-dismutaze
(SOD), glutation-peroksidaze (GSH-Px), katalaze (CAT), kao i sadrzaj
sulfhidrilnih grupa (-SH). Spektroskopskim ispitivanjem, primenom elektron-
paramagnetne rezonance (EPR) uz spin traping, testirana je sposobnost
maj¢inog mleka i infant formula da smanjuju proizvodnju slobodnih radikala u
Fentonovom sistemu. Ispitan je direktni farmakoloski efekat maj¢inog mleka i
razlic¢itih infant formula na relaksaciju nevaskularnih glatkih mi$i¢a i uticaj
relaksirajuceg efekta maj¢inog mleka na odojce. Za ovaj tip studije veoma je
pogodan izolovani uterus pacova, zbog prisustva kompleksnih sistema signalne
transdukcije, visokog nivoa membranskih receptora i redoks osetljivosti glatkih

mi$ica uterusa (Appiah i sar., 2009).

Pored toga, cilj disertacije je bio da se primene elektrohemijske metode
(potenciometrija, cikli¢cna voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija i
klasi¢na polarografija) kojima se moze relativno lako i jednostavno odrediti
ukupan antioksidativni potencijal svezeg mleka, bez tretmana i odredivanja
pojedina¢nih komponenti koje uticu na antioksidativnu aktivnost (AOA), na

tizioloskom pH.
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21. CELIJSKI ANTIOKSIDATIVNI SISTEM ZASTITE

Antioksidativna zastita je skup enzimskih i neenzimskih komponenti koji u
zdravom organizmu funkcioniSe neprekidno i ima za cilj da spreci Stetno
delovanje prooksidativnih faktora. Iako je kiseonik neophodan za zivot, to samo
po sebi ne znaci da nije opasan za njegovo oc¢uvanje. U procesu ekstrakcije

energije, Celije koriste kiseonik, koji stvara i proizvode poznate kao slobodni

radikali.

Do sada je u razli¢itim studijama dokazano da se oko 5 % inhaliranog kiseonika
metabolise u celijama i prevodi u reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) kao sto su
superoksid-anjon radikal (O2*-), vodonik-peroksid (H20>) i organski peroksidi, i
hidroksil- radikal (¢*OH) (Kulkarni i sar., 2008; Bandyopadhyay i sar., 1999).
ROS su neophodni za signalne putanje biologkih procesa (Zivkovié i sar., 2009;
Spasojevi¢ i sar., 2009), kao sto su celijska migracija, proliferacija stem celija i

neurogeneza (Dickinson & Chang, 2011).

Slobodni radikali nastali tokom normalnog aerobnog metabolizma se uglavnom
uklanjaju ili inaktiviraju in vivo antioksidantima (Alam & Bristi, 2013).
Individualni ¢lanovi antioksidativnog odbrambenog tima su rasporedeni da
stite od generisanja ROS, da uniste potencijalne oksidante i uklone ROS. Tako je
tkivno ostecenje indukovano oksidativnim stresom minimizirano. Apsolutni ili
relativni deficit antioksidativne odbrane dovodi do pojacanog oksidativhog

stresa, a to dalje moZe biti povezano sa uzrokom i posledicom mnogih bolesti.
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Kod zdravih osoba, ROS se efikasno eliminisu odbrambenim enzimima
superoksid-dismutaza (SOD), glutation-peroksidaza, katalaza, i neenzimskim
antioksidantima kao S$to su glutation, vitamin A, askorbinska kiselina,
mokracna kiselina, hidrohinoni i vitamin E (Jia i sar., 2008). Kada produkcija
ROS premasi sposobnost hvatanja odbrambenog sistema, desava se oksidativni
stres koji uzrokuje disfunkcionisanje celijskog metabolizma (Slika 1. A-E).
Dodatno, ROS indukovana oksidacija makromolekula kao $to su lipoproteini,

DNK i RNK ugroZava integritet celije (Cooke i sar., 2003).

PUTANJA SLOBODNIH RADIKALA

'
" “
e A 1y
— —
STVARANJE PRELAZ b >
. SLOBODNIH ELEKTRONA
RADIKALA

OSTECENJE CELIE
DONIRANJE

ELEKTRONA
Fol)
9.*
»

. ANTIOKSIDANTI
STITE CELIJE DONIRANJEM ELEKRONA
SLOBODNIM RADIKALIMA

(A) Putanja nastanka i delovanja slobodnih radikala na celije
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N

Stvaranje slobodnih radikala

——

Stabilan molekul vode

Hidroksil radikal

%/;___“ —_ —-___\‘h_&

(B) Slobodni radikali (narandZzasto) su veoma nestabilni i brzo reaguju sa
drugim molekulima od kojih uzimaju elektrone da bi postigli stabilnost.
Dejstvom ROS (O2*-, H2Oy, ili *OH) nastaju oste¢enja na membrani.

PRELAZ
ELEKRONA

. - T
@ SLOBODNI RADIKALI (od-)} , *
s

® NEUTRALNI MOLEKULI (H,0)

(C) Kada napadnuti molekul izgubi elektron, postaje slobodni radikal
i pocinje lan¢anu reakciju.
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DONIRANJE ELEKTRONA

SLOBODNI RADIKALI E

NEUTRALNI MOLEKULI

\ e, &

ANTIOKSIDANTI

(D) Antioksidanti (modeli molekula zelene boje) doniraju elektrone

slobodnim radikalima, neutralisu ih i stite membranu.

@ SLOBODNI RADIKALI (OHs ), : s '
S| @ NEUTRALNI MOLEKULI (H,0) * a'a.v
k.3

@ ANTIOKSIDANTI

(E) Zaustavlja se napad na celiju i prekida oksidativna lan¢ana reakcija.

Slika 1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste i antioksidativni mehanizmi (San Miguel i

sar., 2011.)
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Jo$ uvek nije utvrdeno da li je nekontrolisano stvaranje ROS uzrok ili prateca
posledica nekoliko bolesti (Sedelnikova i sar., 2010; Valko i sar., 2007), ali je
oksidativni stres koji izazivaju povezan sa kardiovaskularnom disfunkcijom
(Higashi i sar., 2009; Rocha i sar., 2010), kancerom (Poulsen & Loft, 1996; Waris
& Ahsan, 2006), reumatoidnim artritisom (Phillips i sar., 2010; Mirshafiey &
Mohsenzadegan, 2008), inflamatornim odgovorom (Wiseman & Halliwell,
1996), dijabetesom (Rains & Jain, 2011), starenjem (Kondratova & Kondratov,
2012) i neurodegenerativnim stanjima (Uttara i sar.,, 2009) kao Sto su
Alchajmerova i Parkinsonova bolest (Pimentel i sar., 2012; Barnham i sar.,

2004).

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS), kao $to je na primer O, stvaraju se u
Celijama dejstvom razli¢itih oksidaza, ksantin-oksidaza (XO) i NADPH
oksidaze. H2O», koji je proizvod oksidaza ili SOD uzrokovanih dismutacija Oz*-,
je dugozivedi molekul, sposoban da migrira sa mesta produkcije (Chevion i sar.,
1993). Postoje Sest razli¢itih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koji prouzrokuju
ostecenja u organizmu ljudi. Ove vrste su superoksidni anjon (O2*-), vodonik
peroksid (H20»), peroksil radikal (ROO¢®), hidroksil radikal (*OH), singletni
kiseonik (1O2) i peroksinitrit (ONOO-). Problem nastaje kada H>O: interaguje sa
prelaznim metalima, kao Sto su bakar i/ili gvozde, koji se oslobadaju iz
metaloproteina u toku ishemijske patologije, produkujué¢i veoma reaktivni

hidroksil-radikal, * OH (Fenton-ova reakcija) (Berka i sar., 1998).

Pored ROS, u organizmu su prisutne reaktivne vrste azota (RNS) kao Sto su
azot-oksid (NO¢), azot-dioksid i azot-trioksid. NO® je proizvod enzima azot-
oksid-sintaze (NOS) (Becker i sar., 2004) i uklju¢en je u neurotransmisiju,
regulaciju krvnog pritiska, relaksaciju glatkih miSica i procese imuno-

regulacije.

10
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U toku zapaljenskih procesa aktivirana je proizvodnja O~ i NO*. U ovim
uslovima ovi radikali medusobno reaguju i proizvode peroksinitrit (ONOO-),
veoma mocan oksidujuci molekul koji izaziva nitraciju proteina i fragmentaciju
DNA. Jedan od nacina prevencije ovih bolesti je koris¢enje antioksidanata koji

bi smanjili Stetno oksidativno stanje (Kohen & Nyska, 2002).

2.2.  ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti su supstance koje, u niskim koncentracijama, sprecavaju ili
usporavaju oksidaciju biomolekula, kao sto su lipidi, proteini i DNA (Becker i
sar, 2004). Antioksidanti mogu imati razli¢itu ulogu u sprecavanju oksidacije i

to kao redukujuci agensi, helatori ili ¢istac¢i slobodnih radikala.

Odredivanje ukupnog antioksidativhog potencijala, odnosno redoks stanja
sistema nije lak zadatak i jo§ uvek ne postoje univerzalno prihvacene
procedure. Oksido-redukcioni procesi se definisSu u odnosu na transfer
elektrona izmedu komponenti. Redoks ili oksidoredukcioni potencijal, koji je
indikacija unutrasnjeg bioloskog sistema, moze da se definiSe kao mera
sposobnosti hemijskog/biohemijskog sistema da se oksiduje (izgubi elektrone)
ili redukuje (primi elektrone) (Kohen & Nyska, 2002). Redoks potencijal opisuje
Nernst-ova jednacina, koja pretpostavlja reverzibilan transfer elektrona izmedu

svih vrsta.

U hemiji Zivotne sredine i fizickoj hemiji, vrednost redoks potencijala se koristi
za odredivanje oksidacione ili redukcione mo¢i supstance. Medutim, u
biohemiji, elektrohemijska mera oksidacione i redukcione moci supstance je

antioksidativna aktivnost (AOA). Po definiciji, antioksidativnha aktivnost je

11
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sposobnost jedinjenja da inhibira oksidativnhu degradaciju (Roginsky & Lissi,

2005), to je akumulacija svih redoks parova u sistemu.

U hemiji hrane, antioksidant se definiSe kao supstanca u hrani koja, kada je
prisutna u niskim koncentracijama u odnosu na supstrat koji moZe da se
oksiduje, znacajno smanjuje ili sprecava Stetne efekte reaktivnih vrsta na
normalnu fiziolosku funkciju kod ljudi (Halliwell i sar., 1995; Huang i sar.,
2005). Prema ovoj definiciji, reduktanti koji su ukljuceni u hemijske reakcije nisu
svi antioksidanti; samo one komponente koje su sposobne da zastite bioloske

mete od oksidacije zadovoljavaju ovaj kriterijum (Karadag i sar, 2009).

Antioksidativna aktivnost u hrani se moze posmatrati preko antioksidativnog
potencijala i bioloskog efekta. Antioksidativni potencijal se definise kao
antioksidativni sastav i antioksidativne osobine sastojaka, a bioloski efekat
zavisi od antioksidativne biodostupnosti. Prvo je predmet hemije hrane, a

drugo je bio-medicinski problem, a naj¢esce se razmatraju zajedno.

IzvrSena je podela antioksidanata prema nivou i na¢inu delovanja (Shi i sar.,

2001) u ljudskom organizmu na:

o Preventivne antioksidante, koji sprecavaju nastanak slobodnih radikala.

e “SkevindZzer - hvata¢” antioksidante, koji poseduju sposobnost da “hvataju”
slobodne radikale.

e “Reparacione” antioksidante, koji deluju posebnim mehanizmima,
obnavljujudi ili uklanjaju¢i oStecene vitalne biomolekule koji nastaju u
uslovima oksidativnog stresa. U “reparacione” antioksidante ubrajaju

se fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavljaju DNK, transferaze, itd.

(Ohshima i sar., 1998)

12


http://sr.wikipedia.org/wiki/Fosfolipaza�
http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%95%D0%BD%D0%B7%D0%B8%D0%BC%D0%B8�
http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A�

Nikoleta M. Lugonja Doktorska disertacija

Prema mestu nastajanja antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na:

« Endogeni antioksidanti predstavljaju antioksidante koji nastaju u ljudskom
organizmu.

o Egzogeni antioksidanti unose se putem hrane ili lekova (npr. fenolna
jedinjenja (Ruberto i sar., 2007) su jedna od najvaznijih grupa prirodnih
egzogenih antioksidanata, ¢ija je aktivnost uslovljena strukturnim
karakteristikama).

« Sinteticki antioksidanti pripadaju grupi egzogenih antioksidanata za sve

organizme.

Ratnam i sar. su jednostavno definisali antioksidante kao supstance koje
neutraliSu slobodne radikale i na taj nac¢in sprecavaju oksidativna ostecenja.
Postoje dve grupe endogenih antioksidanata: enzimski i neenzimski
antioksidanti. Enzimski antioksidanti obuhvataju primarne enzime, superoksid-
dismutazu, katalazu i glutation-peroksidazu, i sekundarne enzime glutation-
reduktazu i glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu (Ratnam i sar., 2006). Neenzimski
antioksidanti mogu biti hidrosolubilni (vitamin C i fenolne komponente) ili

liposolubilni (vitamin E i karotenoidi) biomolekuli (Podsedek i sar., 2007).

Nekoliko koncepata je uobicajeno u oblasti istrazivanja antioksidanata,
sinergizam, antagonizam, usporavanje oksidacije i biodostupnost. Sinergizam
oznacava mehanizam u kojem brojne komponente (primer biljni ekstrakti ili
hrana), kada su prisutne zajedno, imaju izrazeniji efekat u odnosu na zbir
efekata pojedinacnih komponenti. Antagonizam predstavlja suprotan efekat
sinergizmu, gde se kombinovan efekat komponenti smanjuje u odnosu na
pojedinacne efekte. Antioksidanti usporivac¢i su komponente koje smanjuju
brzinu oksidacije. Biodostupnost se odnosi na apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i eliminaciju antioksidativnih komponenti i njihovu moguénost da

proizvedu odredeni bioloski efekat (Cornelli et al., 2001).
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2.2.1. ENZIMSKI SISTEMI ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

Bioloski sistemi imaju nekoliko endogenih antioksidativnih mehanizama za
kontrolu oksidativnih procesa. Antioksidativni zastitni sistem (AOS) obuhvata
primarnu i sekundarnu antioksidativhu zastitu. Primarna antioksidativna
zastita sastoji se od enzimskih i neenzimskih komponenata. Ovi sistemi
obuhvataju enzimske komponente kao sto su superoksid-dismutaza (SOD),
katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GSH-Px) i glutation-reduktaza (GR)
(Slika 2). Pored ova tri enzima, enzimskoj kontroli kiseoni¢nih radikala i
njihovih proizvoda doprinose i enzimi glutation-transferaza, ceruloplazmin,

hemokisgenaza i drugi (Masella i sar., 2005).

Ksantin i

hipoksantin Arahidonska

02 H;0 + Oy kiselina
2% 02
¢. ¢ o Mokraéna COX, LOX
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% 9.2
(-
of‘
’)’.

Haber - Weiss
reakcija

L-Arginin %}NO

Citrulin

2H,0

O
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“SAReaktivni oksidant —»NO>2-

Slika 2. Prikaz celijskog antioksidativnog zastitnog sistema (McAnalley S i sar.,

2003)
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2.21.1. SUPEROKSID-DISMUTAZA

Svi aerobni organizmi, neki anaerobni organizmi i obligatni anaerobi, sadrze
superoksid-dismutazu. Do danas je utvrdeno postojanje cetiri oblika ovog
enzima: CuZn-SOD, Mn-SOD, FeSOD i NiSOD. Ekstracelularna (EC SOD)
sadrzi Cu i Zn, ali se razlikuje od citosolne CuZnSOD. Svi deluju po sli¢chom
mehanizmu pri kome se jon metala u aktivnom centru prvo redukuje, a onda

reoksiduje.

202-+2H* - H02+ 02
Mn SOD, sadrZi mangan u aktivnom centru koji menja valentno stanje izmedu
+3 1 +2. Prisutna je u ¢elijama prokariota, gde je izgradena od 2 subjedinice i u
mitohondrijama eukariota, gde je izgradena od 4 subjedinice. Nije osetljiva na
dejstvo CN- jona, ali gubi aktivnost tretmanom sa smesom hloroforma i etanola.
Fe SOD i Mn SOD su sli¢nog aminokiselinskog sastava i oba se razlikuju od
CuZn SOD, sto dokazuje da Mn SOD i Fe SOD pripadaju jednoj a CuZn SOD

drugoj evolucionoj liniji.

CuZnSOD se sastoji iz 2 subjedinice od kojih svaka sadrZi po jedan jon i bakra i
cinka. Kataliticka aktivnost enzima je vezana za bakar i on menja valentno
stanje izmedu +2 i +1, dok cink stabilizuje konformaciju enzima. CuZnSOD se
uglavnom  nalazi u  citosolu, endoplazmati¢cnom  retikulumu i
medumembranskom prostoru mitohondrija eukariota. Osetljiva je na dejstvo

cijanida.
EC-SOD (ekstracelularna forma CuZnSOD) je tetramerni protein sa po jonom

Cu i Zn u svakoj podjedinici. Ima veliki afinitet za glikozaminoglikane (heparin

i heparan sulfat).
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U Celijama sisara aktivnost SOD je najveca u onim tkivima koja i najvise koriste
kiseonik, npr. mozgu, jetri, srcu, bubrezima. Izlaganje mnogih organizama
visim koncentracijama kiseonika dovodi do povecane produkcije SOD. Manjak
Cu, kao i Zn moZe dovesti do smanjene aktivnosti SOD viSe nego drugih

enzima, isto kao i vodonik-peroksid koji je inhibira.

Citosolna i mitohondrijska SOD prisutne su u zrelom maj¢éinom mleku
(Kiyosawa & Matuyama, 1993). Znacajno je naglasiti da je ukupna koncentracija
SOD u majc¢inom mleku 5 puta manja nego u humanoj plazmi, ali 2 do 3 puta
veca nego u kravljem mleku (Kiyosawa & Matuyama, 1993; Holbrook & Hicks,
1978). Utvrdene su znacajne promene u SOD aktivnosti u razli¢itim fazama
laktacije kod Zena, pri ¢emu su najvece vrednosti u trecoj nedelji laktacije

(Kasapovic i sar., 2005).

221.2. KATALAZA

Katalaza (CAT) je enzim koji kataliSe razgradnju vodonik-peroksida do vode i
molekulskog kiseonika (Loew, 1900):

CAT
2H,O,, — 2H,O+0»

CAT se sastoji od 4 subjedinice od kojih svaka sadrzi hem (Fe-III protoporfirin)
u aktivhom centru, kao i molekul NADPH koji stabilizuje enzim. Reakcija
razgradnje vodonik-peroksida se odvija veoma brzo, prema slededim

jednacinama:

CAT + H;02 — CAT- H20., (KOMPLEKS I)
CAT- H,0; + H2O; — CAT +2 H,0 + O
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Veéina aerobnih organizama sadrzi katalazu, osim nekih Dbakterija,
modrozelenih i zelenih algi. Kod Zivotinja najveca aktivnost CAT je vezana za
peroksizome, mada je neSto aktivnhosti nadeno i u mitohondrijama,
endoplazmatskom retikulumu i hloroplastima, a u sisarskim eritrocitima
katalaza je smestena u citosolu. U peroksizomima postoji stalna produkcija
vodonik-peroksida, jer ove organele sadrze enzime koji generisu H>O> (glikolat-
oksidaza, urat-oksidaza, flavoprotein-dehidrogenaza), pa je sasvim razumljivo
sto 40% svih proteina peroksizoma ¢ini upravo ovaj enzim. Katalaza u
poredenju sa glutation-peroksidazom ima mali afinitet prema vodonik-
peroksidu. Zato se smatra da pri manjim koncentracijama H>O; vedi znacaj ima
glutation-peroksidaza, dok katalaza efikasno razgraduje visoku koncentraciju
H>O» . Na ovaj nacin obezbeduje se sigurno uklanjanje H>O> , ¢ak i ako neki od

sistema otkaze.

2.2.1.3. GLUTATION-PEROKSIDAZA

Glutation-peroksidaza katalizuje glutation-zavisnu redukciju vodonik-
peroksida u vodu, i organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole, u
reakciji sa glutationom (GSH), koji tom prilikom prelazi u oksidovanu formu
GSSG (Michiels i sar., 1994).

2GSH + ROOH-%"P* | GSsG + H,O + ROH

Glutation-peroksidaza je prisutna u svim cdelijama ki¢menjaka, dok je
beski¢menjaci, viSe biljke i bakterije ne sadrze. U organizmu sisara najveca
aktivnost ovog enzima je prisutna u jetri. U celiji, GSH-Px je prisutna u citosolu

i mitohondrijama.
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Postoje tri oblika enzima GSH-Px:

e Selen-zavisna glutation-peroksidaza (SeGPx) je tetramerni protein,
sastavljen od cetiri subjedinice sa po jednim jonom Se u aktivhom centru

u obliku selenocisteina.

e Selen-nezavisna glutation-peroksidaza ne sadrzi selen u aktivhom
centru. Pretpostavlja se da pripada familiji enzima glutation S-
transferazne aktivnosti, koja katalizuje redukciju samo organskih

hidroperoksida.

e Fosfolipid-hidroperoksid glutation-peroksidaza (PH GSH-Px) moZze da
redukuje fosfolipidne hidroperokside, perokside holesterola i vodonik-
hidroperokside. Monomer je, a u aktivhom centru sadrzi selenocistein.
Nalazi se u citosolu. Jedini je oblik glutation-peroksidaze koja ima
sposobnost da direktno reaguje sa lipidnim hidroperoksidima u ¢elijskoj
membrani i da inhibira procese lipidne peroksidacije, uz obavezno

prisustvo fizioloskih koncentracija vitamina E .

2.21.4. GLUTATION-REDUKTAZA

Glutation-reduktaza katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa
(GSSG) u redukovani glutation (GSH), uz uces¢e NADPH kao redukujuceg
kofaktora.

GR
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*
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GR je dimer sastavljen od dve proteinske subjedinice, od kojih svaka sadrZi po
jedan molekul FAD u aktivhom centru. U delijama sisara, GR se nalazi u
citosolu i mitohondrijama, a glavna metabolicka funkcija ovog enzima je da
odrzava glutation u redukovanom obliku. Promene aktivnosti GR cesto su
povezane sa promenama aktivnosti GSH-Px i SOD. GR je izuzetno znacajna u
sistemu antioksidativne odbrane celije, zato Sto obezbeduje potrebnu koli¢inu
redukovanog glutationa za delovanje glutation-peroksidaze i glutation-S-

transferaze (Yan i sar., 2012).

2.2.2. NEENZIMSKI SISTEMI ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

Pored enzimskih, postoje i neenzimski sistemi koji su takode aktivni unutar

bioloskih sistema, kao $to su vitamini C i E i glutation.

Neenzimske komponente antioksidativne zastite ¢ine:

e Vitamin E

e Vitamin C

e Glutation

e Bilirubin

e Mokracna kiselina

e Karotenoidi
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22.21. VITAMINE

Vitamin E (tokoferoli i tokotrienoli) je glavni liposolubilni antioksidant u
tkivima koji ima vaznu ulogu u prvoj liniji odbrane membrane od oksidativnog
stresa u ranim fazama napada slobodnih radikala. Primarna aktivnost vitamina
E je da ,hvata” peroksi-radikale u celijskim membranama. Ovo ukazuje da
vitamin E ima ulogu u prevenciji ili smanjenju oStecenja nastalog slobodnim
radikalima kod kancera, kardiovaskularnih bolesti, prevremenog starenja i

katarakte (Lien i sar., 1999).

2222. VITAMINC

Vitamin C (askorbinska kiselina) je hidrosolubilni antioksidant koji ucestvuje u
redukciji radikala iz razli¢itih izvora. Askorbinska kiselina ucestvuje i u
recikliranju radikala nastalih oksidacijom vitamina E. Vitamin C funkcionise
pod odredenim uslovima kao prooksidant, kada je u reakciji kiseonik kao

sporedan proizvod koji moze da izazove ostecenje celija (Baydar i sar., 2007).

Askorbinska kiselina sluzi kao antioksidant u procesima u kojima ucestvuju
slobodni radikali. Takode je sposobna da redukuje redoks aktivne metale, kao
Sto su bakar i gvozde, ¢ime povecava oksidativna svojstva ovih metala.
Generalno, u niskim koncentracijama askorbinska kiselina moZe da bude
prooksidant, a u veédim koncentracijama sluzi kao antioksidant (Buettner &

Jurkiewicz, 1996).
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2.2.23. GLUTATION

Glutation je najvaznija intracelularna komponenta u sprecavanju ostecenja
izazvanih reaktivnim kiseoni¢nim vrstama. Cistein na molekulima glutationa
ima izloZene veoma reaktivne slobodne sulfhidril-grupe koje su meta napada
radikala. Reakcijom sa radikalima glutation se oksiduje, a dejstvom glutation-
reduktaze i akceptora elektrona NADPH u redoks ciklusu, glutation se

regenerise u redukovanu formu (Masella i sar., 2005).

Oksidacija proteinskih sulthidrilnih grupa do disulfida i njihova redukcija
ponovo do sulthidrila je rani celijski odgovor na oksidativni stres. Ovaj odgovor
mogu da uzrokuju oksidativne pojave iz razli¢itih izvora. Proteinske sulfhidrine
grupe su potencijalna mesta reverzibilne oksidativne modifikacije pomoc¢u S-
glutatiolacije i S-nitrozilacije, ali su podlozne i ireverzibilnim ostecenjima u
oksidativnim uslovima. U odsustvu adekvatne antioksidativne zastite, ova
reaktivna mesta postaju beskorisna posto su ireverzibilno oStecena.
Pretpostavlja se da je adekvatna glutationska zastita esencijalna za sprecavanje
povecane sulfhidrilne oksidacije. Povecanje ostec¢enja proteinskih sulfhidrilnih
grupa moze biti kriti¢no za funkcionisanje signalne transdukcije i transkripcije
u kojima ucestvuju proteini koji imaju ova reaktivna mesta (slika 3). Produkcija
redukujuceg ili oksidujuceg glutationa se deSava u toku razli¢itih faza
formiranja nativnih disulfidnih veza. Protein-disulfid-izomeraza (PDI) je primer
kako se odrzava nivo redukovanog glutationa (GSH) ili oksidovanog glutationa

(GSSG) u endoplazmati¢nom retikulumu (ER).
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Slika 3. Uloga glutationa u formiranju disulfidnih veza i oksidativhom stresu
na endoplazmati¢nom retikulumu (Chakravarthi et al., 2006). (1) Slobodni
cistein ulazi u endoplazmati¢ni retikulum (ER) u formi novih translociranih
proteina. (2) Disulfidne veze se formiraju pomocu enzima PDI, koji je
redukovan. PDI je oksidovan Erol, koji je oksidovan kiseonikom, u procesu u
kojem se stvaraju reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS). Detoksifikacija ROS dovodi
do povecéanja GSSG. (3) PDI moze da se oksiduje pomocu GSSG, sto dovodi do
povecanja GSH. (4) PDI se redukuje pomoc¢u GSH, koji dovodi do povecanja
GSSG. (5) Ulaz i izlaz GSH ili GSSG iz ER mogu da kontrolisu njihov odnos.
Citosolna GSSG se redukuje enzimom glutation-reduktaza. Sli¢na aktivnost

moze da se desava i u lumenu ER.
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Cisteinski ostaci u proteinima i glutationu predstavljaju glavne tiole (-SH) u
zivom sistemu. Ravnoteza izmedu GSH i njegove oksidovane forme (GSSG)
ima klju¢nu ulogu u oc¢uvanju sveukupne okoline citosola. GSH je supstrat
vaznog antioksidativnog enzima GSH-peroksidaze. Cisteinski ostaci su
posebno redoks osetljivi i predstavljaju redoks prekida¢ brojnih proteina.
Izlaganje cisteina ROS dovodi do formiranja razli¢itih modifikacija -SOH,
-SO2H, - SO3H, -5-5- i glutation konjugata (-S-SG). Cisteinski ostaci mogu da se
modifikuju i RNS: NO, -5-NO, ONOO- preko NO»-. Informacije o koncentraciji
tiola su klju¢ne za razumevanje redoks metabolizma. Biohemijski eseji, kao npr.
Ellman-ov metod, tradicionalno se koriste za merenje nivoa slobodnih tiolnih

grupa u bioloskim uzorcima (Winterbourn & Hampton, 2008).

Pored vitamina E i C i glutationa, nekoliko drugih molekula kao $to su
bilirubin, mokrac¢na kiselina, karotenoidi i brojni mali molekuli mogu da imaju
antioksidativne funkcije (Coinu i sar., 2007; Baydar i sar., 2007). Karotenoidi su
lipofilne komponente od kojih je [B-karoten najzastupljeniji. p-karoten ima
karakteristican produZeni lanac konjugovanih dvostrukih veza koje imaju
antioksidativna svojstva. Karotenoidi $tite bioloske sisteme od oStecenja
izazvanog singletnim kiseonikom direktnim gaSenjem, a takode mogu da
inhibiraju slobodnoradikalske reakcije. Neke bazne aminokiseline kao $to su
lizin i arginin i kisele aspartat i glutamat ispoljavaju antioksidatnu aktivnost
heliranjem metalnih jona. Bazna aminokiselina histidin ima sposobnost
hvatanja radikala i heliranja jona metala preko svog imidazolnog prstena.
Sekvenca aminokiselina u proteinskom molekulu je glavni faktor koji
determiniSe antioksidativna svojstva proteina (Rajapakse i sar., 2005; Arcan &

Yemenicioglu, 2007).
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2.3. MEHANIZAM DEJSTVA ANTIOKSIDANATA

Brojni hemijski i fizi¢ki fenomeni mogu inicirati oksidaciju, koja se kontinualno
nastavlja sve dok je prisutan pogodan supstrat i do aktivacije odbrambenog
mehanizma. Ciljne supstance su kiseonik, polinezasi¢ene masne Kkiseline,
fosfolipidi, holesterol i DNK. Slobodnim radikalima posredovane lancane
reakcije uklju¢uju procese inicijacije, propagacije, grananja i terminacije. Proces
moze biti iniciran delovanjem spoljasnjih agenasa kao S$to su zagrevanje,
svetlost, jonizujuce zracenje ili hemijska inicijacija koja ukljuc¢uje metalne jone ili

metaloproteine (Ingold, 1961).
Inicijacija
RoN2 — 2R +N2
R- + O2— ROO-
LH + ROO- — L -+ ROOH

LH - supstratni molekul, na primer lipid, R ‘- pocetni radikal.
Oksidacija lipida stvara visoko reaktivni alil-radikal (L?) koji veoma brzo
reaguje sa kiseonikom do forme peroksil- radikala (LOO ).

