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ekstraktima tropova izvedena je HPLC analizom. Spek-
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aktivnostna DPPH i ABTS" radikale i redukciona sposob-
nost ekstrakata. ESR spektroskopijom utvrden je uticaj
ekstrakata na reaktivne hidroksil i superoksid anjon radi-
kale. Antihiperglikemijska aktivnost ekstrakata odredena
je testom inhibicije a-glukozidaze. Antiproliferativna ak-
tivnost ekstrakata tropova ispitana je in vitro, njihovim
delovanjem na rast cCetiri histoloski razli¢ite humane ce-
lije: HeLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF7 (adenokar-
cinom dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog creva) i
MRC-5 (humani fetalni fibroblasti pluc¢a). Antimikrobna
aktivnost ekstrakata tropova bobiCastog voca ispitana je
na odabrane sojeve Gram-pozitivnih i Gram-negativnih



Datum prihvatanja teme od
strane Senata:
DP

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:

(ime i prezime / titula / zvanje /
naziv organizacije / status)

KO

bakterija, kvasaca i1 plesni disk difuzionom metodom 1
metodom ,,bunarci¢a”. Ispitana je i mogucnost primene
liofiliziranih ekstrakata tropova bobicastog voca kao
funkcionalnog dodatka sokovima od voca. Laboratorijski
proizvedenim obogacenim sokovima je odreden sadrzaj
TPh, TF 1 TAc 1 utvrdena antioksidativna aktivnost tes-
tom redukcione sposobnosti i DPPH testom. Rezultati
ispitivanja hemijskog sastava, antioksidativne, antihiper-
glikemijske, antiproliferativne 1 antimikrobne aktivnosti
ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB ukazuju da su svi
ispitivani ekstrakti tropova potencijalni izvor prirodnih
bioaktivnih jedinjenja, a antioksidativna aktivnost oboga-
¢enih sokova ukazuje na moguénost koris¢enja ovih eks-
trakata, kao funkcionalnih aditiva u proizvodnji razli¢itih
visoko vrednih prehrambenih proizvoda.

24. Mart 2016. godine

predsednik: Prof. dr SiniSa Markov, redovni profesor,
Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad

¢lan: Prof. dr Sonja Dilas, redovni profesor, Univerzitet
u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad

¢lan: dr. Vesna Tumbas, docent, Univerzitet u Novom
Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad

¢lan: dr Dragana Cetojevié-Simin, nauéni savetnik,
Univerzitet u Novom Sadu, Medicinski fakultet, Institut
za onkologiju Vojvodine



UNIVERSITY OF NOVI SAD

FACULTY OF TECHNOLOGY NOVI SAD

Accession
number: ANO

Identification
number: INO

Document type:

DT

Type of record:

TR

Contents code:
CC

Author:
AU

Mentor:
MN

Title:
TI

Language of text:

LT

Language of
abstract:
LA

Country of
publication:
CpP

Locality of
publication:
LP

Publication year:

PY

Publisher:
PU

Key words documentation

Monograph documentation

Textual printed material

PhD Thesis

Milica Vinéié

Prof. Sonja Dilas, full professor

Antioxidative, antiproliferative and antimicrobial activity of
selected berry pomace extracts

Serbian (latin)

Serbian/English

Republic of Serbia

AP Vojvodina

2017

Author’s reprint



Publication place:

PP

Physical
description:
PD

Scientific field

SF

Scientific
discipline
SD

Subject, Key

words
SKW

UC

Holding data:

HD

Note:

Abstract:
AB

Serbia, 21000 Novi sad, Bulevar cara Lazara 1

6 Chapters, 179 Pages, 72 Figures, 28 Tables, 250 References

Technological engeenering

Food chemistry

Raspberry, blackberry and blueberry pomace extracts; phe-
nolic compounds; HPLC analysis; antioxidant activity; antihy-
perglycaemic activity; antiproliferative activity; antimicrobial
activity; enriched juices.

634.71/.73:663.814:66.094.3.097.8 (043.3)

Library (Faculty of Technology), 21000 Novi Sad, Bulevar
cara Lazara 1

None

This work examined the chemical composition, the anti-
oxidant, antihyperglycaemic, antiproliferative and antimicro-
bial activity of the freeze-dried raspberry (Rubus idaeus L.)
varieties Meeker (ETMM) and Willamette (ETMW), black-
berry (Rubus fruticosus L.) varieties (ETKC) and Thornfree
(ETKT), and wild blueberry (Vaccinium myrtillus L.) (ETB)
pomaces methanol extracts. The content of total polyphenols
(TPh), total flavonoids (TF) and total anthocyanins (TAc) in
the pomace extracts were determined spectrophotometrically.
Identification and quantification of the phenolic compounds
(phenol acids, flavonols and cyanidins) and ascorbic acid in
the pomace extracts was performed by HPLC analysis. The
antioxidant activities of the extracts was determined spec-
trophotometrically using DPPH and ABTS" free radicals and
reducing ability assay. ESR spectroscopy is used for deter-
mination of pomace extracts’ influence on reactive hydroxyl
and superoxide anion radicals. Antihyperglycaemic activity of
the pomace extracts was determined using a-glucosidase inhi-
bition assay. The antiproliferative activity of the pomace ex-
tracts was tested in vitro, testing their influence on the growth
of four histologically different human tumor cells: HelLa
(cervix epithelioid carcinoma), MCF7 (breast adenocarcino-
ma), HT-29 (colon adenocarcinoma) and MRC-5(human fetal
lung fibroblasts). Antimicrobial activity of berry pomace ex-
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tracts was tested on selected strains of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, yeasts and molds with the disc diffu-
sion method and the method of “wells”. The possibility of
freeze dried berry pomace extracts application as a fruit func-
tional additive was investigated as well. Laboratory produced
enriched juice was tested in terms of TPH, TF and TAc con-
tent, reducing ability and DPPH scavenging ability as well.
The results of testing the chemical composition, the antioxi-
dative, antihyperglycaemic, antiproliferative and antimicrobial
activities of ETMM, ETMW, ETKC, ETKT and ETB, indicate
that all investigated pomace extracts are a potential source of
natural bioactive compounds, and that the antioxidant activity
enriched juice indicates the possibility of using these extracts,
as a functional additive in the production of various high-value
food products.
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1. UVOD

Savremeni trend proizvodnje prehrambenih proizvoda usmeren je ka dobijanju kvali-
tetne 1 zdravstveno bezbedne funkcionalne hrane bez sintetskih aditiva. Poznato je da voce sa-
drzi pored nutritivnih i znacajnu koli¢inu bioaktivnih jedinjenja: fenolnih kiselina (derivata
benzoeve kiseline i cimetne kiseline), stilbena, karotenoida, kumarina, halkona, lignina, flavo-
noida (flavonola, flavona, dihidroflavonola, flavanona, antocijana) i njihovih glukozida. Bio-
loska aktivnost ovih jedinjenja uslovljena je prvenstveno njihovim antioksidativnim kapaci-
tetom, tj.sposobnos¢u uklanjanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta - uzro¢nika patoloskih stanja
humanog organizma. Stoga, konzumiranje prehrambenih proizvoda obogacenih istim, kao 1
odgovarajuc¢ih dijetetskih proizvoda obezbeduje Zeljeni antioksidativni status i pomaze u
prevenciji razvoja bolesti u kojima je oksidativni stres kljucni uzro¢nik.

U novije vreme napusta se upotreba sintetskih antioksidanata, zbog njihovih toksi¢nih
efekata, te se stoga teziSte interesovanja prebacuje na upotrebu prirodnih antioksidanata. Pri-
rodni antioksidanti izolovani iz biljaka, gljiva, mikroorganizama i zivotinjskog tkiva su zdrav-
stveno bezbedni i poseduju izuzetno visoku antioksidativnu aktivnost.

Mnoga ispitivanja dokazala su da prirodni antioksidanti mogu da uticu na sprecavanje
razvoja bolesti izazvanih reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, pa se s toga preporucuje konzumi-
ranje namirnica obogacenih istim. Visebrojne studije su pokazale da je visoka antioksidativna
aktivnost bobiCastog voc¢a povezana sa visokim sadrzajem polifenolnih jedinjenja (antocijana,
fenolnih kiselina i dr.) i vitamina, pre svega vitamina C, i da njihov sadrzaj ima pozitivan efe-
kat na degenerativne 1 hroni¢ne bolesti. S obzirom na ta saznanja, novija istrazivanja iz oblasti
prirodnih antioksidanata prosirila su se 1 na sporedne proizvode tokom prerade voca.

Poznato je da tokom tehnoloskih postupaka prerade voc¢a zaostaju velike koli¢ine spo-
rednih proizvoda kao $to su kozica, semenke, spoljna tkiva i postekstrakciona pogaca (trop).
Sporedni proizvodi predstavljaju ekonomski deficit, ekoloski problem, ali i znacajan gubitak
biomase i fitonutrijenata.

Ekonomske analize koje se odnose na industrijsku preradu voca u Srbiji ukazuju na
porast proizvodnje voénih sokova, za razliku od ostalih preradevina od voca, ¢ija se proizvod-

nja smanjuje. U industriji sokova generiSu se znacajne koli¢ine sporednih proizvoda koji se
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uglavnom tretiraju kao otpadni materijal. Danas se sporedni proizvodi voca koriste kao hrana

za 7zivotinje, za proizvodnju prehrambenih vlakana i biogoriva, iako predstavljaju znacajan

izvor bioaktivnih antioksidanasa i bojenih materija, koji bi mogli naéi primenu u funkciji

aditiva u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.

Osnovna ideja ove doktorske disertacije je da sagleda mogucnost iskoriS¢enja tropova

odabranih vrsta bobicastog voca iz familija Ericaceae 1 Rosaceae, voc¢a po kojem je Srbija na

svetskom trziStu prepoznatljiva po proizvodnji. Malina, kupina i borovnica su odabrane kao

vrste bobicastog voca koje su, pored biljnih vlakana i vitamina, izuzetno bogate fenolnim

antioksidantima.

Rad na izvodenju ove doktorske disertacije podeljen je u sledece faze:

>

Dobijanje tropa bobicastog voc¢a (dve sorte maline, Meeker 1 Willamette; dve sorte
kupine, Cadanska bestrna i Thornfree i divlje borovnice sa podru¢ja Kopaonika)
cedenjem voca u laboratorijskim uslovima;

Ekstrakcija tropova 1 liofilizacija dobijenih ekstrakata u cilju prevodenja u oblik
pogodan za aplikaciju;

Odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja (sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida i
antocijana, kao i kvalitativnog i1 kvantitativnog sadrzaja ovih bioaktivnih jedinje-
nja) 1 vitamina C u ekstraktima;

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata na reaktivne hidroksil ("OH) i
superoksid anjon (O,") i stabilne 1,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) i katjon 2,2"-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS") radikale i njihove re-
dukcione sposobnosti;

Ispitivanje antihiperglikemijske aktivnosti ekstrakata odredivanjem potencijala in-
hibicije aktivnosti a-glukozidaze;

In vitro ispitivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata na humane tumorske
¢elijske linije;

Ispitivanje antimikrobnog delovanja ekstrakata i odredivanje minimalne inhibi-
torne i minimalne baktericidne koncentracije za potentne ekstrakte;

Laboratorijsko dobijanje sokova obogacenih dobijenim ekstraktima;

Odredivanje antioksidativne aktivnosti obogacenih proizvoda.
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2. OPSTI DEO

2.1.0SNOVNE KARAKTERISTIKE BOBICASTOG VOCA 1Z
PORODICA ROSACEAE I ERICACEAE

Bobicasto voce obuhvata veliki broj biljnih vrsta, koje su najéesce zastupljene u poro-
dicama Ericaceae i Rosaceae. Biljke iz porodice Ericaceae (vresovi) su drvenaste biljke, koje
veéinom imaju oblik malih grmova. Ova porodica broji oko 3000 vrsta, od kojih je najpoz-
natija borovnica (Vaccinium myrtillus). Plodovi su im naj¢es¢e u obliku bobica, koje su bo-
gate Secerima, organskim kiselinama, vitaminima, mineralnim materijama, biljnim vlaknima i
fitohemikalijama. Bobice su vrlo lepog izgleda i prijatnog ukusa. Ipak najrasprostranjenije i
najbrojnije su biljke iz porodice Rosaceae (ruza), koja broji oko 3000—4000 vrsta. Plodovi im
se razlikuju po obliku, veli¢ini, boji, ukusu 1 sadrzaju nutrijenata i fitohemikalija. Najpoznatiji

predstavnici iz ove porodice su malina (Rubus idaeus) 1 kupina (Rubus fruticosus).
2.1.1. MALINA

Malina je viSegodiSnja, zbunasta, listopadna biljka iz porodice Rosaceae, iz roda
Rubus. Sastoji se iz nadzemnih (list, cvet, seme i1 plod) i podzemnih (koren) organa. Malina u
prvoj godini naraste do dva metra visine, do zime odrveni, a u drugoj i1 narednih godina se
razgrana, cveta i donosi plod.

Poznato je vise od 200 podvrsta malina, ali je samo nekoliko njih ucestvovalo u stva-
ranju plemenitih sorti (Bobinaite i sar., 2012; Nikoli¢ i sar., 2010):

e C(Crvena malina (Rubus idaeus L), od kojih su najznacajnije:

1. Evropska crvena malina (Rubus idaeus ssp. vulgatus Arrhen), rasprostranjena u
Evropi i Aziji,
2. Ameri¢ka crvena malina (Rubus idaeus ssp. strigosus Michx), rasprostranjena
u Severnoj Americi i Aziji,
e Crna malina (Rubus occindentalis L), rasprostranjena u Severnoj Americi,
e Ljubicasta (purpurna) malina (Rubus neglectus Peck) je prirodni hibrid izmedu

crvene i crne maline, koja je karakteristi¢na za isto¢no podrucje Severne Amerike.
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Od tih podvrsta malina nastale su skoro sve danaSnje sorte malina s krupnim plo-
dovima, kojih ima nekoliko stotina (Pichler, 2011).

Plod maline je sloZen, zbirni, sastavljen iz velikog broja koStunica (od 20-200),
(Misi¢, 2000) sakupljenih oko sasusene cvetne loze (slika 2.1). Pravilno formirani zreo plod
se bere ceo, dok se nepravilno razvijen i mek plod osipa tokom berbe. Plodovi su crveni, crni,
retko zuti ili belkasti, izduZenog ili loptastog oblika, socni i mesnati. Masa ploda vecine

plemenitih sorti maline krece se od 3 do 6 g (Misi¢, 2000; Nikoli¢ i sar., 2010).

b [
B

Slika 2.1. Plod maline

Plodovi maline su izuzetno osetljivi, njihov rok trajanja je izuzetno kratak, a svaka
manipulacija ih dodatno oste¢uje. Drugi problem je sto plodovi ne sazrevaju istovremeno, §to
znaci da je potrebno da se obavlja viSekratna berba da bi se obezbedili maksimalni prinosi.
Plodovi maline namenjeni potro$nji u svezem stanju i za zamrzavanje se beru dan—dva pre
pune zrelosti, a plodovi namenjeni preradi u vreme pune zrelosti (Misi¢, 2000).

Plod maline ima izuzetno povoljan hemijski sastav (tabela 2.1). Plodovi sadrze mnogo
vode (oko 85%) 1 ukupnih ugljenih hidrata (oko 11%), koji su gradivni i energetski sastojci
ploda. Najznacajniji Seceri u plodu maline su monosaharidi: glukoza (1,9-3,2%) i fruktoza
(2,1-3,5%), dok je saharoza zastupljena u znatno manjoj kolic¢ini (0,3-0,5%), (Misi¢, 2000).
Plod maline sadrzi male koli¢ine vitamina. Od vitamina najzastupljeniji je vitamin C. U plodu
maline se nalaze male koli¢ine pepela (oko 0,5%), a kalijum je najviSe zastupljen medu mine-
ralnim materijama (Misi¢, 2000; Nikoli¢ i sar, 2010, FAO). Masne supstance, odnosno lipidi,
smestene su u semenu maline (0,3-0,5%). Pored navedenih nutrijenata, plod maline sadrzi i
znacajne koli¢ine funkcionalnih jedinjenja sa izrazenom bioloskom aktivnos¢u (fitohemika-
lija): fenolnih kiselina, flavan-3-ola, antocijana 1 elagitanina. Ovako $irok spektar 1 visok sadr-

Zaj nutrijenata i fitohemikalija svrstava malinu u funkcionalne namirnice.
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Tabela 2.1. ProseCan osnovni hemijski sastav ploda maline na 100 g ploda

(USDA National Nutrient Database)

Sastojak Jedinica Sadrzaj
Voda g 85,75
Proteini (ukupno) g 1,20
Masti (ukupno) g 0,65
Ugljeni hidrati (ukupno) g 11,94
Monosaharidi g 4,21
Disaharidi g 0,20
Dijetalna vlakna g 6,5
Energ_getska vrednost kcal 52

Traznja za malinom na svetskom trziStu ima konstantan rast, tako da se i u nasoj
zemlji povecavaju povrSine zasada maline. Prema podacima Medunarodne organizacije za
malinu (International Raspberry Organization - IRO) Srbija je vodeci proizvoda¢ maline u
svetu sa proizvodnjom u 2015. godini od 110.000 t (http://www.internationalraspberry.net). U
Srbiji najveci problem predstavlja jo§ uvek nerazvijena preradevacka industrija za bobicasto
voce, tako da se najveci deo izvozi u rashladenom i zamrznutom stanju.

Zbog vrlo prijatne arome i ukusa, velike bioloske, a male energetske vrednosti, malina
je izuzetno pogodna sirovina, kako za domacu, tako i1 za industrijsku preradu. Plodovi se
koriste u sveZzem, smrznutom ili preradenom stanju. Od maline mogu da se proizvode
raznovrsni prehrambeni proizvodi: dZzem, slatko od malina, zelei, a kasa maline, kao polu-
proizvod, ima primenu u proizvodnji voénih jogurta, sladoleda, pudinga, decije hrane, ili

instant napitaka (Pichler, 2011).

2.1.2. KUPINA

Kupina je poluzbunasta biljka iz familije Roseaceae, iz roda Rubus, sa visSegodiSnjim
podzemnim i dvogodiSnjim nadzemnim delovima.
Plemenite sorte kupine se, u zavisnosti od tipa rasta izdanaka, mogu podeliti na

(Blagojevi¢ i sar, 2012):
e Sorte uspravnog rasta (prava kupina), proizasle iz slede¢ih divljih vrsta:

1. Americka uspravna sorta (Rubus agritis L.),

2. Americka visokozbunasta kupina (R. allegheniensis Portr.),
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3. Severnoamericka kupina (R. fromdosus Bigelow.),
4. Korenoslisna (perSunasta) kupina (R. laciniatus Willd.).
e Sorte puzeceg rasta (streljajuca kupina), koje su proizasle iz sledeé¢ih vrsta kupine:
1. Bujna puzeca kupina (R. flagelatus Willd.),
2. Americka puzeca kupina (R. invisus Brit.),
3. Puzeca kupina (R. trivialis Michx.),
4

Severno americka puzecéa kupina (R. vitifolius Sham.).

Plod kupine je, kao i plod maline, zbirna koStunica, sastavljen od velikog broja mono-
karpnih koStunica vezanih za jednu cvetnu lozu (slika 2.2). Plodovi su najcesce crne boje, vrlo
socni, izrazene arome, specificnog slatko—nakiselog ukusa, ¢ija se masa kre¢e od 2-9 g (Ve-
lickovi¢, 2000). Prema krupno¢i plod moze biti: vrlo krupan (mase preko7 g), krupan (5-7 g),
srednje krupan (3—5 g), 1 sitan (mase manje od 3 g), (Mratini¢, 2000). Oblik ploda moze biti:
loptast, ovalan, zarubljeno kupast ili kupast. Vrlo bitna karakteristika plodova je ¢vrstoca, jer
od nje u znatnoj meri zavisi transportabilnost, odnosno namena plodova (Mratini¢, 2000).

Kupina, kao i ve¢ina bobicastog voca, ima nezne plodove sa izrazenom respiracijom,
neravnomernim sazrevanjem i nemoguénosS¢u dozrevanja posle berbe (Mratini¢, 2000).

Plodovi se beru kada dostignu tehnolosku zrelost, ili neposredno pred punu zrelost (1 do 2

dana), (Nikoli¢ i sar, 2010).

Slika 2.2. Plod kupine

Plod kupine, kao i plod maline, ima izuzetno povoljan hemijski sastav (tabela 2.2).
Sadrzaj vode u kupini je 82,16-86,11% (Balaban-Marjanovic 1 sar, 2012), dok je sadrZaj
ugljenih hidrata oko 9% (Balaban-Marjanovic i sar, 2012, FAO). Procentualna zastupljenost
organskih kiselina se krece od 1,02—4,22%, a dominiraju jabucna i limunska kiselina (Nikoli¢
i sar, 2010). Organske kiseline su korisne za stabilizaciju askorbinske kiseline i antocijana,

zbog Cega imaju klju¢nu ulogu u formiranju boje ploda i produzetku skladiSne sposobnosti
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svezih 1 preradenih proizvoda (Zhao, 2007). Vitamin C je najzastupljeniji od vitamina, a
kalijum od mineralnih materija. Posebno treba istaci visok sadrzaj gvozda u plodu kupine,
zbog Cega ima izuzetno velik znacaj u sprecavanju i otklanjanju malokrvnosti. Kupina sadrzi
velike koli¢ine bojenih materija (odatle tako izrazena boja), od kojih su najzastupljeniji
antocijani. Pored antocijana, sadrzi i druga polifenolna jedinjenja, tanine, fenolne kiseline i

flavonoide, koji su prisutni u manjoj koli¢ini (Mertz 1 sar, 2007).