Propagacija

L. + O2— LOO-.
LOO. +LH— L. + LOOH

Peroksil-radikali dalje mogu oksidovati lipide, proizvodec¢i lipidne

hidroperokside (LOOH) koji se mogu prevesti u $irok spektar jedinjenja, kao sto
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su alkoholi, aldehidi, alkil-grupe, ketoni, ugljeni-hidrati i radikali, uklju¢ujudi

alkoksil-radikale (LO ).

Grananje

LOOH—LO: + HO-
2LOOH— LOO- + LO- + H2O

Razlaganje lipidnih hidroperoksida cesto ukljuc¢uje katalizu jonima prelaznih
metala, u reakciji slicnoj onoj koja ukljuc¢uje vodonik-perokside, dajuéi lipidne

peroksil- i alkoksil- radikale.

Terminacija

Prevodenje radikala u formu ne-radikalskih proizvoda:

LO. + LO- — neradikalski proizvod
LOO- + LOO- — neradikalski proizvod
LO-+LOO- — neradikalski proizvod

A. + (n-1) LOO- — neradikalski proizvod

Kada su prisutni u tragovima, primarni antioksidanti (AH) mogu ili usporiti ili
inhibirati inicijacioni korak reagujuci sa lipidnim radikalima ili inhibirajudi

propagacioni korak reakcije sa peroksil- ili alkoksil-radikalima.

Inhibicija

L-+ AH—-LH + A.
LOO:- + AH—LOOH + A.
LO- + AH—-LOH + A
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Sekundarni ili preventivni antioksidanti su jedinjenja koja usporavaju stepen
oksidacije. Ovo se moze posti¢i na viSe nacina, uklju¢ujuci uklanjanje supstrata

(Denisov & Khudyakov, 1987).

24. METODE ODREDIVANJA UKUPNOG ANTIOKSIDATIVNOG
POTENCIJALA

Redoks status biosistema predstavlja relativni nivo oksidacije bioloskih
molekula i struktura. Procesi oksidacije se deSavaju u toku celijske signalizacije,

a vec¢ina doprinosi ukupnoj fizioloskoj funkciji.

Informacija o oksidativnhom statusu je esencijalna za razumevanje brojnih
humanih fizioloskih procesa. Nekoliko biohemijskih tehnika se primenjuje za
odredivanje oksidativnog statusa, kao Sto su ABTS, i drugi spektrometrijski
testovi, odredivanje koncentracije R-SH grupa (opadaju pod prooksidativnim
uslovima), odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, katalaza,
glutation-peroksidaza i reduktaza) i fluorescentna mikroskopija. Ove tehnike su
siroko zastupljene i informativne, ali bi ih trebalo upotpuniti EPR

spektroskopijom da bi se dobili specifi¢ni podaci o oksidativhom statusu.

Na osnovu hemijskih reakcija na kojima su zasnovane glavne metode za
odredivanje antioksidativnhog kapaciteta mogu se podeliti u tri kategorije

(Huang et al., 2005).

1. Metode bazirane na reakciji transfera singletnog elektrona (ET metode)
2. Metode bazirane na reakcijama transfera atoma vodonika (HAT metode)
3. Ostale metode za merenje kapaciteta hvatanja ROS
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24.1. METODE BAZIRANE NA REAKCIJI TRANSFERA SINGLETNOG
ELEKTRONA

Metode bazirane na reakciji transfera singletnog elektrona (ET) obuhvataju
jednu redoks reakciju sa oksidantom kao indikatorom reakcione zavrsne tacke i
sluze za merenje redukcionog kapaciteta antioksidanata. To su najcesce
upotrebljavani testovi za odredivanje antioksidativnog potencijala, koji
obuhvataju metode za odredivanje ukupnih fenola po Folin-Ciocalteu (FCR),
metoda bazirana na merenju antioksidativnog kapaciteta u odnosu na standard
(Trolox, TEAC), metoda bazirana na reakciji antioksidanata sa feri-jonom
(FRAP), DPPH metoda (metoda hvatanja 2,2 difenil-1-pikril-hidrazil-slobodnih
radikala).... Ove metode su sliéne redoks titracijama u klasi¢noj hemijskoj
analizi, i pretpostavljaju da je antioksidativni kapacitet jednak redoks

kapacitetu (Benzie & Strain, 1999).

24.1.1. DPPH METODA ZA ODREDIVANJE UKUPNOG
ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA

DPPHe (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) radikal je stabilan slobodni radikal, usled
delokalizacije elektrona u molekulu. Usled toga, DPPH® ne dimerizuje, kao sto
je slucaj sa vecinom slobodnih radikala. Delokalizacija na DPPHe radikalu

odreduje pojavu ljubicaste boje, sa apsorpcionim maksimumom oko 520 nm

(Molyneux, 2004).

Kada DPPHe reaguje sa donorom vodonika, stvara se redukovana
(molekulska) forma (DPPH), $to je povezano sa nestajanjem ljubicaste boje.
Zbog toga, smanjenje apsorbance linearno =zavisi od koncentracije

antioksidanata (Pisoschi i sar., 2009).
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Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala izrac¢unava se po formuli:

% hvatanja slobodnih radikala = [(A kontrole = A uzorka) /A kontrole] X 100

Spektrofotometrijski metod sa DPPH se primenjuje za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta u razli¢itim uzorcima. Trolox se koristi kao
standardni antioksidant. Standardna kriva je linearna izmedu 25 i 800 mM
Troloxa. Rezultati se izraZavaju kao ekvivelent Troloxa ili u procentima

smanjenja apsorbance.

24.1.2. PRIMENA FOLIN-CIOCALTEU METODA ZA ODREDIVANJE
UKUPNIH FENOLA ZA ODREDIVAN]JE UKUPNOG
ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA

Folin-Ciocalteu reagens (FCR) je inicijalno namenjen za analizu proteina,
iskoristivsi aktivnost reagensa prema tirozinskim ostacima proteina (Folin &
Ciocalteu, 1927). Kasnije, Singleton i saradnici (1999) iskoristili su ovu metodu
za analizu ukupnih fenola u vinu, i od tada Folin-Ciocalteu (FC) metoda ima
mnogobrojne primene. FC metoda meri redukcioni kapacitet uzorka, sto se
ogleda u imenu “metoda za ukupne fenole”. U brojnim publikacijama su
primenjene FC metoda i ET metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
(FRAP, TEAC...) i cesto je prisutna odli¢cha linearna korelacija izmedu
“ukupnih fenolnih profila” i “antioksidativne aktivnosti”. Jedna od ovih
metoda moze biti suvisna, pogotovo ako se koristi polifenol-oksidaza za
odredivanje ukupnih fenola, koja je mnogo specifi¢nija za fenolne komponete

(Stevanato i sar., 2004).
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FCR je nespecifi¢an na fenolne komponente, a moze se redukovati i nefenolnim
komponentama (vitamin C, Cu(l)..). Fenolne komponente reaguju sa FCR u
baznim uslovima (podeSsen pH ~ 10, natrijum-karbonatom). Disocijacija
fenolnog protona dovodi do stvaranja fenolnog anjona, koji redukuje FCR. Ovo
ukazuje da se reakcija odigrava preko mehanizma transfera elektrona. Izmedu
fenolata i FCR formira se kompleks plave boje, nezavisno od strukture fenolne
komponente, stoga se isklju¢uje moguénost formiranja koordinatnog kompleksa

izmedu jona metala i fenolne komponente.

Bez obzira na nedefinisanu hemijsku prirodu FCR, metoda za odredivanje
ukupnih fenola pomocu FCR je pogodna, jednostavna i reproduktivna. Kao
rezultat toga, ova metoda je postala rutinska u proucavanju fenolnih

komponenti i antioksidativne aktivnosti (Prior i sar., 2005).

24.2. METODE BAZIRANE NA REAKCIJAMA TRANSFERA ATOMA
VODONIKA

Vecina metoda baziranih na reakcijama transfera atoma vodonika (HAT) prati
kompetitivhu reakcionu kinetiku, a koli¢ina se odreduje iz kineticke krive.
HAT bazirane metode su sastavljene od generatora sintetickog slobodnog
radikala, oksidizabilne molekulske probe i antioksidanta, i sluze za merenje
kapaciteta doniranja atoma vodonika. Naj¢es¢e upotrebljavana metoda bazirana
na HAT je ORAC (kapacitet apsorbance kiseoni¢nog radikala) test, koji
ukljucuje peroksi-radikale kao oksidante, zatim TRAP, Crocin test, inhibicija
linoleinske oksidacije, i inhibicija LDL oksidacije. Oc¢igledno je da su reakcije
transfera atoma vodonika klju¢ni korak u reakcijama radikalskog lanca. Stoga
su HAT metode viSe relevantne za radikal ,chain-breaking” antioksidativni

kapacitet. HAT metode bazirane na fluorescentim probama imaju sli¢nost sa
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lipidnom peroksidacijom, ali pod odredenim uslovima koncentracija supstrata
je Cesto manja od koncentracije antioksidanata. Ovo je kontradiktorno sa
situacijama analiziranja hrane, gde je koncentracija antioksidanata mnogo
manja od supstrata, pa je cesto problem primeniti HAT bazirane metode za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta u hrani, koja je ¢esto heterogena i pod

razli¢itim stresnim uslovima.

2.4.3. OSTALE METODE

Ostale metode za odredivanje kapaciteta hvatanja ROS su ukupan kapacitet
hvatanja  oksidanata, reakcija inhibicije  Briggs-Rauscher oscilacija,

hemiluminiscencija, elektroluminiscencija:

1. Metode za odredivanje kapaciteta hvatanja O2- su enzimski testovi
zasnovani na aktivnosti superoksid-dismutaze ili katalaze, kojima se
konvertuje Oz~ u kiseonik i vodonik-peroksid, odnosno vodonik-
peroksid u vodu i kiseonik.

2. Metode za odredivanje kapaciteta hvatanja H>O; su zasnovane na
Fentonovoj reakciji, gde se pod fizioloskim uslovima H>O> posmatra u
kombinaciji sa Fe (II).

3. Metode za odredivanje kapaciteta hvatanja hidroksil-radikala (HO'), kao
sto je HORAC metod zasnovan na fluorimetrijskom testu za odredivanje
helatnog kapaciteta antioksidanata iz hrane za jon Co(Il). Metoda se
zasniva na stvaranju Co(ll) kompleksa posredovanog Fentonovom
reakcijom.

4. Metode za odredivanje kapaciteta hvatanja singletnog kiseonika (102)

5. Metode za odredivanje kapaciteta hvatanja peroksinitrita (ONOO").
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Sve metode su bazirane na hemijskim reakcijama in vitro. Ove metode ne mere
biodostupnost, in vivo stabilnost, zadrzavanje antioksidanata u tkivima i

reaktivnost in situ (Huang i sar., 2005).

U tabeli 1. prikazane su neenzimske metode odredivanja ukupnog

antioksidativnog potencijala.

Testovi koji mere kombinovane antioksidativne efekte neenzimske zastite u
bioloskim te¢nostima su korisni za odredivanje indeksa sposobnosti otpora
oksidativnom oSte¢enju. Mnogi testovi ukupne antioksidativne aktivnosti
koriste podatke dobijene u testovima sposobnosti plazme da se bori protiv
oksidativnih efekata reaktivnih vrsta generisanih u reakcionoj smesi. Smanjenje
koncentracije antioksidanata je pra¢eno promenom u signalu, kao sto je stepen
iskoriS¢enja kiseonika ili hemijska luminiscencija. Mera ovih signala zahteva
specijalizovanu opremu, a i vremenski su zahtevni. Ovo ograni¢ava dostupnost

testova i dalje ¢ini klini¢ka ispitivanja tezim (Benzie & Strain, 1999).
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Tabela 1.

potencijala (Pisoschi & Negulescu, 2011)

Test za merenje
ukupnog
antioksidativnog
potencijala

DPPH

CUPRAC

ORAC

Fluorimetrija

Cikli¢na
voltametrija

Amperometrija

Biamperometrija

Gasna
hromatografija

Princip metode

Spektrometrija

Reakcija antioksidanata sa organskim radikalima

Reakcija antioksidanata sa katjonskim organskim
radikalima

Reakcija antioksidanata sa Fe(IIl) kompleksom

Redukcija kalijum fericijanida antioksidantima i
supsekventna reakcija kalijum fericijanida sa Fe3*

Redukcija Cu(II) do Cu(l) antioksidantima

Reakcija antioksidanata sa peroksil radikalima,
indukovanim AAPH (2,2'-azobis-2-amidino-
propan)

Kapacitet antioksidanata da ¢isti luminol-izvedene
radikale, baziran na AAPH dekompoziciji

Emisija svetlosti od supstance koja je apsorbovala
svetlost ili drugu vrstu elektromagnetne radijacije
razli¢ite talasne duzine

Detekcija apsorpcione energije i identifikacija
paramagnetnih vrsta

Elektrohemijske tehnike

Potencijal radne elektrode linearno varira od
inicijalne do finalne vrednosti i nazad, i pri tom se
snimaju vrednosti intenziteta struje u zavisnosti od
promene potencijala

Potencijal radne elektrode je podesen kao fiksirana
vrednost u odnosu na referentnu elektrodu

Reakcija analita (antioksidanta) sa oksidovanom
formom reverzibilno pokazujuceg redoks para

Hromatografija
Razdvajanje jedinjenja iz smeSe je bazirano na
podeli izmedu stacionarne tecne faze i gasne
mobilne faze

Razdvajanje jedinjenja iz smeSe je bazirano na
podeli izmedu ¢vrste stacionarne faze i tecne
mobilne faze sa razli¢itim polaritetima, pri
visokom protoku i pritisku mobilne faze

Neenzimske metode odredivanja ukupnog antioksidativnog

Odredivanje krajnjeg
proizvoda

Kolorimetrijski
Kolorimetrijski

Kolorimetrijski

Kolorimetrijski

Kolorimetrijski

Oslobadanje fluoriscencije od
fluoresceina-

Hemiluminiscencija

Snimanje fluoriscentnog
ekscitaciono/emisionog spektra

Spektroskopski

Merenje intenziteta katodnog/anodnog
pika

Mera intenziteta generisane
oksidacije/redukcije elektroaktivnog
analita

Merenje protoka izmedu dve identi¢ne
radne elektrode, pri maloj razlici
potencijala uronjene u rastvor koji
sadrzi analizirani uzorak i reverzibilni
redoks par

Jonizacija plamena ili detekcija

termalnog konduktiviteta

UV-VIS detekcija, fluorescencija,
masena spektrometrija ili
elektrohemijska detekcija
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2.,5. ELEKTRON-PARAMAGNETNA REZONANTNA
SPEKTROSKOPIJA

Elektron-paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija (takode poznata i kao
elektron-spin rezonanca (ESR)) pruza jedinstven i najdirektniji uvid u biohemiju
slobodnih radikala i antioksidanata. EPR predstavlja zlatni standard u redoks
istrazivanjima (Weil & Bolton, 2007; Hagen, 2008; Bender & Berliner, 2004;
Eaton et al., 2005; Saifutdinov et al., 2001).

EPR je nedestruktivna spektroskopska tehnika za detekciju i identifikaciju
paramagnetnih vrsta (vrsta sa nesparenim elektronima), bazirana na
unutra$njem magnetnom momentu elektrona koji raste sa njegovim spinom. U
vedini sistema elektroni su u paru, pa je ukupni magnetni moment nula.
Medutim, ako je prisutan nesparen elektron, njegov magnetni moment moze
pogodno da interaguje sa magnetnim poljem. Elektronski procesi oko ose polja
sa njihovim magnetnim momentom mogu biti paralelni ili antiparalelni sa
poljem vektora (slika 4A) (Spasojevié¢, 2011). Ovo definise dva nivoa energije.
Drugo oscilirajuée magnetno polje rezonantne frekvencije izaziva prelaz
izmedu nivoa. EPR spektrometar detektuje energiju apsrorpcije, posto je veci
broj nesparenih elektrona na niZem energetskom nivou (slika 4B). Uobicajeno je
da se EPR spektar prikazuje kao prvi izvod apsorpcionog spektra. (slika 4 C i
D). Oblik EPR signala od nesparenih elektrona zavisi od njihovih interakcija sa
jezgrom. Pod pretpostavkom da je nespareni elektron lokalizovan blizu jezgra
sa spinom [=1/2. Jezgro moze da se prilagodi jednom od dva stanja, gde je spin
komponenta jezgra M; = +1/2 ili M; = -1/2. Ovo dovodi do cepanja svakog od
dva energetska nivoa elektrona, pa umesto jedne sada su prisutne dve

spektralne linije (slika 4D).
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Slika 4. Shematski opis osnovih principa EPR spektroskopije (Spasojevi¢, 2011).

A: Elektroni izvan i unutar magnetnog polja; B: Shema EPR spektrometra (S -
izvor osciliraju¢eg magnetnog polja; M - magneti koji stvaraju magnetno polje,
s — uzorak; D - detektor; A - apsorpciona linija); C: Shema energetskog nivoa
nesparenog elektrona koji pokazuje EPR apsorpciju i odgovarajuceg spektra sa
jednom linijom; D: Shema energetskog nivoa nesparenog elektrona kuplovanog
sa nukleusom sa I = 1/2, koji pokazuje dva rezonantna prelaza i odgovarajuce

spektre sa dve linije.
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Postoje tri razli¢ita EPR pristupa koji se koriste u redoks studijama bioloskih
sistema (slika 5). Slika 5A: Dugozivece paramagnetne vrste prirodno prisutne u
bioloskim uzorcima koji mogu biti detektovani direktno EPR spektroskopijom;
5B: KratkoZiveée vrste moraju da se “zarobe”. Specificne EPR “tihe”
komponente spin-trap se dodaju u uzorak. One reaguju sa kratkozivedim
radikalima i formiraju stabilne EPR aktivne spin-adukte (slika 5B). IstraZivanja
specifi¢cnih osobina, kao fluidnost membrane, parcijalni pritisak kiseonika ili
slobodne tiol-grupe, zahtevaju sinteticki stabilne paramagnetne vrste (spin-
proba i spin-obeleZiva¢, gde se obelezivaci kovalentno vezuju za biomolekule,

dok se probe ne vezuju, slika 5C).

A E S C SP or SL

LLR

Slika 5. Shematski prikaz EPR tehnika u redoks istrazivanjima (Spasojevig,
2011) A: EPR spektroskopija unutrasnjih dugozivecih radikala (LERB: EPR

spin-traping kratkozivecih radikala (SLR), ST - spin-trap, SA - spin-adukt; C:
EPR spin-proba i EPR spin-obelezavanje, SP - spin-proba, SL - spin-obeleZivac.
Tamnije oznacava EPR aktivno, svetlo EPR “tiho”. Krug predstavlja bioloski

sistem.
Detekcija paramagnetnih vrsta je na rezonanci pri magnetnom polju od 300 mT,

ako je frekvencija 9-10 GHz. Ove frekvencije su u oblasti mikrotalasa, koji ne

uti¢u na merenja in vitro ili in vivo (Koppenol, 1990; Koppenol, 2002).
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2.5.1. ELEKTRON-PARAMAGNETNA REZONANTNA DETEKCIJA
DUGOZIVECIH PARAMAGNETNIH VRSTA

Oksidacija biomolekula zavr$ava EPR “tihim” proizvodima. Medutim, neki
molekuli, kao Sto su askorbat, tokoferol, melanin... daju radikale sa
produzenim vremenom zivota. EPR dugoziveéi radikali obezbeduju vitalne
podatke o oksidativnim uslovima u biosistemima bez meSanja sa unutrasnjim

procesima, koji su esencijalni u nekim studijama (Armstrong, 1999).

Askorbil-radikal (Asc*) se proizvodi oksidacijom askorbata, koja moze da se
izvrsi skoro svim unutra$njim reaktivnim vrstama u bioloskom sistemu. Ovo
obuhvata OH-*, alkil-peroksi-radikal (ROO®), lipidperoksil-radikal (LOO®),
tokoferil-radikal (TO"), peroksinitrit (ONOO"), tiil-radikal (RS*), protein-radikal
i kataliticke metale (gvozde i bakar). Askorbat deluje kao “skuplja¢” vecine
bioloski oksidizabilnih vrsta. Ovo ¢ini nivo Asc® veoma osetljivim na
oksidativni status sistema. Druga prednost Asc* je stabilnost, koja se meri u
minutima u bioloskim sistemima. Dodatno, Asc* je sklon degradaciji tokom

skladiStenja uzoraka na niskoj temperaturi (Ahola et al., 2004).

Tokoferoli su glavni lipid-solubilni antioksidanti u bioloskim sistemima.
Reaguju sa OH*, LOO*, NO* i ONOO:- i produkuju TO* radikal, koji moze da se
detektuje EPR-om. TO* se snazno termodinamicki uzajamno povezuje sa

askorbatom, preko reakcije:

TO* + Asc — TOH + Asc®

TO* signal u EPR se pojavljuje u humanoj plazmi izloZenoj oksidativhom
stresu, samo nakon Sto i¢ezne Asc*. Kao rezultat, prisustvo TO* u bioloskim
uzorcima oznacava intenzivnu oksidaciju, sposobnu da potrosi antioksidativne

kapacitete askorbata (Clarke i sar., 2008; Sharma & Buettner, 1993).
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2.5.2. ELEKTRON-PARAMAGNETNA REZONANTNA SPIN-TRAPPING
DETEKCIJA KRATKOZIVECIH SLOBODNIH RADIKALA

Fizioloski bitni kratkoziveéi slobodni radikali prema lokaciji nesparenih

elektrona mogu da se podele u Cetiri strukturne kategorije:

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)
Reaktivne vrste azota (RNS)

Ugljenik-centrirani radikali

.l .

Sumpor-centrirani radikali

25.2.1. Reaktivne kiseonic¢ne vrste

Osnovni izvor ROS je superoksidni anjon-radikal, O, koji se generise u
mitohondrijama u toku prelaza elektrona iz respiratornog lanca na O kod
aerobnih organizama. Drugi potentan izvor Oz~ su Celije uklju¢ene u imuni
odgovor, koje sadrze NADPH oksidaze kojima se redukuje O: i proizvode

velike koli¢ine O°-.

Superoksidni anjon ima specifi¢ne targete, reaguje sa gvozdem u aktivhom
centru gvozde/sumpor enzima i transkripcionim faktorima, moduliSudi
njihovu funkciju (Jacob & Winyard, 2009; Halliwell & Gutteridge, 2007). Ve¢ina
Oz*- se pod dejstvom SOD prevodi u H2O> (¢lan ROS familije, ali nije slobodni
radikal) koji uc¢estvuje u redoks signalizaciji (slika 6). O2°*- mogu biti ukljuceni u
reakcije redoks-aktivnih metala ili Haber-Weiss-ov mehanizam, pri ¢emu se
stvaraju reaktivni OH. OH' skoro neselektivno reaguje sa biomolekulima u
okolini, pa je vreme poluzivota OH: u bioloskim sistemima ~10- s. Glavni izvor
OH: je Fentonova reakcija u kojoj ucestvuju nepravilno heliran jon gvozda ili
neki prelazni jon metala i H>O; (Fe?* + HxO, — Fe3* + OH- + OH') (Valko i sar.,
2005; Kell, 2010).
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ELEKTRON
TRANSPORT

Pb+2 ets
Hg*2 |
Oy~ HO
Fe*2
H202
Cﬁy \C:PX
Y
H,O + GSSG

Slika 6. Stvaranje ROS pod dejstvom teskih metala (Pinto i sar., 2003.)

2.5.2.2. Reaktivne vrste azota

Superoksid-anjon-radikal reaguje sa NO* i produkuje peroksinitrit (ONOO"),
bioloski aktivne vrste koje mogu da inhibiraju enzime i membranske funkcije.
Peroksinitrit se protonuje do ONOOH, koji se razlaze na dve reaktivne vrste
OH' i azot-dioksid-radikal (NO*, ¢lan RNS familije). Proteaze brzo razlazu
proteine nitrovane NOz*. NO2* brzo napada nezasi¢ene masne kiseline (Szabo,

2003).
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2.5.2.3. Ugljenik-centrirani radikali

OH' reaguje sa karbonatnim jonom (COs%*) i produkuje karbonatni radikal
(COs*) ili radikal ugljen-dioksida (CO2*-). Ovi radikali su manje reaktivni od
OH., ali su veoma opasni posto su im meta proteini. Ugljenik-centrirani radikali
mogu da se stvaraju -Oldazvanom oksidacijom razli¢itih biomolekula

(Halliwell & Gutteridge, 2007).

25.24. Sumpor-centrirani radikali

Najvazniji sumpor-centrirani radikali su tiil-radikali, kao $to je glutation-tiil-
radikal (GS-). OH:, NO2- i ONOO- stvaraju tiil-radikale reakcijom sa tiolima, dok
Oz~ i H2Oz ne stvaraju ove radikale. Drugi sumpor-centrirani radikali su pertiil-
radikali (RSS) i sumpor -centrirani radikal-katjon (R.S*). Sumpor-centrirani
radikali se formiraju unutar enzima i uti¢u na kataliticku aktivnost. Tiil-radikali
interaguju sa nezasi¢enim masnim kiselinama, kao Sto su arahidonska,
linoleinska i oleinska kiselina, i formiraju tioestre i karbon-centrirane radikale.
Ove vrste imaju dobre i loSe strane, posto ucestvuju u patogenezi razli¢itih
bolesti, a takode i u signalnim kaskadama i imunom odgovoru (Jacob &

Winyard, 2005).
Osnovni principi spin-trapping tehnika su prikazani na slici 7. EPR “tiha”

komponenta (spin-trap) hvata reaktivne intermedijerne radikale i formira

stabilne paramagnetne vrste (spin-adukt).

39



Nikoleta M. Lugonja Doktorska disertacija

Spin-trap Slobodni radikali Spin-adukti EPR spektar
o
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Slika 7. Osnovni principi EPR spin-trapping metoda, na primeru dodatog spin-
trap DEMPO i razlic¢itih fizioloski znacajnih slobodnih radikala - hidroksil-
radikal, superoksid-anjon-radikal, atom vodonika, azot-dioksid-radikal,
ugljendioksid-radikal i glutation-tiil-radikal. DEPMPO/ONO adukt je
intermedijer koji se oksiduje do acil-nitroksida (DEPMPO/O). Svaki adukt

pokazuje razli¢it EPR signal (Preuzeto iz rada Bacic¢ i sar., 2008).
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Formule i karakteristike naj¢es¢e upotrebljavanih spin-trap molekula prikazani

su na slici 8:

se

se

1. DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid), najcesce
koristi za identifikaciju radikala.
2. BMPO (5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid) najc¢esce
koristi za kvantitativnu analizu, zbog svoje stabilnosti.
3. DMPO (5,5-dimepil-pirolin-N-oksid) najéesce upotrebljavan trap, zbog
niske cene.
DEPMPO BMPO DMPO
0 0
< l I
§ (C,Hs0),P tBuOC y y
=] + / + / + /
» HyC T HaC T N
o o] o
e Razlikuje razlicite Razlikuje superoksid, Detektuje hidroksil
radikale hidroksil, C-centrirani i radikal

Koristi se za kvalitativnu
analizu

Veoma informativni
spektri

Koristi se u 3P NMR
Potencijalno kompleksna
spektralna analiza
Konverzija adukta
Komercijalni trap-ovi
mogu da sadrze EPR
necistoce

Visoka cena

Cuvanje na -80 °C
Poluzivot spin adukta u
vodi:

DEPMPO/OH: 22,3 min
DEPMPO/OOH: 14,8
min

Poluzivot u ¢elijskoj
suspenziji:
DEPMPO/OH: 4,5 min

tiil radikale

Koristi se za
kvantitativnu analizu
Jednostavni spektri
Stabilan, lako se
transportuje
Potencijalno kompleksna
kvalitativna analiza
Citotoksi¢an u visokim
koncentracijama
Poluzivot spin adukta u
vodi:

DEPMPO/OH: > 30 min
DEPMPO/OOH: 23 min
Poluzivot u ¢elijskoj
suspenziji:
DEPMPO/OH: 3,6 min

Koristi se za rutinsku
analizu

Jednostavni spektri
Niska cena

Veoma niska stabilnost
adukta

Nije pogodan za
kvalitativnu analizu
Konverzija adukta
Poluzivot spin adukta u
vodi:

DEPMPO/OH: 2,9 min
DEPMPO/OOH: <1 min
Poluzivot u éelijskoj
suspenziji:
DEPMPO/OH: 0 min

Slika 8. Strukture i karakteristike spin-trap molekula. DEPMPO, BMPO i DMPO

ne pokazuju nikakvu citotoksi¢nost na koncentracijama koje se uobicajeno

koriste u in vitro studijama (Spasojevi¢, 2011).
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A oy 2mT
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Slika 9. Sposobnost EPR spin-traping da razlikuje istovremeno slobodne
radikale (Spasojevi¢, 2011). A: EPR spektar sastavljen od signala ¢etiri DEPMPO
adukta (tamnije) u poredenju sa pojedina¢nim spektrima svakog adukta
(svetlije). Svi spektri su generisani kompjuterskom simulacijom. Simboli
karakteristi¢cnih ~ spektralnih linijja adukta: taman krug OH® adukt
(DEPMPO/OH adukt); svetao krug, O2*~ adukt (DEPMPO/OOH); kvadrat H*
adukt (DEPMPO/H); trougao CH>OH* adukt (DEPMPO/C); B: EPR spektar
DEPMPO spin-adukta dobijenog iz Langerhansovih ostrvaca pod fizioloskim
uslovima ; C: EPR spektar DEPMPO spin-adukta cerebrospinalne te¢nosti ALS

pacijenata sa dodatim vodonik peroksidom.
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Bioloski sistemi proizvode vise od jednog slobodnog radikala. EPR metodom
mogu da se razlikuju tri ili viSe razli¢itih reaktivnih vrsta (Slika 9). Signali
specifi¢cnih spin-adukata prepoznaju se po razli¢itim spektralnim linijama i
spektralnim stimulacijama. Stimulacije se koriste za kvantifikaciju koncentracija

spin-adukta (slobodnih radikala).