Tabela 2.2. Prosecan osnovni hemijski sastav kupine na 100 g ploda

(USDA National Nutrient Database)

Sastojak Jedinica Sadrzaj
Voda g 88,15
Proteini (ukupno) g 1,39
Masti (ukupno) g 0,49
Ugljeni hidrati (ukupno) g 9,61
Dijetalna vlakna g 5,3
Mono- i disaharidi g 4,88
Energetska vrednost Kcal 43

Na svetskim rang-listama, Srbija, posle SAD i Meksika, zauzima tre¢e mesto po
proizvodnji kupine (http://srbi.ca/srbija-treca-u-svetu-po-proizvodnji-kupina). Po privrednom
znacaju za nasu zemlju, ova vocka nalazi se odmah iza maline i jagode (Nikoli¢ i sar, 2010).
U Srbiji je najzastupljenija sorta ¢aCanska bestrna, koja je proizvedena na Institutu za vocarst-
vo u Cagku.

Plodovi kupine, zbog visoke bioloske, hranljive i dijetetske vrednosti, izuzetno su
pogodni za potroSnju u svezem stanju, za zamrzavanje, za bojenje drugih proizvoda i1 kao
sirovina za preradu. Postoji Sirok spektar proizvoda od kupine: dzem, slatko, marmelade,

zelei, sokovi, rakije, vino, sirce i dr. LiS¢e kupine se koristi za pripremu ¢ajeva.

2.1.3. BOROVNICA

Borovnica je viSegodiSnja, zbunasta biljka skrivenosemenica, koja pripada familiji
Ericaceae, rodu Vaccinieae. Pripada grupi acidifilnih vocki, koje dobro uspevaju samo na

kiselim zemljiStima, bogatim humusom i dovoljno vlaZnim (Stancevi¢, 2002).
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Postoje Sumske 1 selektovane borovnice. U stvaranju selektovanih sorti uc¢estvovalo
je 19 vrsta iz Severne Amerike, a medu njima najve¢i znacaj pripada slede¢im vrstama
(Nikoli¢ i sar, 2010):

e Kanadska gorka niskozbunasta borovnica (Vaccinium myrtilloides Michaux),
e Niskozbunasta borovnica (V. angustifoium Aiton),

e Severna visokozbunasta borovnica (V. corymbosum L.),

Jugoistocna visokozbunasta borovnica (V. australe Small),

e Borovnica ,,ze¢ije oko” (V. ashei Reade).

Plod borovnice je najcesée okruglasto-spljostenog oblika, tamno plave ili ljubicaste
boje, blago nakiselog ukusa (slika 2.3). U plodu se nalazi veliki broj semenki, do 65, od kojih
je vecina nepotpuno razvijena (Nikoli¢ i sar, 2010).

Berba borovnice traje od Sest do osam nedelja, u zavisnosti od sorte (Blagojevi¢ i sar,
2011). Borovnica se bere u punoj zrelosti, kada su plodovi izrazito plave do crne boje, ako su
namenjeni za cuvanje i upotrebu u svezem stanju. Ukoliko su plodovi namenjeni za preradu,
tada se beru kada dostignu tehnolosku zrelost. Crvenkasti, jo§ nezreli plodovi su kiselog

ukusa. Nacin berbe i manipulisanje obranim plodovima nakon berbe uticu na trajnost plodova.

Slika 2.3. Plod borovnice

Plod borovnice je vrlo povoljnog hemijskog sastava (tabela 2.3). Hranljiva i lekovita
vrednost plodova borovnice ogleda se u sadrzaju pojedinih materija: ugljenih hidrata, kiselina,
vitamina, mineralnih soli 1 polifenola (Nikoli¢ i sar, 2010). Ima veoma dobar odnos Secera 1
kiselina. Od vitamina, najzastupljeniji su vitamin C (Vracar, 2001, FAO) i vitamin K (FAO).

Sadrzaj pektina u plodu je 0,7%, a celuloze 1,5% (Vracar, 2001). Od mineralnih
materija u najvecoj koli¢ini sadrzi kalijum, kalcijum, magnezijum i fosfor. Plod borovnice
sadrzi 1 visoku koncentraciju polifenola, posebno flavonoida, od kojih su najprisutniji antoci-
jani, ali 1 fenolne kiseline (kafena, hlorogenska, p-kumarinska 1 ferulna kiselina) i proantocija-

nidine (Castrejon i sar, 2008).
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Tabela 2.3. ProseCan osnovni hemijski sastav borovnice na 100 g ploda

(USDA National Nutrient Database)

Sastojak Jedinica Sadrzaj
Voda g 84,21
Proteini (ukupno) g 0,74
Masti (ukupno) g 0,33
Ugljeni hidrati (ukupno) g 14,49
Dijetalna vlakna g 24
Mono- i disaharidi g 9,96
Energetska vrednost Kcal 57

U Srbiji je podizanje zasada borovnice u velikoj ekspanziji. ZemljiSte jugozapadne
Srbije je po hemijskom sastavu posebno pogodno za uzgoj borovnice.

Plodovi borovnice, kao i drugo bobicasto voce, imaju izuzetno hranljiva i1 lekovita
svojstva, §to doprinosi njihovoj visokoj upotrebnoj vrednosti. Borovnica moze da se koristi u
svezem stanju, ali najve¢im delom se preraduje ili koristi u smrznutom stanju. Plodovi mogu
da se koriste u industriji za dobijanje sokova, zelea, jogurta, marmelada, dZzemova i dr. Bo-
rovnica ne sadrzi mnogo isparljivih jedinjenja, pa nije pogodna za proizvodnju alkoholnih

pi¢a (Sumié, 2014).

2.2. BOBICASTO VOCE KAO IZVOR BIOAKTIVNIH JEDINJENJA

Hrana i saznanja o ishrani danas imaju potpuno nove dimenzije i koncepte. U proslosti
je glavna uloga hrane bila prezivljavanje 1 malo se paznje posvecivalo njenim negativnim,
odnosno pozitivnim efektima na zdravlje. Sve viSe dokaza ukazuje na zdravstvene prednosti
voca, povr€a, integralnih zitarica i drugih biljnih namirnica, zbog sinergije ili interakcije
bioaktivnih jedinjenja i drugih hranljivih materija u namirnicama (Liu, 2013). Po navodima
Arsic¢a 1 saradnika (2003) nepravilna ishrana je jedan od glavnih uzro¢nika (Sest od deset)
smrt.

Brojna naucna istrazivanja novijeg datuma ukazuju na pozitivau korelaciju izmedu
konzumiranja voca i povréa i prevencije razvoja mnogih bolesti, kao §to su neki kanceri,
kardiovaskularne, neurodegenerativne i infektivne bolesti, dijabetes, i takode starenja (Pilas i
sar, 2010). Svetska zdravstvena organizacija (WHO) preporucuje dnevni unos od najmanje
400 g voca i1 povréa u cilju smanjenja kancerogenih oboljenja i bolesti izazvanih starenjem

(Hoffmann, 2003; Lima i sar, 2014).
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Prema The Functional Food Science in Europe (FUFOSE), funkcionalnom hranom se
moze smatrati namirnica ukoliko sadrZi sastojke (nutritivne ili nenutritivne) koji povoljno
deluju na jednu ili viSe funkcija organizma i to izvan okvira uobi¢ajenih nutritivnih efekata i
na nacin znacajan za odrzavanje dobrog opsteg zdravstvenog stanja organizma ili za smanje-
nje rizika od bolesti. Funkcionalna hrana, hrana 21. veka, sadrzi jednu ili viSe bioaktivnih
komponenti, a to moZe biti makronutrijent (npr. omega-3-masne kiseline), mikronutrijent
(vitamin, mineral), neesencijalni sastojak koji poseduje odredenu energetsku vrednost (oligo-
saharidi, likopen, konjugovana linolna kiselina, fitosterol) i/ili fitohemikalija (sulforafan,
flavonoidi, fitoestrogeni) ili zivi mikroorganizmi (probiotici) (Vuli¢, 2012).

Na globalnom nivou sve je veca potraznja za bobicastim vocem, koje sadrzi znacCajne
koli¢ine bioloski aktivnih jedinjenja, pre svega prirodne polifenole i nutrijente, koje treba

ugraditi u funkcionalnu hranu i farmaceutske proizvode (Kérlund i sar, 2014).

2.2.1. FITOHEMIKALIJE BOBICASTOG VOCA

Po definiciji, fitohemikalije su bioaktivne nenutritivne komponente biljnog porekla
(sekundarni metaboliti biljaka), koje se vezuju za smanjenje mnogih hroni¢nih oboljenja. Ove
supstance nisu esencijalne, ali se njithovim svakodnevnim unosom postizu pozitivni efekti po
zdravlje ljudi (Liu, 2004). ViSe od 5000 fitohemikalija je identifikovano u vocu, povréu, in-
tegralnim Zzitaricama, mahunarkama 1 orasima, ali i dalje veliki procenat ostaje nepoznat (Liu,
2013).

Sadrzaj fitohemikalija u bobicastom vocu zavisi od niza faktora, kao S§to su: sortiment,
klimatski uslovi, uslovi i mesto gajenja, stepen zrelosti, postupak obrade 1 skladiStenje voca
(Hékkinen i sar, 2000). Koli¢inom polifenola, fitohemikalija koje su najzastupljenije, posebno
se istice tamno obojeno bobicasto voce iz porodica Ericaceae (borovnice) i Rosaceae (kupina,

malina, treSnja, viSnja, jagoda) (Maittid-Riihinen, 2004).

2.2.1.1. Fenolna i polifenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja obuhvataju Siroko rasprostranjenu heterogenu grupu sekundarnih
biljnih metabolita, sa fenolnim jezgrom kao osnovnim konstituentom. Identifikovano je vise
od 8000 ovih jedinjenja u biljnim vrstama (Pandey i sar, 2009), koja se po svojoj strukturi
veoma razlikuju, od jednostavnih molekula, kao $to su fenolne kiseline do visoko konden-

zovanih jedinjenja, kao §to su tanini. U prirodi se mogu nalaziti slobodni, ili u obliku gluko-

10
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zida. Glukozidi sadrze monosaharidne jedinice i aglikonski deo, koji je zasluzan za biolosku
aktivnost polifenolnih jedinjenja. U hrani, polifenolna jedinjenja mogu da doprinesu gor¢ini,
boji, ukusu, mirisu i1 oksidativnoj stabilnosti (Pandey i sar, 2009). Ova grupa jedinjenja je
predmet mnogobrojnih istrazivanja, a glavni razlog su njihova antioksidativna svojstva, obilje
u ishrani i njihova uloga u prevenciji mnogih bolesti povezanih sa oksidativnim stresom, kao
Sto su rak, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Manach i sar, 2004). U SAD po-
troSnja fenolnih jedinjenja, po stanovniku, iz voéa i povréa je u opsegu 200-300 mg/dan
(Lima 1 sar, 2014). Identifikacija i kvantifikacija ovih jedinjenja moze dati klju¢ne informacije
povezane sa njihovim funkcijama kao antioksidantima, o kvalitetu hrane i potencijalnim efek-
tima na zdravlje (Tumbas Saponjac i sar, 2016).

Jedna od klasifikacija fenolnih jedinjenja zasniva se na broju ugljenikovih atoma veza-

nih za osnovni skelet fenola (tabela 2.4) (Antolovich i sar, 2000).

Tabela 2.4. Klasifikacija fenolnih jedinjenja (Antolovich 1 sar, 2000)

Osnovni skelet Klasa Jedinjenje
Prosti fenoli Katehol, hidrohinon, resorcinol
Co6 .
Benzohinoni
Co6-Cl Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina, salicilna kiselina
C6-C2 Fenilsiréetne kiseline p-hidroksifenilsiréetna kiselina
Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
C6-C3 Fenilpropeni Eugenol, miristicin
Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
C6-C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-Co6 Ksantoni Mangostin, mangiferin
Stilbeni Rezveratrol
C6-C2-C6 Antrahinoni Emodin
Flavonoidi
Flavoni Apigenin, luteolin, sinensetin, nobiletin,
tangeretin, diosmin
Flavonoli Kvercetin, kemferol, rutin
Dihidroflavonoli Dihidrokvercetin, dihidrokamferol
C6-C3-C6 Flavanoni Hesperidin, 'naring.eni'n, nef)he‘speridin,
narirutin, naringin, eriocitrin
Antocijanidini Pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin,
cijanidin
Flavan-3-oli Katehin, epikatehin, galokatehin,
epigalokatehin
Halkoni FloridZin, arbutin, halkonaringenin
(C6-C3)2 Lignini Pinorezinol
(C6-C3-C6)2 Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavin
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Fenolna jedinjenja doprinose kvalitetu voca i povréa (Lima i sar, 2014). Bobicasto
voce predstavlja bogat izvor fenolnih jedinjenja, kao §to su fenolne kiseline, flavonoidi (Kéh-
konen i sar, 1999; Hékkinen i sar, 1999), stilbeni, tanini, katehini (Peredes-Lopes i sar, 2010;
Bobinaite i sar, 2012). Pored toga, vec¢ina fenolnih jedinjenja je odgovorna za organolepticka
svojstva voca 1 njihovih preradevina, kao §to su boja (npr. antocijani) i ukus bobicastog voca
(npr. tanini), (Cheynier, 2005). Balasundram i saradnici (2006) su porede¢i literaturne podatke
za sadrZaj fenolnih jedinjenja u vocu, ustanovili da se bobicasto voce isti¢e po izuzetno viso-
kom sadrZaju ovih komponenti. Na slici 2.4 prikazan je pregled zastupljenih fenolnih jedinje-

nja u bobicastom vocu.

Klasifikacija
jedinjenja u
bobic¢astom vocu

Flavonoidi F@o}ne Lignani Stilbeni Tanini
kiseline
I I
. ! I I Elagitanini
Antocijani Flavonoli Flavanlolll Hldro.ksuflmetne Hldrok.51b'enzoeve \ReLmtrolJ Hidrolizovani tanini
(Katehini) kiseline kiseline
—— I I I Proantocijanidini
Cijanidin . Kafena Galna .
Pelargonidin Kvercetin Eli;ltt:ttlhnin Ferulna Vanilinska Kondenzovani tanini
Delfinidin Miricetin p . p-Kumarinska | | Protokatehinska
s Galokatehin
Peonidin Kempferol Epicalokatehi
Malvidin pigalokatehin

Slika 2.4. Klasifikacija fenolnih jedinjenja u bobicastom voc¢u (Paredes-Lopes i sar, 2010)

U skorije vreme malina, kupina i borovnica se promovisu kao vrste izuzetno bogate
fenolnim komponentama, koje su znacajne za njihovu antioksidativnu aktivnost kao ,,hvataci”
radikala i drugih mogucih pozitivnih uloga u ljudskom zdravlju, kao §to je smanjenje rizika od
raka, kardiovaskularnih i drugih oboljenja (Mertz 1 sar, 2007). Visoko prisustvo ukupnih
polifenlnih jedinjenja dokazali su i Fredes i saradnici (2014), u plodu borovnice, maline i
kupine, koji su brani u istoj fazi vegetacije, u fazi dospeca. Poredenjem ovih vrsta, utvrden je
slede¢i redosled prisustva polifenola: kupina, borovnica, malina. Isti redosled su utvrdili i za

prisustvo antocijana.

Fenolne kiseline
Fenolne kiseline su hidroksi 1 / ili funkcionalni derivati benzoeve i1 cimetne kiseline.
Sastoje se od fenolnog jezgra i bocnog niza koji sadrzi jedan (derivati benzoeve kiseline) ili

tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma. Derivati se razlikuju po stepenu hidroksi-
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lacije 1 metilacije aromati¢nog prstena, a broj 1 pozicija hidroksilnih (OH) grupa na aroma-
ticnom prstenu stvaraju raznolikost (tabela 2.5). Fenolne kiseline u biljkama imaju brojne
funkcije od kojih su najvaznije: asimilacija hranljivih materija, sinteza proteina, aktivnost

enzima i fotosinteza.

Tabela 2.5. Podela fenolnih kiselina

Derivati hidroksibenzoeve kiseline Derivati hidroksicimetne kiseline
Ry R4 R, Ry
R; COOH R3 CH=—=CH——COOH
Rq R4

R;=R,=R4=H; R3=0OH p-hidroksibenzoeva R;=R,=R4=H; R3=0OH p-kumarinska;
kiselina; Ri= H; R,=R3=R4=0H galna kiselina; | R;=R4=H; R,=R3=OH kafena kiselina;

R;=R4=H; R,=OCHj;; R3=OH vanilinska R;=R4=H; R,=0OCHj3; R3=0OH ferulna
kiselina; R;=H; R,=R4=0CHj3;; R;=OH kiselina; R;=H; R,=R4=0CH;3; R;=OH
siringinska kiselina; Ri=H; R,=R4=0OCH3; sinapinska kiselina

R3;=OH protokatehinska kiselina

Pored navedenih, fenolnim kiselinama pripada i elaginska kiselina (slika 2.5). Ova
kiselina je derivat galne kiseline, koji nastaje laktonizacijom heksahidroksidifenske kiseline
(HHDP), kondenzacionog proizvoda dva molekula galne kiseline.

0
HO )

HO OH

)
Slika 2.5. Struktura elaginske kiseline

Fenolne kiseline se vrlo retko nalaze u slobodnom obliku (gotovo nikada ne prelazi

5% od ukupnog sadrZaja u vocu) (Manganaris 1 sar, 2014), a najceS¢e su u formi glukozida 1
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estara. Kafena, ferulna, p-kumarinska, protokatehinska i vanilinska kiselina su prisutne u
gotovo svim biljkama (Liu, 2004; Liu, 2013). Bobicasto voce je bogato elaginskom kiselinom
(Aiyer i sar, 2008), a posebno voc¢ne vrste iz roda Rubus (crvena malina) i roda Fragaria

(jagoda) (Puupponen-Pimii i sar, 2005).

Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolne fitohemikalije, koje predstavljaju veliku grupu sekundarnih
metabolita biljaka (Hidkkinen i sar, 1999). Iz biljaka je izdvojeno preko 4.000 vrsta flavo-
noida, $to ukazuje na Cinjenicu da su Siroko rasprostranjena grupa jedinjenja u prirodi (tabela

2.6) (Yao i sar, 2004).

Tabela 2.6. Glavne podgrupe flavonoida, predstavnici i izvori hrane (Yao i sar, 2004)

Podgupe Boja Predstavnici Izvori namirnica Komentar
Plava,
Antocijani | crvena, Cijanidin Voce i cvece Prirodne boje
ljubiCasta
.| Katehini, galokatehin, |y o bl gai i
Bezbojni epikatehin, Vo
Flavanoli epigalokatehin, galat P
Zuti Procijanidin Vino, voéni sokovi
Teaflavin Crni ¢aj
Bezbojni Hesperidin Citrusno voce
Flavanoni | Bledi Naringenin, eriodiktiol m, p 0morandz§, Gorak ukus
grejpfrut, pepermint
Zuti Neohesperidin
Apigenin, hrisin, Biljke, zitarice,
: . .. | luteolin oce, perSun
Flavoni Svetlo zuti | oo voce, persun, Gorak ukus
majc¢ina dusica
Diosmetin, luteolin Povrée i cvece
. Luk, treSnja, jabuk
Izorhamnetin, kemferol, ux, tre snjq,Jabu %
) . . . Jo brokoli, kelj,
Flavonoli Svetlo zuti | kvercetin, miricetin, . .
rutin paradajz, voce, Caj,
Crno vino
flavanonol Taksifolin Limun, aurantium
) .. Daidzei istei Mahunark .
Izoflavoni | Bezbojni e‘uglz§1n, genistein, ahunarke (npr
glicitein, formononetin | soja)

Nalaze se u obliku glukozida rastvornih u vodi, ili kao estri rastvorni sa taninskim
materijama, dok se slobodni veoma retko nalaze. Osnovni strukturni skelet (C6-C3-C6) se

sastoji iz dva benzenova prstena (A i B), medusobno povezana tro¢lanim alifaticnim ugljenic-
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nim nizom preko C3 jedinice, koji sa atomom kiseonika formira heterocikli¢ni prsten C
(piranski prsten). Osnovni strukturni skelet flavonoida je prikazan na slici 2.6. Razlike u
strukturi heterociklicnog C prstena klasifikuju ova jedinjenja u slede¢e grupe: flavonoli,

flavoni, flavanoli (katehini), flavanoni, antocijanidini i izoflavonoidi (Liu, 2004).

Slika 2.6. Osnovni strukturni skelet flavonoida

Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su brojnih modifikacija njihove
osnovne strukture, kao §to su: dodatne hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa,
dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata i najvaznije, glikolizacije hidroksilnih grupa
(nastajanje O-glukozida) ili flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glukozida), (Tumbas, 2010).

Glavne grupe flavonoida koje se nalaze u bobicastom vocu su: antocijani, proantoci-
jani, flavonoli i katehini (Oszmianski i sar, 2005).