2.5.3. ELEKTRON-PARAMAGNETNA REZONANTNA SPIN-TRAPING
DETEKCIJA U ISTRAZIVANJIMA ANTIOKSIDANATA

Postoji veliki broj jednostavnih metoda za odredivanje ukupne ili nespecificne
antioksidativne aktivnosti: metoda bazirana na reakciji antioksidanata sa feri-
jonom (FRAP), metoda bazirana na merenju antioksidativnog kapaciteta u
odnosu na standard Trolox (TEAC), kapacitet apsorbance kiseoni¢nih radikala i
druge sli¢ne metode koje se koriste za brzo odredivanje antioksidativnog efekta
razli¢itih komponenti, hrane i ekstrakata (Halliwell & Gutteridge, 2007;
Cadenas & Packer, 2002; Halliwell, 1995). EPR spektroskopija je zlatni standard
prema kojem se procenjuju sve druge metode odredivanja antioksidativne

aktivnosti.

Spin-traping je najceS¢e upotrebljavana EPR tehnika u antioksidativnim
istrazivanjima, koja omogucava merenje antioksidativne aktivnosti na bilo kojoj
selektovanoj koncentraciji ispitivane komponente u odnosu na fizioloski
relevantne radikale. Osnovni princip je da se koristi sistem za stvaranje
specificnih radikala i meri relativha koncentracija radikala u prisustvu i
odsustvu potencijalnog antioksidanta. Prisustvo aktivnog antioksidanta
smanjuje intenzitet spektra (slika 10). EPR metoda sa Fentonovom reakcijom je
naj¢esée upotrebljavana za prouc¢avanje antioksidativnih aktivnosti (Zivkovié i

sar., 2009; Spasojevi¢ i sar, 2009).
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Sistem stvaranja OH- Antioksidanti Spektar Antioksidativna aktivnost

Fenton reakcija  Nema antioksidanta

(Fe?* + H,0,— Fe¥* + OH'+ OH')

Haber Weiss reakcija Nema antioksidanta HMWW

(0" + H,0,—~OH'+ 0, + OH) +F16BP ———AAA—NAAA—

Sistem stvaranja O- Nema anhokmdanta...._.-..)er A
KJ / N J

X/XO sistem + biljni ekstrakt WMWM

Nema antioksidanta ——MM—’WHHA—-—
KO,

+celuloza ~————AMAMANAAA~———

Sistem stvaranja NO- v 2mT

ST Nema antioksidanta WWW

+ekstrakt gljive ,}‘NW_\‘W

A= (- L)1,
or

AN = (A A) A,

AA(OH) =091

AA(OH) =040

AA(05)=0.85

AA(03) = 0.69

AA(NO')=1

Slika 10. Principi primene EPR spin-traping u istrazivanjima antioksidanata na

primeru F16BP (fruktozal,6-(bis)fosfat), biljnog ekstrakta, celuloze i ekstrakta

gljiva, na fizioloskim koncentracijama antioksidanata. X/XO, ksantin/ksantin

oksidaza sistem; SNAP, NO*-generator (S-nitrozo-N-acetil-DL-penicilamin); Io,

intenzitet signala spin-adukta u sistemu koji ne sadrzi antioksidant; Ix,

intenzitet signala spin-adukta u sistemu koji sadrzi ispitivani antioksidant; Ao i

Ax, amplitude spektralnih linija (obelezene trouglom) u sistemu. Spektri

predstavljaju adukte spin-trap DEPMPO (siva linija) (Zivkovi¢ i sar., 2009;

Spasojevic i sar, 2009).
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2.6. ELEKTROHEMIJSKE METODE ODREDIVANJA UKUPNOG
ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA

Razvojem tehnika i instrumenata za proucavanje elektrohemijskih reakcija i
reakcija na povrsini elektrode dolazi do velikog napretka u razumevanju

elektrohemijskih procesa.

Jednostavne elektroanaliticke tehnike se mogu podeliti u tri grupe:
potenciometrija, konduktometrija i voltametrijsko/amperometrijske tehnike.
Najcesca je upotreba treceg tipa elektroanalitickih tehnika, koje se generalno
nazivaju i dinamicka elektrohemija. Veci znacaj dobijaju potenciometrijske
metode zbog napretka na polju jon-selektivnih elektroda (ISE), koji je omogucio
smanjenje granice detekcije ispod pikomolarnog (pM) nivoa (Sokalski i sar.,

1997; Mathison & Bakker, 1998).

Elektrohemija obuhvata procese koji se deSavaju na granici izmedu dve faze,
kao Sto su transfer elektrona sa metalne elektrode na aktivne redoks vrste u
rastvoru elektrolita ili transfer jona iz vodene faze u organsku fazu. Prvi slucaj
je najc¢esci primer elektrohemijske reakcije. Medutim, proces transfera jona je od
velikog interesa za mnoga podrudja ispitivanja, na primer u celijskim procesima
(Gennis, 1989) kao i u transferu elektrona u polimerom modifikovanim
elektrodama (Murray, 1992). Ispitivani sistem je generalno jedna faza ali je
vazno napomenuti da se takav sistem ne mozZe ispitivati eksperimentalno.
Potrebno je ispitati celu elektrohemijsku ¢eliju koja uklju¢uje nekoliko razli¢itih
faza zajedno. U najjednostavnijem slucaju elektrohemijska celija ukljucuje dve
elektrode uronjene u elektrolit. Razlika u elektrodnom potencijalu izmedu njih
meri se obi¢no voltmetrima sa velikim otporom. Ukupni celijski potencijal
predstavlja posebne promene potencijala koje se deSavaju prilikom svakog

transfera naelektrisanja u celiji. Promenu potencijala jedne elektrohemijske
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Celije kontrolisu i pravac i kinetika prenosa naelektrisanja. Iz toga sledi da je
kontrola i merenje potencijala elektrohemijske celije veoma vazan aspekt u

eksperimentima koji obuhvataju dinamicku elektrohemiju.

Za dvoelektrodnu ¢eliju, ukupnu reakciju ¢ine dve polureakcije koje ukljucuju
procese na dve elektrode. Obi¢no se jedan od ovih procesa deSava na radnoj (u
dinamickoj elektrohemiji) ili na indikatorskoj elektrodi (u potenciometriji).
Druga elektroda, koja se naziva referentna elektroda, sluzi da obezbedi
konstantan potencijal koji se uzima kao referentni potencijal i prema kom se

meri potencijal radne elektrode.

Danas se najc¢es¢e primenjuje srebro/srebrohloridna elektroda kao referentna
elektroda pri potenciometrijskim merenjima. Srebro-srebrohloridna elektroda se
shematski oznacava Ag*/AgCl/Cl- i sastoji se od srebrne Zice uronjene u
rastvor AgCl (presvucene sa AgCl), a kao elektrolit koristi se zasiceni rastvor

KCl.

Suprotno potenciometriji, gde se meri potencijal elektroda (bez prolaska struje),
u dinamickoj elektrohemiji potencijal radnih elektroda u vedini slucajeva
kontrolisan je prema referentnoj elektrodi i meri se rezultujuca struja (Sherman,

1947).
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2.6.1. REDOKS POTENCIOMETRIJA

Odredivanje redoks stanja sistema nije jednostavan zadatak i ne postoji
univerzalno prihvaéena procedura (Whitfield, 1969). Metode kontrole redoks
potencijala se primenjuju u industriji hrane ali postoji problem korisc¢enja
hemijskih proizvoda kao $to je dodavanje cisteina ili vitamina C (Giroux i sar,
2008). Merenje redoks stanja obuhvata termodinamicka merenja, koja su veoma
slicna merenju pH. Ipak, redoks merenja su manje popularna od pH merenja
zbog reverzibilnosti vecine redoks procesa u prirodi (Christensen i sar., 2000;

Grundl, 1994).

Oksidoredukcioni procesi su definisani elektronskim transferima izmedu
komponenti. Redoks ili oksido-redukcioni potencijal, koji je unutradnji indikator
bioloskog sistema (Kohen & Nyska, 2002), moZe da se definiSe kao mera
sposobnosti hemijskog/biohemijskog sistema da oksiduje (izgubi elektrone) ili
redukuje (primi elektrone). Redoks potencijal je definisan Nernstovom
jednac¢inom, koja pretpostavlja reverzibilan transfer elektrona izmedu svih vrsta

(Kohen & Nyska, 2002).

Redoks centri u proteinima su prelazni metali, organski kofaktori, gvozde-
sumpor klasteri i citohromi. Za razumevanje mehanizma transfera elektrona,
bioenergije i redoks procesa u bioloskim sistemima, neophodno je da se
definisu elektrohemijske osobine ovih centara. Metode odredivanja
polutalasnog potencijala (Em) redoks centara u proteinima na pH mogu biti
direktne i posredovane elektrohemijske tehnike. Posredovane elektrohemijske
tehnike su dostupne za vecinu proteina, a direktne su veoma mocne tehnike, ali
¢esto ne mogu da se koriste za proteine posto zahtevaju odredeni raspored

redoks centara na povrsini proteina (Becker, 2008).
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Polutalasni potencijal je mera tendencije komponenti da uzimaju elektrone od
drugih komponenti. Veliki pozitivni polutalasni potencijal znac¢i da je
komponenta jak oksidant, dok velika vrednost negativnog sredisnjeg
potencijala ukazuje da je komponenta snaZan reduktant (u oba slucaja se
odreduje u odnosu na standardnu vodoni¢nu elektrodu). Poznavanje
polutalasnog potencijala razli¢itih nosaca elektrona veoma je vazno za
uspostavljanje putanje protoka elektrona u bilo kom biohemijskom elektron
transportnom sistemu, kao $to su mitohondrije. Najc¢es¢e se odreduje redoks
titracijama (Dutton, 1978), kojima se podeSava ili uravnotezava uzorak na
odredenom redoks potencijalu, dodavanjem malih koli¢ina oksidanata ili
reduktanata. Redoks medijatori, mali molekuli koji omogucavaju brzo
uravnotezenje izmedu uzorka i elektroda sistema za merenje, moraju da se

dodaju da bi se osiguralo ravnotezno stanje u toku merenja.

Merenja mogu da se rade na razli¢itim redoks potencijalima. Uzorak se mesSa u
specijalnim celijama koje sadrze platinsku i referentne elektrode, a oksidanti i
reduktanti se dodaju da se dostigne redoks potencijal, koji se ocitava na
voltmetru. Nakon svakog dodatka redukujuceg ekvivalenta, rastvor proteina ili
drugi bioloski sistem se prati dok se ne uspostavi ravneteZa, a zatim se belezi
potencijal izmedu referentne (Ag/AgCl) i radne elektrode (Au ili Pt) (slika 11).
Rastvor se zatim dalje redukuje i uravnotezuje na razli¢itim potencijalima. Ovaj
proces se ponavlja sve dok se redoks centar potpuno ne redukuje. Pri svakom
potenciometrijskom merenju, raspored oksidovanih i redukovanih vrsta se
odreduje spektralnim promenama i generiSe se Nernstov plot. Izmereni
potencijali se izrazavaju u odnosu na referentnu vodoni¢nu elektrodu (u
odnosu na NHE) kalibrisanjem referentne elektrode koris¢enjem kalijum

fericijanid /ferocijanid standardnog rastvora (Becker, 2008).

Zbog visoke reaktivnosti sa ve¢inom redoks medijatora, kiseonik treba potpuno

iskljuciti iz potenciometrijskih eksperimenata na <10 ppm. Potenciometrijski
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eksperimenti zahtevaju anaerobne elektrohemijske celije, u kojima se
atmosferski kiseonik zamenjuje inertnim gasom ili azotom, a za proteinski

rastvor se koristi vakuum ili pozitivni pritisak gasa.

Vol
Platinska elektroda oltmetar

Spric sa titrantom \ \ ( (—
i !

e Referentna elektroda

T T —Reakcioni
sud

I, ]
0
— —> Merenje absorbance

MesSalica

Slika 11. Shema aparature za odredivanje polutalasnog potencijala (Taiz &

Zeiger, 201

Ukupan potencijal meri se preko koncepta redoks ili ravoteznog kapaciteta (p).
Kapacitet pufera je poznati faktor, i definisan je kao koli¢ina jake kiseline ili
baze potrebna da se doda u sistem da se pH promeni za jednu jedinicu. Redoks
kapacitet na bilo kom potencijalu, E, je definisan kao koli¢ina jakog oksidanta
koja mora da se doda u jedan litar ispitivanog rastvora da bi se E promenio za 1

V (jednacina, 107).

P =dO tota/dE

gde je O tota koncentracija jakog oksidanta. U idealnom sistemu, u kojem je

redoks potencijal stabilan, fiksni, redoks kapacitet karakteriSe sistem (Grundl,

1994).
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2.6.2. CIKLICNA VOLTAMETRIJA

Dinamicka elektrohemija podrazumeva promenu potencijala radne elektrode, u
odnosu na referentnu, da bi se obezbedio transfer elektrona sa elektrode u

ispitivani rastvor (Sabela i sar., 2012).

Medu nekoliko metoda, koje su primenjene da karakteriSsu uzorke hrane i
individualne prirodne fenole, cikli¢na voltametrija (CV) je najinformativnija i
najkorisnija (Kilmartin, 2001). Osnovni princip CV metode je elektrohemijska
oksidacija odredenih vrsta na inertnoj radnoj elektrodi koja je povezana sa
pojavljivanjem struje na odredenom potencijalu. Potencijal na kojem se CV
pikovi pojavljuju odreden je redoks osobinama testiranih komponenti,

vrednosti struje pokazuju kvantitet ovih komponenti.

Ova tehnika se sastoji iz reverzne, linearne promene elektrodnog potencijala od
pocetnog potencijala do vrednosti za krajnji potencijal, pa do vrednosti
potencijala gasenja (to ne mora da bude potencijal koji je isti kao i pocetni)
odgovaraju¢om brzinom skeniranja. Na taj nac¢in se ispituje reaktivnost

elektrohemijskog sistema u Sirokom opsegu potencijala.

Za proces oksidacije obi¢no se polazi od elektrodnog potencijala na kome nema
oksidacije i u toku snimanja elektrodni potencijal se menja prema pozitivnijim
vrednostima. Obrnuto, za proces redukcije polazi se od elektrodnog potencijala
na kome nema redukcije, a elektrodni potencijal se menja prema negativnijim

vrednostima. Elektrodni potencijal u odredenom trenutku ima vrednost:

E(t) = Ei + ot
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Nakon postizanja kona¢ne vrednosti elektrodnog potencijala koja se za primer
oksidacije obi¢no postavlja na vrednost nesto manju od potencijala oksidacije
rastvaraca ili osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal se vraca do potencijala

gasenja.

Prilikom povratka potencijala redukuje se deo vrste koja je oksidovana u
direktnom snimanju. vje brzina promene potencijala tj. brzina polarizacije ili
brzina skeniranja i moze da se krece od nekoliko mV/s do nekoliko miliona
V/s. Prilikom eksperimenta, krive struje se mogu snimati u zavisnosti od
vremena ili u zavisnosti od potencijala, mada se ove druge mnogo ¢esce koriste.

Cikli¢ni voltamogrami za reverzibilni sistem prikazani su na slici 12.

Testirane komponente mogu biti okarakterisane pomocu reverzibilnosti
snimljenih CV tragova, kada se potencijal menja u oba smera. Do sada je
metodom CV analiziran veliki broj Siroko rasprostranjenih prirodnih fenolnih
jedinjenja (Bard & Faulkner, 2001; Kilmartin & Hsu, 2003; Kilmartin i sar., 2001;
Kilmartin i sar., 2002; Zou i sar, 2002). Ova istraZivanja su omogucila koris¢enje
CV metode za testiranje uzoraka hrane koji sadrze kompleksne smese
antioksidanata, kao $to je vino (Zou i sar, 2002; Kilmartin & Zou, 2001) ili ¢aj

(Roginsky i sar., 2003).

[ako CV testovi ne dozvoljavaju odredivanje individualnih antioksidanata u
kompleksnim smeSama, ovo daje vazne informacije o koli¢ini glavnih grupa
fenola, kao sto su katehini, galati, antocijani, monofenoli,... CV metoda je jeftina
i produktivnija alternativa za HPLC. Zbog preklapanja mnogih pikova koji
pripadaju razli¢itim individualnim supstratima, pikovi dobijeni snimanjem CV
voltamograma pokazuju Sirenje. Pod ovim uslovima, trebalo bi koristiti integral
struje umesto samu struju da se karakterise kvantitet antioksidanata u uzorcima

hrane (Kilmartin i sar., 2002; Roginsky i sar., 2003).
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Slika 12. Ciklovoltamogram za primer redukcije u direktnom snimanju za
reverzibilan sistem u zavisnosti od vremena (a) i potencijala (b) (Bard &

Faulkner, 2001).
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2.6.3. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

Pulsne tehnike se zasnivaju na sukcesivhom povecanju potencijalskog koraka
(metod stepenica, Slika 13.) razli¢ite visine u pozitivnom ili negativnom smeru,
sa uzorkovanjem struje (Gulaboski, R., Pereira, 2008; Osteryoung & Schreiner,
1988; Manojlovi¢ i sar., 2010). Najc¢es¢e pulsne tehnike koje se koriste u
elektrohemiji su normalna pulsna voltametrija (NPV) i diferencijalna pulsna

voltametrija (DPV).

U normalnoj pulsnoj voltametriji (NPV) potencijal se ne menja linearno
rastuéim potencijalom nego sa pulsevima pravougaonih talasa sa rastu¢om
visinom superponiran na pocetni potencijal, Sto je sinhronizovano sa
nastajanjem kapi pri ¢emu svaka kap ima jedan puls potencijala sa vremenom
pulsa od oko 50 ms primenjen na nju. Amplituda raste od jedne kapi do sledece,
za konstantnu veli¢inu i postize maksimum od 1000 mV. Struja se meri na kraju
zivota kapi oko 10 do 15 ms pre zavrsetka vremena impulsa tp (Manojlovi¢ i
sar., 2010). Ova tehnika ima osetljivost oko 107 M, pa se zbog toga slabije koristi

za analiticka odredivanja.

Najefikasnija pulsna metoda je diferencijalna pulsna polarografija (voltametrija,
DPV). Kod DPV se meri razlika izmedju dve struje, prve koja se meri odmah
posle zavrsetka zadavanja pulsa i druge koja se meri nekoliko milisekundi pre
pocetka zadavanja pulsa. Razlika izmedju dve merene struje (I2 - I1) koja je
prikazana na slici 13. dovodi do pika karakteristicnog za DPV koji je prikazan

na slici 14.
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Slika 13. Diferencijalna pulsna voltametrija: na¢in zadavanja pulsa i mesta na

kojima se snima struja (Osteryoung & Schreiner, 1988).
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Slika 14. Oblik pika u diferencijalnoj pulsnoj polarografiji (Osteryoung &
Schreiner, 1988)
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2.6.4. KLASICNA POLAROGRAFIJA

Polarografija sa jednosmernom strujom (DC-direct current), odnosno klasi¢na
polarografija, je elektrohemijska tehnika kod koje se sporom promenom
potencijala polarizuje elektroda male povrsine, tzv. radna elektroda. U klasi¢noj
polarografiji kao radna elektroda se obi¢no koristi takozvana kapajuca Zivina
elektroda (KZE). Ona se sastoji iz staklene kapilare veoma malog unutragnjeg
pre¢nika, povezane za rezervoar sa zivom, dok se na donjem kraju, koji je
uronjen u rastvor, formira kap zive. Kap raste nekoliko sekundi, nakon ¢ega se
otkida i pocinje formiranje nove kapi. Ta uvek sveza kap Zive na otvoru
kapilare je radna elektroda. Da bi strujno kolo bilo zatvoreno u rastvor se uranja
i takozvana pomocna elektroda. Da bi polarizacija pomocne elektrode bila
minimalna, gustina struje na njoj je manja nego na povrsini radne elektrode te
joj je stoga povrsina viSestruko veca u odnosu na radnu elektrodu. Pomoc¢na
elektroda je najcesS¢e od inertnog materijala, platine ili staklastog ugljenika.
Treéa elektroda u elektroanalitickoj celiji je referentna elektroda, tzv.
standardna elektroda sa poznatom vrednos¢u potencijala. Ona se sa radnom
elektrodom povezuje strujnim kolom velikog otpora sa ciljem da kroz to kolo
prakti¢no ne protice struja i sluzi da daje razliku potencijala izmedu radne i
referentne elektrode. 1z te razlike potencijala i poznate vrednosti potencijala

referentne elektrode odreduje se potencijal radne elektrode.

Na slici 15. data je upro$céena shema polarografskog uredaja.
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PISAC
(A)
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Slika 15. Shema polarografskog uredaja: KZE-kapljuéa Zivina elektroda; PE

pomocna elektroda; Ref E referentna elektroda (Suznjevic i sar., 2011).

Kada se sporom promenom potencijala polarizacije radna elektroda dovede na
potencijal na kome se neka hemijska vrsta (jon ili molekul prisutan u rastvoru)
oksiduje ili redukuje, ta elektrohemijska reakcija dovodi do depolarizacije radne
elektrode i do protoka elektri¢ne struje izmedu radne i pomocne elektrode.
Tokom polarografske analize snima se zavisnost jac¢ine struje od potencijala
radne elektrode a dobijena kriva se naziva i-E kriva odnosno polarogram. Svaka
elektroaktivna vrsta koja reaguje na radnoj elektrodi daje na polarogramu
takozvani polarografski talas. Primer polarografskog talasa redukcije jona
kadmijuma Cd?* dat je na slici 16. Polarografski talas ima dve vazne
karakteristike: visinu, koja se zove grani¢na difuziona struja i na slici 16 je
oznacena sa id i koja je proporcionalna koncentraciji vrste koja reaguje na
elektrodi (Cd?* u datom primeru) i polutalasni potencijal Ei/2. Polutalasni
potencijal je potencijal na kome difuziona struja dostize polovinu svoje
maksimalne (grani¢ne) vrednosti. Vrednost polutalasnog potencijala je
karakteristi¢na za odredenu hemijsku vrstu. Polutalasni potencijal se koristi za
kvalitativhu a vrednost grani¢ne najcesc¢e difuzione struje (visina talasa) za

kvantitativnhu analizu.
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Slika 16. Polarografske i-E krive: A-struja osnovnog elektrolita 0.1 M KCI; B-
struja redukcije jona kadmijuma iz osnovnog elektrolita (E1/2-polutalasni

potencijal, ig-grani¢na difuziona struja).

Polarografska metoda za merenje AO aktivnosti (HPMC) zasnovana na
klasi¢noj polarografiji sa kapljuéom Hg-elektrodom (KZE) je nedavno razvijena
u Elektrohemijskoj laboratoriji, Instituta za opstu i fizicku hemiju (Suznjevi¢ i
ostali, 2011). U oblasti potencijala anodnog rastvaranja zive u prisustvu OH- i
HOO- (perhidroksidnog) jona umesto karateristicnog polarografskog talasa
(Slika 16) javlja se strujni pik. Obzirom da u alkalnim uslovima dolazi do
nastanka perhidroksidnog iona, pretpostavljeno je nastajanje meSovitog

kompleksa [Hg(O2H)(OH)] koji je uzrok nastanka napred pomenute struje.
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HPMC metoda je zasnovana na smanjenju anodne struje mesovitog kompleksa
zive(ll), koji nastaje u alkalnom rastvoru vodonik peroksida, u prisustvu
antioksidanata. Osetljivost ispitivanog anodnog pika kompleksa Zive na
prisustvo antioksidanata je iskoris¢ena u smislu razvoja jednostavne, brze i
reproduktivne metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti koja ne
zahteva upotrebu skupih reagenasa, radikalskih vrsta koje ne postoje u prirodi,
kratkozivecih kiseoni¢nih radikala itd. Razvoj i optimizacija metode su detaljno
opisani u radu koji je napred naveden (SuZnjevi¢ i ostali, 2011). Osnovne
karakteristike pomenute anodne struje, vazne za primenu u analiticke svrhe, tj.
optimalni eksperimentalni uslovi (temperatura, pH i koncentracija vodonik
peroksida) su wu citiranom radu dati. Reproduktivnhost merenja je
zadovoljavajuca. Relativna standardna devijacija grani¢ne difuzione struje na 33
puta uzastopno snimljenje i-E krive 5 mM vodonik peroksida u CL puferu pH
9,8 je 1,16%. Prisustvo individualnih fenolnih jedinjenja, ili kompleksnih
uzoraka sa odgovaraju¢om AO aktivnoséu, izaziva smanjenje anodne grani¢ne
struje proporcionalno aktivnosti ispitivanih uzoraka. Veca aktivnost uzorka
izaziva i1 vece smanjenje. Optimalna zapremina dodatka se ustanovi
preliminarnim merenjem. Mutni ili obojeni uzorci se mogu direktno, bez
prethodne pripreme, uneti u elektrohemijsku celiju. Procedura je veoma
jednostavna a merenja su brza sto su, uz ¢injenicu da metoda ne zahteva skupe
reagense, znacajne prednosti u odnosu na klasi¢ne spektrofotometrijske metode

koje se siroko primenjuju.

Polarografska metoda je do sada upotrebljena za odredivanje aktivnosti
razli¢itih klasa fenolnih jedinjenja. Proucavan je odnos strukture i
antioksidativne aktivnosti nekih fenolnih jedinjenja, kao Sto je npr. niz
benzoevih kiselina i njihovih cimetnih analoga (Suznjevic i sar, 2011). Takode,
ova metoda je upotrebljena za merenje aktivnosti alkoholnih pica, kao sto su

komercijalna i specijalna (biljna) piva (Gorjanovi¢ i sar, 2010a), crna i bela vina
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(Gorjanovi¢ i sar, 2010b), jaka alkoholna pi¢a (Gorjanovi¢ i ostali, 2010c),
ekstrakti maline (Novakovic i sar, 2011) i ekstrakti hladno cedenog bundevinog
ulja (Gorjanovi¢ i sar, 2011), ¢ajevi i biljne infuzije (Gorjanovié¢ i sar, 2012),
ekstrakti propolisa (Potkonjak i sar, 2012), med (Gorjanovi¢ i sar, 2013),
ekstrakti hmelja (Gorjanovi¢ i sar, 2013), kafe i surogati kafa, ekstrakti ¢okolada.
Procesi proizvodnje sladovine i piva, starenja rakije i suSenja maline, t.
promene antioksidativne aktivnosti do kojih dolazi tokom istih, su takode
praceni (Gorjanovi¢ i sar, 2010a,c, Novakovi¢ i sar, 2011). Dobijeni rezultati su

poredeni sa rezultatima spektrofotometrijskih antioksidativnih metoda kao sto

su DPPH, ABTS, FRAP i ORAC.

Kao sto se vidi, metoda je do sada primenjena na velikom broju raznorodnih
uzoraka. Visoke korelacije sa standarnim AO metodama i ukupnim sadrzajem
fenola (odredenim Folin-Ciocalteu-ovom metodom) potvrdile su validnost
metode. Do sada je zabeleZen jedan izuzetak kad su korelacije sa sadrzajem
fenola i DPPH testom u pitanju. Radi se o ekstraktima domacih sorti hmelja i
preparatima hmelja namenjenim primeni u pivarstvu. Naime, rezultati
polarografske metode tada nisu korelirali sa sadrzajem ukupnih fenola, niti sa
AOQO aktivnoséu odredenom DPPH testom, ve¢ sa sadrzajem humulona. Merenja
aktivnosti cistih supstanci prisutnih u ekstraktima hmelja kako polarografskom
tako i spektrofotometrijskim metodama omogucila su razumevanje dobijenih
korelacija. Za razliku od spektrofotometrijskih merenja, aktivnost humulona
merena polarografski daleko je veca od aktivnosti najzastupljenih fenola kao sto

su ksantohumol, rutin, katehin i kvercetin.
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2.7. MAJCINO MLEKO

2.7.1. SASTAV MAJCINOG MLEKA

Majc¢ino mleko je idealna i prirodna hrana za novorodencad i bebe. Sadrzi sve

neophodne nutrijente i obezbeduje odbrambene faktore za rast odoj¢adi.

Majc¢ino mleko je svojim sastavom posebno prilagodeno bebinim potrebama. U
toku prvih dana nakon rodenja, sastav mleka varira prilagodavajuci se i
zadovoljavajuci bebine potrebe za hranom. Humano mleko sadrzi 6,9-7,2%
ugljenih hidrata, 3-5% lipida, 0,8-0,9% proteina i 0,2% minerala. Energetski
sadrzaj mleka je 60-75 kcal/100ml. Zbog specificnog sastava majc¢ino mleko je
izuzetna hrana za odoj¢ad, koja pored prethodno navedenih komponenti sadrzi
i: semi-esencijalne nutrijente, slobodne aminokiseline, enzime, hormone, faktore
rasta, poliamine, nukleotide i oligosaharide. Njihovo pojavljivanje regulisano je
neuroendokrinim i imunim faktorima koje kontrolise bioloski sat (Gartner i sar.,

2005; Ballard & Morrow, 2013).

U zavisnosti od vremena lucenja razlikuje se: kolostrum, prelazno i zrelo
majc¢ino mleko. Za tek rodeno dete kolostrum je savrsena, prva hrana, potpuno
prilagodena trenutnim potrebama novorodenceta. Kolostrum se stvara u
grudima majke, kod nekih ve¢ i od sedmog meseca trudnoce. To je gusta,
lepljiva, bleda do Zuckasta tecnost. U poredenju sa zrelim mlekom sadrZi vise
proteina, minerala i vitamina A, dok je sadrzaj ugljenih hidrata i masti manji
nego u zrelom mleku. Zahvaljujuéi sadrzaju imunoglobulina (uglavnom IgA) u
kolostrumu, novorodence je zasticeno od mnogih bakterija i virusa. Svojim
laksativnim dejstvom kolostrum pomaZe odojéetu da eliminise prvu stolicu

(mekonijum) (Musumeci i sar., 2006).
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Tokom prve dve nedelje nakon porodaja luci se prelazno mleko. U odnosu na
kolostrum, prelazno mleko sadrzi vise masti, laktoze i energetski je “jace” od
kolostruma. Sastav mleka se stabilizuje posle intervala od oko 15 dana, kada

pocinje da se luci zrelo mleko.