Antocijani (anthos-cvet, kyanos-plav) predstavljajuju klasu flavonoidnih jedinjenja sa
karakteristiénom strukturom C¢—Cs—Cs, sa preko 500 razliitih jedinjenja. Oni predstavljaju
vazne polifenolne komponente voca, posebno bobicastog (Miti¢ i sar, 2011). Prvi put su izo-
lovani 1835. godine. Uvek se javljaju u obliku glukozida, ¢ijom hidrolizom nastaje anto-
cijanidin (aglikon) i Se¢erna komponenta. Antocijani su odgovorni za plavu, ljubicastu, roza i
crvenu boju voc¢a. Osnovna struktura antocijana je prikazana na slici 2.7. Razlikuju se po
broju hidroksilnih i/ili metoksilnih grupa, vrste, broja i polozaja Secera u molekulu i vrste i
broja alifati¢nih ili aromati¢nih kiselina koje su vezane za $eéer molekula (Tepi¢, 2012). Sest
razli¢itih antocijanidina, koji se nalaze u prirodi (pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin,
petunidin i malvidin), razlikuju se u polozaju i broju hidroksilnih grupa i stepenu metilacije
(Manganaris i sar, 2014) (slika 2.7). Njihova boja u znatnoj meri zavisi od hidroksilnih grupa
u B prstenu, Sto je broj grupa veci to je boja intenzivnije plava (Tanaka i sar, 2008). Na boju
antocijana utiu i prisustvo dvostrukih veza, porast supstitucije molekula, promena pH,

stvaranje metalnih kompleksa i kopigmentacija.
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OH
Aglikoni
@ -
HO (o) Peralgonidin (R1 + Ry = H)
X R, Cijanidin (Rq = OH; R, = H)
Delfinidin (Rq = R, = OH)
= Peonidin (Rq = OCHgz; R, = H)
N OH Malvidin (R4 = R, = OCHj3)
Petunidin (R = OCHj3; Ry = OH)

o®

OH
= Antocijanidin katjon

Slika 2.7. Osnovna struktura antocijana

Antocijani su vrlo nestabilni i veoma podlozni degradaciji, na koju uti¢u brojni faktori
poput: pH, temperatura skladistenja, hemijska struktura, koncentracija, svetlost, kiseonik,
rastvaraci, prisustvo enzima, flavonoida, proteina i metalnih jona (Castafieda-Ovando 1 sar,
2009; Su i sar, 2012).

Danas je sve veci interes za izolovanjem antocijana zbog niza pozitivnih osobina koje
ispoljavaju. To su netoksi¢ni prirodni pigmenti, rastvorni u vodi, koji bi u skorije vreme mogli
zameniti upotrebu sintetickih boja i antioksidanata, zbog sumnje da oni pokazuju toksikoloske
efekte, odnosno da deluju kao promotori u karcinogenezi. Medutim, njihova nestabilnost, kao
1 nizak procenat ekstrahovanja iz biljnog materijala, jedan je od glavnih ograni¢avajucih
faktora za primenu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.

Sadrzaj antocijana u crvenom vocu se tokom sazrevanja plodova povecava (Miti¢ i
sar, 2012), dok se ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja smanjuje (Chu i sar, 2011). Bobicasto
voce je izuzetno bogato antocijanima, pa tako 100 g bobica moze da obezbedi do 500 mg
antocijana (Manach i sar, 2005). Prema Evropskoj agenciji za bezbednost hrane, bezbedan
unos hranom je 36 mg dnevno (Cuji¢ i sar, 2013). Borovnica i kupina se posebo isti¢u po
visokom sadrZaju antocijana.

Flavonoli predstavljaju najrasprostranjeniju grupu flavonoida, izuzetno zastupljenu u
biljnom svetu. Najpoznatiji su: mircetin, kvercetin i kamferol, koji se najcesc¢e nalaze kao O-

glukozidi.

OH

(0]
Slika 2.8. Osnovna struktura flavonola (Cushnie i sar, 2005)
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Velike varijacije u sadrzaju flavonola u bobi¢astom vo¢u mogu se pripisati razli¢itim
uslovima gajenja, Sirokim spektrom sorti i dr. Sadrzaj flavonola je ¢ak preko 30% od ukupnog
sadrzaja fenola kod borovnice, crne i crvene ribizle (Hékkinen i sar, 1999). Mééttd-Riihinen i
saradnici (2004) su ispitivali bobicasto voce roda Rubus i Fragaria i ustanovili da je tipi¢an
flavonol glukozid prisutan u svim bobicama kvercetin-3-glukuronid. Nivo mircetina se
povecava tokom zrenja u plodu borovnice (Jaakola i sar, 2002). U vecini bobicastog voca
flavonoli se nalaze u mezorkapu, dok se kod borovnice nalaze u egzokarpu (pokozici), a tek
male koli¢ine u ostatku ploda. Bioraspolozivost kvercetina zavisi od Seferne komponente
vezane za fenolnu strukturu (u konjugaciji sa glukozom njegova bioraspolozivost je
povecana) (Graefe i sar, 2001).

Flavanoli (Flavan-3-oli) su definisani prisustvom hidroksilne grupe na C; (C prsten) i
predstavljaju najkompleksniju grupu flavonoida, od jednostavnih monomera, do oligomernih i
polimernih oblika, tzv. proantocijanidina (Fraga i sar, 2011). Ovu grupu jedinjenja, za razliku
od drugih, karakteriSe nepostojanje dvostruke veze izmedu C, i Cs, kao 1 karbonilne grupe na
C4 u C prstenu, zbog ¢ega, zajedno sa hidroksilacijom na C;, ova jedinjenja imaju dva hiralna
centra (na C, i Cs) (Tsao, 2010). Katehin je izomer sa trans konfiguracijom, a epikatehin sa

cis konfiguracijom. Svaka od ovih konfiguracija ima po dva stereoizomera.

Slika 2.9. Osnovna struktura flavanola (Cushnie i sar, 2005)

Oni se nalaze u obliku glukozida (mono-, di- i tri-glukozidi), najées¢e vezani za glu-
kozu 1 predstavljaju gradivne jedinice tanina. Flavanoli su zuto obojeni i najvise ih ima u ja-
bukama, kruskama, jagodama, crnoj ribizli, kupini i drugom voéu. Mogu da se nalaze kao
prosti monomeri, (+)-katehin 1 (-)-epikatehin, koji su najcesc¢e zastupljeni u biljkama (Tsao,
2010), kao oligomeri i kao polimerni proantocijanidini, koji ¢ine kondezovane tanine. Flavan-
3-oli mogu biti esterifikovani (galnom kiselinom) ili hidroksilovani (galokatehini).

Sto se ti¢e metabolizma flavanola kod ljudi i Zivotinja, ustanovljeno je da Zeludagna
sredina ne uti¢e na stabilnost flavanola i procijanidina, i oni odlaze sa minimalnim modifi-

kacijama u tanko crevo, gde mogu da se apsorbuju (Fraga i sar, 2010).
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Tanini
Tanini su sloZena, polifenolna i bezazotna jedinjenja. Na osnovu gradivnih jedinica i
hemijske prirode, mogu se izdvojiti dve osnovne grupe tanina: hidrolizujuéi tanini (estri galne
i elaginske kiseline) 1 kondenzovani tanini (proantocijanidini) (Dai i sar, 2010).
Hidrolizuju¢i tanini su poliestri galne kiseline ili njenih derivata i centralnog moleku-
la Secera (najces¢e D-glukoze). Najpoznatiji hidrolizujuéi tanini su pentagaloilglukoza (slika

2.10) 1 njeni oligomeri, galotanini.

gy@w |

S LK

2.9,

Slika2.10. Struktura pentagaloilglukoze (Cushnie i sar, 2005)

Elagitanini (estri heksahidroksidifenske kiseline i poliola) takode pripadaju grupi
hidrolizuju¢ih tanina. Kada se izloZze delovanju baza ili jakih kiselina, dolazi do hidrolize
estarskih veza i heksahidroksidifenska kiselina spontano prelazi u dimer galne kiseline, ela-

ginsku kiselinu (u vodi nerastvoran dilakton) (slika 2.11).

Elagitanin HHDP Elaginska kiselina
(0]
OH HOQ OH HO
(0]
o
0. 0}
\g|u/ + glukoza

Slika 2.11. Hidroliza elagitanina
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Kondezovani tanini (proantocijanidini ili leukocijanidini) predstavljaju polikondenzo-
vana jedinjenja velikih molekulskih masa, koji naj¢esc¢e nastaju C-C kondenzacijom flavan-3-
ola (katehina i epikatehina) ili rede flavan-3,4-diola. U literaturi termin kondenzovani tanini
najcesc¢e se odnosi na oligomerne proantocijanidine (dimere, trimere, tetramare), iako se mo-
gu nadi 1 tanini sa stepenom polikondenzacije 50 i viSe (Bravo, 1998). Na slici 2.12 prikazana

je osnovna struktura dimernog proantocijanidina.

\\\\\\\

-
“OH

Slika 2.12. Osnovna struktura dimernog proantocijanidina (Cushnie 1 sar, 2005)

Tanini su Siroko rasprostranjeni u kori i plodovima nekih biljaka, ¢ak i u vrlo
znacajnom iznosu, ¢esto i vise desetina procenata (Mili¢ i sar, 2000). Sadrzaj tanina je veoma
visok u nezrelim plodovima voca, a tokom sazrevanja njihova koncentracija opada (Tepic¢,
2012). Tanini doprinose specificnom oporom ukusu nezrelog voca.

Od bobicastog voca, po sadrzaju proantocijanidina sa visokim stepenom kondenzacije
izdvaja se aronija, a u manjim koncentracijama ova jedinjenja su prisutna u kupini (Nile i sar,
2014). Hidrolizuju¢i tanini se nalaze u znacajnim koli¢inama u jagodi, malini i kupini

(Shahidi i sar, 2004).

2.2.2. NUTRIJENTI BOBICASTOG VOCA

Hrana je sastavni deo Zivota ¢oveka. Danas odabir namirnica koje ¢ovek unosi u
organizam, ima za cilj pozitivan u¢inak na njegovo zdravlje. Saznanja do kojih je dosla
savremena nauka, potvrdila su da postoji tesna veza izmedu ishrane i zdravlja, tako da hrana,
odnosno njeni sastojci ucestvuju u modulaciji 1 kontroli razli¢itih telesnih funkcija (Arsi¢ i
sar, 2003). Ishrana coveka, koja je uravnotezena i raznolika, obezbeduje mu nutrijente

neophodne za normalno funkcionisanje i zdravlje organizma.
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U zavisnosti od toga da li je organizam u stanju da ih sintetiSe, nutrijenti se dele na:

e Esencijalne: organizam nije u stanju uopste da ih sintetiSe, ili ne u koli¢inama koje
su neophodne za njegovo normalno funkcionisanje. U esencijalne nutrijente se
ubrajaju: vitamini, minerali, pojedine aminokiseline 1 masne kiseline;

e Neesencijalne: organizam moze da ih sintetiSe. Proteini, masti i ugljeni hidrati
pripadaju ovoj grupi nutrijenata.

Opsta podela nutrijenata, na osnovu potrebe organizma za njima, je na makronutrijente
(proteini, aminokiseline, lipidi, masne kiseline, ugljeni hidrati) i mikronutrijente (minerali i
vitamini). Makronutrijenti pruzaju energiju i strukturni materijal (aminokiseline iz kojih se
grade proteini, i lipidi od kojih se formiraju ¢elijske membrane i pojedini tipovi signalnih
molekula) i potrebni su organizmu u ve¢im koli¢inama. Mikronutrijenti su potrebni u malim
koli¢inama i imaju vaznu ulogu:

e Kao kofaktori u metabolizmu, neophodni su za moduliranje aktivnosti mnogih

enzima,

e Kao koenzimi u metabolizmu, vitamini ili metaboliti vitamina preuzimaju aktivnu

ulogu u slozenim biohemijskim reakcijama, npr. riboflavin i niacin ucestvuju u
lan¢anom prenosu elektrona,

¢ Kontrolne funkcije u procesima transkripcije koji reguliSu ekspresiju gena,

e Kao strukturni elementi, neophodni za sintezu slozenih proteina, npr. hromopro-

teina 1 metaloproteina,

e Kao antioksidanti.

Bobicasto voce je pored fenola, posebno antocijana, izuzetno bogato mikronutrijen-

tima i vlaknima (Basu i sar, 2010).

2.2.2.1. Vitamini

Vitamini su veoma znacajan sastojak bobicastog voca, koji ih zajedno sa mineralnim
materijama ¢ini izuzetno fizioloSki vrednim i sa brojnim enzimima obezbeduju pravilno
funkcionisanje organizma. Oni mogu da deluju kao koenzimi, antioksidanti (vitamini C i E) ili
imaju hormonsku aktivnost (vitamini D 1 A). Sadrzaj pojedinih vitamina za malinu, kupinu i

borovnicu prikazan je u tabeli 2.7.
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Tabela 2.7. ProseCan sadrzaj vitamina u plodu kupine, maline 1 borovnice na 100 g ploda

(USDA National Nutrient Database,www .ars.usda.gov)

Sastojak Jedinica Kupina Malina | Borovnica
Vitamin B; mg 0,02 0,03 0,037
Vitamin B, mg 0,026 0,04 0,041
Vitamin Bj mg 0,646 0,6 0,418
Vitamin Bg mg 0,030 0,06 0,052
Vitamin C mg 21 26,20 9,7
Vitamin E ug 1,17 0,87 0,57
Vitamin K ug 19,80 7,80 19,30

Bobicasto voce se posebno istice po visokom sadrzaju vitamina C, koji je esencijalni
nutrijent za ljudski organizam. Na sadrzaj vitamina C u vocu i povréu mogu da uticu mnogi
faktori: razlike u genotipovima, klimatski uslovi, stepen zrelosti, na¢in berbe, postupak obrade
1 manipulacije nakon berbe (Golding i sar, 2015). Sadrzaj se smanjuje i tokom skladiStenja, a
stepen smanjenja zavisi od uslova skladistenja, poput nivoa kiseonika, temperature i svetlosti.
Porede¢i malinu, kupinu i borovnicu, sadrzaj vitamina C je najvisi u malini (Atala i sar, 2009)
(tabela 2.4).

Vitamin E (tokoferoli) je esencijalni liposolubilni mikronutrijent. Ima znacajnu
biolosku i antioksidativnu aktivnost.

Antioksidativno delovanje tokoferola je vrlo kompleksno. a-Tokoferol hvata lipidne
peroksil radikale (LOO®) i druge slobodne radikale koji nastaju tokom lipidne peroksidacije,
prelazeci u tokoferil radikal, i na taj nacin usporava ili prekida ovu lan¢anu reakciju. Tokoferil
radikal se sinergistickim delovanjem u reakciji sa vitaminom C ili ubihinonom (redukovani
oblik koenzima-Q) prevodi u neradikalski oblik - a-tokoferol (regeneracija vitamin E).

Porede¢i malinu, kupinu 1 borovnicu, sadrzaj vitamina E je najvisi u kupini (tabela

2.7) (Gogoasa i sar, 2014).

2.2.2.2. Minerali

Minerali su zajedno sa vitaminima ukljueni u metabolicke procese, formiranje

¢elijskih membrana i krvnih elemenata, rad sréanog misica i razvoj mozga, a znacajni su i za
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povecanje imuniteta. Bobicasto voce je bogato pored vitamina 1 mineralima (npr. 100 g mali-
ne, kupine ili borovnice, moglo bi da obezbedi vise od 50% preporucenog dijetetskog unosa
za mangan (RDA-Recommended Dietary Allowance) (Skrovankova i sar, 2015). Minerali u
organizmu imaju izuzetno znacajnu ulogu. Kalijum, hlor i natrijum odrzavaju homeostazu,
dok su natrijum, kalijum, kalcijum i magnezijum klju¢ni za prenos nervnih impulsa 1 regula-
ciju krvnog pritiska. Fosfor i magnezijum u€estvuju u metabolizmu glukoze, aminokiselina 1
vitamina. Malina, kupina i borovnica imaju visok sadrzaj kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i
fosfora (tabela 2.8).

Gogoasa 1 saradnici (2014) su ustanovili, takode, opadajuci trend sadrzaja analiziranih
elemenata u kupini, malini 1 borovnici: Ca >Mg > Fe >Zn 1 potvrdili da se ovo vo¢e moze

koristiti kao alternativni izvor minerala u svakodnevnoj ishrani.

Tabela 2.8. Prosecan sadrzaj minerala u plodu kupine, maline i borovnice na 100 g ploda

(USDA National Nutrient Database, www.ars.usda.gov)

Sastojak Jedinica Kupina Malina Borovnica
Natrijum Mg 1 1 1
Kalijum Mg 162 151 77
Kalcijum Mg 29 25 6
Fosfor Mg 22 29 12
Magnezijum Mg 20 22 6
Gvozde Mg 0,62 0,69 0,28
Cink Mg 0,53 0,42 0,16

2.2.2.3. Esencijalne masne Kiseline

Polinezasi¢ene masne kiseline sa 18, 20 1 22 ugljenikova atoma i sa dve do Sest
dvostrukih veza pripadaju grupi esencijalnih masnih kiselina. Njih organizam ne moZze da sin-
tetiSe i moraju se unositi isklju¢ivo putem hrane (Arvindakshan i sar, 2003). One su osnovni
sastojci fosfolipida membrana, uticu na fluidnost Celijske membrane, moduliSu aktivnost
enzima, nosaca i membranskih receprtora, ucestvuju u proizvodnji eikosanoida (prostaglandi-
na, prostaciklina, tromboksana, leukotriena), signalnoj transdukciji 1 aktiviranju faktora nu-

klearne transkripcije (Zamaria, 2004). Najvazniji predstavnici ove grupe su omega-6- i
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omega-3-masne kiseline. Omega-3-masne kiseline uti¢u na krvni pritisak 1 smanjenje rizika
od arteroskleroze.
Prose¢ni sadrzaj zasi¢enih, mononezasi¢enih i1 polinezasi¢enih masnih kiselina u

plodu kupine, maline i borovnice prikazan je u tabeli 2.9.

Tabela 2.9. Prosecan sadrzaj masnih kiselina u plodu kupine, maline i borovnice na 100 g

ploda (USDA National Nutrient Database, www.ars.usda.gov)

Sastojak Jedinica Kupina Malina | Borovnica
Zasi¢ene masne kiseline Mg 14 20 28
Mononezasi¢ene masne kiseline Mg 47 60 47
Polinezasi¢ene masne kiseline Mg 280 38 146

Kafkas i saradnici (2007) su utvrdili da je u svim ispitivanim sortama maline (Heri-
tage, Meeker, Tulameen, Willamette, Canby, Hollanda Boduru i Newburgh) najzastupljenija
linoleinska kiselina, C18:2n-6, (omega-6) sa 37,73-55,42% udela i a-linoleiska kiselina,
C18:3n-3, (omega-3) sa udelom od 21,64-28,28% u ukupnim masnim kiselinama.

Seme bobicastog voca predstavlja znacajan izvor esencijalnih masnih kiselina, pa tako
ulje dobijeno cedenjm semena bobica takode predstavlja veoma vazan proizvod sa nutritivnog
aspekta. Van Hoed i saradnici (2009) ustanovili su da su ulja dobijena iz semena maline,
kupine, borovnice, kivija 1 jagode bogata polinezasi¢enim masnim kiselinama. Sadrzaj lino-
leinske kiseline je najvisi slede¢im redosledom: ulje semena kupine, ulje semena borovnice i
ulje semena maline. Ulje semenki maline sadrzi 97,8% nezasi¢enih masnih kiselina od ukup-

nih masti, §to ukazuje da je odli¢an izvor esencijalnih masnih kiselina (Radocaj i sar, 2014).

2.2.2.4. Prehrambena vlakna

Prehrambena (dijetetska) vlakna se na osnovu hemijske strukture i sposobnosti poje-
dinih frakcija da se ekstrahuju u definisanim uslovima (pH i1 temperatura primenjenog
rastvaraca) dele na: nerastvorljiva (celuloze, hemiceluloze, lignini) i rastvorljiva (pektini, 3-
glukani, gume i sluzi). Nerastvorljiva vlakna uticu na peristaltiku creva 1 nalaze se uglavnom
u mekinjama, integralnim Zitaricama i koZici voca 1, za razliku od rastvorljivih, manje su

zastupljena u samom vocu 1 povréu. Nerastvorljiva vlakna imaju pozitivan uticaj na peristal-
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tiku debelog creva i1 bolesti vezane za njega. Rastvorljiva vlakna smanjuju rizik od srcanih
bolesti, snizavaju nivo holesterola, triglecerida i glukoze u krvi (Goérecka i sar, 2010),
odnosno usporavaju resorpciju glukoze iz tankog creva, te im se zbog toga pripisuje zastitno
delovanje na kardiovaskularne bolesti i dijabetes (Gacina, 2014).

Poslednjih godina naucno je dokazano da prehrambena vlakna iz voca, zahvaljujuci
vecem sadrZaju rastvorljivih vlakana, nizem sadrzaju fitinske kiseline, ve¢em kapacitetu vezi-
vanja vode 1 ulja, boljoj fermentabilnosti u digestivnom traktu i nizoj kalorijskoj vrednosti,
imaju bolja nutritivna svojstva u odnosu na vlakna Zitarica (Chau i sar, 2003).