Sastav zrelog majc¢inog mleka nije konstantan ve¢ se menja u zavisnosti od doba
dana, duzine podoja, potreba odojceta i prelezanih bolesti majke. Na pocetku
podoja mleko se lu¢i u velikim koli¢inama i bogato je proteinima i
laktozom. Ukoliko se odojc¢e hrani ovim mlekom u velikim koli¢inama, ono na
taj nac¢in zadovoljava i svoje potrebe za vodom, ¢ak i u toplim suvim klimama;
tako se rasterecuju bubrezi i odoj¢e ne zadrzava visak tec¢nosti. Mleko koje se
lu¢i na samom kraju podoja je svetlije boje zbog visokog sadrzaja masti. Ova
¢injenica ukazuje na znacaj duzine podoja u zadovoljavanju energetskih

potreba odojceta.

Majc¢ino mleko sadrzi optimalnu koli¢inu proteina, od kojih su najzastupljeniji:
kazein, alfa-laktalbumin, laktoferin, imunoglobulin IgA, lizozim i serum
albumin. Svi ovi proteini neophodni su za rast odojceta i razvoj mozga, oni se
lako vare i dobro apsorbuju. Ishrana majke ne utice na sadrZaj proteina u
njenom mleku. Masti su glavni izvor energije za odojce, posebno dugolancane
masne kiseline, palmitinska i oleinska kiselina koje su potrebne za rast mozga.
Majc¢ino mleko sadrzi i enzime potrebne za razlaganje masti. Ishrana majke
utice na sadrzaj masti u mleku. Od mineralnih konstituenata u maj¢inom mleku
su najzastupljeniji: Na, K, Ca, Mg, P i Cl. Iz maj¢inog mleka odoj¢e dobro
apsorbuje gvozde (oko 50%) upravo zato sto maj¢ino mleko obezbeduje faktore

koji potpomaZzu ovaj proces (Ballard & Morrow, 2013).
Pored prisustva specificnih proteina, u humanom mleku postoje i druge
komponente koje ga razlikuju od mleka drugih sisara, kao $to su oligosaharidi.

Oligosaharidi maj¢inog mleka su jedinstveni za humano mleko. Oni su glavni
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prebiotici majé¢inog mleka i uti¢u na uspostavljanje normalne bifidogene flore
kod novorodencadi od samog rodenja. Oligosaharidi maj¢inog mleka sluze kao
antiadhezivni antimikrobni agensi, koji sprecavaju vezivanje patogena za
mukozne povrsine gastrointestinalnog trakta odojcadi, ¢ime se smanjuje rizik
od virusnih, bakterijskih i protozoa parazitskih infekcija (Bode, 2012). Takode,
oligosaharidi humanog mleka mogu modulirati imuni odgovor smanjujuci
intenzivnu mukoznu leukocitnu infiltraciju i aktivaciju, smanjujuci rizik od
nekrotizirajuéeg enterokolitisa i obezbedujué¢i bebama sijalinsku kiselinu kao
potencijalno esencijalni nutrijent za razvoj mozga i kognicije (Laugier i sar,

2012; Martinov i sar., 2011, Lugonja i sar., 2010).

2.7.2. ANTIOKSIDATIVNE OSOBINE MAJCINOG MLEKA

Rodenje je fizioloski proces, prilikom kojeg dolazi do prelaza bebe iz relativno
hipoksi¢ne sredine uterusa u hiperkiseoni¢nu spoljasnju sredinu (Saugstad,
1990). U toku ovog procesa organizam bebe je izlozen poveéanom stresu $to
uzrokuje prekomerno stvaranje molekula koji ostecuju celije, kao Sto su

superoksid- i hidroksil-radikali i druge reaktivne kiseoni¢ne vrste.

Postoje jaki dokazi da reaktivne kiseoni¢ne vrste i drugi slobodni radikali igraju
vaznu ulogu u mnogim degenerativhom bolestima, kao Sto su kancer,
ateroskleroza i dijabetes. Da bi se sprecilo ili smanjilo oksidativno ostecenje
razli¢itih tkiva u telu, dojenje je vazno da bi se odojce zastitilo razlic¢itim

antioksidansima.

Maj¢ino mleko je sinergisticka meSavina viSe interagujucih faktora, koji
obezbeduju najvecu korist i najbolje funkcionisanje. Sa druge strane, majcin
antioksidativni status preko antioksidativnog potencijala maj¢inog mleka utice

na antioksidativni status odojceta (Newburg, 2001). Buescher i Mcllheran
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(Buescher & Mcllheran, 1988) su wutvrdili da humani kolostrum ima
antioksidativne osobine, moze spontano da redukuje citohrom c, utice na
razlaganje H>O; nastalog u polimorfonuklearnim leukocitima, i stiti epitelijalne

¢elije od odvajanja koje uzrokuju polimorfonuklearni leukociti.

Endogeni antioksidanti su prisutni u maj¢inom mleku. Podeljeni su na
enzimske i neenzimske antioksidante. Enzimski antioksidanti su glutation-
peroksidaza, katalaza, superoksid-dizmutaza i koenzim Q10. Neenzimski
antioksidanti su vitamin E, a-tokoferol, vitamin C, retinol, p-karoten, koji
hvataju slobodne radikale i stite novorodencad od ROS u ranim fazama Zivota
(Scheibmeir i sar., 2005, L’Abbe & Friel, 2000), zatim izoflavonoidi, selen,
proteinski antioksidanti kao S$to se tioredoksin i kazeini, i peptidi nastali
hidrolizom proteina. Koenzim Q10 je primer lipofilnog antioksidanta. Nivo
koenzima Q10, a- i y-tokoferola u humanom mleku direktno koreliSe sa
antioksidativnim kapacitetom mleka. Tioredoksin je redoks-regulatorni protein,
¢iji visok nivo kod novorodenceta moZe da obezbedi jedinstveni zastitni
mehanizam protiv oksidativnog stresa u toku fetal-neonatalnog prelaza.
Kazeini mleka mogu da inhibiraju lipidnu peroksidaciju, verovatno
mehanizmom povecanja autooksidacije gvozda. Peptidi nastali hidrolizom
kazeina imaju sposobnost “hvatanja” superoksid-anjon-radikala. Vitamin C u
majé¢inom mleku pomaze odrzavanje prirodne barijere u odbrani od infekcija,
stimuliSe fagocitnu i antimikrobnu aktivnost leukocita, povecava proizvodnju
antitela i sintezu interferona. Antioksidativni potencijal izoflavonoida u
maj¢inom mleku ima ulogu u sprecavanju nekih kancera, verovatno preko

multiplih efekata povezanih sa inhibicijom karcinogeneze.
Prisustvo svih ovih komponenata uslovljava da maj¢ino mleko poseduje

antioksidativna svojstva ¢ime pruza zastitu celijama novorodencadi (Callen &

Pinelli, 2005), 8to je posebno vazno za prevremeno rodene bebe.
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Prevremeno rodene bebe (gestacioni period je manji od 37 nedelja), veoma su
osetljive na bolesti uzrokovane oksidativnim stresom, koji nastaje kao posledica
disbalansa izmedu intracelularnih pro- i antioksidanasa. Prilikom rodenja
dolazi do prelaza iz relativno hipoksi¢ne sredine uterusa u hiperkiseoni¢nu
spoljasnju sredinu, $to uzrokuje prekomerno stvaranje radikala koji ostecuju
Celije, kao $to su superoksid- i hidroksil-radikali i druge ROS (Saugstad, 1990).
Smatra se da su bronhopulmonalna displazija, nekroti¢ni enterokolitis i
retinopatija kod prevremeno rodenih beba povezani sa oksidativnim stresom.
Stoga je ishrana maj¢inim mlekom kod prevremeno rodenih beba i beba
rodenih u terminu veoma znacajna. Koncentracija antioksidanata u maj¢inom
mleku zavisi od ishrane majke, vitamina koje je majka uzimala tokom trudnoce
i laktacije, kao i od geografskog polozaja (Emmett & Rogers, 1997). Bebe koje se
hrane majé¢inim mlekom imaju ve¢i oksidativni kapacitet u krvi i nizi intenzitet
oksidativnog stresa u odnosu na bebe koje se hrane infant formulama. Majke
koje puSe povecavaju oksidativha ostecenja kod odojéadi i snizavaju

antioksidativni kapacitet mleka (Zarban i sar., 2009).

Iako je uoceno da dojene bebe imaju mnogo veci nivo lipidne peroksidacije od
beba koje se hrane infant formulama u uslovima slicnog antioksidativnog
kapaciteta, mnoga istrazivanja ukazuju da maj¢ino mleko obezbeduje bolju
antioksidativnu zastitu od infant formule. Proizvodaci se trude da naprave
infant formule koje su po sastavu priblizne maj¢inom mleku, sto podrazumeva i
postizanje slicnog antioksidativnog kapaciteta, tako da se infant formule
obogacuju dugolan¢anim polinezasi¢enim masnim kiselinama i nukleotidima
sa selenom, pa je antioksidativni kapacitet infant formula sve priblizniji

maj¢inom mleku (Cheeseman & Slater, 1993).
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2.7.3. FARMAKOLOSKI ZNACAJ MAJCINOG MLEKA

Model sistem za proucavanje farmakoloskih efekata majc¢inog mleka moze da

bude uterus pacova (Kanner i sar., 1987; Shoichi i sar, 2008).

2.7.31. REPRODUKTIVNI SISTEM ZENKE PACOVA

Zenka pacova ima dva jajnika koja se nalaze ispod bubrega, na krajnjoj levoj,
odnosno desnoj strani abdomena. Jajne celije koje se proizvode u jajnicima
oslobadaju se u jajovode, koji su kod pacova veoma kratki i tesko uocljivi kao

zasebne celine.

Uterus pacova ¢ine dva roga koji daju uterusu oblik slova V. Grli¢ uterusa ima
siri dijametar, svetlije je boje i ima ¢vrsce vezivno tkivo. Ovakav oblik uterusa
predstavlja morfolosku adaptaciju koja omogucava simultani razvoj nekoliko
embriona i viSestruke, uzastopne porodaje. Grli¢ se nastavlja u vaginu koja se
otvara u spoljasnji deo u koji ulazi sperma tokom kopulacije. Zrele jajne celije
prolaze od jajnika kroz jajovode i oploduju se u uterusu. Zigoti, bududi
embrioni, sukcesivno se potom smestaju u zid uterusa. Period gestacije traje 21

dan, a rada se u proseku 6-8 mladunaca (Marcondes i sar., 2002).
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Slika 17. Prikaz uterusa pacova

Na slici 17 prikazan je uterus pacova, koji se nalazi u delu abdomena koji se
naziva pelvis, dorzalno od mokracne besike. Svakog meseca uterus hipertrofira
pod dejstvom estrogena iz jajnika pripremajuci se tako za implantaciju i ishranu
oplodene jajne éelije. Ukoliko do oplodenja ne dode zid uterusa se ljusti, Sto se

manifestuje krvarenjem jedinke.
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Uterus se sastoji iz:

Endometrijuma (unutrasnji sloj - mukoza)
Miometrijuma (srednji, misi¢ni sloj) i

Perimetrijuma (spoljni sloj - seroza)

1. Endometrijum je ¢vrsto vezan za miometrijum. Ovaj deo uterusa podleze
najveéim promenama tokom mese¢nog ciklusa zenke, odnosno hipertrofira
paralelno sa sazrevanjem jajne celije i ovulacijom, a ljusti se ukoliko do
oplodenja ne dode. Celije epitela endometrijuma su pravougaonog oblika a
ispod njih je Siroka lamina propria, tzv. endometrijalna stroma u kojoj se nalaze
matericne celije koje sintetiSu prostaglandine i koje se otvaraju prema

miometrijumu.

2. Miometrijum, glatki miSi¢ uterusa, se sastoji od tri misi¢na sloja: spoljne

.....

.....

limfnih sudova. Tokom trudnoce, povecava se broj i duZina glatkih misi¢nih
¢elija (i do 20 puta). Nove gl. misi¢ne celije se diferenciraju od nediferenciranih
Celija vezivnog tkiva, kao i od veé postojecih glatkih misi¢a. Takode se uvecava i

elasti¢no tkivo u perifernom miometrijumu.
3. Perimetrijum je pelvi¢ni peritoneum oko uterusa, u kom se nalaze ligamenti

koji odrzavaju uterus na tom mestu u organizmu. Kroz ovaj sloj do uterusa

dopiru mnogi krvni i limfni sudovi, kao i nervi.
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Aktivnost uterusa veoma varira u zavisnosti od trenutnih funkcionalnih
potreba jedinke (gestacija, partum, post partum). Tokom trudnoce glatki misi¢
uterusa u sustini miruje, jedino slabe, nepravilne kontrakcije obezbeduju
umeren tonus zida uterusa. Za vreme i nakon porodaja glatki misi¢ uterusa
stvara snazne i ujednacene kontrakcije, kako bi omogucio izlazak fetusa i
odmah potom sprecio krvarenje. Sli¢ne ali manje izraZene promene se deSavaju
i tokom menstrualnog ciklusa (Shew i sar., 1993). Kako bi se kontraktilna
aktivnost uterusa odrzala neophodno je obezbedeti dovoljnu koli¢inu energije,
odnosno ATP, za ove procese, §to se ostvaruje procesom oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama. Medutim, to istovremeno dovodi i do
produkcije ROS. Primarnu funkciju njihove eliminacije u uterusu ima endogeni
AOS (Fridovich, 1978). Sve ovo ukazuje da je spontana kontraktilna aktivnost
uterusa pojava od izuzetne fizioloske vaznosti. Kontraktilna aktivnost uterusa
kao i mnoge druge karakteristike omogucava, izmedu ostalog, i ispitivanja

dejstava razlic¢itih kontraktilnih i relaksirajucih supstanci.

2.7.3.2.  GLATKI MISICI - STUDIJA KONTRAKCIJE
NEVASKULARNOG GLATKOG MISICA

Normalno funkcionisanje organa zavisi od kontraktilne funkcije glatkih misica.
Glatko miSi¢no tkivo ima ulogu u transportu hrane, urina, polnih ¢elija, Zuci, u
irisu kontrolise dotok svetlosti u retinu, uti¢e na elasti¢na svojstva zida arterija,
kontrakcije glatkih mi$ica menjaju dijametar lumena arteriola i na taj nacin

uti¢u na nivo krvnog pritiska (Horowitz i sar., 1996).

Glatka miSi¢na celija je duga 25-50 pm isiroka 5 pm i sadrzi samo jedno jedro.
Celije su povezane pukotinastim vezama (gap junction), koji im omogucavaju
meducelijsku elektricnu i hemijsku komunikaciju. Sarkolema glatkog misica

sadrzi mikrodomene specijalizovane za celijsku signalizaciju, kao i jonske
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kanale koncentrisane u invaginacijama membrane zvane kaveole. Kaveole
sadrze mnostvo receptora (prostaciklin, endotelin, serotonin, muskarinske
receptore, adrenergicke receptore), sekundarnih glasnika (adenilat-ciklaza,
fosolipaza C), G proteine, kinaze (protein kinaza C, protein kinaza A), jonske
kanale (L tip kalcijumskih kanala, ATP zavisne kalijumove kanale, kalcijum-
zavisne kalijumove kanale) rasporedene blizu jedan drugog. Kaveole su ¢esto u
blizini sarkoplazmati¢nog retikuluma ili mitohondrija $to ukazuje na njihovu

metabolicku ulogu.

.....

ali ne formiraju sarkomere i rasporedeni su po celoj celiji (slika 18). Tanki
miofilamenti su spojeni sa gustim telima (ekvivalent Z diskova) koje plivaju po
citoplazmi, a samo su neka pripojena za sarkolemu. Debeli miofilamenti su
sagradeni od miozina, a tanke miofilamente sacinjavaju molekuli aktina i
tropomiozina, dok je troponin odsutan. Takode nema ni T tubula, za razliku od

poprec¢no-prugastih misica.

Miozinske glavice su izgradene od teskih i lakih proteinskih lanaca. Kada se
laki lanci fosforilisu glavica postaje aktivirana. Enzim koji fosforiliSe laki lanac
je miozin kinaza lakog lanca (MLCK), koja se aktivira samo kada je misi¢

stimulisan.

Kontrakcija glatkih miSiéa moze biti inicirana strujom pukotinastih veza,
inervisani autonomnim nervnim sistemom, i za razliku od skeletnih, ne
poseduju prave nervno-misicne sinapse. Akson se zavr$ava mnogobrojnim
granama koje 1imaju proSirenja (varikozitete) u kojima se mnalazi
neurotransmiterska supstanca. Nakon oslobadanja neurotransmiteri difunduju i
dolaze do veceg broja glatkih miSi¢nih celija ¢ime ih stimuliSu. Stimulacija

misSiéne celije dovodi do povecanja intracelularne koncentracije Ca?*.
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Slika 18. Organizacija citoskeleta i miofilamenata u glatkoj miSi¢noj Cceliji

Varikozitet

autonomnih neurona na glatkom misi¢u (Stanfield & Germann, 2014)

Glavni izvor Ca?*, neophodnog za misi¢énu kontrakciju je ekstracelijski Ca?* koji
ulazi kroz L tip kalcijumskih kanala, mada i sarkoplazmatski retikulum ovih
Celija poseduje znacajnu koli¢inu ovih jona, koje oslobada kroz Rijanodin
receptorske kanale, redoks procesom, i kroz inozitol-3-fosfat receptorske kanale

preko sekundarnog glasnika inozitol-3-fosfata (IP3).
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KONTRAKCIJA GLATKE MISICNE CELIJE
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Slika 19. Mehanizam kontrakcije u glatkoj misi¢noj ¢eliji (King, 1996); MLCK-

miozin kinaza lakog lanca

Joni Ca?* se vezuju za regulatorni protein kalmodulin. Kompleks Ca?*-
kalmodulin se vezuje za MLCK i tako je aktivira. Kalcijum-kalmodulin-MLCK
kompleks fosforiliSe laki lanac miozina, pri ¢emu aktivira miozin ATPazu.
Fosforilisana glavica miozina se vezuje sa aktinom i omogucava kontrakciju
misica. Kada se koncentracija unutarcelijskog kalcijuma smanji, proces ide u

obrnutom smeru, a enzim miozin fosfataza vrsi defosforilaciju glavice miozina

(slika 19).

.....

mogu biti okarakterisani kao dvotipski: toni¢ni i fazi¢ni. Toni¢ni se kontrahuju i

opustaju polako i ¢uvaju energiju, a fazi¢ni se kontrahuju i opustaju brzo.
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.....

crevnim nervnim sistemom i peristaltickim peismeiker celijama-intersticijalne

Cajal celije.

Fosforilacija lakog lanca miozina koreliSe sa brzinom skrac¢enja glatkog misica.
Tokom fosforilacije dolazi do velike potrosnje energije, izmereno potrosnjom
kiseonika. Nekoliko minuta nakon inicijacije kontrakcije, nivo kalcijuma
znacajno opada, fosforilacija lakog lanca miozina opada i potro$nja energije
najverovatnije usled defosforilacije (Miozin fosfataza lakog lanca defosforilise
laki lanac miozina) miozinskih mostova. Za vreme kontrakcija brzo stvaranje
mostova izmedu aktiviranog aktina i fosforilisanog miozina proizvodi snagu.
Tokom mirne faze defosforilisani mostovi zadrzavaju snagu pri niskoj potrosnji

energije.

Relaksacija glatkog miSica je posredovana endotelnim faktorom relaksacije
(azot-oksid), endotelnim faktorom hiperpolarizacije (kanabinoid, citohrom
P450, vodonik-peroksid) ili prostaciklinom (PG12). Azot-oksid (NO) i PG12
stimuliSu solubilnu guanilat-ciklazu i membransku adenilat-ciklazu, redom.
Ovi cikliéni nukleotidi aktiviraju protein kinazu G i protein kinazu A i
fosforilisu brojne proteine, sto dovodi do smanjenja intracelularnog kalcijuma
(inhibiraju L tip kalcijumskih kanala, inhibiraju IP3 receptorske kanale,
stimuli$u sarkoplazmati¢nu kalcijum-ATPaznu pumpu); smanjenja fosforilacije
lakog lanca miozina menjanjem osetljivosti na kalcijum i povecanjem aktivnosti
fosfataze lakog lanca miozina; stimulacije kalcijum-zavisnih kalijumovih kanala
koji hiperpolarisu ¢eliju; fosforilacije malih proteina toplotnog Soka (small heat
shock protein) koji menjaju interakciju aktina i miozina. Ovi procesi dovode do
relaksacije. NO stimuliSe kalcijum-zavisne kalijumove kanale i/ili ATP zavisne
kalijumove kanale i stimuliSe izlaz kalijuma koji hiperpolarise celiju i dovodi do

relaksacije.
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2.8. HRANA ZA BEBE - INFANT FORMULE

Majc¢ino mleko je najbolja hrana za novorodence. Medutim, majke c¢esto ne
mogu ili ne Zele da doje, pa bebe hrane adaptiranom hranom za bebe - infant
formulama (IF) “zamenama za maj¢ino mleko”. SloZeni sastav, a posebno
bioloska svojstva maj¢inog mleka nije moguce u potpunosti posti¢i u hrani za
odojc¢ad, sto se posebno odnosi na bioloski aktivhe komponente kao $to su:
imunoprotektivne i druge neimunogene zastitne supstance, faktori rasta,

hormoni i enzimi (Alles i sar., 2004).

Deklarisane nutritivne i bioloske vrednosti infant formula priblizno odgovaraju
sastavu maj¢inog mleka, i kao takve predstavljaju adekvatnu zamenu kada

dojenje nije moguce.

Istrazivanje u cilju poboljsanja kvaliteta infant formula usmereno je na
bioaktivne komponente koje su prisutne u humanom mleku (Li i sar., 2009;
Lugonja et al. 2010), odnosno cilj savremenih istraZivanja ne sastoji se u
kopiranju egzaktnog sastava maj¢inog mleka ve¢ u dostizanju funkcionalnih

svojstava maj¢inog mleka.

Lipidi, kao jedan od osnovnih sastojaka infant formula, zadovoljavaju 40-50 %
ukupnih energetskih potreba odojceta. Proizvodaci infant formula uglavnom
upotrebljavaju lipide koji poti¢u iz biljaka. Od lipida koji nisu biljnog porekla, a
dodaju se infant formulama, vazno je napomenuti dugolan¢ane polinezasicene
masne kiseline (Long-Chain Polyunsaturated - LCP) i strukturne
triacilglicerole. Komponente majc¢inog mleka koje su posebno vazne su LCP
arahidonska kiselina (C20-4, n-6; AA) i dokozaheksaenoinska kiselina (C22-6, n-
3; DHA). AA i DHA ¢ine veliki deo fosfolipida koji ulaze u sastav celijskih
membrana mreznjate i mozga i zbog toga su veoma vazne za razvoj

kognitivnih funkcija novorodenceta. Medutim, biljna ulja koja se koriste u
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proizvodnji infant formula ne sadrZe nijednu od ovih kiselina. AA i DHA mogu
da se sintetiSu elongacijom lanca i desaturacijom linolne kiseline (C18:2, n-6) i a-
linoleinske kiseline (C18:3, n-3), koje su prisutne u svim infant formulama.
Pokazalo se da je mogucnost odvijanja ove sinteze smanjena kod
novorodencadi (Koletzko & Rodriguez-Palmero, 1999). Kao posledica toga,
koncentracije DHA i AA u membranama crvenih krvnih zrnaca nize su kod
novorodencadi koja se hrane infant formulama u odnosu na one koja sisaju

majc¢ino mleko.

Masne kiseline u majé¢inom mleku su uglavnom prisutne u formi triglicerida.
Relativno visok sadrzaj AA i DHA (10-20 %) u humanom mleku nalazi se u
obliku fosfolipida. Pokazalo se da je usvajanje AA u obliku fosfolipida znatno
efikasnije nego u obliku triglicerida (Wijendran, Huang i sar.,, 2002).
Pretpostavlja se da su ovi lipidi zasti¢eni od beta-lipolize i da se dalje
transformiSu u masne kiseline koje su vaZzne u procesu mijelinizacije (Shoichi i
sar., 2008). Izvori DHA i AA u komercijalno dostupnim formulama su riblje ulje

(DHA u obliku triglicerida) i lipidi iz jaja (AA i DHA u obliku fosfolipida).

U skladu sa mnogobrojnom istraZivanjima koja su sprovedena, ekspertski
timovi Sirom sveta i svetski poznate zdravstvene organizacije (British Nutrition
Foundation, World Health Organization) preporucuju dodavanje AA i DHA
infant formulama (Wijendran, Lawrence i sar., 2002). Takode, obogacivanje
infant formula triacilglicerolima, koji su po svojoj strukturi vrlo sli¢ni humanim
(palmitinska kiselina predominantno na sn-2 poziciji glicerola) dovodi do bolje
apsorpcije kalcijuma i masti, uslovljavajuéi ¢itav niz povoljnih efekata kod

odojceta (meksa konzistencija stolice, povecan sadrzaj kalcijuma u kostima).
Sastav proteina kazeina i surutke u infant formulama na bazi kravljeg mleka se
prilagodava potrebama odojceta za esencijalnim aminokiselinama. Jo$ uvek se

ne zna optimalan odnos za odoj¢ad, ali je uo¢eno da odojcad koja se hrane
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infant formulama imaju povecan unos proteina u odnosu na odojcad koja se
hrane maj¢inim mlekom (Janas i sar., 1985). Neka od istrazivanja fokusirana su

na smanjenje koncentracije proteina u infant formulama (Fomon i sar., 1995).

Nukleotidi ¢ine oko 2-5 % neproteinske azotne frakcije humanog mleka (Janas
& Picciano, 1982; Thorell i sar.,, 1996). U humanom mleku nalaze se vece
koli¢ine nukleotida nego u kravljem mleku i infant formulama (Barness, 1994).
Pretpostavlja se da nukleotidi imaju vaznu ulogu u razvoju funkcija imunog
sistema. Uocena je povecana aktivnost NK celija (Natural killer cells) kod
odojéadi koja su se hranila infant formulama koje su bile obogacene
nukleotidima (Carver i sar., 1991). Takode, pretpostavlja se da su nukleotidi
vazni za razvoj intestinalne mikroflore, metabolizam lipoproteina i da redukuju
pojavu dijareje kod odojc¢adi. Rezultati koji su dobijeni u razlic¢itim
eksperimentima su oprecni i bi¢e potrebno jos dodatnih istrazivanja da bi se

potvrdile neke od pretpostavljenih delotvornih osobina nukleotida na odoj¢ad.

Uoceno je da su bebe koje sisaju maj¢ino mleko otpornije na gastrointestinalne i
respiratorne infekcije (Raisler i sar., 1999; Wilson i sar 1998). Svakako da je jedan
od glavnih uzroka tome ¢injenica da u crevnoj flori ovih beba dominiraju
bifidobakterije. Uzrok tome nalazi se u razlici koja postoji izmedu sastava
maj¢inog mleka i infant formula. Jedna od procentualno najzastupljenijih
komponenti maj¢inog mleka oligosaharidi (Agostoni i sar., 2004; McCartney,
2004), podsticu rast “dobre” intestinalne flore (Boehm i sar., 2004). Za
oligosaharide maj¢inog mleka je, in vitro i in vivo eksperimentima, potvrdeno da
su prebiotici, odnosno da stimuliSu razvoj i aktivnost “dobre” bakterijske flore
kolona, prvenstveno bifidobakterija. Zahvaljuju¢i tome, kod svetski poznatih
proizvodaca infant formula postoji trend dodavanja prebiotika, najc¢es¢e smesa
galakto-oligosaharida i frukto-oligosaharida, koji su sli¢ni oligosaharidima
majcinog mleka (Wainwright, 2006) mada se dodaju i inulin, laktuloza i laktitol,

u cilju Sto bolje simulacije sastava maj¢inog mleka.
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Egzopolisaharidi nekih vrsta bifidobakterija (Bifidobacterium animalis RH)
pokazuju antioksidativnu aktivnost in vitro i in vivo. Kisele i neutralne frakcije
egzopolisaharida znacajno povecavaju aktivnosti SOD, CAT, glutation i ukupan
antioksidativni kapacitet u serumu i imaju direktnu i potentnu antioksidativnu

aktivnost (Xu i sar, 2011).

Razlic¢ite studije potvrdile su postojanje antioksidativne aktivnosti laktobacila.
Postoje razlic¢iti predloZeni mehanizmi antioksidativne aktivnosti u
laktobacilima (Ou i sar., 2009; Sun i sar., 2010; Virtanen, 2010). Iako postoje
razlike u mehanizmima, hvatanje slobodnih radikala zavrsava lanc¢anu reakciju
oksidacije. Nakon uklanjanja celija i kazeina centrifugiranjem, posmatrana
antioksidativna aktivnost moze poticati od ekstracelularnih metabolita,
hidrolizovanih komponenti mleka ili produkata lize celije (Osuntoki & Korie,

2010).
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III MATERIJAL I METODE
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3.1. UZORCI HRANE ZA BEBE

Uzorci zrelog majc¢inog mleka (MM) sakupljeni su od 10 zdravih majki, kao
zajednicki uzorak, u 9. nedelji laktacije nakon normalnog porodaja, koje su
dobrovoljno pristale da ucestvuju u studiji. Uzorci humanog zrelog mleka su
¢uvani u sterilnim boc¢icama, transportovani na ledu u laboratoriju i ¢uvani na -
80 °C. Neposredno pre merenja uzorci su homogenizovani mesanjem na
magnetnoj mesalici, da ne bi doslo do raslojavanja faza, kao u slucaju

mehani¢kog homogenizovanja.

Pet razli¢itih infant formula (IF, mle¢na formula za ishranu odojc¢adi, beba i
male dece), proizvodaca “IMPAMIL” Srbija, koje se upotrebljavaju kao hrana za
bebe razli¢itog uzrasta: MIL 1 pocetna formula mleka za mladu odoj¢ad od
rodenja do 6 meseci starosti, MIL 2 prelazna formula mleka za stariju odojc¢ad
od 6 do 12 meseci starosti, MIL 3 formula mleka za malu decu stariju od 12
meseci, MIL PRE specijalna formula mleka namenjena prevremeno rodenoj deci
i novorodencadi male telesne mase, MIL FL specijalna mle¢na formula bez
laktoze, za ishranu odojc¢adi i male dece sa intolerancijom laktoze i dijarejom.

Sve formule su sa dodatim prirodnim dijetetskim prebiotskim vlaknima.

Sve formule se pripremaju rastvaranjem 14-17 g praha u 90 mL prokuvane i
ohladene demi vode (prema uputstvu proizvodaca navedenom na pakovanju),
za dobijanje 100 mL obroka za bebe. Tako napravljeni uzorci smatrani su

pocetnim, osnovnim rastvorom.

Komercijalno kravlje mleko sa sadrzajem mlecne masti 3,2 % (UHT) koriS¢eno je
kao kontrolni uzorak (KM). Kao kontrolne formule koris¢ene su Bebelac 1 i
Aptamil, mleka za mladu odojéad od rodenja do 6 meseci starosti, za

eksperiment EPR.
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Ispitivani uzorci mleka i formula prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Uzorci hrane za bebe

UZORAK Naziv

Uzorak 1 Zrelo humano maj¢ino mleko

Uzorak 2 MIL 1 (Impamil, Srbija) - pocetna formula mleka za mladu
odojc¢ad od rodenja do 6 meseci starosti (14 g/90 mL).

Uzorak 3 MIL 2 (Impamil, Srbija) - prelazna formula mleka za stariju
odojcad od 6 do 12 meseci starosti (15 g/90 mL.)

Uzorak 4 MIL 3 (Impamil, Srbija) - formula mleka za malu decu stariju
od 12 meseci (17 g/90 mL).

Uzorak 5 MIL PRE (Impamil, Srbija) - specijalna formula mleka
namenjena prevremeno rodenoj deci i novorodencadi male
telesne mase (16 g/90 mL).

Uzorak 6 MIL FL (Impamil, Srbija) - specijalna mle¢na formula bez
laktoze, za ishranu odoj¢adi i male dece sa intolerancijom
laktoze i dijarejom (14 g/90 mL).

Uzorak 7 Bebelac 1 (Nutricia, Cuijk, Holland) - formula mleka za
mladu odoj¢ad od rodenja do 6 meseci starosti.

Uzorak 8 Aptamil (Milupa GmBH, Fulda-Rodges, Germany) -

formula mleka za mladu odoj¢ad od rodenja do 6 meseci

starosti.

Karakteristike, prosecan sastav, sadrzaj mineralnih supstanci i vitamina u hrani

za bebe proizvodaca “IMPAMIL”, prikazani su u tabelama 3, 4a i 4b.
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Tabela 3. Karakteristike IMPAMIL -MIL infant formula

Karakteristike IMPAMIL infant formyla

Naziv i Nacin pripreme
oznaka infant Karakteristike 100 ml infant
formule formule
14 g praha
Osnovna Standardna formula za ishranu terminski rodene rastvoriti u 90 ml
formula dece, sa normalnom porodajnom masom. Koristi se  prokuvane vode,
(Mil 1) do navrsenih 6 meseci Zivota odojceta. ohladene na 50 °C
Adaptirana formula na koju se prelazi izmedu 15 g praha se
Prelazna Cetvrtog i Sestog meseca i koja se uz dodatak  rastvoriu 90 ml
formula nemle¢ne hrane koristi do kraja prve godine. prokuvane vode,
(Mil 2) Obogacen gvozdem, prevenira nutritivhu anemiju  ohladene na 50 °C
kod starije odoj¢adi
Za decu stariju od 12 meseci. Sa prebioticima, 17 g praha se
Dopunska antioksidantima, optimalnom koli¢cinom  rastvori u 90 ml
formula oligominerala i vitamina. Bez glutena, saharoze, prokuvane vode,
(Mil 3) genetski modifikovanih komponenti. Obezbeduje ohladene na 50 °C
visoku biolosku usvojivost gvozda
Prilagoden prevremenoj rodenoj deci, kao i 16 g praha se
Specijalna novorodencadi male telesne mase rastvori u 90 ml
formula prokuvane vode,
(Mil PRE) ohladene na 50 °C
Formula bez laktoze, za ishranu odoj¢adi i male 14 g praha se

Formulabez  dece sa intolerancijom laktoze i dijarejom, rastvoriu 90 ml
laktoze proizvedena od pasterizovanog, standardizovanog  prokuvane vode,
(Mil FL) mleka, hidrolizom laktoze. Sadrzi lako svarljivi ohladene na 50 °C

maltodekstrin umesto laktoze, kao i optimalnu
koli¢inu minerala, oligo-elemenata, taurina,
gvozda i vitamina D.
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Tabela 4a. Prosecan sastav hrane za bebe, proizvodaca “IMPAMIL”

Ugljeni hidrati g 8,0 7,82 9,1 9 7,6
Laktoza g 7 6,75 6,5 6,3 <0,01
Monosaharidi(Gle+Gal) g - - - - 2,85
Maltodekstrin g - - - 2,7 4,75
Prirodna dijetetska g 04 0,65 0,6 04 0,6
vlakna

Masti g 3,5 3,5 3 3,73 3,3
Lecitin g - - - - 0,2
Zasiéene masne % 45 45 - 45 -
kiseline

Nezasiéene masne % 55 55 - 55 -
kiseline

a-linoleinska kis. mg 60 59 - -
Linolna kis g 0,74 0,73 - 0,7 -
Polinezasiéene mg 32 32 - - -
dugolancane kiseline

®-3 masne kiseline mg 78 77 - - -
®-6 masne kiseline g 0,754 0,744 - - -
Uk. nezasié¢. mk./ % 55:45 55:45 - 55:45 -
Uk. zasié. mk. (min/max)

Proteini g 15 1,8 1,8 2,4 1,8
Albumini/globulini % - - - 60 -
Proteini surutke g 15 - - - -
Prot. surutke:kazein % 60:40 50:50 - 60:40 -
Taurin mg 6 6 5,9 6,2

L-karnitin mg 1,5 1,5 1,5 1,9 1,5
Mineralni sastojci g 0,4 0,53 0,4 0,45 0,45
Drugi mikronutrijenti

Holin mg 7 7 7,3 12 7
Inozitol mg 3 3 2,9 3,8 3,5
Osmolarnost mOsmol/L 300 310 290-310 290 300+10%
Energetska vrednost Kcal (k])  69,5(291) 71,5(299) 78(327) 81(339) 67(281)
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Tabela 4b. Prosecan sadrZzaj minerala i vitamina u hrani za bebe,
proizvodaca”IMPAMIL”

Ca mg 70 70 104 120 98
P mg 40 50 61 63 57
Ca:P 1.75:1 1.4:1 1.7:1 19:1 1.7:1
Mg mg 6 7 7.5 6,7 9
Fe mg 0,5 0,8 1,2 0,82 0,78
K mg 75 75 90 109 89
Na mg 30 30 33 40 58
Cl mg 60 70 64 62 64
Zn mg 0,6 0,8 0,7 0,7 0,5
Cu ug 50 60 60 80 50
I ug 8 8 12 12,5 11
Mn mg 0,003 0,005 20 0,005 4
Se ug 1,3 1,5 1,2 1,6 1
Cr ng - - 6 - 2
Mo ng - - 1,2 - 1,2
F mg - - - 0.04 -
Vit. A ug 73 73 62 93 60
Vit. D ug 1.2 1.2 1.4 1.35 1.1
Vit. E mg 1 1 0.8 1.3 0.8
Vit. K ug 5 5 5.3 4.2 4.5
Tiamin (B1) pg 60 60 63 90 72
Riboflavin  png 80 80 100 130 100
(B2)

Niacin (PP) g 600 600 850 900 710
Vit. B6 ug 70 70 60 62 60
Folna kis. ng 10 10 13.3 56 7.2
Vit. B12 ug 0,25 0.25 0.2 0.24 0.17
Pantotenska ug 350 350 396 400 410
kis.

Biotin ug 1.5 1.5 1.9 1.6 1.6
Vit. C mg 10 10 11 10
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Sadrzaj vitamina C (srednja vrednost + standardna devijacija i opseg) izraZen je
u miligramima u 100 mL obroka, gde su vrednosti 10 + 0,07 (9-11) za infant
formule a 4,4 0,5 (3,9-6,5) u uzorcima zrelog maj¢inog mleka. Koli¢ine
vitamina E, izraZene u miligramima po 100 mL obroka, su 0,98 + 0,2 (0,8-1,3) i

0,45 + 0,31 (0,2-0,8), respektivno.

Premiks vitamina (Fortitech Europe, Gadstrup, Denmark) je kompleks koji
obezbeduje sve neophodne vitamine (A, C, E, ..) koji ulaze u sastav infant
formula, a u kojem se takode nalaze holin, inozitol, taurin i L-karnitin na
maltodekstrinu kao nosacu. Premiks sadrZi vitamin C kao dominantan vitamin
(u obliku askorbil-palmitata, u smesi se nalazi u koncentraciji 247,059 g/kg)
prisutan u mnogo vecoj koncentraciji u odnosu na ostale vitamine koji
doprinose antioksidativnoj aktivnosti. Premiks vitamina je upotrebljen kao
referentni materijal za elektrohemijska ispitivanja u koncentracionom opsegu

0,5-1,5 mmol /L u odnosu na vitamin C.

U spreju osusen maltodekstrin (Cargill, Minneapolis, USA) dobijen enzimskom
preradom skroba, koristi se kao nosa¢ za komponente premiksa. Koristen je kao
referentni material za ispitivanje antioksidativnog potencijala cikli¢chom

voltametrijom.

Svi vodeni rastvori pripremljeni su sa prokuvanom i ohladenom demi vodom.

3.2. 1IZOLOVAN]JE VODENE FAZE UZORAKA HRANE ZA BEBE

Vodena faza wuzoraka mleka dobijena je odvajanjem masne faze

centrifugiranjem 30 minuta na 10 000 rpm, na temperature 4 °C (Eppendorf

Centrifuge 5804R) (Patton & Huston, 1986).
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3.3.  ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ENZIMA U UZORCIMA
HRANE ZA BEBE

3.3.1. ODREDIVAN]JE AKTIVNOSTI SUPEROKSID-DISMUTAZE

Aktivnost SOD u uzorcima mleka odredena je adrenalinskom metodom (Misra,
1972). Pre odredivanja aktivnosti SOD, drugi proteini su uklonjeni po metodi
Tsuchihashi (1923) tretiranjem vodene faze uzoraka mleka etanolom i
hloroformom (1:1:1 v/v/v), a zatim centrifugiranjem. Jedinica aktivnosti SOD se

definiSe kao koli¢ina enzima koja smanjuje nivo autooksidacije adrenalina za

50% na pH 10,2.

Superoksid-anjon-radikal (O2°") se generiSe u reakciji oksidacije adrenalina
(epinefrina) kiseonikom na alkalnom pH. Kada se Oz’ generiSe u rastvoru,
ubrzava se stvaranje adrenohroma, posto O>*- reaguje sa adrenalinom. Do kraja
reakcije, kada se utrosi adrenalin, formiranje adrenohroma se usporava. Ako se
duZe posmatra, adrenohroma nestaje i rastvor postaje braon boje koja potice od

nerastvornih proizvoda u rastvoru.

SOD reaguje sa Oz* -, koji je formiran u toku oksidacije adrenalina, i smanjuje
brzinu formiranja adrenohroma kao i njenu koli¢inu. Zbog usporavanja procesa
SOD inhibira oksidaciju epinefrina. Procenat inhibicije (% I) je hiperbola u
odnosu na koncentraciju SOD. Ovo je suprotno od drugih enzima, gde je
funkcija vezana za enzimsku aktivnost linearna funkcija enzimske

koncentracije.

Rastvori:

1. 0,05 M Natrijum-karbonatni pufer, pH 10,2 sa 1x 104 M EDTA
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2. 0,1 mM EDTA

Na2EDTA x 2H20.............. 0.0093 g/250 ml karbonatnog pufera
0,05M, pH 10,2
3. 10% HCI za titraciju karbonatnog pufera
HCL.ooiiiiiiccce 22,7 ml/100 ml dH>O
4. 0,1 N HCI za rastvor adrenalina
HCT (37%)..ceciveciiiiiiane 1 ml / 100 ml dH>O
5. 25 mL of 0,0100 M adrenalina (epinephrine, MW = 183,2 g/mol) u 0,01 M
HCl
Adrenalin.........ooeeeeeeeeeeeeeennn. 45,8 mg
O 1INHCL. oo 25ml

U normalni sud od 25 mL sipati odmereni adrenalin, a zatim odmah rastvoriti u
0,1 N HCl, da ne bi doslo do oksidacije adrenalina, a zatim razblaZziti vodom do
100 ml. Adrenalin rastvoriti tako da promena absorbance po minuti bude 0,020-
0,022.

Postupak odredivanja: U staklenu kivetu (3.5 ml, na 25 °C) sipati 3 ml
karbonatnog pufera i 20 pl adrenalina u koli¢ini koja ¢e proizvesti promenu
apsorbance na 480 nm izmedu 0.020-0.022 - slepa proba (u idealnom slucaju
promena apsorbance je 0.020).

Uzorak se dodaje u koli¢ini da redukuje linearni deo krive autooksidacije
adrenalina 30-40%. U staklenu kivetu sipati 3 ml karbonatnog pufera, 100 pl
uzorka mleka i 20 pl adrenalina. Promuckati kivetu i odmah meriti promenu
absorbance A 480 nm svakog minuta. Prati se AA/min na 480 nm do zawetka

linearnosti krive.

(AAuz - AAsp) x2x R
Cuzx Cpr X AAsp

Specificna aktivnost =

R - razblaZenje; C - koncentracija proteina (mg/ml)
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3.3.2. ODREDIVAN]JE AKTIVNOSTI KATALAZE

Aktivnost katalaze je odredivana metodom po Claiborn-u (1985). Pre
odredivanja aktivnosti CAT, uzorci mleka su tretirani hloroformom (1:1 v/v), a
zatim centrifugirani. Vodonik-peroksid ima maksimum apsorpcije na 240 nm.
Aktivnost CAT se meri pracenjem razlaganja H>O,, odnosno padom apsorbance

na datoj duZzini.

Rastvori:

1. 0.05 M fosfatni pufer pH 7.0
KoHPOu.............. 0.68/100ml dH20
KH2PO.s............. 0.87/100ml dH20

2.30% H2Oz (rastvara se u puferu tako da apsorbanca na 240nm bude 0.525-
0.550)

Postupak odredivanja: Podesavanje aparata vrsi se 0.05 M fosfatnim puferom,
bez H>Os,. Uzorci se promuckaju pre stavljanja u kivetu (kvarcna od 1.5 ml;
25 °C). Prati se pad apsorbance na 240 nm u roku od 3 minuta (5 merenja na po

30sec.). Srednja vrednost promena apsorbanci treba da bude u opsegu 0.03-0.06.

Izra¢unavanje:

(AA,; - AA,) x 1000 x Visx R

Specifi¢na aktivnost =

43.6 x C,r x Vy,

AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe u minuti

Vrs - zapremina reakcione smese (ml)

R - razblazenje (101)

Cpr - koncentracija proteina (mg/ml)

Vuz - zapremina uzorka (ml)

43.6 - molarni ekstinkcioni koeficijent za H>O2 na 240 nm (M-lcm)
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3.3.3. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI GLUTATION-PEROKSIDAZE

Aktivnost glutation-peroksidaze, GSH-Px, odredena je GSH-zavisnom
redukcijom t-butil-hidroperoksida, koris¢enjem modifikacije metoda koji su
opisali Paglia i Valentine (1967), izolovanjem vodene faze uzorka, a zatim

tretiranjem hloroformom i centrifugiranjem.

Glutation-peroksidaza katalizuje oksidaciju redukovanog glutationa (GSH) u
oksidovani glutation (GSSG), uz redukciju hidroperoksida. Redukciju GS5G u
GSH  Kkatalizuje  enzim  glutation-reduktaza (GR) uz  oksidaciju

nikotinamidadenindinukleotid-fosfata (NADPH), kao koenzima.

Aktivnost GSHP-x se prati posredno odredivanjem NADPH na 340 nm.
Jedinica aktivnosti se definiSe kao koli¢ina enzima koja oksiduje 1 nmol

redukovanog nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata po minuti na 37 °C na pH

7,0.

Rastvori:

1.1 mM GSH

2.0.2mM NADPH u 1% NaHCOs
3.1% NaN3

4.1 mM EDTA

5. 0.5 M fosfatni pufer pH 7.0

6. 0.03 M t-butilhidroperoksid

7. Glutation-reduktaza (3 IU)
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Postupak odredivanja aktivnosti:

U kvarcnu kivetu se doda 1,5 ml destilovane vode, 0,2 ml uzorka, 0,3 ml GSH,
0,6 ml NADPH, 0,1 ml EDTA, 0,3 ml fosfatnog pufea pH 7.0, 0,1 ml t-
butilhidroperoksida i 0,005 ml glutation-reduktaze. Tek dodatkom GR pocinje
reakcija. Apsorbanca se meri na 340nm, pri T=25 °C, svakih 30 sekundi u toku
180 sekundi. Za slepu probu koriste se isti rastvori bez uzorka i uzima se 1.6 ml

destilovane vode.

. (AAuz 'AAbI) .
Aktivnost = x 3000 (nM NADPH / min / mg prot)

6.22 xV x Low

AAuz - promena apsorbance uzorka/minut

AA bl - promena apsorbance slepe probe/minut
\% - zapremina uzorka u ml

Low - koncentracija proteina u mg/ml

6.22 - molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH

Enzimska aktivnost se izrazava kao jedinica aktivnosti po gramu proteina.
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3.4. ODREPIVANJE SADRZAJA SLOBODNIH -SH GRUPA

Koli¢ina slobodnih -SH grupa koje se nalaze u uzorcima mleka odredena je po
Ellman-ovoj metodi (Habeeb, 1972), na pH 7,3. 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoeva
kiselina (DTNB) je Elmanov reagens, koji se koristi u testovima za tiolne grupe

u tkivima, telesnim te¢nostima i proteinima.

Rastvori:

1. 3mM DTNB (5,5'-ditio-bis-2 nitrobenzoeva kiselina) u 0,1 M fosfatnom

puferu, pH 7,3
DTNB......coooiii 12mg
Fosfatni pufer, pH7,3................ 10 ml

2. 0,1 M Kalijum-fosfatni pufer, 7,3
KHoPOs..oooiiiii 1,36 g/100 ml
KoHPOg .o 2,28 /100 ml

Postupak odredivanja:
U kvarcnu kivetu se sipa 0,5 ml uzorka mleka, 0,5 ml fosfatnog pufera pH 7,3 i
200 pl DTNB. Nakon 10 minuta oc¢itava se apsorbanca na A=412 nm. Za slepu

probu koriste se isti rastvori bez uzorka i uzima se fosfatni pufer.

Izra¢unavanje:
Awz= A - Ap
_ Auzx R 1 SH/L
=T T =~ INo
14150
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3.5. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA U UZORCIMA
HRANE ZA BEBE

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u uzorcima mleka radeno je
uporedno sa tri metode: metodom po Lowry iz uzoraka koji su korisceni za
odredivanje enzimske aktivnosti, po Bradfordu iz originalnih uzoraka bez

prethodnog tretmana i metodom mikroanalize iz uzoraka nakon suSenja na

102+ 2°C.

3.5.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA PO LOWRY
METODI

Za odredivanje koncentracije proteina koris¢ena je metoda Lowry-ja i saradnika
(Lowry i sar., 1951). Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji Cu(ll)-jona i
peptidnih  veza ispitivanih proteina u alkalnoj sredini i reakciji
fosfomolibdensko-fosfovolframovskog reagensa (Folin-Ciocalteu reagens), sa
aromati¢nim aminokiselinama tirozinom i triptofanom prisutnim u ispitivanom
uzorku. Ukupni proteini odredeni po Lowry metodi izrazeni su u gramima po
litru, u uzorcima u kojima je prethodno odredena aktivnost enzima (prethodno

tretirani uzorci po Tsuchihashi protokolu).

Rastvori:

1.0.1 N NaOH

2.2% NaxCOs + 0.1 N NaOH

3. 1% CuSO4 x 5SH.O

4. 2% KNa-tartarat

5. Reagens (pravi se neposredno pre upotrebe): 1 ml CuSOs (3), 1 ml KNa-
tartarata (4), 98 ml rastvora (2)

6. Folin-Ciocalteu-ov reagens, razblazen u odnosu 1:2 sa destilovanom vodom
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Postupak:

Postupak odredivanja: U epruvetu sipati 20 pl uzorka, 3 ml reagensa i 0,2 ml 0,1
N NaOH. Promucdkati i ostaviti da stoji 15 minuta. Zatim dodati 0,6 ml Folin-
Ciocalteu-ovog reagensa, promuckati i ostaviti da stoji 35 minuta. Meri se
apsorbanca na 500 nm. Kao slepa proba koriste se isti reagensi, samo se umesto
uzoraka doda 20 pl destilovane vode. Spektralna karakterizacija nastalih
obojenih kompleksa uradena je snimanjem spektara u vidljivoj oblasti u

kvarcnim planparalelnim kivetama (b=1.000 cm).

Izra¢unavanje:

Proteini mg/ml = proteni mg/ml mleka x R

R - razblazenje ispitivanog uzorka mleka, R=10

3.5.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA BRADFORDOVOM

METODOM

Rastvori:

1. Koncentrovani rastvor boje

Commassie brilliant blue................... 100 mg
Etanol (95 %).......ccooviiiiiiiiii, 50 ml
HaPOu...ooiiiiiii 100 ml
HoO.o do 200 ml

Bradfordov radni reagens
Koncentrovani rastvor boje...................20 ml

VOoda oo do 100 ml
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Rastvoriti boju u etanolu, zatim dodati kiselinu i vodu do finalne zapremine.
Radni reagens se dobija razblazivanjem koncentrovanog rastvora boje u finalnoj

zapremini, a zatim cedenjem kroz filter-papir (Bradford, 1976).

2. Fosfatni pufer 0,1 M pH 7,0
0,1 MEKH2PO4...eeoeiieiiiin, 50 ml
O01MNaOH.......oovvviiiii, 37 ml

Standardna kriva za odredivanje proteina snimljena je s BSA kao standardom.
Osnovni standardni rastvor (1 mg/ml) napraviti rastvaranjem BSA u 0,1 M
fosfatnom puferu pH 7,0. Od osnovnog rastvora napraviti radne rastvore u
kojima sadrzaj BSA iznosi 100, 200, 400, 600, 800 pg/ml. U 10 pl svakog
standardnog razblazenja rastvora BSA dodati 600 pl Bradfordovog reagensa, a

zatim snimati apsorbancu A=620 nm i odrediti jednacinu prave.

Postupak odredivanja: Uzorke mleka razblaziti sa 0,1 M fosfatnim puferom pH
7,0 u odnosu 1:100. Pomes$ati 10 pl razblazenog uzorka mleka sa 600 pl
Bradfordovog reagensa. Vrednost koncentracije za svaki pojedina¢ni uzorak
odreduje se iz jednacine prave na osnovu izmerene absorbance (White & Area).

Uzorci su odredivani u tri nezavisna merenja i uzeta je srednja vrednost.

Sva spektrofotometrijska merenja uradena su snimanjem spektra u vidljivoj
oblasti na instrumentu model Cintra 40 (proizvodnja "GBC Scientific

Equipment”, Melbourne, Australija) u kvarcnim planparalelnim kivetama

(b=1.000 cm).
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3.6. ODREPIVANJE SADRZAJA SUVE SUPSTANCE

U vegeglase ustaljene mase odmeri se priblizno 1,5 g uzorka mle¢ne formule ili
uzorka maj¢inog mleka, a zatim zagreva - susi na 102 + 2 °C. Voda iz uzorka
ispari, a zaostaje suva supstanca. Nakon hladenja vegeglasa u eksikatoru, meri

se masa na analiti¢koj vagi i izra¢unava sadrzaj suve supstance u uzorku.

3.7. ELEMENTARNA ORGANSKA MIKROANALIZA I PROTEINSKI
EKVIVALENT

Uzorak osusiti na 102 + 2 °C do konstantne mase, zatim sprasiti u avanu i ¢uvati
u eksikatoru iznad silika-gela. Sadrzaj N, C, H i S u uzorku analiziran je u
automatskom analizatoru Vario - EL IIl CHNS/O Elemetar analyzer, firme
Elementar (Hanau, Germany). Uzorci su odredivani u dva nezavisna merenja i

uzeta je srednja vrednost.

Proteinski ekvivalent je odreden mnoZenjem dobijene vrednosti za %N u
uzorku sa 6,38, i izrazen u g/100g praha, odnosno g/L uzorka uzorka maj¢inog

i kravljeg mleka.

3.8. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE LAKTOZE

Laktoza se stvara u mle¢nim Zlezdama svih dojecih Zivotinja i prisutna je u
njihovom mleku. Laktaza (B-galaktozidaza), koja katalizuje hidrolizu laktoze na
D-galaktozu i D-glukozu, nalazi se u gastricnom soku. Ljudi, kojima nedostaje
ovaj enzim, koji se gubi nakon detinjstva, ne mogu digestovati mleko i

netolerantni su na laktozu.
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Enzimska metoda odredivanja koncentracije laktoze zasnovana je na hidrolizi
laktoze do D-galaktoze i D-glukoze u prisustvu p-galaktozidaze, a potom na
odredivanju sadrzaja D-galaktoze ili D-glukoze(Beutler, 1988). Odredivanje
koncentracije laktoze preko sadrzaja D-galaktoze je pouzdanije nego preko

sadrzaja D-glukoze.

Za hidrolizu laktoze koristi se B-galaktozidaza iz Aspergillus niger, a hidroliza se

odvija na pH 5,0.

Interkonverzija a u P anomernu formu D-galaktoze odvija se u prisustvu

galaktoza-mutarotaze (GalM).

GalM
a-D-galaktoza <> (- D-galaktoza

B-galaktoza se oksiduje sa NAD* do D-galaktonske kiseline, u prisustvu
galaktoza-dehidrogenaze (B-GalDH) na pH 8,6.

B-GalDH
B- D-galaktoza + NAD* ————» D-galakturonska kiselina + NADH + H*

Koli¢ina stvorenog NADH, proporcionalna je koli¢ini laktoze, i odreduje se

spektrofotometrijski merenjem apsorbance na 340 nm.
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Priprema uzorka za odredivanje laktoze u mleku:

Odmeriti 1 g mleka i sipati u normalni sud od 100 ml, dodati 60 ml destilovane
vode, promesati. Dodati 2 ml Carrez I rastvora i promesati. Dodati 2 ml Carrez
IT rastvora i promesati. Dodati 4 ml 100 mM NaOH rastvora i snazno promesati.
Razblaziti destilovanom vodom do 100 ml i paZljivo promesati. Filtrirati rastvor
kroz Whatman 1 filter papir. Odbaciti prvih nekoliko ml filtrata. Korisititi samo

bistar filtrat (rastvor uzorka).

,Megazyme” reagensi:

Reagens 1: natrijum-acetatni pufer (2,5 ml, 2 M, pH 5,0).

Reagens 2: Tris/HCI pufer (25ml, 2M, pH 8,6) plus EDTA (40 mM) i natrijum-
azid (0,02%).

Reagens 3: NAD* (96 mg) u12 ml .

Reagens 4: B-galaktozidaza, suspenzija (1,2 ml, 4000 U/ml).

Reagens 5: B-galaktoza-dehidrogenaza (200 U/ml) plus galaktoza-mutarotaza
(4,1 mg/ml), suspenzija, 2,4 ml.

Reagens 6: D-galaktoza, standardni rastvor (5ml, =4mg/ml u 0,02 % natrijum-
azidu).

Reagens 1 razblaziti destilovanom vodom u razmeri 1:24 pre koriScenja.
Reagens 3 se dobija rastvaranjem sadrZaja bocice u 12 ml destilovane vode, a
reagens 4 se spaja sa reagensom 1 i koristi se kao radni reagens 4.

Talasna duzina: 340 nm; plasti¢na kiveta od 1ml; temperatura: 25 °C; finalna

zapremina: 1,36 ml.
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Postupak odredivanja:

Laktoza D-galaktoza
Pipetiratiu  Slepa proba Uzorak Slepa proba Uzorak

ependorf
kivetu
Zapremina - 0,10 ml - 0,10 ml
uzorka
Rastvor 4 0,10 ml 0,10 ml - -

Proveriti da li su rastvori na dnu ependorf kiveta. Sadrzaj pomesati blago
vrte¢i ependorf kivetu. Zatim dodati:

Destilovana 1,10 ml 1,0 ml 1,20 ml 1,10 ml
voda

Rastvor 2 0,10 ml 0,10 ml 0,10 ml 0,10 ml

Rastvor 3 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml

Pomesati, a zatim nakon 3 minuta ¢itati vrednost apsorbance na 340 nm
(A1) i zapoceti reakciju dodatkom:

Rastvor 5 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml

Pomesati, ¢itati vrednost apsorbance na 340 nm (A2) do kraja reakcije, tj.
dok vrednost ne ostane konstanta u toku 1 min.

Izra¢unavanje koncentracije laktoze:

AAlaktoza = AA(laktoza + D-galaktoza)' AAD-galaktoza
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Koncentracija D-galaktoze i laktoze izra¢unava se na sledeci nacin:

_ V x Mr x AA (g/L)

C exdxv

gde je:

V- finalna zapremina (ml)

M: -M; laktoze

e- ekstencioni koeficijent NADH na 340nm (6400 mol! x cmT)
d- debljina kivete (cm)

v- zapremina uzorka (ml)

Koncentracija D-galaktoze izracunava se prema formuli :

2,73 x 180,16 x AA Dgal

C= 6300 x 1 X 0.2 =0,3889 x AA Dgal
a laktoze:
2,72 x 342,3 x AA laktoze
C= = 0,7389 x AA laktoze

6300x 1x0,2

Svi uzorci su radeni sa razblaZzenjem od 100 puta, $to se uzima u obzir kada se

ra¢una koncentracija laktoze i galaktoze.
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3.9. ISPITIVANJE KONTRAKCIJE NEVASKULARNOG GLATKOG
MISICA

Eksperimenti su radeni na izolovanom uterusima nevinih Zenki pacova soja
Wistar, telesne mase 200-250 g, starosti 3 meseca, poreklom sa farme za
eksperimentalne Zivotinje Instituta za bioloska istrazivanja “Sinia Stankovi¢”
(Nikoli¢-Koki¢ i sar, 2013). Svi protokoli za eksperiment na Zivotinjama su
odobreni od strane lokalnog etickog komiteta za Zivotinjske eksperimente, koji
strogo prati internacionalne regulative. Pacovi se ¢uvaju na temperaturi od 22
°C, po 3 u kavezu i hrane ad libitum (na zahtev). Uterus pacova je izolovan u
toku estrus faze estrogenog ciklusa. Estrus faza je odredena svakodnevnim
pracenjem vaginalog sekreta (Marcondes i sar., 2002). Svi pacovi su

eutanazirani cervikalnom dislokacijom.