Saura-Calixto (1998), analizirajuci interakcijske veze polisaharida sa polifenolnim
jedinjenjima u tropu grozda, uvodi koncept prehrambenih vlakana sa antioksidativnim osobi-
nama. Prehrambena vlakna iz voca najceS€e su povezana sa taninima (Arranz i sar, 2009).
Medutim, iako se zna da je jedan deo polifenola bobicastog voc¢a povezan estarskim vezama
sa polisaharidima c¢elijskog zida, koncept prehrambenih vlakana sa antioksidativnim osobi-
nama jo$ uvek je neispitan, ili nedovoljno ispitan na prehrambenim vlaknima veéine vrsta
ovog voca iz porodica Rosaceae 1 Ericaceae.

Glavni polimeri dijetetskih vlakana zastupljeni u vocu i povréu su: celuloza, pektinske
materije, ksiloglukani, drugi ne-celulozni polisaharidi, lignini, kutin i voskovi (Gyurova i sar,
2015). I bobicasto voce je bogato dijeteskim vlaknima (celuloza, hemiceluloza, pektin),
(Skrovankova 1 sar, 2015). Prose¢ni sadrzaj prehrambenih vlakana u kupini je 5,3 g/100 g
ploda, malini 6,5 g/100 g ploda, a u borovnici 2,4 g/100 g ploda (USDA National Nutrient
Database, www.ars.usda.gov). Preporuceni dnevni unos vlakana za odraslo stanovni$tvo

iznosi od 20 do 25 g (Gyurova i sar, 2015).

2.3. BIOLOSKA AKTIVNOST BOBICASTOG VOCA

Poznato je da reaktivne vrste kiseonika (superoksid anjon, hidroksil, hidroperoksil,
peroksil, alkoksil, karbonatni, ugljendioksidni radikali, vodonik peroksid, hipobromna i hipo-
hlorna kiselina, ozon, singletni kiseonik, organski peroksidi, peroksinitrit, peroksinitritna kise-
lina) - ROS (od eng. Reactive Oxygen Species), kao i druge prooksidativne vrste (npr. reak-
tivne vrste hlora (RCS - od eng. Reactive Chlorine Species ) 1 azota (RNS - od eng. Reactive
Nitrogen Species) imaju dvostruku ulogu u bioloskim sistemima, odnosno oni istovremeno

mogu biti korisni i Stetni za ljudski organizam (Valko i sar, 2006; Buonocore i sar, 2010).
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Pri niskim ili umerenim koncentracijama neki od njih ostvaruju svoju fiziolosku
ulogu, kao $to je odbrana od infekcija agenasima u procesu fagocitoze, proizvodnja energije,
rast ¢elija, funkcije u unutaréelijskoj komunikaciji (Stajci¢, 2012).

Pod normalnim uslovima nastajanje prooksidativnih vrsta je u ravnotezi sa antioksida-
tivnom zaStitom organizma. Medutim, pod uticajem razliCitih endogenih i/ili egzogenih
faktora koji deluju stresno, ova ravnoteza moze da se narusi, odnosno moze da dode do
povecane produkcije prooksidanata i/ili smanjenja antioksidativne zaStite organizma. Ovakvo
stanje, poznato pod nazivom oksidativni stres, moze proizvesti oSte¢enja primarnih biomo-
lekula, poput lipida, proteina, DNK, §to dovodi do brojnih hroni¢nih oboljenja, kao Sto su
ateroskleroza, Slog, kancer, dijabetes, astma, artritis i druge bolesti koje su povezane sa
starenjem (slika 2.13) (Cai 1 sar, 2004).

Brojna epidemioloska ispitivanja potvrduju teoriju da prirodni antioksidanti mogu da
sprece rani razvoj bolesti uzrokovanih oksidativnim stresom (Pilas i sar, 2010). Zbog toga,
konzumiranjem hrane bogate prirodnim antioksidantima (voce, povrée, prirodni sokovi,
zitarice, vino, Cokolada, itd) ili hrane obogadene ovim sastojcima, moze da se obezbedi
zeljenji antioksidativni status i pomogne u prevenciji razvoja bolesti u kojima je oksidativni

stres uzrocnik.

BUBREZI
Glomerulonefritis
Hroni¢na insuficijencija
- FETUS
ML bubrega Preklampsija
Astma 0 iy ¢
Hroni¢ni bronhitis A R 1 © rasia
ZGLOBOVI oC1
Reuma Bolesti mreznjace
MOZAK v SRCANE ARTERIJE
Alchajmerova bolest MULTI ORGANI Arterioskleroza
Parkinsonova bolest Kancer Hipertezija
Gubitak paméenja Starenje Kardiomiopatija
Depresija Diabetes Otkazivanje srca
Mozdani udar Zapaljenje
Infekcije

Slika 2.13. Posledice oksidativnog stresa na ljudski organizam (Pham-Huy i sar, 2008)
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Danas se veliki broj istrazivanja usmerava u cilju ispitivanja uticaja izolovanih jedi-
njenja iz bobicastog voca na razna patoloska stanja. Brojna ispitivanja pokazuju da fitohemi-
kalije u bobicastom vocu pokazuju Sirok opseg bioloskih efekata, ukljuujuéi i antioksi-
dativna, antihiperglikemijska, antikancerogena i antimikrobna svojstva (Bobinaité i sar, 2012,
Radocaj 1 sar, 2014). Vecina ispitivanja se radi u in vitro modelima, koji nisu u potpunosti
relevantni sa in vivo modelima, zbog loSe apsorpcije i metabolizma fenolnih jedinjenja
(Valverde 1 sar, 2012). Nivo ovih komponenti se pojavljuje u smanjenim koncentracijama u
krvi ili u urinu, ili u izmenjenoj formi od one koja je uneta u organizam. Apsorpcija zavisi od
bioraspolozivosti (Lima i sar., 2014), a na bioraspolozivost fenolnih jedinjenja uticu brojni
faktori, poput razlike u strukturama celijskog zida, lokacija glukozida u ¢elijama i vezivanje
fenolnih jedinjenja unutar matrice hrane (Balasundram i sar, 2006). Medutim njihova bio-
raspolozivost nije jako visoka, zato Sto se slabije apsorbuju, a brzo katabolisu (Biasi i sar,
2011). Ipak, ustanovljeno je da tokom unosa hrane bogate fenolnim komponentama, mogu da
se detektuju ova jedinjenja u plazmi i krvi (Lima 1 sar, 2014). Unos 240 g svezih jagoda ili
100 g smrznutih borovnica povecava antioksidativni kapacitet krvne plazme za 14-30%, Sto
ukazuje da se fitohemikalije sa antioksidativnom aktivno$¢u apsorbuju u organizmu (Pilas i
sar, 2010). Takode, intenzitet i na¢in metabolisanja fitohemikalija u jetri i bubrezima i stepen

njihove distribucije u tkivima uti¢e na aktivnost fitohemikalija in vivo.

2.3.1. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Najbolju i trenutno vazecu definiciju antioksidanta dali su Halliwell i Gutteridge po
kojoj je ,,antioksidant supstanca koja, prisutna u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
koji se oksidiSe, znacajno odlaze ili inhibira oksidaciju supstrata“ (Tumbas, 2010). Generalno,
znacaj antioksidanata nesumnjivo je u tome S$to Stite prehrambene proizvode od oksidativnih
transformacija, a sa druge strane su podrSka i dopuna in vivo postoje¢em antioksidativnom
sistemu zastite razvijenom kod svih aerobnih organizama.

Potreba za prirodnim izvorima antioksidanata je sve veca, jer su sinteticki antioksi-
danti, uprkos efikasnosti, pokazali neke negativne efekte po zdravlje ljudi. Antioksidanti, koji
se apsorbuju iz hrane koju unosimo u organizam, igraju znacajnu ulogu u sprecavanju
mnogobrojnih bolesti koje su rezultat oksidativnog oSte¢enja (Wang i sar, 2012).

Mnoge biljke, Zzitarice, voée, povrée, ulja, zacini 1 drugi biljni materijali poseduju
antioksidativna svojstva, pre svega zbog visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja (Radojkovi¢ i

sar, 2012) 1 drugih prirodnih antioksidanata (vitamin C i E) i1 karotenoida (Manganaris 1 sar,
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2014). Visoka antioksidativna aktivnost bobiCastog voca prvenstveno se pripisuje visokom
sadrzaju polifenolnih jedinjenja i vitamina C (Manganaris 1 sar, 2014). Antioksidativna
aktivnost ovih jedinjenja je rezultat njihove redoks sposobnosti, koja im omogucéava da budu
donori vodonikovih atoma (KdhkOnen i sar, 1999) i da uklanjaju slobodne radikale. Pored
toga, fenolna jedinjenja mogu da deluju kao redukujuéi agensi, ,.kvenceri® singletnog kiseo-
nika, heliraju jone metala (Fe’", Cu®’, Zn*" i Mg®"), aktiviraju antioksidativne i inhibiraju
prooksidativne enzime (ksantin oksidaza, enzimi citohroma P450, NAD(P)H oksidaza i dr).
Flavonoidi, koji se mogu naci u hrani, predstavljaju ubedljivo najzastupljeniju klasu,
sa uceS¢em od priblizno 2/3 svih fenolnih jedinjenja. Antioksidativno delovanje polifenolnih
jedinjenja, odnosno sposobnost prekidanja slobodnoradikalskih lancanih reakcija (npr.
inhibiranje ili zaustavljanje oksidacije lipida) uslovljeno je njihovim strukturnim karakteristi-

kama (Stajci¢, 2012). Na antioksidativnu aktivnost flavonoida utice:

» prisustvo hidroksilnih grupa u B prstenu (narocito o-dihidroksilne grupe), koje
imaju najbolje elektron-donorske osobine i doprinose vecoj stabilnosti molekula u

radikalskom obliku i uc¢estvuju u delokalizaciji elektrona,

OH

OH
HO o

OH

OH o

» 2,3-dvostruka veza piranskog prstena u konjugaciji sa keto-grupom na Cs-atomu

(zbog delokalizacije),
OH

OH

HO 0]

OH

OH O

27



Doktorska disertacija Milica Vincié

» hidroksilne grupe na C; i Cs kao ,,hvataci* slobodnih radikala, i njihova sposob-

nost stvaranja vodoni¢nih veza sa keto grupom (Dai 1 sar, 2010).

Antioksidativni mehanizmi karakteristi¢ni za flavonoide su: otpusStanje vodonika,
“hvatanje” slobodnih radikala i heliranje metala (gvozde, bakar, i dr).

Za otpustanje vodonika zasluzeno je prisustvo dve hidroksilne grupeu orto polozaju na
Cs 1 Cy B prstena (slika 2.14), dok hidroksilne grupe na Cs: u B prstenu i na C; u C prstenu
dodatno povecavaju sposobnost otpustanja vodonika. Na povecanu sposobnost otpustanja

vodonikovog atoma imaju uticaj i 5,8 ili 7,8 dihidroksilne grupe u A prstenu.

Slika 2.14. Mechanizam reakcije otpustanja vodonika

Podaci iz studije Mladénka i saradnika (2011) ukazuju da je 6,7-dihidroksi konfor-
macija u prstenu A najefikasniji polozaj za heliranje, a zatim sledi 3-hidroksi-4-keto polozaj
sa 2,3-dvostrukom vezom (slika 2.15) i1 kateholnim B prstenom. Takode, i 5-hidroksi-4-keto
polozaj je moguci polozaj za heliranje, ali manje znacajan u poredenju sa prethodno navede-

nim.
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Slika 2.15. Heliraju¢i mehanizam 3-hidroksiflavonoida

Na antioksidativnu aktivnost antocijana i flavonola uti¢e stepen hidroksilacije i
metilacije. Antocijanidini, kojima nedostaje o-dihidroksi struktura u B prstenu (malvidin,
pelargonidin, petunidin i peonidin) pokazuju manju aktivnost na DPPH radikale, u odnosu na
cijanidin i delfinidin (Kdhkonen 1 sar, 2003). UopSteno, flavonoli se smatraju boljim antiok-
sidantima od antocijana, $to se moze pripisati 2,3 dvostrukoj vezi u konjugaciji sa 4-keto
grupom u C prstenu, koja dozvoljava lokalizaciju elektrona u B prstenu (Manganaris i sar,
2014).

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja hidroksilnih grupa u
molekulu, odnosno sa povecanjem broja hidroksilnih grupa raste i njihova antioksidativna
aktivnost. Karboksilna grupa u molekulima derivata benzoeve kiseline, zbog svojih elektron
akceptorskih osobina, umanjuje sposobnost odavanja atoma vodonika iz hidroksilnih grupa
(Stajci¢, 2012). Derivati hidroksicimetne kiseline, zbog CH=CH-COOH grupe, odnosno pri-
sustva dvostruke veze, koja ucestvuje u stabilizaciji nastalog alkoksi radikala rezonancijom,
pokazuju mnogo bolju antioksidantivnu aktivnost nego derivati hidroksibenzoeve kiseline
(Dai 1 sar, 2010). Mehanizam antioksidativnog delovanja derivata benzoeve i cimetne kiseline

prikazan je na slici 2.16.
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Slika 2.16. Antioksidativno delovanje derivata benzoeve i cimetne kiseline

Malina je bogata fenolnim jedinjenjima, kao Sto su fenolne kiseline (elaginska kiselina
1 njeni konjugati), flavonoidi (flavan-3-oli i njihovi oligomeri, kvercetin) i antocijani (Tumbas
Saponjac i sar, 2015). Za antioksidativnu aktivnost maline najzasluznije su, pored vitamina C,
dve klase jedinjenja: antocijani i elagitanini (Beekwilder 1 sar, 2005; Bobinaite i sar, 2012).
Sadrzaj elagitanina u malini je prema Puupponen-Pimid 1 saradnicima (2005) 146 mg/g
ekstrakta. Udeo elaginske kiseline u ukupnim fenolnim jedinjenjima u malini 1 jagodi iznosi
viSe od 50% (Hékkinen i sar, 1999). lako na sadrzaj fenolnih jedinjenja moze uticati prime-
njena metoda ekstrakcije (Lima i sar, 2014), sadrzaj ovih komponenti je neosporno visok u
bobicastom vocu.

Sariburun i saradnici (2010) su pokazali da antioksidativna aktivnost kupine u prvom
redu zavisi od sadrzaja flavonoida 1 antocijana, dok su elagitanini odgovorni za ¢ak 50%
antioksidativne aktivnosti kupine. Od flavonola u plodu kupine je najzastupljeniji katehin
(Valverde i sar, 2012). Burdulis i saradnici (2008) navode da su antocijani u plodu kupine i
borovnice od primarnog znacaja. U plodu borovnice antioksidativna aktivnost se prvenstveno
pripisuje antocijanima (Smith 1 sar, 2000), koji ¢ine 35% u ukupnim flavonoidima i neSto
manje od 30% u ukupnim fenolima (Tumbas i sar, 2010). Prema Puupponen-Pimii i sarad-
nicima (2005) njihov sadrzaj je 336 mg/g ekstrakta, a Grace i saradnici (2014) su takode
ustanovili izuzetno visok sadrzaj ovih jedinjenja, posebno u V. uliginosum (220,0 mg/100 g).
Od antocijanidina u plodu borovnice zastupljeni su delfinidin, petunidin, malvidin (Grace 1

sar, 2014) i peonidin (Valverde i sar, 2012). Od flavonoida je najzastupljeniji kvercetin
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(Hikkinen 1 sar, 2000; Tumbas 1 sar, 2010; Valverde i sar, 2012). Stepen zrelosti voca je u
pozitivnoj korelaciji sa antioksidativnom aktivnosti (Reque i sar, 2014).

Pantelidis i saradnici (2007) su ustanovili najvecu antioksidativnu aktivnost, poredeci
veci broj uzoraka bobiCastog voc¢a (malina, kupina, malina*kupina, crvena ribizla, ogrozd i
tresnja sorte Cornelian) za malinu, kupinu 1 malinu*kupinu (odredivana FRAP testom). Oni
su takode ustanovili istim redosledom 1 visok sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja za sve sorte,
Sto ukazuje da oni znatno uti€u na antioksidativnu aktivnost (r>0,91). U svim sortama
(malina, kupina i malina*kupina) ustanovili su visok sadrzaj antocijana. U njihovoj studiji za
sorte kupine i maline*kupine ustanovljen je najvisi sadrzaj antocijana (104-198 mg/100g
svezeg voca), Sto je u saglasnosti i sa rezultatima istrazivanja Mitica i saradnika (2014). Miti¢
1 saradnici (2014) su takode ustanovili da kupina u svim radenim testovima (FRAP, ABTS,
DPPH i TRP test) pokazuje najviSu antioksidativnu aktivnost u odnosu na sve ispitivane vrste
(aronija, malina, kupina, tre$nja, trnjina) i da postoji jaka korelacija izmedu antioksidativne
aktivnosti 1 ukupnih antocijana.

Poiana i saradnici (2010) su utvrdili da u bobicastom vocu izmedu sadrzaja ukupnih
fenola, antocijana i vitamina C postoji pozitivha korelacija sa antioksidativnom aktivnosti
(r>0,95). Takode, ustanovili su da je tokom skladistenja (deset meseci na -18°C) doslo do
gubitka antioksidativne aktivnosti kod ispitivanih uzoraka maline, kupine 1 borovnice, $to je i
za oCekivati, s obzirom da je doSlo i do gubitka sadrzaja polifenola, antocijana i vitamina C. I
Nohynek i saradnici (2006) su ustanovili da, u toku skladiStenja od godinu dana na -20°C,
dolazi do velikog gubitka antocijana i elagitanina, posebno kod maline. Zabelezeni gubitak
antioksidativne aktivnosti je bio najmanji za borovnicu (oko 23%), a najve¢i za malinu (oko
37%). Karlund 1 saradnici (2014) povezuju smanjenje sadrzaja antocijana u malini tokom
skladiStenja sa sortom, uslovima smrzavanja i uslovima zivotne sredine, ali i sa formira-
njem helata izmedu slobodnih antocijana i metalnih katjona, reakcije sa slobodnim radika-
lima i oslobadanja polifenol oksidaza iz matriksa maline.

Pervin i saradnici (2013) su ustanovili da i ekstrakt lista borovnice (V. corymbosum)
poseduje dobru antioksidativnu aktivnost na ABTS, DDPH i nitrit radikale, ali skromnu
heliraju¢u sposobnost, u poredenju sa kontrolom (EDTA).

Navedeni rezultati nedvosmisleno ukazuju da je uticaj fenolnih jedinjenja na antioksi-
dativnu aktivnost bobicastog voca izuzetno velik 1 da se u prvom redu njima pripisuje. Ipak,
treba naglasiti da fenolna jedinjenja u velikim koncentracijama i pod posebnim uslovima (npr.
visoka pH vrednost i visoka koncentracija metalnih jona, prisustvo molekulskog kiseonika i

dr) iskazuju prooksidativnu aktivnost (Rietjens i sar, 2002). Prisustvo jona prelaznih metala
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dovodi do prooksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja (POH) na slede¢i nacin (Dai 1 sar,

2010):

Cu?fili Fe’" + POH— Cu" ili Fe*" + PO* + H'
PO*+RH — POH +R°
R*+ 0O, —» ROO*
ROO® + RH — ROOH + R*
ROOH + Cu'ili Fe*" — Cu*"ili Fe’* + RO® + OH™

Vitamin C (askorbinska kiselina) je takode od velikog znacaja za antioksidativnu
aktivnost bobicastog voca. On je najefikasniji redukujuci hidrosolubilni antioksidat. U zavis-
nosti od reakcionih uslova ispoljava sledece antioksidativne osobine: deluje kao hvatac pe-
roksil, superoksid anjon, hidroksil, tiil, sulfenil i nitroksid radikala, inaktivira singletne oblike
kiseonika i neutrofilne oksidante, deaktivira delovanje hipohlorne kiseline i redukuje nitrozo-
amine u neaktivne proizvode (Canadanovi¢-Brunet, 1998). Njegov zna¢aj je i u tome §to
deluje 1 sinergisticki, odnosno regeneriSe a-tokoferol (a-T-H,vitamin E) iz tokoferil radikala

(0-T*) (Buettner, 1993):

a-T* + askorbat —a-T-H + askorbil®

Mehanizam antioksidativnog delovanja ovog vitamina zasniva se na tome §to on de-
luje kao donor/akceptor H-atoma i elektrona, pa je dobar “hvata¢” mnogih slobodnoradikal-
skih 1 neradikalskih vrsta (slika 2.17).

U normalnim fiziolo§kim uslovima, s obzirom da su joni metala in vivo kompleksno
vezani za proteine, vitamin C ispoljava svoju antioksidativnu aktivnost (Stajci¢, 2012). Ipak,
unosom izuzetno velikih doza vitamina C, kao 1 u uslovima povecane koncentracije metala,
odnosno u procesu destrukcije tkiva i oslobadanja metala iz kompleksa sa proteinima, vitamin
C moze delovati prooksidativno (Tumbas, 2010). U tom slu¢aju vitamin C redukuje Fe’" u
Fe”" uz nastajanje hidroksil radikala (Fentonova reakcija) (slika 2.17), koji uzrokuje o$tecenja

humanog tkiva.
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ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE

—OH —OH
——OH ——OH
(0) (0)
(0] (0] (0]
-H* -H" -e
R +H* — +H* +e
HO OH HO (ol (0]
Askorbinska kiselina Askorbat Semidehidroaskorbil radikal Dehidroaskorbat
Fe3* Fe**+0, —> Fe?*+0,"

PROOKSIDATIVNO DELOVANJE ) B
Fe?* + H,0, —> Fe?" +'OH + OH

Slika 2.17. Antioksidativno i prooksidativno delovanje vitamina C

2.3.2. ANTIHIPERGLIKEMIJSKA AKTIVNOST

Dijabetes je bolest dvadesetprvog veka, ¢ija je prevalenca u stalnom porastu. Smatra
se da ¢e broj dijabeticara narasti daleko iznad 300 miliona do 2025. godine (Oboh i sar, 2012).
lako je dijabetes smatran kao bolest odraslih, veliki problem je §to se sa ovom boles¢u u
skorije vreme suocavaju sve viSe 1 deca. Nacin zivota, prvenstveno ishrana, u znatnoj meri
mogu da uti¢u na smanjenje rizika od nastanka dijabetesa. Ishrana bogata fitonutrijentima,
kao Sto su borovnice i drugo bobicasto voce, moze smanjiti rizik od mnogih vrsta hroni¢nih

bolesti (Wang i sar, 2012), pa i dijabetesa (slika 2.18).

Slika 2.18. Ishrana bogata fitonutrijentima (http://diets-doctor.com)
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U praksi se razlikuju Cetiri vrste dijabetesa (Teofilovi¢, 2017):

e dijjabetes tip I (uzrokovan destrukcijom B-¢elija pankreasa i obi¢no potpunim defi-

citom insulina);

e dijjabetes tip II (uzrokovan smanjenom sekrecijom insulina 1 udruzen sa rezisten-

cijom na insulin);

e gestacijski dijabetes (javlja se u trudno¢i, najcesce se sam i povlaci);

e sckundarni dijabetes (moze biti uzrokovan dugotrajnom upotrebom lekova ili

oSte¢enjem funkcije B-Celija pankreasa).

Hiperglikemija je stanje abnormalnog rasta nivoa glukoze u plazmi, a dijabetes tipa II
je rezultat insulinske neosetljivosti (Adefegha, 2010). Zbog velike koli¢ine glukoze u krvi,
prevazilazi se kapacitet tubula za resorpciju glukoze, dolazi do pojave glukozurije i poliurije,
a time 1 do dehidratacije, Zedi 1 povec¢anog unosa tecnosti (Teofilovi¢, 2017). U varenje
ugljenih hidrata su ukljueni enzimi a-amilaza i a-glukozidaza. a-Amilaza je ukljuena u
razgradnju dugih lanaca ugljenih hidrata, a a-glukozidaza razlaZze skrob i disaharide do
glukoze (Nair i sar, 2013).

U Secernoj bolesti hiperglikemija nastaje zbog tri razloga (Koki¢, 2009):

e smanjenja luCenja insulina iz B-¢elija pankreasa;

e smanjenja iskoriS¢enja glukoze;

e porasta proizvodnje glukoze u jetri (pojacana glikogenoliza i glukoneogeneza).

Produzena hiperglikemija dovodi do poveéane proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika i
izmene endogenih antioksidanata (Adefegha, 2010).

Rastu¢i broj dijabeticara, kao i negativne nuspojave sintetskih lekova koji se koriste u
leCenju ove bolesti, doveli su do povecéanja istrazivanja alternativnih lekova, koji su relativno
jeftini 1 sa minimalnim sporednim efektom (Oboh i sar, 2012). Lekovi, kao Sto je akarboza,
usporavaju rast nivoa glukoze u krvi posle jela inhibicijom enzima a-amilaze i a-glukozidaze,
koji su odgovorni za digestiju sloZzenih ugljenih hidrata (Dubois, 2014). Novije studije imaju
ideju za pronalaskom novih inhibitora a-amilaze i a-glukozidaze iz prirodnih izvora, kao $to
su biljke, u cilju minimiziranja efekata toksi¢nosti i nezeljenih inhibitora koji se trenutno
koriste za kontrolu hiperglikemije (Nair i sar, 2013).

Terapeutski pristup u lecenju dijabetesa je smanjenje hiperglikemije nakon obroka
(Wan 1 sar, 2012), a najvaZzniji pristup pri ovom lecenju je da se spreci apsorpcija glukoze
inhibicijom a-glukozidaze (Liu i sar, 2014). Inhibitori enzima (a-amilaze i a-glukozidaze)

usporavaju varenje ugljenih hidrata, odnosno produzavaju ukupno vreme varenja, §to izaziva
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smanjenje stope apsorpcije glukoze 1 posledi¢no smanjuju porast glukoze u plazmi posle jela
(Oboh 1 sar, 2012). Inhibicija aktivnosti a-glukozidaze polifenolima, dobijenih iz bobicastog
voca, nudi potencijal za dijabeticare tipa II da kontroliSu glikemiju preko dijetetskih sredstava
(Boath i sar, 2012).

Antihiperglikemijsko dejstvo ekstrakata bobiCastog voca i1 njihovih sporednih proiz-
voda moze se pripisati prvenstveno prisustvu fenolnih jedinjenja. Ekstrakti bobica, koji su
bogati polifenolnim jedinjenjima imaju moguénost inhibicije ovih enzima in vitro. Polifenoli
mogu da stupe u interakciju sa proteinima i inhibiraju aktivnost enzima, ukljucujucéi i dejstvo
a-amilaze 1 a-glukozidaze (Grussu i sar, 2011; Gironés-Vilaplana i sar, 2014).

Zhang 1 saradnici (2010) su ustanovili da su cCetiri fenolne komponente maline,
elaginska kiselina, cijanidin-diglukozid, perlagonidin-3-rutinozid i katehin aktivni inhibitori
a-glukozidaze. Inhibicija a-glukozidaze ekstraktima bobica je u vezi sa sadrzajem antocijana,
pa su zbog toga fenolne fitohemikalije moguéi prirodni izvor inhibitora a-glukozidaze (Wang
1 sar, 2012). Boath i saradnici (2012) su dokazali da ekstrakti crne ribizle i oskoruse, koji se
razlikuju po sastavu polifenola, efikasno inhibiraju a-glukozidazu, sa ECso""®* od 20, od-
nosno 30 ug GAE/ml, koje su niZze od ECso""#* vrednosti za akarbozu, hlorogensku kiselinu i
cijanidin-3-O-glukozid (40 pg/ml, 300 pg/ml i 205 pg/ml, redom). Od polifenola, u ekstraktu
crne ribizle dominantni su bili antocijani (~70% od ukupnih polifenola), ali je takode sadrzao
1 primetne koli¢ine flavonola i1 derivata cimetne kiseline, dok je ekstrakt oskoruse bio bogat
derivatima hidroksicimetne kiseline, posebno hlorogenskom kiselinom (~63% od ukupnih
polifenola) i imao nizak sadrzaj antocijana.

Wan 1 saradnici (2012) su, poredeci ekstrakt cveta borovnice (Cist izolat) i klinicki
inhibitor a-glukozidaze, akarbozu, ustanovili da flavonol glukozidi i fenilpropanoid supstitui-
sani katehini pokazuju znatno izraZeniju inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze (ICsy vrednosti su
u opsegu od 28,89 — 88,66 uM) u poredenju sa akarbozom (ICsy =200 uM).

Test inhibicije a-glukozidaze je pokazao da borovnice i kupine mogu inhibirati naj-
manje 50% aktivnosti a-glukozidaze pod primenjenim eksperimentalnim uslovima i unutar 60
minuta (Dubois, 2014). Istrazivanje je pokazalo da ekstrakti sa ve¢im sadrzajem fenolnih

jedinjena iskazuju jacu inhibitornu aktivnost.

2.3.3. ANTIPROLIFERATIVNA AKTIVNOST

Kancer (rak, tumor) je bolest sa relativno visokom stopom mortaliteta. Tumori mogu
biti maligni i benigni. Maligni metastaziraju i Sire se u okolinu, infiltriraju¢i se u okolna tkiva,

dok benigni rastu ekspanzivno ne dajuci metastaze (slika 2.19).

35



Doktorska disertacija Milica Vincié

Mali lokalizovani tumor Tumor koji moZe da rate i Siri se

Angiogeneza

Slika 2.19. Sirenje tumora (http://antioksidans.com)

Metastaza kancera je kompleksan proces Sirenje ¢elija tumora iz primarne neoplazme
ka udaljenim mestima, gde se formiraju sekundarni tumori (Weng i sar, 2012). Sekundarni
(metastazirani) tumori, su izuzetno opasni.

Oksidativna oSte¢enja se smatraju glavnim faktorom koji dovodi do kancerogeneze.
Kancerogeneza je viSestepeni proces i sastoji se od: inicijacije, promocije, progresije, invazije
i metastaze. Inicijacija tumora zapocCinje oSte¢enjem DNK, u ¢Celiji ili populaciji celija,
izazvanim dejstvom kancerogena (npr. zracenje, dim cigarete, infekcija, inflamacija, razlicite
hemijske supstance, oksidativni stres, ishrana). Ukoliko oSte¢ena DNK izbegne popravku
(reparaciju), moze do¢i do genske mutacije. Dobijena somatska mutacija u ostecenoj ¢eliji
moze biti stvorena u toku mitoze, koja prouzrokuje nastanak klona mutiranih ¢elija. Promo-
cija tumora je selektivna klonska ekspanzija pocetnih ¢elija — stvaranje aktivne proliferativne
viSecelijske premaligne ¢elijske populacije. To je dugoro€ni proces koji moze biti, u zavisno-
sti od prisutnih promotora, prekinut ili povratan. Tokom progresije, premaligne ¢elije se razvi-
jaju u tumore kroz proces klonske ekspanzije. U kasnijim fazama razvoja tumora, invazije i
nastanka metastaze, Celije tumora se odvajaju od primarne tumorske mase, migriraju kroz
okolna tkiva prema krvnim ili limfnim sudovima, i stvaraju sekundarne lezije. Metastaza je
glavni uzrok smrtnosti kancera (Dai i sar, 2010).

Operacija, hemoterapija i zracenje su nacini koje konvencionalna medicina primenjuje
u lecenju ove bolesti. S druge strane, hemoprevencija predstavlja znacajnu strategiju u sma-
njenju stope progresije 1 formiranja kancera (Weng 1 sar, 2012). Priroda predstavlja izuzetno
vazan izvor hemopreventivnih jedinjenja u borbi sa kancerom (de Molina i sar, 2015). Rizik
od oboljevanja od kancera je dva puta veci kod osoba sa niskim unosom voca i povréa, nego

kod osoba sa visokim unosom (Liu, 2004). Block i saradnici (1992) su razmatrajuc¢i oko 200
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studija ustanovili da vo¢e ima znacajan zastitni efekat kod kancera jednjaka, usne duplje i
larinksa (potvrdeno u 28 od 29 studija), kod kancera pankreasa i Zeluca (potvrdeno u 26 od 30
studija), debelog creva i besike (potvrdeno u 23 od 38 studija), cerviksa, jajnika i endometri-
juma (potvrdeno u 11 od 13 studija). Danas se ¢ak preporucuje preventivno konzumiranje
bobica (bobicastog voca) radi sprecavanja pojave malignih celija. Ipak, treba napomenuti da
one nisu lek u suzbijanju malignih oboljenja i ne mogu da mu budu zamena, ali su dobra
zastita od njih (Diaconeasa i sar, 2015).

Dosadasnje studije su potvrdile da postoje blagotvorni efekti bobica ili njihovih
konstituenata, ukljucujuéi slabljenje upala, inhibiciju angiogeneze, zastitu od oste¢enja DNK,

kao 1 efekat na apoptozu i proliferaciju malignih ¢elija (slika 2.20) (Kristo 1 sar, 2016).

_ - = Bobice

- Kancer

————————————————————————— T}\ Zdravo
_________________________ I-/| stanje
(balans)

Oksidativni
stres

w

Slika 2.20. Prikaz doprinosa oksidativnog stresa i inflamacije u deregulaciji/poremecaju

homeostatske ravnoteze u ¢eliji, Sto dovodi do raka. Bobice putem svojih mnogobrojnih

sastojaka (sinergisticko delovanje) mogu prekinuti ovaj ciklus (Kristo i sar, 2016)

Hemoprotektivni potencijal bobi¢astog voca moze biti objasnjen, bar delimicno, nji-
hovom sposobnosc¢u u borbi protiv oksidativnog stresa i upala (Aqil 1 sar, 2015). Nedavni
istrazivacki radovi pokazuju da je skoro 75% svih slucajeva raka debelog creva u direktnoj
vezi sa naCinom ishrane (Jaganathan i sar, 2014). Na slici 2.21 je ilustrativno prikazano

hemoprotektivno dejstvo plodova bobica u borbi sa rakom debelog creva.
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Maldonado-Celis i saradnici (2014) su ispitivali citotoksicnu 1 antiproliferativnu aktiv-
nost vodenog ekstrakta Vaccinium meridionale na dve Celijske linije raka debelog creva: pri-
marni tumor SW480 i metastatski tumor SW620, i ustanovili njegovu aktivnost na vitalnost
¢elija smanjenjem ili suzbijanjem njihovog rasta. Antiproliferativni efekat je ustanovljen pro-
gresivnim smanjenjem rasta ¢elija SW480 1 SW620, pri razli¢itim koncentracijama vodenog
ekstrakta (50-200 mg/ml) 1 postizanja inhibicije rasta (65,8 1 71 %) nakon 72 h tretmana. Iako
svi mehanizmi nisu razjaSnjeni, autori pripisuju ovo delovanje antocijanima, ili njthovom
sinergistickom delovanju sa drugim komponentama, pre svega fenolnim kiselinama, koje su
izuzetno zastupljene.

Diaconeasa 1 saradnici (2015) su ustanovili da frakcije bogate antocijanima dobijene
iz komercijalnih sokova borovnice i crne ribizle inhibiraju proliferaciju HeLa, A2780 i
B16F10 tumorskih ¢elija.

Ekstrakti grozda, borovnice i aronije, bogati antocijanima, su pokazali inhibitorne
efekte na rast Celija raka debelog creva HT-29 (Zhao 1 sar, 2004). Ekstrakt aronije je pokazao
najjaca inhibitorna svojstva. Delovanjem 25 pg/ml ekstrakta, nakon 48 h priblizno 50% celija
je bilo ihibirano.

Dai i saradnici (2010) su predlozili potencijalne antikancer mehanizame delovanja

biljnih polifenola tokom razvoja kancera, koji su prikazani na slici 2.22.

Antioksidativno delovanje
Antimutageno delovanje

Zdrava celija

Inicijacija |

Inicirana ¢elija

Inhibicija enzima faze I
Inhibicija enzima faze I
Stimulacija popravke DNK

Antiinflamatorno delovanje
Indukcija faze mirovanja ¢éelijskog

Promocija | ciklusa
Indukcija apoptoze
Inhibicija proliferacije ¢elija
rast ¢elija

Progresija |

Formiranje
metastaza

Regulisanje metaloproteaza
Antiangiogeneza
Inhibicija proliferacije ¢elija

Slika 2.22. Potencijalni antikancer mehanizami delovanja biljnih polifenola tokom razvoja

kancera (Dai 1 sar, 2010)
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Bobicasto voce je bogato elaginskom kiselinom, posebno malina. Wang i saradnici
(2012a) su ispitali uticaj elaginske kiseline na angionezu i VEGFR-2 signalni put kod raka
dojke. Oni su ustanovili da elaginska kiselina znacajno inhibiSe niz angiogeneznih procesa
indukovanih VEGF, ukljucujuéi proliferaciju, migraciju i formiranje ,,cevi”’ endotelnih ¢elija.
De Molina i saradnici (2015) su ispitivali antiproliferativne osobine elaginske kiseline i njenih
derivata na Celije raka debelog creva. Ustanovili su slede¢i redosled aktivnosti, od najniZe do

najvise i ovaj redosled su pripisali strukturnim razlikama:

HO<HO

Urolitin B Elaginska kiselina 3,3'-di-O-metilelaginska kiselina
O
HO Q
e} HO o
O e}
Urolitin A 4,4'-di-O-metilelaginska kiselina

Ding i saradnici (2006) su ustanovili da cijanidin-3-glukozid ispoljava hemopreven-
tivne i hemoterapeutske aktivnosti kod eksperimentalnih Zivotinja, verovatno putem ometanja
signala molekularne transdukcije AP-1, MAPK, NF-kB, COX-2 i TNFa, preko svog ROS
,skevindzer” kapaciteta.

Postoji velika razlika izmedu in vivo 1 in vitro sistema, jer in vitro sistemi ne uzimaju u
obzir slozenu homeostaticku situaciju koja se javlja u in vivo sistemima (de Moura i sar,
2013). Zbog toga ispitivanja u buducnosti treba vise proSiriti na in vivo modele i na taj nacin

posvetiti paznju ovim jedinjenjima u medicinske svrhe.

2.3.4. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Antimikrobna aktivnost biljaka zavisi od sorte, uslova rasta i skladiStenja sirovina,

kao 1 od primenjene metode za izolovanje aktivnih supstanci (Viskelis 1 sar, 2009). Glavne

klase jedinjenja sa antimikrobnom aktivnosti izolovane iz biljaka su: fenolna jedinjenja (prosti
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fenoli, fenolne kiseline, hinoni, flavonoidi, flavononi, flavonoli, tanini, kumarini), terpenoidi i
esencijalna ulja, alkaloidi, lektini 1 polipeptidi, poliacetileni (Cowan, 1999). Lekovite biljke
predstavljaju odli¢an izvor za dobijanje prirodnih proizvoda sa antimikrobnom aktivnosti, bez
Stetnh efekata. Upotreba prirodnih antimikrobnih agenasa je izuzetno vazna u kontroli i
le€enju ljudskih, zivotinjskih 1 biljnih bolesti mikrobioloskog porekla (Ljaljevi¢ Grbi¢ 1 sar,
2008). Glavna ideja farmaceutske 1 prehrambene industrije je dobijanje 1 implementacija
novih antimikrobnih prirodnih proizvoda u terapijama i ishrani. Ova ideja je, u skorije vreme,
dovela do intenziviranja proucavnja polifenolnih jedinjenja, izolovanih iz bobicastog voca,

kao antimikrobnih agenasa za potrebe ovih grana industrije (slika 2.23).

Fenoli bobica
prirodni metaboliti

ANTIMIKROBNA
AKTIVNOST

el

e Modulacija GI mikrobiota

¢ Prevencija i tretman

¢ Opste blagostanje o Mikrobioloska kontrola hrane Rl ok o e
SRR * Prevencija i kontrola patogena ¢ Prevencija i kontrola bakterijskih
hrane

. . . infekcija otpornih na antibiotike
o Antiadheziona terapija za 12 ofp

mikrobioloSke bolesti

Slika 2.23. Efekti antimikrobne aktivnosti fenola bobica protiv ljudskih patogenih bakterija
(Puupponen-Pimii i sar, 2005b)

Generalno, fenolna jedinjenja, pri niskim pH uslovima, mogu stvarati komplekse sa
proteinima na spoljnoj membrani ¢elije mikroorganizama posredstvom nespecific¢nih sila, kao
$to su vodoni¢ne veze i hidrofobni efekti, stvaranje kovalentnih veza, i promenom Na'/H"
antitransportnih sistema da, pri niskom osmotskom pritisku u okruzenju, smanje toleranciju
bakterija. Ove interakcije rezultuju smréu mikroorganizama (Shen i sar, 2014).

Bobicasto voce u nordijskim zemljama ima dugu tradiciju u le€enju mnogih bolesti,
npr. brusnica za leCenje mokra¢ne infekcije (White i sar, 2009), a borovnica, kao lekovita

biljka se koristi u leenju dijareje i no¢nog vida (Puupponen-Pimii i sar, 2005b). Proanto-
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cijanidini iz brusnice, borovnice i drugih Vaccinium vrsta spreCavaju vezivanje E. coli za
epitelne Celije urinarnog trakta (Howell 1 sar, 1998). Sa tim dokazom odbacila se dotada$nja
tvrdnja da je borovnica lekovita zbog smanjenja pH urina, nakon konzumiranja.

Citoplazmati¢na membrana mikroorganizama se sastoji od dvosloja fosfolipida, sa
ugradenim proteinima, semipermeabilna je 1 reguliSe prenos rastvorenih supstanci i metabo-
lita. Prirodna jedinjenja deluju na bakterijsku ¢eliju tako S§to dovode do narusavanja citoplaz-
maticne membrane i1 koagulacije ¢elijskog sadrzaja, uti€u na aktivni transport i protok elek-
trona u ¢eliji (Burt, 2004). U inhibiciju rasta bakterija, uklju¢eno je nekoliko mehanizama:
destabilizacija i permeabilizacija ¢elijske membrane, inhibicija ekstracelularnih mikrobiolos-
kih enzima 1 liSavanje podloge potrebne za rast mikroba (Burdulis 1 sar, 2008). Fenoli napa-
daju ¢elijski zid, prodiru unutra i reaguju sa citoplazmom 1 ¢elijskim proteinima (Puupponen-
Pimid 1 sar, 2005a), uticu¢i na propustljivost membrane. Prema Cushnie-u i saradnicima
(2005), antibakterijski mehanizmi delovanja razlicitih flavonoida su:

¢ Inhibicija sinteze nukleinske kiseline;

e Inhibicija funkcije citoplazmati¢cne membrane;

e Inhibicija energetskog metabolizma.