IZOLOVANJE UTERUSA

Nakon lokalizovanja uterusa, uterusne rogove brzo iseci i pazljivo ocistiti od
okolnog vezivnog tkiva. Malom pincetom podici tkivo i makazama ise¢i uz sam
zid uterusa. Za eksperiment je dovoljan deo jednog roga duzine 2 cm. Isecak
potom prebaciti u Petri Solju sa De Jalonovim rastvorom i dodatno ocistiti
ukoliko je potrebno. Nakon toga provudi iglu sa koncem kroz otvor na jednom
kraju roga i probusiti zid uterusa na oko 3 mm od otvora uterusa. Provuci
konac i vezati ¢vor tako da omca bude dijametra otprilike 0.5 cm. Ostatak konca
ise¢i. Postupak ponoviti i sa druge strane preparata, na drugom otvoru roga

uterusa. Ovde ¢vor vezati vrlo blizu preparata i ostaviti duzi konac.

Nakon izolacije, preparat postaviti u kupatilo za izolovane organe. Uterus
uroniti u vodeno kupatilo tako da se strana na kojoj je ve¢a omca okrene nadole
kako bi se preparat zakacio na kukicu. Sa gornje strane konac provuéi kroz

otvor na transdjuseru i vezati ¢vor tako da preparat bude zategnut.
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Uterusni rogovi su postavljeni vertikalno u kadici za organe zapremine 10 mL
koja sadrzi De Jalon rastvor (NaCl 154 mmol/L, KCI 5.6 mmol/L, CaCl, - 2H>O
0.41 mmol/L, NaHCO3 5.9 mmol/L i glukoza 2.8 mmol/L) pod 1xg naponom.
Kadica se odrzava na temperaturi 32-37 °C, uz aeraciju 95% kiseonika i 5 %

ugljendioksida.

Nakon perioda uravnoteZenja (oko 30 minuta), kada uterus uspostavlja stabilne
spontane kalcijum-indukovane kontrakcije, dodaju se pojedina¢ne doze
uzoraka maj¢inog mleka ili infant formula (500 pL). Mehanicke kontrakcije
izolovanog uterusa pacova registruju transdjuserom (Experimetria, Budapest,
Hungary). Zapis je belezen koriséenjem Experimentaria softvera. Registrovana
je spontana i Ca-indukovana ritmicka aktivnost izolovanih uterusa pacova

(Milovanovic i sar., 2004).

Uzorkom indukovana relaksacija je izraZena kao maksimalna kontrakcija u
prisustvu pomenutih antagonista u medijumu (relativni odnos). Svi uterusi su

zamrznuti u te¢nom azotu na kraju eksperimenta.

PRIPREMA TKIVA

Rastvor:
Saharozni pufer: 0.25 M saharoza, 0.05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4 sa 10% HCl
(u 1000 ml vode 85.56 g saharoze, 6.056 g Trisa, 0.372 g EDTA)

Postupak:

Nakon odmrzavanja, tkiva se odmere i doda im se saharozni pufer u odnosu
1:5. Tkiva se potom homogenizuju 3 puta po 10 sekundi, sa pauzama od po 10
sekundi, a potom i sonifikuju 3 puta po 15 sekundi, sa pauzama po 15 sekundi
na frekvenciji od 10 KHz. Ovako tretirani uzorci su centrifugirani 90 min. Na

37500 rpm. Nakon centrifugiranja uziman je supernatant i ¢cuvan na -20 °C.
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3.10. ELEKTRON-PARAMAGNETNA REZONANCA UZORAKA HRANE
ZA BEBE

Odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka mleka metodom EPR (Xu &
Kalyanaraman, 2007), zasniva se na Fenton-ovoj reakciji upotrebom H>O:
(Reanal, Budimpesta, Madarska) i Fe?* (FeSO4; Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Nemacka) u finalnim koncentracijama od 3 i 0,6 mmol/L, respektivno, nakon
dodavanja BMPO (10 mmol/L). Uzorci su pripremljeni dodatkom H>O> i FeSO4
rastvorima koji su sadrzavali uzorke mleka i BMPO. Posle inkubacije od 2
minuta, snimljen je EPR spektar. U svim analizama upotrebljena je ultra ¢ista

MilliQ (18 M) voda.

EPR spektar snimljen je na spektrometru Varian E104-A EPR (Varian, Palo Alto,
CA.USA) X-band (9,572 GHz) u slede¢im uslovima: modulacija amplitude 0,2
mT, modulacija frekvencije 100 kHz; mikrotalasna snaga 20 mW; vremenska
konstanta 32 ms; vreme skeniranja 4 minuta. U toku eksperimenta temperatura
je odrzavana na 20 ©°C. Upotrebljen je Spin-trap stimulaciju 5-terc-
butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid  (5-tert-butoxycarbonyl-5-methyl-1-
pyrroline-N-oxide, BMPO) od proizvodaca Enzo Life Sciences International
(Plymouth Meeting, PA, USA). Snimanje je uradeno koris¢enjem EW softvera
(Scientific Software, Bloomington, IL, USA). Uzorci su snimani u 10 cm
dugackim gas-propusnim Teflonskim tubama da bi se odrzao konstantan nivo
O2 u uzorcima (debljina zida 0,025 mm i unutrasnji dijametar 0,6 mm; Zeus
Industries, Raritan, NJ, USA), a potom su smesteni u kvarcne kapilare. Merenja
su zapocfeta 2 minuta nakon starta reakcije. Spektralna simulacija svakog
spektra je uradena koris¢enjem WINPER SimFonia kompjuterskog programa
(Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Darmstadt, Germany) da bi se

odredio intenzitet signala.
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Simulacija parametara za signal koji poti¢e od BMPO/OH dodatka (proizvodi:
BMPO/OH reakcije) su bili slede¢i: an = 1.356 mT, aPy =1.230 mT, avy = 0.066
mT (diastereomer I; 81.6%) and an = 1.347 mT, afy =1.531 mT, ava =0.062 mT
(diastereomer II; 18.4%) (Zhao, 2001); BMPO dodatak sa karbon radikalom
(BMPO/CQ): an = 2.20 mT, an = 1.45 mT (Xu & Kalyanaraman, 2007).

3.11. POTENCIOMETRIJSKA TITRACIJA UZORAKA HRANE ZA BEBE

Potenciometrijsko odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta uzoraka
mleka zasniva se na metodi Noyhouzer-a i saradnika (2009) kojom se odreduje

redoks stanje i redoks kapacitet mleka.

Uzorci mleka su razblazeni (1:1 v/v) fosfatnim puferom (pH 6,7; 0,1 M) u cilju
odrzavanja konstantnog pH u toku merenja. Ukupna antioksidativna aktivnost
mleka odredivana je potenciomterijski koris¢enjem jod/jodid redoks para u
dvoelektrodnoj celiji/ kiveti. FiSerova Pt elektroda je radna elektroda, a zasi¢ena
kalomelova elektroda je referentna. Ukupna antioksidativna aktivnost (redoks
potencijal) merena je u rastvoru nakon dodavanja konstantnih zapremina
redoks medijatora 0,1 M J-/J>. U 50 mL rastvora dodavane su porcije od 10 pL
titranta svakih 90 s.

3.12. CIKLICNA VOLTAMETRIJA I DIFERENCIJALNA PULSNA
VOLTAMETRIJA UZORAKA HRANE ZA BEBE

Voltamogrami ciklicne i diferencijalne pulsne voltametrije snimljeni su na
instrumentu CHI760B (CHInstruments, Austin, USA). Sva merenja su radena u
troelektrodnoj celiji/kiveti, gde je staklena elektroda (GC) upotrebljena kao
radna elektroda (Model CHI 104), a dodatna Pt elektroda (platinska Zica) velike
povrsine (Model CHI 221) i Ag/AgCl (Model CHI 111) kao pomoc¢na i
referentna elektroda. Elektrohemijske celije su zapremine 5 mL. Merenja su

radena u anaerobnoj atmosferi, sa uvodenjem azota u ¢eliju.
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Voltamogram CV je snimljen u opsegu -400 do +1000 mV, sa brzinom snimanja
100 mVs1, DP voltamogram od -100 do +700 mV sa brzinom 100 mVs. Pre
svakog snimka radna GC elektroda je polirana alumina prahom (1 i 0,5 pm,
Buehler, IL, USA), a zatim isprana destilovanom vodom. Sva merenja u toku

eksperimenta su radena na sobnoj temperature, 20 °C.

Ispitivani su svi uzorci mleka (pripremljeni kao obrok) i njihovih vodenih faza,
a za optimizaciju uslova merenja radene su probe sa razli¢itim koncentracijama
vitamina C (1, 2 i 5 mM), u razli¢itim oblicima: premiks rastvoren u vodi (1 mM
askorbil-palmitat), vitamin C + maltodekstrin (1 mM askorbinska kiselina),
vitamin C u vodi (1 mM), premiks + vitamin C (2 mM), rastvor maltodekstrina.
Svi uzorci formula i razli¢itih proba vitamina C rastvarani su u prokuvanoj i

ohladenoj (50 °C) demi vodi, a zatim snimani sa dodatkom KCL

Ciklicna voltametrija i diferencijalna pulsna voltametrija se koriste za
kvantifikaciju elektrohemijskih osobina antioksidanata prisutnih u razli¢itim
uzorcima mleka i odredivanje antioksidativnog kapaciteta pomocu Q
parametra (charge passed to oxidation peak). Potencijal na kojem je meren
maksimum struje u CV metodi iznosi ~200 mV (Q200), dok u sluc¢aju DPV
potencijal za maksimum struje iznosi ~500 mV (Q500) (Piljac-Zegarac i sar.,

2010; Veljkovi¢ i sar, 2013).

3.13. POLAROGRAFIJA UZORAKA HRANE ZA BEBE

Za polarografska merenja antioksidativne aktivnosti uzoraka mleka i formula
koriséen je polarografski uredaj PAR (Princeton Applied Research) 174A sa
priklju¢enim X-Y pisacem (Houston Instruments, Omnigraph 2000) za
automatsko beleZenje polarografskih i-E krivih. Elektrodni sistem elektroliticke

Celije sastojao se od tri elektrode:
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1. Radne kapljuce Zivine elektrode (KZE) kapilarnih karakteristika (masa
zive istekle iz kapilare u jednoj sekundi) m = 2,5 mg s pri visini Hg
rezervoara od 75 cm.

2. Referentne zasic¢ene kalomelske elektrode (ZKE)

3. Platinskog (Pt) lima kao pomocne elektrode

Za snimanje je koris¢ena polarografska celija zapremine 30 mL prilagodena za
termostatiranje. Programirano vreme kapanja (t¥EKod 1 s podegeno je

instrumentom. Brzina promene polarizuju¢eg napona iznosila je 10 mV/s, a
pocetni potencijal 0.1 V prema ZKE. Promena potencijala polarizacije je
usmerena ka negativnijim vrednostima potencijala. Suzbijanje kapacitivne
komponente struje i-E signala vrSeno je filterom instrumenta na poziciji 3 s.
Strujna osetljivost je iznosila 20 pA (pun otklon skale od 250 mm). Radi
uklanjanja prisutnog kiseonika struja ¢istog azota propustana je kroz rastvor u
Celiji u trajanju od 5 min. Tokom snimanja odrZzavana je inertna atmosfera
(struja azota iznad rastvora). Po dodatku svakog alikvota uzorka rastvor je 30 s

homogenizovan i deaerisan azotom.

Optimalna koncentracija vodonik peroksida (5 mM) u puferskom rastvoru
(Clark&Lubs (CL) pufer pH 9,8) odredena na osnovu linearne zavisnosti
anodne struje od koncentracije vodonik peroksida (Suznjevi¢ i ostali, 2011). U
20 mL puferskog rastvora peroksida postupno su dodati uzorci mleka: infant
formule i maj¢ino mleko. Zapremina svakog od 5 dodataka je bila 25 puL. Prvo je
snimljena i-E kriva polaznog rastvora peroksida, a zatim nakon svakog dodatka
ispitivanog uzorka. Dodaci su izazivali ravhomerno smanjenje osnovne struje
peroksida. Izmeren je intenzitet, tj. visina grani¢ne struje osnovnog anodnog
pika peroksida (i), kao i visina grani¢ne vrednosti anodne struje po svakom
dodatku (ir). Dobijene vrednosti su upotrebljene za izra¢unavanje procenta

smanjenja osnovne struje po svakom dodatku prema sledecoj jednacini:
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% smanjenje[H,0, | = [ —_'le100
o

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta smanjenja grani¢ne struje od
zapremine dodatog uzorka. Aktivnost uzorka izraZzena je kao nagib
pravolinijskog dela te zavisnosti. Ova zavisnost je bila linearna u celom

intervalu zapremine od 25 do 125 pL.

3.14. SPOSOBNOST HVATANJA DPPH RADIKALA

Sposobnost hvatanja DPPH radikala u uzorcima mleka odredena je prema

DPPH metodi Zarbana i sar. (2009), uz modifikacije.

200 pl uzorka mleka, pripremljenog kao obrok, dodati u 1800 pl metanolnog
rastvora DPPH (0.1 M). Nakon inkubacije u trajanju od 30 min na 37°C u
mraku, dodati 1 ml hloroforma i centrifugirati 5 minuta na 3000 g.

Spektralna karakterizacija nastalih obojenih kompleksa (bistar supernatant)
uradena je snimanjem absorbance na 517 nm. Kontrola je 100 mM metanolni

rastvor DPPH (1800 pl) sa 200 ul demi vode, a procenat kapaciteta hvatanja

DPPH radikala izra¢unava se prema jednacini:
Sposobnost hvatanja DPPH radikala (%) = [(A kontrole = A uzorka) /A kontrole] X 100

Sva odredivanja i u uzorcima mleka i slepoj probi radena su u triplikatu.
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3.15. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FENOLA
FOLIN-CIOCALTEU REAGENSOM

Folin-Ciocalteu (FC) metoda odredivanja ukupnih fenola, originalno razvijena
za odredivanje proteina, primenjena je metoda za odredivanje ukupnog

sadrzaja fenola u uzorcima mleka.

Ukupan sadrzaj fenola odreden je spektrofotometrijski prema metodi
Singletona i sar. (1999) sa Folin-Ciocalteu reagensom. Pripremiti FC reagens
razblazivanjem originalnog u odnosu 1:10. Uzorak mleka, pripremljen kao
obrok, centrifugirati, zatim tretirati jednakim zapreminama etanola i
hloroforma, i ponovo cetnrifugirati. Uzeti 200 ul dobijenog bistrog supernatanta
i dodati 1000 pl razblazenog FC reagensa. Ostaviti epruvetu sa uzorkom u
mraku 6 minuta, a zatim dodati 800 pul NaxCOs (7,5%) i ostaviti da stoji 120

minuta, da se razvije plava boja.

Spektralna karakterizacija nastalih obojenih kompleksa (bistar supernatant)

uradena je snimanjem absorbance na 740 nm.

Sva odredivanja i u uzorcima mleka i slepoj probi radena su u triplikatu.
Ukupan sadrzaj fenola (FCGAE) se izrazava u odnosu na galnu kiselinu (GAE),

kao pg/1 ekvivalenta galne kiseline.
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3.16. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati dobijeni u eksperimentima obradeni su u Microsoft Office Excel 2007
primenom Student-vog t-testa, pri ¢emu je verovatnoca nulte hipoteze manja od

5% (p<0,05) uzimana kao znacajna.

Rezultati merenja izrazeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Rezultati su testirani jednosmernom analizom varijanse i poredeni post hoc
Tukey testom znacajne razlike (Tukey High Significant Difference test, Tukey
HSD test). Razlike se smatraju statisticki znacajne ako je p<0.05 i obeleZene su
razli¢itim slovima. Identi¢na slova ukazuju na statisticki neznacajne razlike

izmedu uzoraka izra¢unatim Tukey HSD test.

Rezultati elektrohemijskih merenja izraZeni su kao srednja vrednost. Poredenje
izmedu grupa uradeno je koris¢enjem NCSS- 2001(NCSS, Kaysville, UT)

statistickog softvera. Kruskal-Wallis ANOVA test za viSestruko poredenje.

Potvrdena je ta¢nost polarografske HPMC metode, na osnovu korelacija sa
siroko koris¢enim spektrofotometrijskim metodama. ANOVA i F - test su
primenjeni da bi se pokazala visoka ta¢nost HPMC metode, u poredenju sa
drugim elektrohemijskim metodama za i sadrzajem proteina. Koriséen je post -
hoc Tukijev (Tukey) HSD test sa granicom pouzdanosti 95% da bi se ispitale
statisticka znacajnost razlika izmedu razli¢itih uzoraka mleka. Deskriptivna
statisticka analiza, racunanje srednjih vrednosti i standardnih devijacija

uradena je koris¢enjem StatSoft Statistica 10 softvera.

Izra¢unavanje matrice korelacija, kao i p - vrednosti (koje pokazuju nivo
statisticke znacajnosti rezultata), analize varijanse (ANOVA) i F-testa dobijenih
rezultata, uradene su u StatSoft Statistica 10 programu. Poredenje srednjih

vrednosti merenja, kao i ispitivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu
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razli¢itih uzoraka mleka, vrSeno je koriS¢enjem post-hoc Tukijevog (Tukey)
HSD testa, na nivou znacajnosti p<0.05, 95% granica pouzdanosti, koris¢enjem

programa StatSoft Statistica 10.
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IV REZULTATI
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4.1. ISPITIVANJE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDATIVNIH ENZIMA U
UZORCIMA HRANE ZA BEBE

Aktivnost antioksidativhog odbrambenog enzimskog sistema (SOD,
superoksid-dismutaza; GSH-Px, glutation peroksidaza; -SH, sulfhidrilna grupa)

u uzorcima majc¢inog mleka i razli¢itim infant formulama prikazana je u tabeli

5.

Ukupna aktivnost SOD kod infant formula smanjena je u odnosu na uzorke
maj¢inog mleka. U infant formulama smanjenje iznosi od 3 do 6 puta u odnosu
na uzorak maj¢inog mleka, dok kod komercijalnog UHT kravljeg mleka nije
detektovana aktivnost SOD enzima. Smanjenje SOD aktivnosti u svim infant

formulama je statisticki znac¢ajno na nivou p<0,005.

SOD je termostabilan enzim, koji ne bi trebao da se razgraduje tokom termicke
obrade mleka (Hicks i sar, 1979). Medutim, sterilisano UHT mleko ne pokazuje
SOD aktivnost, dok infant formule pokazuju. Stoga je provereno da li SOD
aktivnost poti¢e od dodatih minerala i vitamina, koji se nalaze u formulama i
koji mogu da daju lazno pozitivnu aktivnost SOD, ili od mleka upotrebljenog za
pripremu ovih formula. U kontrolnom uzorku UHT mleka sa vitaminima (A, E
i C) i mineralima (Fe, Se i I), koji su dodati u koncentracijama jednakim kao u
infant formulama, nije dokazana antioksidazna SOD aktivnost, $to ukazuje da

SOD poti¢e od mleka upotrebljenog za pripremu infant formula.
Odredivanjem aktivnosti GSH-Px u uzorcima mleka utvrdeno je da postoje

statisticki znacajne (P<0,01) razlike uzoraka MIL 1, MIL 2, MIL PRE, Bebelac I

Aptamil u poredenju sa uzorkom maj¢inog mleka (uzorak MM).
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Koncentracija slobodnih sulfhidrilnih (SH) grupa u ispitivanim uzorcima mleka
prikazana je u tabeli 5. Dobijeni podaci pokazuju da je koncentracija ove
niskomolekulske komponente sistema zastite od oksidacionih o$tecenja
statisti¢ki znacajno (P <0,05) veca kod uzoraka majc¢inog mleka i infant formule
Mil PRE u odnosu na ostale infant formule. Uzorak MIL PRE sadrZi dvostruko
visi nivo proteina u odnosu na uzorak maj¢inog mleka (P< 0,05; Tabela 5). SH
grupe poticu od proteinske frakcije mleka, pa je koncentracija SH grupa
dvostruko vecéa kod kravljeg mleka u odnosu na majé¢ino mleko i MIL PRE. Ovo
je i ocekivano, s obzirom na to da je kod ovih uzoraka i najveéa ukupna

koncentracija proteina.

Aktivnost enzima katalaze nije detektovana u ispitivanim uzorcima infant

formula, kao ni u uzorku maj¢inog mleka.
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Tabela 5. Aktivnost antioksidativhog odbrambenog enzimskog sistema u

uzorcima maj¢inog mleka i razli¢itim infant formulama. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost + SD.

Ukupna SOD  Slobodne -SH GSH-Px Ukupni
(U/ g proteina) grupe (nmol NADPH proteini (g/L)
(mmol/L) T 2 Po Lowry
proteina) .
metodi
MM 5,00 £2,3a 35,60 + 2,4a 9,72 +2,16a | 12,02 £ 0,31a
MIL 1 1,56 + 0,56b 23,32+ 3,1b 1,58 + 0,25b 15,57 £ 0,21b
MIL 2 0,96 £ 0,13b 12,42 £1,2b 4,10 £ 0,16b 17,93 £ 0,35b
MIL 3 1,63 +0,35b 25,14 £ 1,6b 8,03 £0,21a 19,46 £ 0,15b
MIL PRE 0,96 + 0,23b 35,17 £ 2,6a 4,32 +0,15b 21,60 £ 0,42b
MIL FL 1,01 £0,21b 15,52 £1,2b 6,83 £ 0,81a 19,45 + 0,35b
BEBELAC 0,72+0,15b 12,54 +1,3b 3,11 £ 0,65b 16,51 £ 0,13b
APTAMIL 1,32+0,42 14,31 +1,1b 2,51 £0,42b 17,35 +1,6b
KM UHT - 72,40+£2,3 - 2417 £ 2,2

ab Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka prikazanih u istoj koloni, su oznaka da se
vrednosti statisticki znac¢ajno razlikuju na nivou P <0,05 za SOD aktivnost, Sadrzaj slobodnih -
SH grupa i Sadrzaj ukupnih proteina, a GSH-Px aktivnost se statisti¢ki znacajno razlikuje na

nivou P <0,01.
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Koncentracija proteina u uzorcima mleka odredena je na vise nacina, zbog
slozenosti uzoraka mleka. Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 6.
Koncentracija proteina odredena po Bradfordovoj metodi (odredena u
originalnom uzorku mleka bez prethodnog razblaZivanja i centrifugiranja) ne
pokazuje odstupanja od vrednosti koje je deklarisao proizvoda¢ formula, a
vrednosti za zrelo maj¢ino mleko se uklapaju u literaturne referentne vrednosti.
Metoda po Lowry-ju primenjena je za odredivanje sadrZaja proteina u uzorcima
mleka koji su prethodno tretirani po Tschuschicashi metodi, po proceduri za
pripremu uzoraka za enzimske metode. Vrednosti za ukupne proteine dobijene
Lowry metodom se razlikuju u odnosu na dobijene vrednosti po Bradfordovoj
metodi, zbog pretretmana kojim se originalni uzorci centrifugiraju i ekstrahuju
etanolom, ¢ime se odstranjuje lipidna frakcija mleka u kojoj postoji mogucnost
da se nadu proteini, kao i zbog neophodnog razblazivanja uzoraka, kojima se
povecava mogucnost greSke merenja. Visoka osetljivost Bradfordove metode je
dovoljna da prevazide zamucenost rastvora koja poti¢e od masne faze uzoraka,
pa ova metoda moze da se koristi za odredivanje koncentracije proteina u
uzorcima mleka i mleka u prahu sa i bez ekstrakcije lipidne faze umesto metode

po Kjeldalu (Kamizake i sar., 2003).

Referentne literaturne vrednosti za sadrzaj ukupnih proteina u humanom
majé¢inom mleku su: kolostrum 22,59 + 3,66%, prelazno mleko 12,91 + 1,48%,
zrelo mleko 7,67 + 1,07% (Jenness, 1979), a za kravlje mleko 3,5% (Fox &
McSweeney, 1998). Literaturne vrednosti za sadrzaj laktoze u humanom mleku

su: 6,7-7,2 % (Claiborne, 1985), za kravlje mleko 4,9% (Fox, 1995).
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Tabela 6. Sadrzaj ukupnih proteina mleka odreden metodom po Bradfordu,
metodom po Lowry-ju i dobijen izracunavanjem proteinskog ekvivalenta,

sadrzaj suve supstance, vode, laktoze i galaktoze u uzorcima mleka.

Uzorak  Ukupni Ukupni  Ukupni Ukupni | Ukupni Vlaga | Suva Laktoza Galaktoza
proteini proteini  proteini proteini | proteini (%) supst. (8/L) (8/L)
(mg/mL po (mg/mL % Nx6,38 % N (po (%)

(proteinski deklaraciji

ekvivalent)* proizvodaca)

obroka) po deklaraciji obroka) po
Bradfordu proizvodaca  Lowry metodi

MM 11,65+0,28 - 12,02+0,31 10,65 - 90,27 9,73 655  0,0028
MIL1 14,98+0,10 15 15,57+0,21 10,91 10,7 3,51 96,49 6,95 0,0046
MIL 2 18,10+043 18 17,93£0,35 11,95 12,0 3,17 96,83 7,04 0,0031
MIL 3 19,96+0,51 20 19,46+0,15 11,86 11,8 3,60 96,40 6,45 0,0034

MIL 23,77+0,41 24 21,60£0,42 14,93 15,0 3,70 96,30 6,38 0,0070

PRE

MIL 17,87%0,01 18 19,45+0,35 12,76 12,9 4,37 95,63 0,03 0,0937

FL

KM 30,03+0,8 31 24,1742,2 32,2 - 88,52 11,48 4,49 0,0006

UHT

* Ukupni protein %N za formule su radeni iz originalnog suvog uzorka praha, bez prethodnog
rastvaranja u vidu obroka

113



Nikoleta M. Lugonja Doktorska disertacija

U tabeli 7 prikazane su vrednosti dobijene organskom mikroanalizom uzoraka
mleka, odredene u suvim uzorcima, dobijenim suSenjem na P@2 + 2

Najmanji sadrzaj N (1,67%) naden je u uzorku maj¢inog mleka (MM), pa je i
odgovarajuca vrednost proteinskog ekvivalenta najniZza, dok uzorak kravljeg
mleka ima najvisi sadrZaj N (4,49%) i proteinski ekvivalent (32,20). Proteinski
ekvivalenti ispitivanih infant formula odgovaraju sadrzajima ukupnih proteina

(%N) navedenim na deklaracijama proizvodaca.

Tabela 7. Rezultati elementarne organske mikroanalize suvih uzoraka mleka i

proteinski ekvivalenti

Proteini
(Proteinski
Uzorak ekvivalent:
Nx6,38)
(/100g
praha)
MM 43,90 7,14 1,67 <0,2 10,65
MIL 1 51,22 7,83 2,05 0,30 10,91
MIL 2 51,46 8,28 2,00 0,31 11,95
MIL 3 49,25 7,69 1,95 <0,2 11,86
MIL PRE 49,70 7,79 2,35 <0,2 14,93
MIL FL 50,38 7,89 2,00 <0,2 12,76
KM 51,00 8,06 4,49 <0,35 32,20
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4.2. ISPITIVAN]JE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDANATA U UZORCIMA
HRANE ZA BEBE PRIMENOM ELEKTRON-PARAMAGNETNE
REZONANCE

EPR spektar u Fenton-sistemu prikazan je na slikama 20, 21 i 22. Fenton-ova
reakcija u sistemu koji sadrzi: fosfatni pufer (pH 7,4), Fe?* (0,6 mmol/L) i H2O>
(3 mmol/L), bez dodatog uzorka prikazana je na slici 20 A, kao i spektralna
stimulacija 5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid (BMPO) adukta sa

‘OH radikalom (kriva sive boje).

U svim ispitivanim uzorcima hidroksil-radikal reaguje sa biomolekulima
(proteini i askorbat) i produkuje ugljenik-centrirani i askorbil-radikal (slika 20).
Na slici 20B prikazana je Fenton-ova reakcija u prisustvu uzorka majcinog
mleka. Kriva sive boje predstavlja spektralnu stimulaciju BMPO adukta sa
ugljenik-centriranim radikalom. Intenzitet signala BMPO adukta sa ugljenik-
centriranim radikalom je bio 81+10. Signal askorbil-radikala pojavljuje se u
majc¢inom mleku izlozenom Fenton-ovom sistemu (slika 20B). Askorbil-radikal
je stabilan i moze se EPR-om detektovati bez spin-trapa $to je prikazano na slici
20C, gde se vidi Fenton-ova reakcija uzorka maj¢inog mleka bez spin-trapa.
Prisutne linearne karakteristike askorbil-radikala na slici 20 C povezane su
isprekidanim linijama sa signalom askorbil-radikala na slici 20 B. Nivo ovih
reaktivnih bioprodukata je bio najnizi u majéinom mleku u odnosu na ostale

ispitivane uzorke.
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20 Gauss

Slika 20: Fenton-ova reakcija uzorka majc¢inog mleka u fosfathnom puferu (pH
7,4), Fe2* (0,6 mmol/L) i HxO2 (3 mmol/L). Siva kriva predstavlja spektralnu
stimulaciju 5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid (BMPO) adukta sa
‘OH radikalom. B: Fenton-ova reakcija u uzorku MM. Kriva sive boje
predstavlja spektralnu stimulaciju BMPO adukta sa ugljenik-centriranim
radikalom. Intenzitet signala BMPO adukta sa ugljenik-centriranim radikalom
je bio 81+£10. C: Fenton-ova reakcija uzorka MM bez spin trap. Prisutne su

linearne karakteristike askorbil-radikala (povezane sa signalom askorbil-

radikala u B).
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U uzorcima MIL 1, 2, 3 PRE i FL nivo ugljenik-centriranog radikala je bio sli¢an
majé¢inom mleku, dok je nivo askorbil-radikala bio jasno visi (slike 21 i 22).
Fenton-ova reakcija u uzorku MIL 1 intenzitet signala 108+11; u uzorku MIL 2,
intenzitet signala 111+7 i u MIL 3, intenzitet signala 171+10 prikazane su na slici

21.

Fenton r.