U literature postoje brojni podaci o antimikrobnoj aktivnosti, sadrzaju fenolnih jedi-
njenja i antioksidativnoj aktivnosti zacina i lekovitog bilja. Medutim, veoma je tesko direktno
uporedivati saopsStene rezultate 1 uspostaviti razumnu vezu izmedu antioksidativne aktivnosti,
sadrzaja fenola i antimikrobne aktivnosti, zato $to je ispitan mali broj uzoraka zacina i leko-
vitog bilja, 1 Sto su koriStene razli¢ite metode odredivanja i razli€iti sojevi bakterija (Shan i
sar, 2007).

Puupponen-Pimid i saradnici (2001) ispitivali su antimikrobnu aktivnost ekstrakata
bobicastog voca na probiotike i patogene vrste u ljudskom organizmu, koje se nalaze u
crevnom traktu. Ispitivali su sedamnaest Cistih fenolnih jedinjenja iz osam razli¢itih ekstrakata
bobicastog voc¢a. Generalno, ustanovili su da svi uzorci pokazuju izrazito antimikrobno delo-
vanje prema Gram-negativnim (Sal/monella 1 Escherichia), ali ne 1 prema Gram-pozitivhim
bakterijama (Lactobacillus). Fenolne kiseline su pokazale aktivnost samo prema Gram-
negativnim bakterijama, dok su antocijanidini inhibirali rast samo E. coli, a nisu imali uticaja
na druge bakterije. Miricetin je jedini pokazao snazne inhibitorne efekte na rast svih sojeva
Lactobacillus ljudskog porekla.

U sledecoj studiji Puupponen-Pimié 1 saradnici (2005a) su dokazali da fitohemikalije
iz bobica selektivno inhibiraju patogene bakterije. Pokazali su da su mocvarna jagoda i malina

najbolji inhibitori, a stafilokoke i salmonele najosetljivije bakterije. Fenolna jedinjenja, po-
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sebno elagitanini, su se pokazala kao odli¢na inhibitorna jedinjenja protiv stafilokoka. Inhi-
biciji Salmonella, pored fenolnih jedinjenja doprinose i druga jedinjenja prisutna u bobicama,
poput organskih kiselina. Antocijani iz bobicastog voca pokazuju antibakterijsku aktivnost, sa
bakteriostatskim efektom na E. coli, zahvaljuju¢i antiadhezionom efektu.

Naredna ispitivanja Puupponen-Pimid i saradnika (2005b) su pokazala da ekstrakti
bobica bogati polifenolnim jedinjenjima inhibiraju rast enteropatogenih bakterija poput vrsta
roda: Salmonella, Escherichia, Staphylococcus, Helicobacter, Bacillus, Clostridium 1 Cam-
pvlobacter, a polifenolna jedinjenja iz borovnice deluju bakteriostatski na tri soja Staphylo-
coccus aureus. Na osnovu ovih i prethodnih istrazivanja, oni tvrde da je pH izuzetno bitan
faktor za aktivnost. Razlika u delovanju prema Gram-negativnim i Gram-pozitivnim bakteri-
jama bi se mogla objasniti ¢injenicom da postoji razlika u povrSinskoj strukturi ¢elija ovih
bakterija. Takode stepen hidroksilacije moze da utiCe na antimikrobnu aktivnost cistih
fenolnih jedinjenja (veci broj hidroksilnih grupa u B prstenu flavonola i flavona u korelaciji je
sa povecanjem antimikrobne aktivnosti prema bakterijama mlecne kiseline).

S druge strane, Bobinaite 1 saradnici (2013) su ispitivali antimikrobnu aktivnost meta-
nolnih i etanolnih ekstrakata ploda, pulpe i tropa maline na B. subtilis, S typhimurium, E.
faecalis 1 S. aureus. Najjacu antimikrobnu aktivnost na ispitivane Gram-pozitivne bakterije i
kvasce je pokazao trop maline, koji je ujedno imao i najvisi sadrzaj fenola i elagitanina. Za
razliku od prethodnih navoda, svi uzorci su pokazali bolju antimikrobnu aktivnost na Gram-
pozitivne bakterije. Oni to objasnjavaju cinjenicom da Gram-negativne bakterije sadrze
spoljnu membranu, koja je dobra barijera za spoljne agense, dok Gram-pozitivne bakterije
sadrze samo spoljni peptidoglikanski sloj, koji je mnogo loSija barijera za antimikrobna jedi-
njenja. Takode, uzorci ekstrahovani 80% etanolom pokazuju jacu aktivnost od metanolnih.

Od 12 ispitivanih nordijskih bobica, prema Nohynek-u i saradnicima (2006) ekstrakt
mocvarne jagode je pokazao najsnazniji antimikrobni efekat na ljudske patogene, a zatim
slede malina 1 jagoda. S obzirom da su ove vrste 1 najbogatije elagitaninima, njima se najvise
pripisuje antimikrobni efekat. Helicobacter pylori 1 Bacillus cereus su bile najosetljivije
prema ekstraktima, a Campylobacter jejuni i Candida su inhibirane samo ekstraktom moc-
varne jagode, maline i jagode. S obzirom da ekstrakti bobica inhibiraju rast patogena
gastrointestinalnog trakta, mogu se koristiti u terapeutske svrhe.

Burdulis i saradnici (2008) su ispitivali antimikrobnu aktivnost ekstrakata razlicitih
sorti borovnice i ustanovili da su sve sorte pokazale vrlo sliénu antimikrobnu aktivnost.

Ekstrakti borovnice i ljuske borovnice najvecu antimikrobnu aktivnost su pokazale prema E.
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coli. Citrobacter freundiii Enterococcus faecalis su bile najosetljive od osam testiranih Gram-
pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterija.

U kiseloj sredini kondenzovani tanini se spontano oksiduju do hinona i reaguju sa
nukleofilnim grupama proteina, ostvaruju kovalentne veze i grade ireverzibilne komplekse.
Na ovaj nacin, tanini reaguju sa proteinima povrSinskih slojeva sluznice i koze, ali i1 sa
digestivnim 1 drugim enzimima, sa proteinima gljiva, bakterija i virusa. Zbog toga deluju
antimikrobno. Antimikrobni efekat tanina zavisi i od vrste mikroorganizama (Puupponen-
Pimid i sar, 2005a). Tanini su tek nedavno priznati kao potencijalna zastita zuba (efikasniji i
od fluorida), jer svojom strukturom omogucavaju vezivanje bakterija i na taj nacin sprecavaju
karijes (Chandrasekaran, 2014).

Pervin 1 saradnici (2013) su pokazali da ekstrakt lista borovnice (Vaccinium corym-
bosum L.) takode pokazuje antimikrobnu aktivnost na sve testirane bakterije, pri ¢emu je jace
antimikrobno dejstvo iskazao prema Gram-negativnim (E. coli, P. aeruginosa, S. typhimu-
rium, A. baumannii, K. pneumoniae), nego prema Gram-pozitivnim (S. aureus i E. faecalis)
bakterijama.

Viskelis i1 saradnici (2009) su ispitivali antimikrobni efekat tropa bobicastog voca
(Cetiri vrste americke brusnice) i pokazali da su najosetljivije Bacillus cereus i Micrococcus
luteus od deset testiranih Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija. Takode, ovi autori su
utvrdili da su karakteristike tropa, dobijenog u procesu proizvodnje soka od bobicastog voca,

iste ili ¢ak bolje od ekstrakata dobijenih iz celih plodova bobica.

2.4. SPOREDNI PROIZVODI PRERADE VOCA

Danasnja prehrambena industrija je drugi najvec¢i generator otpada koji se odlaze u
zivotnu sredinu, posle otpada iz domacinstava (Joshi i sar, 2012). Tokom industrijske prerade
voca nastaju i1 velike koli¢ine sporednih proizvoda (ljuska, semenke, potkozna tkiva i posteks-
trakciona pogaca, odnosno trop), koji se uglavnom tretiraju kao otpad, koji pored ekonomskog
deficita za industriju, predstavlja i ekoloski problem. Dokazano je da ovi sporedni proizvodi
sadrze velike koli¢ine fitohemikalija i predstavljaju znacajan izvor prirodnih antioksidanata
(Balasundram 1 sar, 2006), prehrambenih vlakana, prirodnih boja i drugih komponenti, koje
imaju pozitivan efekat na ¢ovekovo zdravlje (Oreopoulou i sar, 2007). Danas se u svetu
sporedni proizvodi industrijske prerade voca koriste kao hrana za Zivotinje, za dobijanje
biogoriva i prehrambenih vlakana, a takode su i izvori prirodnih aditiva prehrambenim proiz-

vodima (Vuli¢ i sar, 2013).
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Otpad koji nastaje tokom prerade voca, ukoliko se ne odlaze na pravi nacin predstavlja
velik problem. S obzirom da je veoma podlozan mikrobioloSkom kvarenju, pre dalje eksploa-
tacije neophodno ga je osusiti. Troskovi njegovog susenja, skladistenja i transporta uvecavaju
znatno troSkove proizvodnje proizvoda od voca. Trop brusnice ima nizak sadrzaj proteina, $to
predstavlja ograni¢avaju¢i faktor za njegovo iskoriS¢enje kao hrane za zivotinje. Zbog
njegovog niskog pH predstavlja ekoloski problem, kada se odlaZze u zemlju ili na deponije
otpada (White 1 sar, 2009). PronalaZenje idejnog reSenja eksploatacije i1 iskoriS¢enja otpada, sa
zadovoljavanjem ekonomskog aspekta, umnogome bi reSio znacajne probleme industrije
prerade voca.

Koli¢ine sporednih proizvoda, koje nastaju tokom industrijske proizvodnje su velike i
konstantno se uvecavaju sa rastom industrijalizacije. Prehrambena industrija godi$nje proiz-
vodi viSe miliona tona sporednih proizvoda, a posebno u sektorima prerade voca i zitarica
(Mildner-Szkudlarz i sar, 2016). U buduénosti postoji tendencija da se kroz niz koraka smanji
koli¢ina otpada i poveca njegova iskoriS¢enost: smanjenje otpada na samom izvoru, ponovna
upotreba, recikliranje i pretvaranje u obnovljivu energiju (slika 2.24). Prema podacima FAO
iz 2011, svetska proizvodnja korenastog bilja, voca i povréa je 350 miliona tona, a ostatke ¢ini

¢ak 140 miliona tona.
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Slika 2.24. Hijerarhija upravljanja otpadom

Prerada voca je ekonomski opravdana, jer je preradna vrednost voca veca od njegove
prodajne (trziSne) cene (Bulatovi¢ i sar, 2012). Tokom proizvodnje voénih sokova zaostaju

velike koli¢ine otpada. Trop vo¢a moze da sadrzi ¢ak i1 preko 30% od mase ploda i dobija se u
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znacajnim koli¢inama, a smatra se otpadnim proizvodom (Salaheen i sar, 2014). Trop voca se
ne moze direktno iskoristiti kao hrana za Zivotinje, jer je siromasan proteinima i previse kiseo.
Trop bobica, takode, nije nutritivno dovoljan da se odmah koristi kao sto¢na hrana, zbog ¢ega
proizvod mora biti dopunjen drugim hranljivim materijama, ¢ime smanjuje svoju konkurent-
nost na trziStu (Cerda 1 sar, 2016).

Industrija sokova zauzima znacajno mesto u prehrambenoj industriji. Evropska
industrija sokova proizvela je u 2012. godini 10,4 miliona tona soka i nektara (Rohm 1 sar,
2015). Tokom proizvodnje soka sadrzaj bioaktivnih komponenti se moze smanjiti u procesu
enzimske depektinizacije ili pasterizacije, ostavljajuci velike kolic¢ine ovih komponenti u spo-
rednim proizvodima, npr. tropu (Jurgonski i sar, 2014). Plodovi vo¢a imaju vecu antioksi-
dativnu aktivnost, u poredenju sa bilo kojim izvedenim proizvodom (Reque i sar, 2014), ali
zaostale koli¢ine u sporednim proizvodima nisu zanemarljive. Trop, zaostao nakon presovanja
voca prilikom procesa dobijanja soka (slika 2.25) ili pripreme za konzervisanje (White i sar,
2009), sastoji se od ljuske, semena i peteljke. Mogucénosti za iskoris¢enje voénog tropa su
brojne, s obzirom da sadrzi bioaktivne komponente. Stoga, ugradivanje bioaktivnih jedinjenja,
koja zaostaju tokom prerade voca, u hranu doprinosi povecanju vrednih hranljivih i funkcio-
nalnih materija (Rohm i sar, 2015).

Tropovi bobica ili njihovi ekstrakti mogu na¢i primenu u raznim granama industrije.
Savremen nalin Zivota namece svest o zdravoj ishrani, te potroSaci danas preferiraju
proizvode obojene prirodnim bojama, izolovanim iz voca, povréa, lekovitog bilja i zacina, pre
nego obojene Stetnim sintetickim bojama. Tropovi bobicastog voéa su znacajan izvor tih
pigmenata i boja, uglavnom antocijana i karotenoida. Takode, sve je veca tendencija da se
sporedni proizvodi bobicastog voca iskoriste 1 implementiraju u farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji. Jedinstven sastav masnih kiselina 1 visok sadrzaj tokoferola, kao i zastitni efekat
protiv oksidativnog stresa i relativno dobar vek trajanja, €ini ulje dobijeno iz tropa maline
pozeljnim za dobijanje dijetetskog suplemenata, kao dodatak u pasti za zube, Samponima,

kremi za prevenciju iritacije koze, kremi posle brijanja, karminima, itd. (Brodowska, 2017).
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Slika 2.25. Moguc¢nost iskoriS¢enja vo¢nog tropa, (Dilas i sar, 2009)

Sporedni proizvodi nastali tokom obrade voca izuzetno su bogati polifenolnim
jedinjenjima i prehrambenim vlaknima (Mildner-Szkudlarz i sar, 2016). Trop maline je vaZan
izvor polifenola, elaginske kiseline, elagitanina, tokoferola, nezasi¢enih masnih kiselina i
dijetetskih vlakana. Prema tome, ovaj trop se moZe smatrati potencijalnom sirovinom za
dobijanje proizvoda bogatih polifenolima ili dijetetskim vlaknima, koji mogu da doprinesu
funkcionalnim osobinama hrane, kada se koriste kao aditivi. Dijetetska vlakna dobijena iz
otpada nastalog preradom maline mogu se koristiti u kreiranju funkcionalnih prehrambenih

proizvoda (Brodowska, 2017). Jos jedan od vidova primene sporednih proizvoda je njihova
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upotreba kao antimikrobnih agenasa. Studije potvrduju da su polifenolna jedinjenja (elagi-
tanini), koja se nalaze u tropu bobica, ukljucuju¢i i malinu, pokazala veoma efikasnu ulogu u
inhibiciji rasta patogenih bakterija: Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Mycobacterium,
Salmonella 1 Staphylococcus vrsta, kao 1 nekih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija
(Ali, 2012). Bobinaité i saradnici (2013) su ustanovili da je inhibitorni efekat izolovanih
ekstrakata maline (celih bobica, pulpe i tropa) prema Gram-pozitivnim bakterijama i kvas-
cima bio u dobrom odnosu sa sadrzajem ukupnih fenola i elagitanina.

White i saradnici (2009) su analizirali suSeni trop brusnice i ustanovili sledeci
sadrzaj: 4,5% vlage, 2,2% proteina, 12,0% masti, 65,5% nerastvorljivih vlakana 5,7% rastvor-
ljivih vlakana, 8,4% ostalih ugljenih hidrata, 1,1% pepela 1 0,6% ukupnih polifenola. Takode,
ustanovili su da su od polifenola, najdominantniji flavonoli. NeSto manje od 50% flavonola je
ostalo u tropu (358,4+16,3 mg/100 g s.m), Sto ukazuje na njihovu stabilnost tokom obrade.

Oszmianski i1 saradnici (2016) su, u svojoj studiji koju su sproveli, ustanovili da je
trop aronije bogatiji izvor bioaktivnih polifenola u odnosu na suSeno voce. Takode, zbog
manjeg sadrzaja vode, liofilizacija i drobljenje tropa su laksi nego u slu¢aju celih bobica, kao i
da trop moze lakSe biti osuSen i manje higroskopan, jer sadrzi manje Secera. Osuseni trop,
dobijen pod odgovaraju¢im uslovima, se moze koristiti za proizvodnju funkcionalne hrane, u
obliku pilula, ili praha, ili kao dodatak hrani u cilju poboljSanja bioloske vrednosti namirnica.

Osim ekstrakcije 1 izolovanja pektina iz jabu¢nog tropa i kore citrusa, jedan od zna-
¢ajnijih pravaca upotrebe sporednih proizvoda iz industrije bobiCastog voca jeste dobijanje
koncentrata vlakana i prevodenje odgovaraju¢im tehnoloskim postupcima u oblik pogodan za
primenu u prehrambenoj industriji (Sarié, 2016). Sve vide se pojedine namirnice obogacuju
vlaknima. Tropovi su, takode, bogati i prehrambenim vlaknima i zbog toga se mogu posmat-
rati kao alternativni izvor vlakana, ali i bioaktivnih komponenti. Zitarice i pekarski proizvodi
se najvise obogacuju prehrambenim vlaknima (slika 2.26).

Posebno se keksovi, u pekarskoj 1 konditorskoj industriji koriste kao izvori pogodni
za ukljucivanje razli¢itih nutritivno bogatih sastojaka. Obogac¢ivanjem pekarskih proizvoda
prehrambenim vlaknima iz voca, postize se bolji nutritivni kvalitet, ve¢a koli¢ina ukupnih i
rastvorljivih vlakana, niza kalorijska vrednost, ve¢i antioksidatovni kapacitet, bolja fermen-
tabilnost 1 sposobnost zadrzavanja vode (Stajci¢, 2012). Na ovaj nacin dobijamo proizvode
koji su, u nutritivnom smislu, mnogo bolji, ali samim tim 1 privla¢niji za konzumente. Tokom
definisanja procesa pecenja potrebno je uzeti u obzir stabilnost bioaktivnih komponenti, kako
bi se osiguralo njihovo optimalno zadrzavanje u dobijenim proizvodima. Mildner-Szkudlarz i

saradnici (2016) su ispitivali uticaj dodatka tropa maline i1 brusnice na kvalitet i teksturu
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mafina. NiZa temperatura peCenja je bila bolja za elaginsku kiselinu 1 tokotrienole, ali loSija za
flavonole, tokoferole i antocijane. Na osnovu dobijenih rezultata ustanovili su da su srednji
uslovi pe¢enja (180 °C, tokom 20 minuta) obezbedili najbolju mikrostrukturu i teksturu uz

optimalno zadrzavanje fitohemikalija u novom proizvodu.

Bobidasto Presovanije N Obrada Pekara Potrosac
voce tropa
Trop 'R Vlakna Kolag
l Upravljanje L‘—y Deponovanje
Sok , . otpa-—ldom —®  Iskori$¢enje
T __/ energije

Slika 2.26. IskoriS¢enje tropa bobica u proizvodnji hrane na bazi zitarica (Rohm i sar, 2015)

U disertaciji Sari¢ (2016) je ispitivana primena osusenih i samlevenih tropova maline
1 kupine, kao sastojaka prehrambenih proizvoda, u formulaciji bezglutenskog keksa, sa ciljem
njegovog funkcionalnog obogacivanja. Ustanovljeno je da je formulacija, u kojoj je bez-
glutenska smeSa zamenjena sa 28,2% tropa borovnice i 1,8% tropa maline, optimalna i da je
time postignuto znacajno poboljSanje nutritivnih svojstava bezglutenskog keksa. Poredenjem
dobijenih vrednosti za sastav makronutrijenata, utvrdeno je da se supstitucijom dela bez-
glutenske smese tropom borovnice i maline dobija proizvod znacajno obogacen prehram-
benim vlaknima, sa manjim sadrzajem zasi¢enih masnih kiselina i nizom energetskom vred-
no$éu (Sari¢, 2016). Takode sprovedena je dijetetska interventna studija na 20 zdravih,
normalno uhranjenih ispitanika Zenskog pola, i ustanovljeno je da se konzumiranjem kreira-
nog bezglutenskog keksa u koli¢ini od 32 g dnevno, postize znaajna redukcije LDL
holesterola, i povecanje nivoa adiponektina u krvi.

Gorecka 1 saradnici (2010) su odredivali sadrzaj vlakana u tropu maline i moguénost
dodatka u kolace. Sadrzaj vlakana u tropu maline iznosi 77,5% s.m, a nerastvorljiva frakcija
je zastupljena sa 75% s.m. Takode sadrZaj lignina 1 celuloze je visok. Ustanovili su da se
koriS¢enjem tropa maline povecao sadrzaj vlakana u kola¢ima, kao i da je dodatak uticao na

oragnolepticke karakteristike dobijenog proizvoda (voéni miris, voéni ukus i dr).
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Prehrambena vlakna se mogu dodavati 1 u napitke, povecavajuci na taj nacin njihovu
viskoznost i stabilnost. Rastvorljiva vlakna se ¢es¢e primenjuju zbog bolje disperznosti u vodi
od nerastvorljivih vlakana (Stajci¢, 2012), dok se kod marmelada i dzemova najées¢e dodaju
pektini sa razli¢itim stepenom esterifikacije. Na ovaj nacin uspelo bi se u tome da se funkcio-
nalna jedinjena, zaostala u tropu povrate ponovo u lanac ishrane (Khanal 1 sar, 2009).