Impamil 1

BMPO/C

Impamil 2

Impamil 3

Slika 21. Fenton-ova reakcija razli¢itih uzoraka mleka u fosfathom puferu

(pH 7,4), Fe?* (0,6 mmol/L) i H2O2 (3 mmol/L). Plava kriva predstavlja
spektralnu stimulaciju 5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid (BMPO)
adukta sa ‘OH radikalom. Fenton reakcija u uzorcima infant formula MIL 1

(Impamil 1), MIL 2 (Impamil 2), MIL 3 (Impamil 3).
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Fenton reakcija u MIL PRE, intenzitet signala 107+16; u MIL FL, intenzitet
signala 145+7; u Bebelac, intenzitet signala 94+13; u Aptamil, intenzitet signala

80£20 prikazane su na slici 22.

Impamil-Pre

Impamil - FlI

Bebelac

Aptamil

Slika 22. Fenton-ova reakcija razlic¢itih uzoraka mleka u fosfathom puferu

(pH 7,4), Fe?* (0,6 mmol/L) i H>O> (3 mmol/L): Fenton-ova reakcija u uzorcima
infant formula MIL PRE (Impamil-PRE), MIL FL (Impamil-FL), Bebelac i
Aptamil.
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Moze se videti da i MM i IF hvataju OH radikal pri ¢emu u MM nastaje
ugljenik-centrirani radikal i askorbil-radikal, a u IF nastaje ugljenik-centrirani
radikal. Antioksidativni kapacitet maj¢inog mleka je ocigledno 3 puta veci od
IF, posebno kada se uzme u obzir da ugljenik-centrirani radikal ima za cilj
razli¢ite bioloske molekule. Ugljenik-centrirani radikali mogu za cilj da imaju
tiolnu grupu (npr. cistein) i da proizvedu tiil-radikal (Buettner 1993). Dodatno,
ugljenik-centrirani radikali mogu izvrsiti demetilaciju kombinovanu sa

produkcijom drugog ugljenik-centriranog radikala (Hioe & Zipse, 2010).
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4.3. FARMAKOLOSKA ISPITIVANJA - ISPITIVANJE KONTRAKCIJE
NEVASKULARNOG GLATKOG MISICA DEJSTVOM RAZLICITIH
UZORAKA HRANE ZA BEBE

Svi eksperimenti su izvedeni na izolovanim uterusima nevinih zenki pacova u
fazi estrus, u cilju ispitivanja efekata uzoraka mleka na spontanu i Ca-
indukovanu ritmi¢ku kontraktilnost. Nakon perioda uravnoteZenja kada su
uterusi postigli stabilne kontrakcije (Ca-indukovane), tretirani su pojedinacnim
uzorcima mleka (500 pl) i efekti su belezeni do totalne relaksacije (Slike 23 i 24).

U toku ispitivanja kontrakcije nevaskularnog glatkog miSica praceni su

intenzitet i frekvenca kontrakcije.

Slika 23A prikazuje efekte dejstva maj¢inog mleka na kontrakcije kalcijum-
iniciranog uterusnog misica. Kalcijum indukuje kontrakcije nevaskularnog
glatkog mi$ic¢a uterusa, pri ¢emu se javljaju kontrakcije odredene frekvencije i
intenziteta impulsa. Nakon dodavanja uzorka maj¢inog mleka frekvencija
impulsa se smanjuje u toku vremena, a takode i intenzitet impulsa, tako da je
posle 20-25 minuta od dodavanja uzorka maj¢inog mleka intenzitet impusla
dvostruko manji u odnosu na pocetni Ca-indukovani impuls. Frekvencija
impulsa je u prvih 10 minuta od dodavanja uzorka smanjena 4 puta. Maj¢ino

mleko izaziva relaksaciju kontrakcije kalcijum-iniciranog uterusnog misica.

Infant formule (uzorci MIL 1, 2, 3, PRE, FL, Bebelac i Aptamil) nemaju ovaj
efekat na kontrakciju nevaskularnih glatkih misica, $to se vidi sa slika 23 i 24
(B-H). Uzorci MIL 1, MIL 2, MIL 3 i Aptamil nasuprot majéinom mleku,
izazivaju povecanje frekvencije kontrakcije glatkog nevaskularnog uterusnog
miSiéa, u odnosu na pocetne stabilne (Ca-indukovane) kontrakcije, dok

intenzitet kontrakcija ostaje isti.
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Slika 23. Efekti maj¢inog mleka (A) i razli¢itih infant formula na Ca-
indukovane kontrakcije uterusa. Prikazani su reprezentativni zapisi svake

ispitivane grupe (n=5). (A) MM, (B) MIL 1, (C) MIL 2, (D) MIL 3
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Slika 24. Efekti razli¢itih infant formula na Ca-indukovane kontrakcije

uterusa. Prikazani su reprezentativni zapisi svake ispitivane grupe (n=5). (E)

MIL PRE, (F) MIL FL, (G) Bebelac, (H) Aptamil
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Uzorci MIL PRE i MIL FL (slika 24. E i F) pokazuju efekat slican maj¢inom
mleku u tome $to smanjuju frekvenciju impulsa i neznatno intenzitet impulsa u

odnosu na pocetni Ca-indukovani impuls.

Uzorci formula Bebelac i Aptamil nasuprot majéinom mleku, izazivaju
povecanje frekvencije kontrakcije glatkog nevaskularnog uterusnog misica, u
odnosu na pocetne stabilne (Ca-indukovane) kontrakcije, dok se intenzitet

kontrakcija malo povecava.
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4.4. POTENCIOMETRIJSKO ODREDIVAN]JE ANTIOKSIDATIVNOG
POTENCIJALA UZORAKA HRANE ZA BEBE

Potenciometrijski metod baziran je na redoks medijatoru koji prenosi
naelektrisanje sa elektroakivnog materijala $irokog opsega na ¢vrstu elektrodu.
Ovaj medijator je upotrebljen da bi se reSio fundamentalni problem u
potenciometriji, odnosno spora kinetika izmedu supstance koja odreduje
potencijal i povrsine elektrode. Redoks par koji je upotrebljen za redoks titraciju

jejod/jodid (E° = 0,536 V u odnosu na Ag/AgCl referentnu elektrodu).

Na slici 25 je prikazano odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti
maj¢inog mleka, infant formula i komercijalnog UHT mleka

potenciometrijskom titracijom sa 0,1 M L.

Potenciometrijske vrednosti svih uzoraka ukazuju da humano majéino mleko i
infant formule imaju visok ukupan antioksidativni kapacitet. Na slici 25 se vidi
da sve MIL formule imaju skoro isto ponasanje. Crtanjem izvoda koncentracije
oksidanata sa potencijalom kao funkcija potencijala, ukazuje da svi uzorci imaju
krivu sa dva pika koji poti¢u od dve glavne oksidacione komponente koje se

sekvencijalno oksiduju jodom.

Na slici 25 izdvaja se MIL 1 koji ima krade vreme potrebno za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti. Vidi se da je ista koli¢ina antioksidativnih supstanci
u svim MIL formulama, s tim $to su kod MIL 1 lakse dostupne, dok je kod MIL
2 i 3 potrebno duze vreme za titraciju, odnosno antioksidativne supstance su
teze dostupne. Pored MIL 1, izuzetak je i MIL PRE, koji takode pokazuje visoku
antioksidativnu aktivnost koja je i o¢ekivana, posto se ova formula koristi za
prevremeno rodenu decu i koli¢ine lako dostupnih antioksidativnih supstanci

treba da budu vece.
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Slika 25. Uporedni prikaz potenciometrijskog odredivanja redoks kapaciteta
ispitivanih uzoraka mleka sa 0.1 M jodom. Reprezentativni zapisi svake

ispitivane grupe su prikazani (n=>5).

U svim ispitivanim formulama, jasno se vidi razlika AO potencijala izmedu
vodene i masne faze i znac¢ajno je veca u vodenoj fazi. Stoga, potenciometrijsko
odredivanje titracijom moZe da se upotrebi za odredivanje pojedinacne

antioksidativne mo¢i i u vodenoj i u masnoj fazi mleka.

Potenciometrijska titracija mleka razlikuje dva jasna i odvojena redoks procesa
povezana sa najmanje dve oksidizabilne vrste. 1z razdvojenih faza mleka moze
da se zakljuci da je najmanje jedna vrsta hidrofobna i ima tendenciju da ostane
u masnoj fazi, dok je druga visoko hidrofilna i moZe da se titruje u vodenoj fazi,
nakon

razdvajanja faza pripremljenog obroka mleka

(Noyhouzer i sar., 2009).

centrifugiranjem
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Slika 26: Potencijal platinske elektrode meren u rastvoru razli¢itih uzoraka
mleka u fosfatnom puferu pH 6.7 koji je titrovan sa 1 mM I-/I>. a: Humano
maj¢ino mleko - obrok (MM), Infant formula- obrok (IF 1 - MIL 1),
Komercijalno UHT mleko - obrok (CM); i b: Humano maj¢ino mleko - vodena
faza (MM), B. Infant formula- vodena faza (IF 1 - MIL 1), Komercijalno UHT
mleko - vodena faza (CM)
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Na slici 26a jasno se vidi da zrelo maj¢ino mleko sadrzi najvecu koli¢inu
antioksidativnih supstanci, a vreme potrebno da se odredi ukupna
antioksidativna mo¢ je isto kao kod MIL 1, $to se i ocekuje obzirom da se ta dva
mleka koriste u pocetnoj ishrani beba istog uzrasta. Titracija vodene faze kod
MM zavrsava se u nekoliko kapi, s§to ukazuje da su antioksidativne supstance

lako dostupne, kao $to se moze videti iz izgleda grafika (26b).

Komercijalno kravlje mleko je osnova svih infant formula, stoga je koris¢eno
kao referentno mleko. Prema rezultatima dobijenim potenciometrijskom
titracijom, kravlje mleko ima najmanju vrednost antioksidativne aktivnosti, kao
Sto se vidi na slici 26, a bioloski aktivne materije zasluzne za antioksidativni
kapacitet mleka su teSko dostupne, za razliku od maj¢inog mleka i infant

formula, pa zbog toga titracija KM traje duze u odnosu na MM.

Vreme potrebno za potenciometrjsku analizu antioksidativne mo¢i, kao i
intenzitet skoka na kraju titracije su merilo ukupne antioksidativne mo¢i kao i
dostupnosti antioksidativnih supstanci organizmu u obe faze (vodene i masne
faze). Rezultati odredivanja antioksidativne moéi samo vodenih faza mleka
prikazani su takode u tabeli 8. Rezultati dobijeni titracijom samo izolovane
vodene faze uzoraka su konzistentni sa rezultatima dobijenim za vodenu fazu
titracijom pripremljenog obroka mleka, sto potvrduje da potenciometrija moze
da se koristi za odredivanje antioksidativnog kapaciteta vodene i masne faze

mleka.
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Tabela 8: Ukupna antioksidativna aktivnost uzoraka mleka dobijena

potenciometrijskom titracijom

MM 250 100 200 80 50 20 190 76

KM 100 40 77 31 23 9 74 30
MIL 1 180 72 104 42 76 30 929 40
MIL 2 185 74 130 52 55 22 124 50
MIL 3 155 62 135 54 20 8 128 51

MIL 205 82 160 64 45 18 197 79

PRE

MIL 195 78 150 60 45 18 105 42

FL
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4.5. ODREDIVAN]JE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA UZORAKA
HRANE ZA BEBE CIKLICNOM VOLTAMETRIJOM

Elektrohemijsko ponasanje mleka i semi-kvantitativho odredivanje vitamina C

se detektuje ciklicnom voltametrijom.

4.5.1. OPTIMIZACIJA USLOVA MERENJA METODOM CIKLICNE
VOLTAMETRIJE

Preliminarna merenja ciklicnom voltametrijom su radena u trolektrodnom
sistemu sa Au radnom elektrodom, Pt pomo¢nom i Ag/AgCl referentnom
elektrodom. Merenja su radena pri brzini 100 i 500 mV/s. Prikazani su
voltamogrami koji su snimljeni pri brzini 100 mV/s, posto se pri vecoj brzini
snimanja ne dobijaju reproduktivni rezultati. Rezultati dobijeni ovim
sistemom elektroda prikazani su na slici 27. Moze se videti da vitamin C,
komponente premiksa i maltodekstrin daju pikove na istom potencijalu,
srazmerno koncentraciji. Pikovi koji poti¢u od vitamina C se nalaze na
potencijalu izmedu 300 i 400 mV. Uporedivanjem snimaka vitamina C i
askorbil-palmitata, vidi se da je askorbil-palmitat stabilniji, i da daje
redukcioni talas, za razliku od vitamina C. Maltodekstrin daje manji pik na
250 mV, ali nema redukcionog ralasa, pa pojacava signal, $to ukazuje da ima
dosta -OH grupa. Veliki problem u radu je slabo rastvaranje premiksa
vitamina, koji je potrebno dugo rastvarati u demi vodi na magnetnoj mesalici.
Uradena je proba dodatka vitamina C (1 mM) u uzorke mleka, ali nisu
dobijeni reproduktivni rezultati, posto se desava brza reakcija koja gasi signal

u cikli¢noj voltametriji, pa stoga nije prikazan voltamogram.
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Slika 27. Optimizacija uslova snimanja cikli¢nih voltamograma uzoraka mleka
i njihovih komponenti snimljeni Au elektrodom u troelektrodnom sistemu sa
Pt i Ag/AgCl referentnom elektrodom (premiks vitamina, vitamin C,

maltodekstin).

Problem snimanja cikli¢nih voltamograma sa zlatnom elektrodom je velika
struja elektrolita pa se ne dobija toliko dobar signal kao sa elektrodom od
staklastog ugljenika (GC elektroda), sto se vidi sa slika (27 i 28). Takode,
postoji problem snimanja CV sa zlatnom elektrodom u sloZenom matriksu
kakav je mleko, pa zbog velike struje osnovnog elektrolita postoji mogucnost
da se signali malog inteziteta ne vide dobro ili da ih uopste nema. U radu sa
elektrodom od staklastog ugljenika pikovi su jasniji i bolji tako da je izabrana

za dalji rad elektroda od staklastog ugljenika.
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4.5.2. ODREDIVAN]JE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA UZORAKA
HRANE ZA BEBE METODOM CIKLICNE VOLTAMETRIJE

Odredivanje antioksidativnog potencijala mleka ciklicnom voltametrijom
radeno je u troelektrodnoj celiji/kiveti, gde je elektroda od staklastog ugljenika
(GC) upotrebljena kao radna elektroda (Model CHI 104), a platinska elektroda
velike povrsine (Model CHI 221) i Ag/AgCl (Model CHI 111) kao pomo¢na i

referentna elektroda.

U CV metodi, potencijal radne elektrode se linearno skenira u odnosu na
referentnu elektrodu, u opsegu -400 do +1 000 mV, poc¢evsi od -400 mV. Cikli¢ni
voltamogrami su snimani za vodene faze mleka i pripremljen obrok za svaki
uzorak. Na slici 28 (A, B, C) su prikazani dobijeni uporedni voltamogrami za
vodenu fazu i pripremljen obrok uzoraka maj¢inog mleka, IF 1 (MIL 1) i KM.
Na potencijalu 1000 mV pravac skeniranja se okrenuo prema negativnim

vrednostima (donji deo krive).

Ciklicni voltamogrami su snimljeni za razli¢ita mleka na potencijalu oksidacije
od -400 do 1000 mV. U svim uzorcima je pronaden samo jedan anodni pik, a
nije bilo redukcionog talasa. Anodni pik se nalazi na potencijalu oko +195 i
+210 mV, $to bi znacilo da je to najvisi potencijal za stacionarnu elektrodu da
oksiduje antioksidante u uzorku. Proizvod oksidacije askorbata odmah reaguje
sa vodom i nestaje, pa ovaj proizvod ne postoji kada se smer snimanja obrne, i

zbog toga ne postoji redukcioni talas (Hu & Kuwana, 1986).

Tretman izolovanja vodene faze centrifugiranjem wupotrebljen je da se
identifikuju sastojci koji doprinose anodnom piku. Nakon izolovanja vodene
faze uzoraka mleka, uklanjanjem masne faze, pojavljuje se samo jedan znacajno
manji anodni pik. Povrsine anodnih pikova pojedina¢nih uzoraka mleka, koji

odreduju veli¢cinu AOA uzorka, date su uporedno u tabeli. Uporedni prikaz
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uzoraka formula i premiksa snimljeni ciklicnom voltametrijom, u opsegu -1000

do +600 mV, dat je na slici 28.
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= KM vodena faza !
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Slika 28. Cikli¢ni voltamogrami snimljeni GC elektrodom u 0,1 M fosfathom
puferu pH 6,7; brzina skeniranja 100 mVs! u opsegu potencijala -400 do 1 000
mV. A: Maj¢ino mleko - ukupno i vodena faza (MM); B: Infant formula -
ukupno i vodena faza (IF 1 - MIL 1); C: Komercijalno kravlje mleko, UHT -
ukupno i vodena faza (KM).

Cikli¢ni voltamogrami su takode snimani za Premiks vitamina - ekvivalent
vitamina C, u koncentracionom opsegu 0,5-1,5 mmol /L (slika 29). Kalibraciona
kriva dobijena za ovaj standard kori$c¢ena je za izracunavanje AOA ispitivanih
uzoraka mleka (slika 29). Proizvod oksidacije askorbata evidentno odmah
reaguje sa vodom i nestaje, tako da se ne moze detektovati kada se promeni

smer skeniranja, pa se stoga ne vidi redukcioni talas (Chen i sar., 2002).
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Slika 29. Kalibraciona kriva za vitamin C
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Uporednim snimanjem uzoraka mleka, premiksa, vitamina C, maltodekstrina
i njihovih kombinacija ciklicnom voltametrijom (slika 30), uocava se da imaju
jedan talas oksidacije, dok se pri potenciometrijskoj titraciji uzoraka mleka
vidi da postoje dva talasa. Uporedivanjem rezultata potenciometrije i CV

uocava se da dolazi do slaganja u krajnjim tackama titracije sa CV.

10
-5
—_ 0
<
.
5 - premix
—_Mi1
4 Mi2
—_—Mi3
10 4 Mi Pre
— Mi FI
v tr—TTTTT T T T T
-1.2 -1.0 -0.8 -0.¢ -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.¢ 0.8
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Slika 30. Uporedni prikaz uzoraka formula i premiksa snimljeni cikli¢chom

voltametrijom, u opsegu -1000 do +600 mV.

Dobijeni rezultati snimanja CV razli¢itih uzoraka mleka i njihovih vodenih faza
prikazani su u tabeli 9 (poredenje MM, IF i KM). U tabeli su prikazane povrsine
anodnih pikova pojedina¢nih uzoraka mleka i vodene faze uzoraka mleka, koji
odredjuju veli¢cinu AOA uzorka. Najvecu povrsinu ispod krive, i ekvivalent
antioksidativni potencijal izrazen u procentima ima majé¢ino mleko (100%) a

vodena faza maj¢inog mleka 78%. NajniZi antioksidativni potencijal ima kravlje
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mleko (38%, odnosno 31% za vodenu fazu). Infant formule Mil 1 i 2 imaju 70 i
72 % za pripremljen obrok, odnosno 40 i 47% za njihove vodene faze, dok Mil3
ima 55% za pripremljen obrok i 52% za vodenu fazu. Mil PRE i Mil FL imaju 80,
odnosno 76% za pripremljen obrok, a 63 i 58% respektivno, za njihove vodene

faze.

Tabela 9. Ukupna antioksidativna aktivnost uzoraka mleka dobijena ciklicnom
voltametrijom

MM 3.9 100 3.04 78
KM 1.3 38 1.20 31
MIL1 2.7 70 1.08 40
MIL 2 2.8 72 1.56 47
MIL 3 2.3 55 2.10 52
MIL PRE 3.1 80 2.46 63
MIL FL 2.94 76 2.26 58
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4.6. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA HRANE ZA
BEBE DIFERENCIJALNOM PULSNOM VOLTAMETRIJOM

Diferencijalna pulsna voltametrija je jo$ jedna brza, efikasna i ta¢na metoda za
odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti razli¢itih uzoraka mleka i
njihovih vodenih faza. Ispitivana je upotreba DPV sa istim sistemom elektroda
kao i prilikom odredivanja sa ciklichom voltametrijom nakon Sto su
optimizovani uslovi za snimanje uzoraka mleka sa CV. Rezultati koji su

dobijeni za razli¢ite uzorke mleka i njihove vodene faze su prikazani na slici 31.

Prikazani su uporedni diferencijalni pulsni voltamogrami pripremljen obrok i
pojedinacne vodene faze uzoraka maj¢inog mleka, infant formule Mil 1 i
kravljeg mleka. Iz dobijenih kriva za sve uzorke pripremljenog obroka i
njihovih vodenih faza, izra¢unata je povrsina ispod krive i izraZzena kao
procenat antioksidativnog potencijala uzorka u odnosu na originalan uzorak

majc¢inog mleka, koji je uzet kao 100 % antioksidativnog potencijala.
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Slika 31. DP voltamogrami snimljeni GC elektrodom u 0,1 M fosfatnom
puferu pH 6,7; brzina snimanja 100 mVs', pulsna amplitude 100 mV, u
opsegu potencijala -400 do 1 000 mV. A: Maj¢ino mleko - ukupno i vodena
faza (MM); B: Infant formula - ukupno i vodena faza (IF 1 - MIL 1); C:

Komercijalno kravlje mleko, UHT - ukupno i vodena faza (KM).
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U tabeli 10. date su vrednosti koje su dobijene merenjem AO potencijala
diferencijalnom pulsnom voltametrijom za pripremljen obrok mleka i njihove

izolovane vodene faze.

Prema dobijenim rezultatima vodena faza majc¢inog mleka pokazuje 80 %
ukupnog antioksidativnog potencijala u odnosu na ukupan originalni uzorak
maj¢inog mleka. Pripremljeni obroci infant formula imaju nizi antioksidativni
potencijal u odnosu na maj¢ino mleko, pri ¢emu najvisi (80%) pokazuje uzorak
Mil PRE, zatim MIL FL (77%), a najnizi uzorka Mil 3 (58%), dok Mil 1 i 2 imaju
66 i 71 % respektivho. Vodene faze uzoraka infant formula pokazuju
antioksidativni potencijal nizi u odnosu na originalni uzorak. Najvisi je kod
uzorka Mil PRE (62%), dok je Mil 1 (41%) a Mil 2 i 3 su 52%, $to je u skladu sa
razli¢itim formulacijama. Kravlje mleko ima najmanji izmeren antioksidativni
potencijal i kao pripremljen obrok i kao vodena faza (43% i 31%, respektivno) u

odnosu na uzorak majc¢inog mleka (100%).

Iz vrednosti dobijenih u tabeli 10, moze da se zakljuci da su rezultati dobijeni
ovom metodom u dobrom slaganju sa rezultatima dobijenim
potenciometrijskim i CV odredivanjima i za pripremljen obrok mleka i za

njihove vodene faze.
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Tabela 10. Ukupan antioksidativni potencijal uzoraka mleka dobijen

diferencijalnom pulsnom voltametrijom (DPV)

MM 1.53 100 1.24 81
KM 0.74 43 0.47 31
MIL1 1.00 66 0.63 41
MIL 2 1.08 71 0.79 52
MIL 3 0.88 58 0.80 52
MIL PRE 1.23 80 0.95 62
MIL FL 1.18 77 0.87 57

U tabeli 11. prikazane su vrednosti antioksidativnog potencijala obroka mleka

dobijene uporedivanjem tri elektrohemijske metode.
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Tabela 11. Poredenje elektrohemijskih metoda za odredivanje ukupnog

antioksidativnog potencijala u pripremljenom obroku hrane za bebe, u

procentima.

MM 100 100 100
KM 38 43 40
MIL1 70 66 72
MIL2 72 71 74
MIL3 55 58 62
MILPRE 80 80 82
MIL FL 76 77 78

Moze se zakljuciti da primenjene elektrohemijske metode (potenciometrija, CV i
DPV) mogu da se koriste za kvantitativno odredivanje ukupnog

antioksidativnog potencijala uzoraka mleka.
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4.7. POLAROGRAFSKO ODREDIVAN]JE ANTIOKSIDATIVNOG
POTENCIJALA UZORAKA HRANE ZA BEBE

Metoda polarografskog odredivanja antioksidativnog kapaciteta do sada je
primenjivana na razli¢ite uzorke vina, piva, hmelja, i dr. Merenje
antioksidativne aktivnosti polarografskom metodom po prvi put je primenjeno

na uzorke mleka, pripremljene kao obrok, bez prethodnog tretmana.

Polarogrami dobijeni snimanjem 5 mM rastvora peroksida u CL puferu pH 9,8
pre i posle uzastopnog dodavanja uzoraka mleka su prikazani na slici 32. Iz
prikazanih polarograma se vidi da visina pocetne grani¢ne struje 5,0 mM HxO>
peroksida i1 (i0) opada sa svakim dodatkom uzorka. Smanjenje osnovnog pika
peroksida je najvece po dodatku MIL FL i MIL PRE, uzoraka sa najveéim
sadrzajem proteina (19,36 i 23,77 mg/ml), a najmanje po dodatku majcinog

mleka koje sadrzi najmanje proteina (12 mg/ml).

Zavisnost procenta smanjenja anodne grani¢ne struje od zapremine dodatog

uzorka mleka data je grafickim prikazom (Slika 33).
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Slika 32. Polarogrami osnovne struje vodonik peroksida (i), pre (0) i po

dodatku 5 alikvota od po 25 pL (1,2,3,4,5) MIL FL (A), MIL 1 (B) MM (C).
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Slika 33. Smanjenje anodne struje (%) vodonik peroksida u zavisnosti od dodate

zapremine uzoraka: MIL FL, MIL 1, MM.

145



Nikoleta M. Lugonja Doktorska disertacija

Uzorci su mereni odmah nakon pripreme infant formula. Aktivnost svih
analiziranih uzoraka je izraZzena kao nagib pocetnog, linearnog dela grafika
zavisnosti procenta smanjenja anodne struje od zapremine dodatog uzorka.
Rezultati su dati u tabeli 12. u kojoj je pored nagiba (B), dat i odsecak na
ordinati (A) i koeficijent linearnosti (R), zajedno sa rezultatima DPPH i Folin-

Ciocaleteu testa i sadrZajem proteina.

Deskriptivna statisticka analiza uradena je posebno za svaku od primenjenih
metoda, da bi se pokazale neke osnovne informacije, kao Sto su srednje
vrednosti, standardne devijacije i ekstremne vrednosti rezultata merenja

(Tabela 12).

Iz tabele 12. se vidi da se antioksidativni potencijal uzoraka mleka razlikuje u
zavisnosi od primenjene metode. Antioksidativni potencijal infant formula
meren polarografski varira od 0,42 do 0,58 %/pL, dok je vrednost AO

potencijala majc¢inog mleka najniza, j.0,23 % /pL.

Od spektrofotometrijskih metoda DPPH i Folin Chiocalte-ova su najcesce
primenjivane za odredivanje ukupnog AO potencijala razlic¢itih uzoraka. Da bi
se dobio sto sveobuhvatniji uvid u AOA ispitivanih uzoraka u ovom doktoratu
su ove dve najc¢esc¢e koriS¢ene spektrofotometrijske metode primenjene

paralelno sa elektrohemijskim metodama.

Prema dobijenim rezultatima odredivanja ukupnog antioksidativhog
potencijala DPPH metodom vidi se da svi ispitivani uzorci mleka imaju visoke
vrednosti inhibicije, odnosno sposobnosti hvatanja slobodnih DPPHe radikala
80-90%. Najvecu aktivnost, odnosno najveci antioksidativni potencijal, ima

uzorak maj¢inog mleka (90, 05%), dok najmanju aktivnost ima uzorak MIL FL.
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Metodom po Folin-Ciocalteu je ispitivana koncentracija i aktivnost ukupnih
fenola u uzorcima mleka. Najvece vrednosti za FCGAE pokazuje FL formula
bez laktoze (188,40), za ishranu odoj¢adi i male dece sa intolerancijom laktoze i
dijarejom, proizvedena od pasterizovanog, standardizovanog mleka,
hidrolizom laktoze, koja sadrzi lako svarljivi maltodekstrin umesto laktoze, dok
najmajnje vrednosti ima MIL 3 (90,12). Maj¢ino mleko ima nizak nivo fenolnih

komponenti (114, 19).

Tabela 12. Antioksidativni potencijal uzoraka mleka odreden DPPH, Folin-

Ciocaleteu-ovom i polarografskom metodom (HPMC) i sadrzaj proteina

MIL1 87.48+8.89a 129.65+£12.732  0.42+0.05>  14.98+0.10¢
MIL 2 84.89+5.552 122.87+8.352  0.43+£0.02>  18.10+0.432
MIL 3 80.17+7.39a 90.12+16.89>  0.48+0.042=  19.96+0.514
MIL PRE 85.73+11.842 131.67+21.542  0.49+0.04>  23.77+0.41e
MILFL  80.00+13.102 188.40+11.79¢  0.52+0.012  17.87%0.012
MM 90.05+5.682 114.19+12.62a>  0.23+£0.02c  11.65+0.28P

abedefg Razli¢ita slova u superskriptu, kod podataka prikazanih u istoj koloni,
su oznaka da se sredine statisticki znacajno razlikuju, na nivou p<0,05, prema

HSD Tukey-evom testu.
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Rezultati polarografskih merenja su korelirani sa rezultatima DPPH i FC
metode i sadrZajem proteina. Za razliku od napred pomenutih rezultata
dobijenih merenjem ekstrakta hmelja ovom metodom, korelacija sa DPPH
testom u slucaju mleka postoji, ali je koeficijent korelacije negativan (-0.81). Kao
i u slucaju hmelja rezultati ne koreliraju sa sadrZajem fenola. Zanimljivo je da ni
DPPH test, specifican upravo za fenolna jedinjenja, ne korelira sa sadrzajem
fenola. Antioksidativni potencijal odreden polarografskom metodom korelira sa
sadrzajem proteina $to objasnjava redosled aktivnosti infant formula i maj¢inog

mleka.