Trop borovnice sadrzi od 25% do 50% od ukupnih procijanidina prisutnih usveZem
vocu (Khanal i sar, 2009). S obzirom da su u plodu borovnice antocijani skoncentrisani najve-
¢im delom u ljusci, Reque 1 saradnici (2014) su ustanovili visok sadrzaj antocijana u tropu.
Takode, oni su ustanovili da je gubitak antocijana u brasnu, dobijenom susenjem tropa, 32%,
a u suSenoj borovnici 42%. Antioksidativna aktivnost brasna je opala za 66%, a suSene
borovnice za 46%, u poredenju sa plodom. Medutim, bez obzira na navedene gubitke i braSno
1 suSena borovnica su dobar izvor antocijana.

Trop maline i kupine, nastao tokom proizvodnje soka, uglavnom se sastoji od semen-
ki. Semenke sadrze lipide 1 dve esencijalne masne kiseline, linolnu i a-linoleinsku kiselinu, sa
pozeljnim odnosom 2-4:1, (Radocaj i sar, 2014). Kao Sto je ve¢ navedeno, semenke se mogu
iskoristiti za dobijanje visokokvalitetnog ulja, sa dobrim antioksidativnhim osobinama, koje bi
moglo na¢i znacajnu primenu u prehrambenim, farmaceutskim i kozmeti¢kim proizvodima
(Brodowska, 2017).

Ispitivanjem ulja tropa divlje i gajene borovnice, divlje brusnice, maline i divlje crne
aronije, Dulf i saradnici (2012) su ustanovili da ulja tropova, zbog izuzetnog balansa n-6 i n-3
masnih kiselina, kao i visokog sadrzaja B-sitosterola mogu biti odlian izvor nezasi¢enih
masnih kiselina (37 % do 69 %) 1 fitosterola. To je jo§ jedan od dokaza da se sporedni
proizvodi mogu iskoristiti u proizvodnji funkcionalne hrane 1/ili kao dodaci ishrani.

Zbog niza pozitivnih svojstava implementacija fitohemikalija iz sporednih proizvoda
prerade voca je odli¢an nacin iskoriSéenja otapada. Na ovaj nacin prehrambena industrija bi u
mnogome resSila veliki problem odlaganja otpada, koji je glavni troSak preradivacke industrije
sokova. Klini¢ka ispitivanja o potencijalnoj prevenciji hroni¢nih bolesti otkrila su da
kompleks meSavina fitohemikalija u hrani ima aditivne i sinergetske efekte, tako da ne moze
biti zamenjen pojedina¢nim jedinjenjima u dijetetskim suplementima (Rohm i sar, 2015).
Istovremeno, prilikom kori$¢enja fenolnih jedinjenja, izolovanih iz agroindustrijskih spored-
nih proizvoda, kao prehrambenih antioksidanata, neophodno je razmotriti i prakti¢ne aspekte,
kao $to su efikasnost ekstrakcije, dostupnost dovoljnih koli¢ina sirovina, toksi¢nost i bezbed-
nost postupaka (Balasundram i sar, 2006). U okvirima iskori§¢enja tropova voca, jabuka i

citrusno voce su najvise ispitivani, dok je iskoriS¢enost bobicastog voca tek u ekspanziji.
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Jedna od daljih smernica za ispitivanje fitohemikalija dobijenih iz sporednih proiz-
voda voca jeste ispitivanje stabilnosti i interakcije fitohemikalija sa drugim sastojcima hrane
za vreme obrade i skladiStenja. Takode, treba uzeti u obzir da je funkcionalna hrana na granici
izmedu hrane i lekova, tako da njeno dobijanje zahteva opsezna ispitivanja u cilju zastite
potrosaca. S druge strane, proizvoda¢ mora da ispostuje 1 ekonomski aspekt, kako bi plasirani

proizvodi 1 patenti imali konkurentnu vrednost na trzistu.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove disertacije uraden je u laboratorijama za Organsku hemiju,
Hemiju hrane 1 Mikrobiologiju Tehnoloskog fakulteta Novi Sad, Univerziteta u Novom Sadu,
Laboratoriji za ¢elijske kulture Instituta za onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici i Fito-
hemijskoj laboratoriji Departmana za nauku i tehnologiju hrane, CEBAS-CSIC, Mursija,

Spanija.

3.1. HEMIKALIJE I INSTRUMENTI

Reagensi 1 hemikalije koji su kori§¢eni u eksperimentalnom radu bili su analiticke
Cisto¢e, osim onih za HPLC analize (HPLC Ccistoc¢e). Etanol, natrijum-karbonat i alumini-
jum(IIT)-hlorid su proizvodi kompanije ,,Zorka” Sabac. Natrijum-nitrit i natrijum-hidroksid
nabavljeni su iz kompanije ,,Lachner”, Brno, Ceska. Vitamin C (askorbinska kiselina), pufer
pH 1 (KCI/HCI), gvozde(Ill)-hlorid, amonijum-acetat, metafosforna kiselina, vodonik-pe-
roksid, metanol, mravlja kiselina, sir¢etna kiselina, dimetilformamid (DMF), dimetilsulfoksid
(DMSO) 1 acetonitril su proizvedeni u ,,J. T. Baker”, Deventer, Holadnija. Folin-Ciocalteu
reagens, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2’-azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska
kiselina) diamonijum so (ABTS), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina
(troloks), 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksid (DMPO), kalijumsuperoksid, 4-nitrofenil a-D-glu-
kopiranozid, a-glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae, trihlorsiréetna kiselina, kalijum-fe-
ricijanid, kalijum-fosfat 1 natrijum-hlorid i svi standardi polifenolnih jedinjenja koris¢enih u
HPLC analizama (kafena, protokatehinska, siringinska, ferulna, vanilinska, kumarinska, gal-
na, hlorogenska, elaginska, p-hidroksibenzoeva, sinapinska, ruzmarinska i gentisinska kise-
lina, rutin, katehin, epikatehin, epikatehingalat, kvercetin, miricetin, luteolin, kempferol, cija-
nidin-hlorid) proizvedeni su u ,,Sigma-Aldrich”, Sent Luis, SAD. Magnezijum(IV)-oksid je
proizvod kompanije ,,Alfa Aesar”, Karlsrue, Nemacka. Pufer pH 4,5 (siréetna kiselina/na-

trijum-acetat) proizveden je u kompaniji ,,Merck”, Darms§tat, Nemacka.
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Absorbance u spektrofotometrijskim testovima su merene pomocu UV-1800 spektro-
fotometra (,,Shimadzu”, Kjoto, Japan), osim u testu za odredivanje antihiperglikemijske
aktivnosti, gde su merene pomocu Infinite®M200 ¢&itaga mikrotitar ploce (,,Tecan”, Groding,
Austrija) i mikrotitar ploca sa 96 otvora (Nune, Roskilde, Danska). Razvijanje boje u anti-
proliferativnom testu praceno je pomocu fotometra ,,Multiscan Ascent”, ,,Labsystems”, Hel-
sinki, Finska. Antioksidativna aktivnost na hidroksil i superoksid anjon radikale odredivana je
na elektron spin rezonantnom (ESR) spektrometru ,,Bruker 300E*“ (Rajnsteten, Nemacka).
Identifikacija 1 kvantifikacija fenolnih kiselina, flavonoida i vitamina C radena je HPLC meto-
dom na uredaju ,,Shimadzu Prominence” (,,Shimadzu”, Kjoto, Japan) koji sadrzi LC-20AT
binarnu pumpu, CTO-20A thermostat 1 SIL-20A automatski dozator povezan sa SPD-20AV
UV/Vis detektorom. Identifikacija i kvantifikacija dobijenih pikova izvrSena je primenom
,LC Solution softvera” (,,Shimadzu”, Kjoto, Japan). HPLC-DAD-ESI/MSn analize antocijana
su radene primenom tandem masene spektrometrije na uredaju ,,Agilent HPLC 1100 serije”
koji je opremljen sa elektron sprej jonizatoriom (ESI), DAD detektorom i masenim detek-
torima (,,Agilent Technologies”, Valdbron, Nemacka). Maseni analizator je jon trap spektro-
metar (model G2445A) opremljen sa ESI interfejsom. Kontrola rada izvedena je primenom
LCMSD softvera (Agilent, version 4.1). Liofilizator, model ,,Chris Alpha 2-4 LSC” proizve-
den je u ,,Martin Christ”, Osterode am Harc, Nemacka. Homogenizator visokih performansi
(ultraturaks, model ,,SilentCrusher M, DIAX 900”) i Sejker (model ,,Unimax 1010”) su
proizvodnje ,,Heidolph Instruments GmbH”, Kelhajm, Nemacka, a rotacioni vakuum uparivac
(model ,,Rotavapor R-210") je proizvod kompanije ,,Biichi Labortechnik”, Flavil, Svajcarska.
Centrifuga, model ,,EBA 217, je proizvedena u “Hettich Zentrifugen”, Tutlingen, Nemacka, a

mini-centrifuga ,,Microspin 12 u ,,Biosan”, Riga, Letonija.

3.2. BILJNI MATERIJAL

Kao polazni biljni materijal koriS§¢eni su plodovi maline (Rubus idaeus L.) sorti
Meeker i Willamette, kupine (Rubus fiuticosus L.) sorti Cadanska bestrna i Thornfree i divlja
borovnica (Vaccinium myrtillus L.). Malina 1 kupina su dobijene od ,,Alfa RS”, Lipolist,
Srbija. Borovnica, poreklom iz prirodnog stanista (podrucje Kopaonika) je nabavljena od
firme ,,ITN”, Beograd, Srbija. Sveze neoSteCene bobice su pakovane odmah, zamrznute i

Cuvane u zamrzivacu na -20 °C do upotrebe.
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3.3. DOBIJANJE EKSTRAKATA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Tropovi odabranog bobicastog voca dobijeni su cedenjem odmrznutog voca u
laboratorijskim uslovima.

Dobijeni tropovi (20 g) ekstrahovani su smeSom metanola i vode u razli¢itim zapre-
minskim odnosima (80% i 60%), sa 1 bez dodatka 0,05% siréetne kiseline, na sobnoj tempe-
raturi, koriS¢enjem homogenizatora. Ekstrakcija je ponovljena dva puta sa razli¢itom zapre-
minom rastvarac¢a: 160 ml u toku 60 minuta i 80 ml u toku 30 minuta. Dobijeni ekstrakti su
spojeni i upareni do suva na rotacionom vakuum uparivacu na temperaturi 40 °C. Prinosi eks-
trakata kretali su se u opsegu 1,80-3,37 g za tropove maline, 1,74—1,97 g za tropove kupine i
1,74-2,31 g za trop borovnice. Najvec¢i prinosi ekstrakata dobijeni su ekstrakcijom sa 80%
metanolom uz dodatak 0,05% siréetne kiseline:

» ekstrakt tropa maline sorte Meeker (ETMM), m=2,57 g (12,85%),
» ekstrakt tropa maline sorte Willamette(ETMW), m=3,37 g (16,85%),
> ekstrakt tropa kupine sorte Cacanska bestrna (ETKC), m=1,89 g (9,45%),
» ekstrakt tropa kupine sorte Thornfree (ETKT), m=1,97 g (9,85%),
» ckstrakt tropa borovnice (ETB), m=2,31 g (11,56%),
pa su zbog toga ovi ekstrakti koriS¢eni u daljim ispitivanjima.

Odabrani ekstrakti tropova osuseni su liofilizacijom u laboratorijskom liofilizatoru u
toku 48 casova, pri promenjivom temperaturnom reZimu u intervalu od -40 °C do 30 °C.
Prinosi liofiliziranih ekstaraka iznosili su: mgryvm=2,06 g (10,30%), mermw=2,34g (11,30%),
mere=1,73g (8,65%), mprk1=1,81g (9,03%), odnosno mg=1,92 g (9,60%).

3.4. SPEKTROFOTOMETRIJSKA ODREPIVANJA SADRZAJA

POLIFENOLA U EKSTRAKTIMA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

3.4.1.0DREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA
Sadrzaj ukupnih polifenola (eng. fotal polyphenols — TPh) u liofiliziranim ekstrak-

tima tropova odreden je metodom po Folin-Ciocalteu (Singlton i sar, 1999). Ova metoda je

zasnovana na merenju redukujuceg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom
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nastaje proton i fenoksidni anjon, koji redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog

jona (Fenol — M0W11040)47:

Fenol +Na,WO4/Na,MoO4 — (FCHOI — MOW11O40)L
Mo(VI) (zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)
Rastvor postaje intenzivno plave boje, €iji je intenzitet srazmeran koli¢ini polifenolnih

jedinjenja. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od 750 nm.

Rastvori i reagensi:

1. 20%-ni rastvor Na,COj;: 10 g Na,COs rastvoreno je uz zagrevanje (70 °C) u 40 ml
destilovane vode;

2. 2M Folin-Ciocalteu reagens razblazen sa destilovanom vodom (1:2);

3. Standardni rastvor galne kiseline: 5 mg galne kiseline rastvoreno je u 5 ml
metanola (C=1 mg/ml);

4. Rastvori liofiliziranih ekstrakata tropova: 100 mg ETMW, odnosno ETMM
rastvoreno je u 10 ml destilovane vode (C=10 mg/ml), a 50 mg ETKC, ETKT, od-

nosno ETB rastvoreno je u 10 ml destilovane vode (C=5 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:
Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola koristi se kalibraciona kriva standardnog
rastvora galne kiseline. Postupak pripreme rastvora razliCite koncentracije galne kiseline,

potrebnih za dobijanje kalibracione krive, prikazan je u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Priprema rastvora galne kiseline

C [mg/ml] 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 SP
V galne kis. [ml] 0,01 | 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,10 /
Vnetanol [ml] 0,09 | 0,08 | 0,06 | 0,04 | 0,02 / 1,0
Vioda [ml] 7,90
VEc 1:2) [ml] 0,50
V20% Na2cos[ml] 1,5
Nakon 2h meri se apsorbanca na Amy.=750 nm
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Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbanci (A7so) u zavisnosti od razlicitih koncen-
tracija galne kiseline (c) konstruisana je kalibraciona kriva na osnovu koje je dobijena sledeca
jednacina:

C = (A750-0,011)/0,8609

Reakciona smesa pripremljena je meSanjem 0,1 ml ekstrakta (vodeni rastvor ETMM
ili ETMW koncentracije 10 mg/ml; vodeni rastvor, ETKC, ETKT ili ETB koncentracije 5
mg/ml), 7,9 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa (1:2) i 1,5 ml 20% Na,CO:s.
Istovremeno je pripremljena i slepa proba: 8 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu
reagensa (1:2) 1 1,5 ml 20% Na,COs;. Nakon 2 h izmerena je apsorbanca na talasnoj duzini od
750 nm (A7sp).

Na osnovu izmerene apsorbance, primenom jednacine koja definiSe matematicku
zavisnost koncentracije galne kiseline i apsorbance, izracunata je koncentracija (mg/ml) polif-
enolnih jedinjenja, a zatim je sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u ekstraktu tropa izrazen

kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/g suvog ekstrakta).
3.4.2. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA

Ukupni flavonoidi (eng. total flavonoids — TF) u liofiliziranim ekstraktima tropova
odredeni su metodom po Zhishenu i saradnicima (1999). Flavonoidi i flavonglukozidi iz
biljnog materijala imaju osobinu da sa metalima grade odgovaraju¢e metalo-komplekse, pri

gemu je znacajan kompleks sa A’

.
OH o—Al

OH

HO HO

AICl,
—

O—Glu—Ram O—Glu—Ram

OH o O\Z\\\\\\o

Slika 3.1. Struktura rutina i njegovog kompleks sa AI*"
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Rastvori i reagensi:

1.

5%-ni rastvor natrijum-nitrita (NaNO;): 0,5 g NaNO, rastvoreno je u 10 ml
destilovane vode;

10%-ni rastvor AICI;x6H,0: 1,7 g AICl;x6H,0 rastvoreno je u 10 g destilovane
vode;

1 mol/l rastvor NaOH: 4 g NaOH rastvoreno je u 100 ml destilovane vode;
Standardni rastvor rutina: 2,5 mg rutina rastvoreno je u 5 ml destilovane vode

(C=0,5 mg/ml standardnog rastvora rutina);

. Rastvor liofiliziranog ekstrakta tropa: 200 mg ekstrakta tropa rastvoreno je u 10

ml destilovane vode (C=20 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Postupak pripreme rastvora rutina koji su koris¢eni za izradu kalibracione krive

prikazan je u tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Priprema rastvora rutina

C [mg/ml] 0,025 0050102 03| 05| SP
Vrutina
V[ml] (ml] 0,05 0,10 { 0,20 | 0,40 | 0,60 | 1,00 /
Uzorka/ vode \[fmld] 0,95 [090]0,80|060|040| / |1,00
Vvode [ml] 5,00
Vsounano2 [ml] 0,30
Posle 5 min
V0% alci3xerzo [ml] | 0,30

Rastvor pozuti; posle 6 min

Viaon [ml] | 2,00

Rastvor pocrveni; dopuniti vodom do 10 ml i meriti apsorbancu na Ap,=510 nm

Rastvori liofiliziranih ekstrakata tropova pripremljeni su na isti naéin, kao i stan-

dardni rastvori rutina, samo $to je umesto rastvora rutina koris¢en 1 ml rastvora liofiliziranog

ekstrakta tropa (koncentacije C=20 mg/ml). Apsorbance reakcionih smeSa izmerene su na

talasnoj duzini od 510 nm (As)o).

Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbance u zavisnosti od koncentracije rutina

konstruisana je kalibraciona kriva na osnovu koje je dobijena sledeca jednacina:

C = (A510-0,0105)/0,9251
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Primenom dobijene jednacine, na osnovu izmerene apsorbance ispitivanog ekstrakta,
izraCunata je koncentracija ukupnih flavonoida (mg/ml), a zatim je sadrzaj flavonoida u

ekstraktu tropa izrazen kao ekvivalent rutina (mg RE/g suvog ekstrakta).

3.4.3. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH ANTOCIJANA

Kvantitativno odredivanje ukupnih antocijana (nedegradiranih monomera i proizvoda
njihove degradacije) zasniva se na osobini antocijana, da pri promeni pH vrednosti sredine,
reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri cemu dolazi i do promena apsorpcionog spektra.

Tokom vremena, kao 1 pod uticajem razli¢itih faktora (temperatura, kiseonik, vitamin
C 1 dr.), dolazi do degradacije monomera antocijana, koji se povezuju medusobno ili sa
drugim prisutnim jedinjenjima (npr. taninima) formiraju¢i na taj nacin proizvode degradacije.
Iako koli¢ina monomera antocijana opada, intezitet boje se ne menja, jer u reakcijama kon-
denzacije nastaju obojeni kondenzacioni proizvodi koji su ¢ak i stabilniji od monomernih
(slobodnih) antocijana.

Sadrzaj ukupnih antocijana (eng. total anthocyanins — TAc) u liofiliziranim ekstrak-
tima tropova odreden je ,,singl” metodom (Lee i sar, 2006), pri ¢emu je izmerena apsorbanca

rastvora antocijana pri pH 1, proporcionalna sadrzaju ukupnih antocijana.

Rastvori i reagensi:
1. Pufer pH 1;
2. Rastvor liofiliziranog ekstrakta tropa: 50 mg ekstrakta rastvoreno je u 10 ml vode

(C=5 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Od vodenog rastvora ekstrakta (C=5 mg/ml) odmereno je po 0,5 ml i sipano u od-
merne sudove od 5 ml, koji su zatim dopunjeni puferom pH 1. Nakon 15 min izmerene su ap-
sorbance na 510 nm (Asjp) 1 700 nm (Ayg0, zbog korekcije zamucenja). Slepa proba je bila
destilovana voda (5 ml).

Koncentracija ukupnih antocijana u ekstraktu izracunata je prema formuli:

Cuk (mg/l) = (AuxMx*xFx1000)/(ex1)
gde su:

Ak - apsorbanca razblazenog ekstrakta, koja je izraCunata prema formuli:

Auk = (As10 — A700)
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M=449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin 3-O-glukozida);

F=10 (faktor razblazenja ekstrakta);

E=26900 dm’mol 'cm '(molarni koeficijent apsorpcije cijanidin 3-O-glukozida);
I=1 cm (debljina kivete).

Sadrzaj antocijana u ekstraktu tropa je zatim izraZzen kao ekvivalent cijanidin 3-O-

glukozida (mg CyGE/g suvog ekstrakta).

3.5. HPLC ANALIZA POLIFENOLA U EKSTRAKTIMA TROPOVA
BOBICASTOG VOCA

Priprema uzorka:

Liofilizirani ekstrakti tropova bobicastog voca (100 mg) ekstrahovani su u zatvo-
renim polipropilenskim epruvetama sa 1,5 ml 50% metanola na ultrazvu¢nom kupatilu u tra-
janju od 1 h, zatim u mraku na 4 °C u toku 24 h, a nakon toga ponovo na ultrazvu¢nom kupa-
tilu u trajanju od 1 h. Nakon ekstrakcije, dobijena ekstrakciona smesa centrifugirana je 5 min
na 13945,75 x g. Pre injektovanja odvojeni supernatanti profiltrirani su kroz 0,2 pm S$pric fil-

ter sa teflonskom (PTFE) membranom (ANOTOP 10 Plus, ,,Whatman”, Mejdston, Engleska).