Rezultati dobijeni polarografskom metodom poredeni su sa rezultatima
dobijenim standardnim spektrofotometrijskim metodama DPPH i FC-GAE,
odnosno sa sadrzajem ukupnih fenola i proteina. Koeficijenti dobijenih
korelacija prikazani su u tabeli 13. Korelacija izmedu polarografske HPMC i
DPPH metode je visoka ali je za razliku od svih dosadasnjih merenja AO
aktivnosti kompleksnih uzoraka koeficijent korelacije negativan (-0.81), dok
korelacija sa sadrzajem fenola ne postoji. Zanimljivo je da i DPPH test,
specifican upravo za fenolna jedinjenja, ne korelira sa sadrzajem fenola.
Antioksidativni potencijal odreden polarografskom metodom korelira sa
sadrzajem proteina, tj. redosled AO aktivnosti ispitivanih uzoraka je u

saglasnosti sa istim.
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Tabela 13. Korelacije izmedju ukupnog sadrzaja fenola i proteina i

antioksidativnog potencijala odredene polarografski (HPMC) i DPPH

metodom.
DPPH -0.28 -0.81" -0.54
p=0.598 p=0.051 p=0.271
FCGAE 0.39 0.03
p=0.439 p=0.948
HPMC 0.80"
p=0.057

"Statisticki znacajana na nivou p<0,05, ™ Znac¢ajna na nivou p<0,10
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4.8. STATISTICKA ANALIZA VARIJANSE RAZLICITIH
ELEKTROHEMIJSKIH METODA

Rezultati elektrohemijskih merenja izraZeni su kao srednja vrednost. Poredenje
izmedu grupa uradeno je koris¢enjem NCSS- 2001 (NCSS, Kaysville, UT)

statistickog softvera.

Kao potvrda eksperimentalnih rezultata za statisticku analizu koriscen je
Kruskal-Wallis one-way ANOVA test koji otkriva da li postoji znacajna razlika
izmedu elektrohemijskih metoda za odredivanje ukupnog antioksidativnog
potencijala razlic¢itih uzoraka. Rezultati dobijeni Fisher LSD testom pokazuju da
ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu metoda. Kruskal-Wallis-ovim
testom viSestrukog poredenja Z-vrednosti, koji pokazuje da Z vrednost za
interval poverenja ne prelazi kriti¢nu vrednost (z-vrednost 1,9600), jo$ jednom
su potvrdeni eksperimentalni rezultati i pokazano da se potenciometrija, CV i
DPV mogu koristiti podjednako da se odredi ukupan antioksidativni potencijal

razli¢itih uzoraka mleka (Tabela 14).

Tabela 14. Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test

Potenciometrija 0.0000 0.0271 0.4611
Ccv 0.0271 0.0000 0.4339
DPV 0.4611 0.4339 0.0000

Regular Test: Medians significantly different if z-value >1.9600
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 2.3940
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Kada se porede ove tri elektrohemijske metode za odredivanju ukupnog
antioksidativnog potencijala infant formula, majé¢inog mleka i kravljeg UHT
mleka, iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da se sve tri metode mogu
koristiti za odredivanje ukupne antioksidativne mo¢i posto se rezultati dobijeni
pojedina¢no svakom tehnikom dobro slazu i prate isti trend (tabela 14).
Mehanizmi odredivanja ukupnog antioksidativnog potencijala CV i DPV
metodom se razlikuju od potenciometrije, posto kod CV i DPV reaktivne vrste
su elektroni sa elektrode, dok su kod potenciometrije reaktivne vrste donori
elektrona a rastvor joda kao oksidant je akceptor, 3to je pokazatelj koji

antioksidativni potencijal se meri.

Vrednosti antioksidativnog potencijala kod CV i DPV se dobro slazu, dok se
rezultati koji se dobijaju potenciometrijom neznatno razlikuju sa malo veéim
vrednostima, $to se moZe objasniti duZinom merenja, posto je prilikom
potenciometrijskih analiza vreme izmedu dodavanja dva alikvota jod 90 s, sto
predstavlja dovoljno vremena da se sav jod wupotrebi - oksiduje sa
antioksidantima iz mleka i da se dobije realnija slika ukupnog sadrzaja
antioksidativnih supstanci. Mana potenciometrijske tehnike je u tome Sto je
vreme potrebno za analizu duZze, oko pola sata, dok je vreme potrebno da bi se
doslo do rezultata ukupnog antioksidativhog potencijala ciklicnom
voltametrijom i diferencijalnom pulsnom voltametrijom mnogo krace i traje
svega par sekundi, a rezultati koji se dobijaju odlicno se slazu sa

potenciometrijom.

Takode, uradena je korelacija spektrofotometrijskih metoda i polarografske
(HPMC) metode, sa drugim elektrohemijskim metodama (potenciometrija, CV,
DPV). Korelacije izmedju polarografske i ostalih elektrohemijskih metoda su

visoke ali su koeficijenti korelacije negativni (Tabela 15).
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Tabela 15. Korelacije spektrofotometrijskih metoda DPPH i FCGAE i
polarografske (HPMC) metode sa drugim elektrohemijskim metodama za

odredivanje AO potencijala.

DPPH 0.92° 0.88" 0.89°
p=0.010 p=0.022 p=0.018

FCGAE -0.51 -0.49 -0.59
p=0.306 p=0.320 p=0.222

HPMC -0.82 -0.83" -0.81™
p=0.045 p=0.041 p=0.053

PROTEINI -0.36 -0.35 -0.33

p=0.481 p=0.496 p=0.528

*Statisticki znacajna promena na nivou p<0,05, ** Znacajna promena na

nivou p<0,10
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V DISKUSIJA
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Mleko je primarna hrana u ishrani odoj¢adi. Ono je izuzetan izvor energije,
proteina, minerala i vitamina. Ipak, sa hemijske tacke gledista, mleko je sloZena
te¢nost, koja sadrzi brojne supstance, od metalnih jona do enzima. Mleko ima

siroku biolosku aktivnost, koja opstaje i nakon pasterizacije.

Ne postoji jednostavan nacin za odredivanje svezine mleka. Svezina i kvalitet

mleka odrazavaju njegovo redoks stanje.

Mleko predstavlja smesu nekoliko antioksidativnih komponenti kao sto su
vitamini, proteini i mikroelementi, a pojedina¢ne komponentne mleka kao $to
su surutka, kazeini, laktoferin i albumin, takode imaju antioksidativne osobine.
Vitamini C i E deluju kao antioksidanti, hvatanjem slobodnih radikala. U toku
ovog procesa, vitamini se oksiduju. Aktivne redukovane forme vitamina se
regenerisu redukcijom sa glutationom (GSH) i/ili reduktantima kao $to su
askorbat, NADH/NADPH, dihidrolipoat (antioksidant koji kao GSH sadrzi
tiol), ubihinon i citohrom. Askorbinska kiselina se regenerise iz svoje
oksidovane forme pomocéu enzima reduktaze, koja takode koristi GSH i

verovatno NADPH (redukcione ekvivalente) (Jacob, 1995).

Enzim SOD, koji ima sposobnost da ukloni O.*- i tako doprinese odrzavanju
balansa izmedu oksidanata i antioksidanata, jedna je od najvaznijih komponenti
sistema zastite od oksidacionih o$tecenja i predstavlja pouzdan biomarker

oksidacionog stresa (Gutteridge & Halliwell, 2010).
Rezultati dobijeni u ovoj tezi pokazuju da maj¢ino mleko izaziva relaksaciju
nevaskularnih glatkih misi¢a, dok takav efekat nije uocen kod infant formula.

Ovo moze da bude usled visokog nivoa SOD, za koji je poznato da izaziva
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efekat opustanja miSic¢a (Spasi¢ i sar., 1991), pored antiinflamatornih i drugih
osobina. Ehlers i saradnici (2011) su nasli da mleko pokazuje antihipertenzivnu
aktivnost. Za tripeptide, izoleucin-prolin-prolin (Ile-Pro-Pro) i valin-prolin-
prolin (Val-Pro-Pro), koji su prisutni u maj¢inom mleku, pokazano je da imaju
antihipertenzivne efekte na ljude i umanjuju razvoj hipertenzije kod
eksperimentalnih modela. Treba naglasiti da ovi tripeptidi i SOD mogu da
ocuvaju svoju strukturu i funkciju u humanom gastrointestinalnom traktu.
Zbog toga, oni su sposobni da poboljsaju varenje odojcadi i beba pomocu

njihovog efekta na glatke misice u zidovima intestine.

Tokom eksperimenta, konstatovana je znacajna aktivnost GSH-Px. Poznato je
da GSH-Px ima vedi afinitet za H2O2 u odnosu na CAT, tako da igra vaznu
ulogu u primarnoj odbrani pri niskoj koncentraciji HxO», dok je CAT
najznacajniji enzim u uslovima izrazitog oksidacionog stresa. Unutarcelijska
koncentracija H>O» predstavlja vazan faktor koji uti¢e na nivo enzimske

funkcionalnosti CAT i GSH-Px (Kruidenier & Verspaget, 2002).

Majc¢ino mleko obezbeduje bolju antioksidativnu zastitu nego infant formule
(Friel i sar., 2002), sadrzi snaZniji antioksidativni sistem, ima visi nivo aktivnosti

SOD i visi sadrzaj redukcionih sredstava (slobodni tioli).

Sulfhidril-grupe (-SH) u glutationu se regenerisu glutation-recikliraju¢im
sistemom i imaju najveéi doprinos sistemu antioksidativne odbrane celije. U
plazmi, sulfhidril-grupe se nalaze u proteinima plazme i njihov doprinos
antioksidativnoj aktivnosti plazme je mali. Sulthidril-grupe su nakon rodenja u
niskoj koncentraciji kod odoj¢adi, u poredenju sa odraslim ¢ovekom, Sto je
povezano sa nizom koncentracijom plazma proteina. Koncentracija ukupnih
slobodnih -SH grupa, markera oksidativnog stresa, opada postnatalno iako je
stabilna koncentracija plazma proteina, sto ukazuje na postojanje oksidativnog

stresa (Van Zoeren-Grobben i sar, 1994).
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Majc¢ino mleko i infant formule hvataju hidroksil-radikal pri ¢emu nastaju
ugljenik-centrirani i askorbil-radikal. Nastajanje ovih vrsta je manje, pri istoj
produkciji OH radikala kod infant formula u poredenju sa maj¢inim mlekom.
Ove formule imaju viSe antioksidanata male molekulske mase u poredenju sa
maj¢inim mlekom (Anderson, 1985; Lane, 2003). VaZno je napomenuti da
ugljenik-centrirani radikali mogu da ucestvuju u reakcijama demetilacije sa
produkcijom jo$ jednog ugljenik-centriranog radikala (Buettner, 1993). Visok
antioksidativni potencijal maj¢inog mleka moze se pripisati direktnom hvatanju
i jmskupljanju, radikala pomocu tiol-grupa (Hioe i sar., 2010). Ovo ukazuje da
majc¢ino mleko poseduje mnogo snazniji antioksidativni potencijal u poredenju
sa ispitivanim infant formulama. Ovo je od narocite vaznosti za imuni sistem
okruzenja i na unutrasnje sistemske poremecaje koji su povezani sa povecanom

produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Pored uklanjanja hidroksil-radikala, na Fentonovu reakciju moZze uticati i
uklanjanje redoks aktivnog gvozda (neadekvatno helirano) (Zhao i sar., 2001).
Mehanizmi ukljuceni u uklanjanje gvozda su veoma vazni kod novorodencadi
koji imaju nizak nivo transferina i ceruloplazmina i povecane nivoe slobodnog
gvozda u plazmi (Evans i sar., 1992; Hirano i sar., 2001), eritrocitima (Buonocore
i sar., 1998), i alveolarnoj te¢nosti (Gerber i sar., 1999). Kao $to je ve¢ prethodno
pomenuto, redoks stanje krvi odraslog ¢oveka i novorodenceta se znacajno
razlikuju (Andrades i sar., 2011). Uzimajuéi u obzir da je nivo askorbata u
plazmi stogo kontrolisan intestinalnom apsorpcijom i renalnom sekrecijom,
oralna primena megadoza askorbata je najverovatnije beskorisna i nepotrebna
(Levine i sar., 1996). Nivoi ostalih antioksidanata, kao sto jea -tokoferol (koji se
ekskretuje u Zzuci), su takode strogo regulisani (Herrera & Barbas, 2001).
Medutim, status gvozda, koji moze da utice na oksidativni stres preko
Fentonove reakcije (i regulisan je transferinom i feritinom kod odraslih ljudi),

moZe biti podloZan patoloskim promenama kod odojc¢adi.
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Proteini mleka mogu se podeliti u dve kategorije: kazeini i proteini surutke.
Odnos kazeini : proteini surutke u humanom mleku iznosi 40 : 60, a u kravljem
mleku 80 : 20. Kravlje mleko ima koncentraciju ukupnih proteina vec¢u za vise
od 2 puta od humanog mleka, odnosno sadrZzi mnogo vecu koli¢inu kazeina od
humanog mleka. Kazeini su teSko svarljivi proteini. Infant formule su
prilagodene potrebama odojcadi, pa sadrze viSe proteina surutke (odnos
surutke i kazeina u ovim formulama je sli¢an maj¢inom mleku), stoga im je

bolja svarljivost i usvojivost kod odojc¢adi i male dece (Chessman, 2009).

Primena ugljenih hidrata moze biti vazna za redoks fiziologiju, uzimajuéi u
obzir da su neki Seceri (na primer fruktoza) poznati po svom visokom

antioksidativnom kapacitetu (Spasojevic i sar., 2009; Pristov i sar., 2011).

U kompleksnom sistemu kao sto je mleko, nekoliko oksido-redukcionih sistema
je istovremeno aktivno, a njihov efekat na antioksidativni potencijal (redoks-
potencijal) zavisi od nekoliko faktora, kao $to su reverzibilnost sistema,
vrednosti E°, odnos oksidanata i reduktanata, i koncentracija aktivnih
komponenti sistema (Sherbon, 1999). Prema rezultatima elektrohemijskih
studija antioksidativhog potencijala mleka, mleko nije kompaktan sistem, i
opseg njegovog redoks-potencijala je veliki (Beresford i sar., 2001; Crow i sar.,
1995) usled razli¢itih proteinskih komponenti i malih molekula prisutnih u

mleku.

Glavna prednost elektrohemijskih metoda koje su koriséene za odredivanje
antioksidativnog potencijala uzoraka mleka je ta da moze direktno da se prati
sposobnost doniranja elektrona od strane redukcionih komponenti mleka. Osim
toga, pomocu njih se razlikuju razli¢ite reduktivne komponente u zavisnosti od
potencijala njihovog pika. Maj¢ino mleko pokazuje bolju antioksidativnu zastitu

od infant formula. Ono sadrZi snazniji antioksidativni sistem, (Friel i sar., 2002).
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Pretpostavlja se da najveci doprinos ukupnom antioksidativhom potencijalu
uzoraka mleka dolazi od vitamina C, a zatim od malo prisutnih vitamina A i E,
kao i od jona gvozda dok su enzimi SOD i GSH-Px naro¢ito aktivni u majé¢inom
mleku (Lugonja i sar., 2013). Dva najvaZnija oksidaciona talasa prisutna na
voltamogramima CV i DPV rezultat su redoks-aktivnih redukujucih vrsta koje
mogu biti prisutne u vodenoj ili lipidnoj fazi uzoraka mleka. Pomenute metode
odredivanja ukupnog antioksidativnhog potencijala su brze, ali nisu pouzdane
za odredivanje individualnih redoks-aktivnih redukujucih vrsta u originalnom
uzorku mleka, bez prethodnog enzimskog tretmana i zbog toga nisu isipitivane

AOA pojedina¢nih komponenti.

CV je brza metoda za odredivanje AOA u poredenju sa potenciometrijom, a
dobijeni rezultati su u saglasnosti sa dobijenim potenciometrijskim analizama.
Glavna prednost potenciometrije je u moguénost odredivanja AOA obe faze bez
odvajanja, dok se CV detektuje samo ukupan antioksidativni potencijal ili samo

AOA vodene faze mleka.

Osnovna razlika izmedju CV i DPV je u nac¢inu zadavanja pulsa. Metoda
ciklicne voltametrije puls menja linearno sa vremenom, a kod DPV pulsevi se
zadaju sa postepenim povecanjem. Postoje takode razlike u osetljivosti metoda
zbog nacina zadavanja pulsa, pa je DPV dosta osetljivija metoda u odnosu na
CV. Kod CV mozemo jednim snimkom da vidimo i oksidacionu i redukcionu
krivu za uzorak, posto se snima ceo ciklus u oba smera, dok se kod DPV snima
samo u jednom odabranom smeru, oksidacija ili redukcija. DPV daje
slucaju snimanja uzoraka mleka metodama CV i DPV, ne uocavaju se razlike u
osetljivosti ovih metoda, zbog visokog sadrzaja antioksidativnih supstanci koje
mogu da se kvantitativho odrede sa obe navedene metode, iako se DPV

uobicajeno koristi kao kvantitativna metoda, a CV semikvantitativna metoda.
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Poredenjem rezultata odredivanja antioksidativnog potencijala vodene faze
obroka mleka i rezultata dobijenih odredivanjem u izolovanoj vodenoj fazi
moze da se zaklju¢i da potenciometrijska metoda moze da se koristi za
odredivanje antioksidativnog potencijala obe faze jednom titracijom, tako da
iako je sporija metoda u odnosu na CV i DPV, ona ima svoje prednosti
preciznijeg odredivanja AOA pojedinac¢nih faza. Zbog strukture lipofilne faze
rezultati koji su dobijeni u ponovljenim merenjima nisu bili reproduktivni, pa
stoga nisu prikazani. Nije bilo moguce direktno odrediti ukupne lipofilne
antioksidante u lipofilnoj fazi, ali iz razlike ukupne AOA obroka mleka i AOA
vodene faze moZe da se odredi koncentracija ukupnih lipofilnih antioksidanata

u uzorcima mleka (Lugonja i sar, 2014).

Polarografska metoda pruza specifican uvid u antioksidativhu aktivnost
analiziranih uzoraka. Dobijene korelacije izmedu rezultata dobijenih razli¢itim
elektrohemijskim metodama i koncentracije proteina, dovode u vezu rezultate
polarografske metode sa vrlo vaznom komponentom prisutnom u analiziranom
uzorku, a to su proteini. Dobijeni rezultati potvrduju da je multilateralni pristup
odredivanju AO potencijala jo§ uvek neophodan upravo zato $to razlicite
metode daju razlic¢ite rezultate (Fukumoto i ostali, 2000). Merenje AO aktivnosti
2 % rastvora kazeina i BSA potvrdilo je da proteini zna¢ajno doprinose ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti mleka odredenoj polarografskom metodom, dok
premiks vitamina daje ovom metodom veoma malu aktivnost. U daljem radu
¢e svakako biti odreden doprinos pojedinih komponenti formula i humanog

mleka ukupnom AO potencijalu merenom razli¢itim metodama.
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VI ZAKLJUCCI
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Majc¢ino mleko je hrana koja sadrzi antioksidante. Potvrdeno je da majc¢ino

mleko ima bolju reduktivnu sposobnost od infant formula.

Majc¢ino mleko ispoljava opustajuci efekat na izolovani nevaskularni glatki
misi¢ izolovan iz uterusa pacova, za razliku od infant formula kod kojih nije

zabelezen ovakav efekat.

Kod svih uzoraka mleka, stvaranje hidroksil-radikala dovodi do formiranja
ugljenik-centriranog i askorbil-radikala. Generalno, maj¢ino mleko ima visi

antioksidativni potencijal u poredenju sa infant formulama.

Visi antioksidativni potencijal maj¢inog mleka moZze se pripisati direktnom
hvatanju radikala. Ovo ukazuje da maj¢ino mleko poseduje mnogo snazniji
antioksidativni potencijal u poredenju sa ispitivanim infant formulama. Ovo je
od narocitog znacaja za nezreo odbrambeni sistem odoj¢adi, Sto ih c¢ini
osetljivije na razli¢ite stresne faktore iz okruzenja i poremecaje unutar sistema

koji su povezani sa produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Maj¢ino mleko poseduje direktne farmakoloske relaksirajuce efekte i
obezbeduje bolju antioksidativhu zastitu u poredenju sa infant formulama,
zbog prisustva specificnih enzimskih komponenti kao $to je superoksid-
dismutaza. Ovi efekti mogu da budu prednost u bebinom gastrointestinalnom
traktu, podrzavaju¢i normalan rad glatkih misica i odrZavaju¢i redoks
homeostazu $to moze predstavljati mehanizam kojim dojenje doprinosi

zdravlju beba.
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Postoje razlike u sadrzaju antioksidanata male molekuske mase i mineralnih
supstanci u uzorcima mleka. Organizam kao celina koristi mehanizme odbijanja
preuzimanja antioksidanata da bi spreio poremecaje redoks stanja
unutarcelijske sredine antioksidacionim suplementima. Ovo upuduje na
zakljuc¢ak da efekti specifi¢nih antioksidanata u maj¢inom mleku ne mogu biti u
potpunosti imitirani dodatkom samo jednog ili viSe Siroko upotrebljavanih

antioksidanata u infant formulama.

U kompleksnoj te¢nosti kao sto je mleko, nekoliko oksido-redukcionih sistema
je istovremeno aktivno i njihov efekat na oksidaciono-redukcioni potencijal
zavisi od nekoliko faktora, kao sto su reverzibilnost sistema, E° vrednost
sistema, odnos oksidanata i reduktanata i koncentracija aktivnih komponenti
sistema. Iz rezultata potenciometrijskih titracija moZe da se zaklju¢i da najveci
antioksidativni potencijal ima maj¢ino mleko, koji potice uglavnom od
enzimske komponente mleka. Infant formule imaju antioksidativni potencijal
koji poti¢e od neenzimskih komponenti (vitamina A, C, E, Fe?*,...). Kravlje
mleko UHT ima mali antioksidativni potencijal, zbog tretmana pri obradi i

pakovanju mleka, kojim su unistene enzimske i vitaminske komponente.

Prema rezultatima tri uporedne elektrohemijske metode (CV, DPV i
potenciometrija), moze se zakljuciti da IF za odoj¢ad do godinu dana starosti
(MIL 1 i 2), kao i za prevremeno rodenu decu (MIL PRE), imaju visok
antioksidativni potencijal (70-80%) u odnosu na maj¢ino mleko (100%), Sto
doprinosi boljem fizioloSkom razvoju deteta. Vrednost antioksidativnog
potencijala je niza kod MIL 3 namenjene za ishranu dece preko godinu dana
starosti, posto ova deca dobijaju dovoljno antioksidanata iz druge hrane, a ne

samo ishranom infant formulom.
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Dosadasnje klinicke studije na infant formulama i maj¢inom mleku pokazale su
da postoji visok nivo bioloske aktivnosti pripremljenih obroka, sto je jos
potvrdeno elektrohemijskim odredivanjima antioksidativnog potencijala infant

formula u odnosu na maj¢ino mleko.

Elektrohemijske metode mogu da budu veoma relevantne za brzo i rutinsko
odredivanje ukupnog antioksidativhog potencijala mleka, infant formula i
svezine mleka, kao i za kvantitativho odredivanje ukupnog antioksidativnog

potencijala mleka.

Polarografska metoda (HPMC) je dala drugaciji uvid u AO potencijal
ispitivanih uzoraka od ostalih metoda. Naime, AO potencijal infant formula
izmeren ovom metodom bio je veéi od potencijala maj¢inog mleka, dok je AO
potencijal infant formula i maj¢inog mleka korelirao sa sadrZajem proteina.
Ovakav rezultat ukazuje na neophodnost ispitivanja pojedina¢nih proteinskih

komponenti mleka, kako ovom tako i drugim metodama.

Dobijeni rezultati pokazuju razlike izmedu maj¢inog mleka i razli¢itih infant
formula koje ranije nisu razmatrane. Rezultati ukazuju na mogucée mehanizme
dobrih efekata maj¢inog mleka. Metode testirane u ovoj doktorskoj disertaciji
primenjene su prvi put za odredivanje antioksidativnog potencijala ovih vaznih

proizvoda - hrane za odoj¢ad, bebe i malu decu.

12. Strategija razvoja infant formula da $to viSe li¢e na majc¢ino mleko treba da se

bazira na snizavanju koncentracije nepravilno heliranog gvozda i imitiranju

sastava malih molekula antioksidanata maj¢inog mleka.
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Hpwnor 1.

N3jaBa o ayTopcTBY

ITornucanu Huxonera JIyroma

HU3zjaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa IucepTalyja moj HaclIOBOM

./CTIUTHBake aHTHOKCHUIATUBHOT MOTEHIIM]jaJla XpaHe 3a 6ebe™

® pE3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT PaJa,

e Ja TMpeAOKEeHA [uCepTalyja y IEeIWHU HU Yy JeJoBHMa HHUje Owia
npe/UiockeHa 3a Jo0ujambe OWIo KOje JWIUIOME TpeMa  CTYIUjCKUM
porpaMuMa JPyTruX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HABEJICHU M

e Jla HHCAaM KpINHO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO HHTEICKTYalIHy CBOJUHY

JPYTHUX JILIA.

IMornuc 1oKTOpaHa
VY beorpamy, 12.wmaj2014.

~SAucoretua \,U:m =

XiX
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Hpuaor 2.

M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE

Bep3Hje TOKTOPCKOr pajaa

Wme u pesume ayropa _Huxonera JIyroma

Hacios pana LJCInTHBame aHTHOKCHIATUBHOT NOTEHIM]aIa XpaHe 3a 0ebe

MenTOop npod. 1p Mupocinas M. Bpsuh

«—\Ij-\LthDX ena \,‘\/L/Jn_‘@ uﬁ%

Ilormucann

u3jaBJbyjeM Ja je ITaMIaHa Bep3Hja MOT JIOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA EIEKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjy caM mIpezaao 3a o0jaBjpUBambe HA MOPTaTy JMrUTATHOT peno3uTopujymMa YHHUBep3uTETAa

y Beorpany.

Jlo3BoJbaBaM fia ce 00jaBe MOjU JIMYHU MOIAIM BE3aHU 3a JI0OUjamke aKaJeMCKOT 3Barba JJOKTopa

HayKa, Kao IITO Cy HMe U pe3nuMe, ToANHA U MECTO poliermha 1 1aTyM oAOpaHe paja.

OBHM JIMYHM TIOJAIM MOTY ce 00jaBHTHM Ha MPEXHUM CTpaHHIIaMa JAWTHTaIHe OMOIHOoTeKe, Y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJloTy M y myOnuKanjama Y HuBep3urera y beorpany.

[MoTnuc nokTopanaa

V Beorpany, __12. maj 2014

r;—\ukcp)kefua \'Ur/m Ur,ﬁ
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Mpuor 3.

N3jaBa 0 kopumhemy

Opnamhyjem VYHuBep3uteTrcKy Oubmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh“ na y Jururanau

penosutopujym YHuBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALH]y MO HACIOBOM:

, VICIUTHBamke aHTHOKCUIATUBHOT MMOTEHIIM]ajla XpaHe 3a 0ede’

KOja je MOje ayTOPCKO JIENO.

Hucepranmjy ca cBUM NpHUIIO3MMa IIPEJao caM y €JIEKTPOHCKOM (OpMaTy IMOTOIHOM 3a TPajHO

apXUBHpambE.

Mojy HOKTOpCKY AMcCepTauujy MNoxXpameHy y JurutamHu pemno3uTopujyMm YHHUBEp3UTETa Y
Beorpany Mory aa KOpucTe CBH KOjU MOIITYjYy oApende caipkaHe y oJadpaHOM THUILY JHLIEHIIE

Kpeatusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJIy4HO.

@ AyTOpcTBO

2. AyTOpcTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEPITHjaTHO — 0e3 mpepae

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIUjAITHO — JACIUTH 10T UCTUM yCIIOBUMA
5. AyTtopcTBo — 6€3 pepaje

6. AyTOPCTBO — JICNIUTH TI0]T UCTUM YCIIOBUMA

(MonuMo n1a 3a0KpyKHTE CaMo jeIHy O IIecT MOHYheHNX JINIIEHITN, KpaTaK OI1C

JUIICHIIM J1aT je Ha MoJiehuHu JInucTa).

ITornuc xoKTOpPaHaa

V Beorpany, __12. maj 2014.

Huworeina  Jpotss
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1. AytopcTBo - /l03BOJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U JABHO CAOIIITABAKE JciIa,
U Tpepajie, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HAayuH oipeheH ol cTpaHe ayTopa WU
JaBaolla JUIEHIIE, YaKk M Yy KoMeprujaiHe cBpxe. OBO je Hajciao0oaHHUja OJ CBHUX
JIUALICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIrjanHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBamke, TUCTPHOYIH]Y U jJaBHO
CaoMIITaBamke JIeNa, M Mpepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HayuH ojapeheH of
CTpaHe ayTopa WM JaBaolia juiueHue. OBa JUIEHI]a HE J03BOJbaBa KOMEpPIHjaJIHY
ynotpeOy nena.

3. AytopctBOo - HekoMepuujanHo — 0Oe3 mnpepane. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBambe,
IUCTpUOYIMjy W jaBHO CAOIIITaBame jeia, 0e3 MpoMeHa, MPeOoOIMKOBama WU
yrnoTpede aena y CBOM JIelly, aKo Ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HayuH ojpeleH oJ cTpaHe
ayTopa Wiu JaaBaoiia juieHre. OBa JHUIEHIIa HE JA03BOJbaBa KOMEpPIUjaIHy ymoTpeoy
nena. Y OfHOCY Ha CBE OCTalle JIMLEHIIe, OBOM JIMILIEHIIOM c€ OrpaHuyYaBa HajBehu oOum
npasa Kopuinhema sena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpLHUjAIHO — JEIUTH TOJA HCTHM YycioBuMa. Jlo3BoJbaBaTe
YMHOKaBamwe, TUCTPUOYILIMjy W jaBHO CaoMILTaBame Jea, U Mpepaje, ako ce HaBeae
UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH o] CTpaHe ayTopa WIM JaBaola JHUIEHIIE M aKo ce
npepaga AUCTpUOyUpa TMOJ HCTOM HIW CIMYHOM JuieHnoM. OBa IUIEHIA HE
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY yroTpeOy Jerna u mpepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepane. Jlo3BojbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIIU]Y M jaBHO
CaolIITaBamke Jiea, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBaka WK yIOTpeOe Niena y CBOM JIely,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JUICHIIE.
OBa nuIiIeHIIa J03B0JbaBa KOMEPIIHjallHy yInoTpedy aena.

6. AyTOpCTBO - JEINWTH TOJ HCTUM YycioBuMma. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXABambe,
TUCTpUOYIMjy W jJaBHO CAOMIITAaBAKE JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha
HauuMH onpeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHMIEHIE M aKo ce Ipepaja
IucTpuOynpa TMOJ HMCTOM WIM CIMYHOM JuneHnoMmM. OBa JHIEHIA J03BOJbaBa
KOMepLHjanHy ynorpedy nena u mpepaga. CiauuyHa je cOo(TBEpPCKMM JIMIEHLIaMa,
OJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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