3.5.1. IDENTIFIKACIJA I KVANTIFIKACIJA FENOLNIH KISELINA 1
FLAVONOIDA POMOCU RP-HPLC-UV/VIS TEHNIKE

Identifikacija 1 kvantifikacija fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima tropova

izvrSena je tecnom hromatografijom visoke rezolucije na obrnutim fazama sa UV/Vis detekto-

rom (eng. reversed phase high-performance liquid chromatography — UV/Vis detection, RP-
HPLC-UV/Vis).

Razdvajanje fenolnih jedinjenja izvrSeno je na Luna C18 RP koloni, (250 mm x 4,6
mm, veli¢ina Cestica 5 um; Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD), koja je zasSti¢ena pret-
kolonom C18, 4 x 30 mm (Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza ko-
riS¢en je sistem rastvaraca: A (acetonitril) 1 B (1% mravlja kiselina) pri protoku od 1 ml/min 1
primenom sledeceg linearnog gradijenta: 0—10 min od 10 do 25% A; 10-20 min linearan
porast do 60% A, od 20 do 30 min linearan porast do 70% A. Kolona je uravnotezena na
pocetne uslove, 10% A, 10 min uz dodatnih 5 min za stabilizaciju. Standardi polifenolnih

jedinjenja su rastvarani u 50% metanolu. Hromatogrami su snimljeni pri razli¢itim talasnim
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duzinama: 280 nm za derivate hidroksibenzoeve kiseline (galna, protokatehinska, vanilinska i
siringinska kiselina) i za elaginsku kiselinu, 320 nm za derivate hidroksicimetne kiseline
(kafena, hlorogenska, kumarinska, ferulna, sinapinska i ruzmarinska kiselina) i za gentisinsku
kiselinu, 360 nm za flavonoide (kvercetin, rutin, luteolin, miricetin, kempferol, katehin,
epiktehin i epikatehingalat).

Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionih dijagrama standardnih rastvora
fenolnih jedinjenja izracunate su koncentracije identifikovanih fenolnih kiselina i flavonoida

(mg/g suvog ekstrakta).

3.5.2. IDENTIFIKACIJA ANTOCIJANA POMOCU HPLC-DAD-ESI/MSN TEHNIKE
I KVANTIFIKACIJA POMOCU RP-HPLC-DAD TEHNIKE

Identifikacija antocijana u liofiliziranim ekstraktima tropova izvrSena je primenom
visokopritisne tecne hromatografije kuplovanom sa detektorom sa serijom dioda i1 tandem
masenom spektrometrijom sa elektrosprej jonizacijom (eng. high-performance liquid chroma-
tography—diode array detection—electrospray ionization—tandem mass spectrometry; HPLC-
DAD-ESI/MSn), a kvantifikacija primenom visokopritisne te¢ne hromatografije na obrnutim
fazama sa detektorom sa serijom dioda (eng. reversed phase high-performance liquid chro-
matography—diode array detection; RP-HPLC-DAD).

Hromatografske analize izvrSene su na koloni Luna C18 (250 mm x 4,6 mm, veli¢ina
Cestica 5 um; Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza za razdvajanje
antocijana koriS¢en je sistem rastvaraca:A (1% mravlja kiselina) 1 B (acetonnitril) pri protoku
od 1 ml/min i primenom sledeceg linearnog gradijenta: 8—15% B (0-25 min), 15-22% B (25—
55 min), 22-4% B (55-60 min) i pri nepromenljivom sastavu mobilne faze, 4% B (60-70
min). Zapremina injektovanja bila je 30 pl. Hromatogrami su snimljeni na 520 nm. Uslovi za
jonizaciju podeseni su na 350°C. Na kapilaru je primenjivan napon od 4 kV. Azot je koris¢en
pri protoku od 11 1/min i1 kao gas rasprSivac pri pritisku od 60 psi. Analiza je izvrSena u
opsegu od m/z 100 do m/z 1200. Eksperimenti kolizijom-indukovane fragmentacije izvedeni
su u jon trapu primenom helijuma kao kolizionog gasa, sa naponom pojacavanja ciklusa od
0,3 do 2 V. MS podaci dobijeni su u pozitivnom jonizacionom modu. MSn je izvedena u
automatskom modu pre¢enjem produkt jona u MS(n-1).

Za kvantitativna odredivanja, HPLC analiza izvedena je na koloni Luna C18 (250
mm % 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 pm; Phenomenex) sa pretkolonom C18 (4 x 3 mm, Pheno-

menex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza kori$¢en je sistem rastvaraca: A (5%
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mravlja kiselina) 1 B (acetonitril) pri protoku od 1 ml/min. Primenjen je isti linearni gradijent
kao i za identifikaciju. Zapremina injektovanja bila je 20 pl. Hromatogrami su snimljeni na
520 nm. Kvantifikacija antocijana izedena je primenom jedinog dostupnog standardnog
jedinjenja cijanidin 3-O-glukozida, a sadrzaj antocijana u ekstraktu izrazen je kao ekvivalent

cijanidin 3-O-glukozida (mg CyGE/g suvog ekstrakta).

3.6. ODREDIVANJE SADRZAJA VITAMINA C U EKSTRAKTIMA
TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Priprema uzorka:

100 mg uzorka liofiliziranog ekstrakta tropa bobiCastog voca ekstrahovano je na
ultrazvuénom kupatilu sa 1,5 ml 3%-nog rastvora metafosforne kiseline, koja je rastvorena u
8%-tnom rastvoru sir¢etne kiseline, u toku 15 minuta. Nakon ekstrakcije uzorak je centrifugi-
ran na 1200 o/min,u toku 15 minuta i profiltriran kroz Spric filter sa hidrofilinom poli-
amid/najlon (PA) membranom veli¢ine pora 0,45 pum (Millipore, ,,Bedford”, Masacusets,

SAD).

Hromatografsko odredivanje:

Odredivanje sadrzaja vitamina C u ekstraktima tropova izvrSeno je HPLC tehnikom.
Hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 265 nm. Razdvajanje vitamina C izvrSeno je
na NUCLEODUR Shinx RP koloni (250 mm x 4 mm, 5 pm precnik Cestica; ,,Machery
Nagel”, Duren, Nemacka) koja je zastiCena odgovaraju¢om pretkolonom. Rastvor amonijum-
acetata, koncentracije 0,1 mol/l (pH 5,1), koris¢en je kao pokretna faza u HPLC analizi. Pro-
tok pokretne faze je bio 0,4 ml/min, a temperatura kolone 37 °C. Analize su trajale 6 minuta.
Standard vitamina C je rastvoren 3%-nim rastvorom metafosforne kiseline, koja je rastvorena
u 8%-tnom rastvoru sircetne kiseline.

Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionog dijagrama standardnog rastvora
vitamina C izra¢unata je koncentracija vitamina C u uzorcima ekstrakta (mg/g suvog eks-

trakta).
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3.7. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA TROPOVA BOBICASTOG VOCA
SPEKTROFOTOMETRIJSKIM METODAMA

3.7.1. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI NA DPPH RADIKALE

Uticaj liofiliziranih ekstrakata tropova bobicastog voéa na sadrzaj DPPH radikala

odreden je modifikovanom metodom po Chenu i saradnicima (1999).

Rastvori i reagensi:
1. 95% metanol;
2. Rastvor DPPH": 1,97 mg DPPH’ rastvoreno je u 50 ml 95% metanola;
3. Rastvor liofiliziranog ekstrakta tropa: 50 mg ekstrakta rastvoreno je u 10 ml
destilovane vode (C=5 mg/ml);
4. Rastvor troloksa (sinteticki antioksidant): 10 mg troloksa rastvoreno je u 10 ml

metanola (C=1 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Radna proba pripremljena je meSanjem 1 ml rastvora ekstrakta i 2 ml sveZe priprem-
ljenog metanolnog rastvora DPPH", a slepa proba meSanjem 1 ml destilovane vode i 2 ml
metanolnog rastvora DPPH’. Reakciona smesa je izmeSana vorteksom 1 min i ostavljena na
tamnom mestu, na sobnoj temperaturi, 30 min. Opseg finalnih ispitivanih koncentracija eks-
trakata tropova obe sorte maline je bio 0,005-0,200 mg/ml, a ekstrakata tropova obe sorte
kupine i borovnice 0,003-0,250 mg/ml. Kao referentni sinteticki antioksidant koris¢en je
troloks, koji je pripremljen u seriji metanolnih rastvora koncentracije 0,0025—-0,2500 mg/ml.
Apsorbanca je merena na 517 nm (As7).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata na DPPH® (AApppy’) odredena je na osnovu
jednacine:

AApppi’ (%) =100 — (Ausorka/ Asiepe probe) X 100
gde su:
Auzorka— As17 uzorka,

Aslepe probe — Asi7 Slepe prObe.
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ECs50" ™™ vrednost definisana je kao koncentracija uzorka pri kojoj je neutralisano
50% DPPH® u uslovima koje definiSe metoda, a dobijena je racunski iz jednadine linearne

regresije koriS¢enjem Microsoft Office Exel (Espin i sar, 2000).

3.7.2. ODREPIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI NA ABTS" RADIKALE

Antioksidativna aktivnost liofiliziranih ekstrakata tropova bobiCastog voca ispitana je
na ABTS katjon radikale (ABTS'") modifikovanom metodom po Menau i saradnicima

(2011).

Rastvori i reagensi:
1. 0,1 M Acetatni pufer pH 5,0: 0,5719 ml glacijalne siréetne kiseline dodato je u
100 ml bidestilovane vode, a pH je podesen sa NaOH;
2. Rastvor ABTS: 5,5 mg ABTS rastvoreno je u 10 ml 0,1 M acetatnog pufera;
3. MnO; (na vrh $patule, za aktivaciju ABTS);
4. Rastvor liofiliziranog ekstrakta tropa: 50 mg ekstrakta tropa rastvoreno je u 10 ml
destilovane vode (C=5 mg/ml);

5. Rastvor troloksa: 25 mg troloksa rastvoreno je u 10 ml etanola (C=2,5 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Sveze pripremljen rastvor ABTS katjon radikala razblazivan je 0,1 M acetatnim
puferom po potrebi, dok apsorbanca rastvora (slepe probe) ne postigne maksimalnu vrednost
od 1,2. Nakon 35 min apsorbance reakcionih smesa bile su iznad 0, 1.

Polazni rastvori ekstrakata razblazeni su 0,1 M acetatnim puferom kako bi se dobile
serije razblazenja ekstrakata finalnih koncentracija 0,0006-0,0375 mg/ml za ETMM i
ETMW, 0,0006-0,0150 mg/ml za ETKC i ETKT i 0,0006-0,0500 mg/ml za ETB. Kao
referentni sintetiCki antioksidant koriS¢en je troloks, koji je pripremljen u seriji rastvora
koncentracije 0,01-2,00 mg/ml.

Reakciona smesa pripremljena je meSanjem 5 ul rastvora ekstrakta (radna proba) ili
0,1 M acetatnog pufera (slepa proba) i 3995 pl rastvora ABTS®". Apsorbanca je merena nakon
34 min na 414 nm (A414).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata na ABTS®" (AAagrs.+) izradunata je na osnovu
jednacdine:

AAABTSe+ (%) =100 — (Auzorka/Aslepe probe) %100
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gde su:
Auzorka— As14 uzorka,

Aslepe probe— A Slepe probe.

ECs0*5">*" vrednost definisana je kao koncentracija uzorka pri kojoj je neutralisano
50% ABTS" radikala u uslovima koje definise metoda, a dobijena je radunski iz jednacine

linearne regresije koriS¢enjem Microsoft Office Exel (Espin 1 sar, 2000).

3.7.3. ODREDIVANJE UKUPNE REDUKCIONE SPOSOBNOSTI

Ukupna redukciona sposobnost (eng. reducing power - RP) liofiliziranih ekstrakata
tropova bobiCastog voc¢a odredena jespektrofotometrijskom metodom po Oyaizu (1986), koja
se zasniva na pracenju apsorbance na talasnoj duzini od 700 nm u zavisnosti od koncentracije
uzorka. Boje rastvora variraju od Zute boje slepe probe, koja poti¢e od Fe’*, do razliitih
nijansi plave i zelene boje (poti¢e od Fe*" jona u rastvoru). Prisustvo redukujuéih sredstava,

odnosno antioksidanata, dovodi do redukcije Fe’* u Fe*" jon.

Rastvori i reagensi:

1. 1% kalijum-fericijanid (K;3[Fe(CN)g]);

2. 10% trihlorsircetna kiselina (formula);

3. 0,1% ferihlorid (FeCls);

4.200 mmol/l Na-fosfatni pufer pH 6,6: Na-fosfatni pufer pH 6,6 dobijen je
meSanjem 62,5 ml rastvora A 1 37,5 ml rastvora B; rastvor A: 200 mmol/l
NaH,PO4 (6 g NaH,PO4 rastvoreno je u 250 ml destilovane vode); rastvor B: 200
mmol/l Na,HPO, (7,1 g Na,HPO, rastvoreno je u 250 ml destilovane vode);

5. Rastvor liofiliziranog ekstrakta tropa: 100 mg ekstrakta rastvoreno je u 10 ml
destilovane vode (C=10 mg/ml);

6. Rastvor troloksa (referentni sinteticki antioksidant): 100 mg troloksa rastvoreno je

u 10 ml metanola (C=10 mg/ml).

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Polazni rastvori ekstrakata razblazeni su vodom kako bi se dobile serije razblazenja
ekstrakata koncentracija 0,05-1,00 mg/ml za ETMM 1 ETMW, odnosno 0,01-2,00 mg/ml za
ETKC, ETKT i ETB. Kao referentni standard antioksidanta kori$éen je metanolni rastvor

troloksa, koji je pripremljen u seriji rastvora koncentracije 0,05-1,00 mg/ml. 1 ml rastvora
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ekstrakta dodat je u 1 ml destilovane vode, 1 ml fosfatnog pufera i 1 ml rastvora Ks;[Fe(CN)g].
Istovremeno je pripremljena i slepa proba: 2 ml destilovane vode dodato je u 1 ml fosfatnog
pufera i 1 ml rastvora Ks3[Fe(CN)s]. Sadrzaj smeSe je inkubiran 20 min na 50 °C u vodenom
kupatilu. Nakon hladenja, u smeSu je dodat 1 ml trihlorsiréetne kiseline. Zatim je smeSa
centrifugirana 10 min na 3000 o/min. Nakon centrifugiranja pazljivo je odvojeno 2 ml super-
natanta u koji je dodato 2 ml destilovane vode 1 0,4 ml 0,1% ferihlorida.

Apsorbance uzorka i slepe probe su izmerene na 700 nm (A7gp). Za svaki ispitivani
uzorak konstruisana je kriva zavisnosti izmedu izmerenih vrednosti A;g) 1 koncentracije
rastvora ekstrakta.

RPy s vrednost definisana je kao koncentracija uzorka pri kojoj vrednost Az iznosi

0,50, a dobijena je racunski iz jednacine linearne regresije.

3.8. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA TROPOVA BOBICASTOG VOCA ELEKTRON SPIN
REZONANTNOM SPEKTROSKOPIJOM

Antioksidativna aktivnost liofiliziranih ekstrakata tropova bobicastog voca odredena
je elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom. Blok Sema ESR spektrometra prikazana

je naslici 3.2.

. Detektorski Fazno osetljivi
Klistron kristal detektor [P Af

Modulacioni ESR signal
Rezonator kalem Kiveta

Sistem za
modulaciju

Magneti

Slika 3.2. Blok Ssema ESR spektrometra
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3.8.1. ESR SPEKTRALNA ANALIZA UTICAJA EKSTRAKATA NA STVARANJE 1
TRANSFORMACIJU SUPEROKSID ANJON RADIKALA

Superoksid anjon radikali (O,") su pripremljeni rastvaranjem KO,/kraunetar (10
mM/20 mM) u osuSenom DMSO. Reakciona smeSa se sastojala od 5 pl ovog rastvora, 0,5 ml
osusenog DMSO i 5 ul rastvora DMPO u DMSO (2 M) (Pilas i sar, 2012). Uticaj ekstrakata
na formiranje i transformaciju njihovih DMPO/OOH ,,spin adukata” ispitana je dodavanjem
dimetilformamidnih rastvora ekstrakata, koncentracije 10 mg/ml, u reakcionu smesu u opsegu
finalnih koncentracija:
ETMM i ETMW: 0,01-2,50 mg/ml;
ETKC i ETKT: 0,02-1,00 mg/ml;
ETB: 0,01-1,50 mg/ml.
Paralelno je ispitan i uticaj dimetilformamidnog rastvora troloksa (referentni sinte-
ticki antioksidant) na stvaranje i transformaciju O,", u opsegu koncentracija 0,1-1,8 mg/ml.
Reakcione smese su prenete u Bruker ER-160FC kvarcnu kivetu za rastvore, a

spektri su snimljeni na ESR spektrometru, pri slede¢im uslovima:

— frekvencija modulacije 100 kHz
— amplituda modulacije 4,00 G

— vremenska konstanta 40,96 ms
— vremenski opseg merenja 327,68 ms
— centar polja 3440,00 G
— ukupan opseg merenja 100,00 G
— frekvencija mikrotalasnog podrucja 9,64 GHz
—jacina struje 1,00 x 10*
— snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW

— temperatura merenja 23 °C

Antioksidativna aktivnost (AAo. ) ekstrakata definisana je izrazom:

AAo2. (%) =100 x(h, — hy)/h,
gde je:
h,— visina drugog pika ESR signala slepe probe;

hy — visina drugog pika ESR signala uzorka sa ekstraktom ili sa troloksom.
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ECs50°**" vrednost (koncentracija uzorka koja redukuje koncentraciju superoksid
anjon radikala u uslovima koje definiSe metoda za 50%) izraCunata je iz grafika zavisnosti

AAo2. (%) od koncentracije uzorka.

3.8.2. ESR SPEKTRALNA ANALIZA UTICAJA EKSTRAKATA NA STVARANJE I
TRANSFORMACIJU HIDROKSIL RADIKALA

Hidroksil radikali (*OH) dobijeni su u Fentonovoj reakciji i detektovani ,,spin
trapping™ metodom u sistemu koji se sastojao od: 0,2 ml H,O, (2 mM), 0,2 ml FeCl, (0,3
mM), 0,2 ml N,N-dimetilformamida (DMF) i 0,2 ml DMPO (112 mM) kao ,,spin trapa“
(slepa proba) (Pilas 1 sar., 2012). Uticaj ekstrakata tropova bobicastog voca na stvaranje i
transformaciju ,,spin adukata“ hidroksil radikala ispitan je dodavanjem dimetilformamidnih
rastvora, koncentracije 10 mg/ml, u reakcioni sistem u opsegu finalnih koncentracija:

ETMM i ETMW: 0,01-0,50 mg/ml;

ETKC i ETKT: 0,10-3,00 mg/ml;

ETB: 0,75-7,00 mg/ml.

Paralelno je ispitan i uticaj sintetickog antioksidanta troloksa na stvaranje i transfor-
maciju ,,spin adukata“ *OH , u opsegu koncentracija 0,10-0,80 mg/ml.

ESR spektri snimljeni su 2,5 min nakon meSanja i prenosenja u Bruker ER-160FC

kvarcnu kivetu za vodene rastvore, na ESR spektrometru, pri slede¢im radnim karakteristi-

kama:
— frekvencija modulacije 100 kHz
— amplituda modulacije 0,226 G
— vremenska konstanta 80,72 ms
— vremenski opseg merenja 327,68 ms
— centar polja 3440,00 G
— ukupan opseg merenja 100,00 G
— frekvencija mikrotalasnog podrucja 9,64 GHz
— jacina struje 5,00 x 10°
— snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW
— temperatura merenja 23 °C

Antioksidativa aktivnost (AA°op) ekstrakata definisana je izrazom:

AA on(%) = 100 x (h, — hy)/h,
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gde je:

h, — visina drugog pika ESR signala slepe probe;

hy — visina drugog pika ESR signala uzorka sa ekstraktom ili sa troloksom.

ECso"°" vrednost (koncentracija uzorka koja redukuje koncentraciju hidroksil radi-
kala u uslovima koje defini§e metoda za 50%) izracunata je iz grafika zavisnosti AA*on (%)

od koncentracije uzorka.

3.9. ODREDPIVANJE ANTIHIPERGLIKEMIJSKE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Uticaj liofiliziranih ekstrakata tropova bobifastog voca na inhibiciju aktivnosti -
glukozidaze (antihiperglikemijska aktivnost) odreden je modifikovanom metodom po Chanu i
saradnicima (2010). Metoda se zasniva na merenju porasta apsorbance na 405 nm koja potice
od 4-nitrofenola oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozidaze (pripremljene u 10 mM

fosfatnom puferu, pH 7) nakon 10 minuta inkubacije sa ispitivanim ekstraktom na 37 °C.

Rastvori i reagensi:

1. Pufer: 10 mM kalijum-fosfat, pH 7;

2. Supstrat 4-nitrofenil a-D-glukopiranozid (2 mM): 3,01 mg supstrata rastvoreno je
u 5 ml pufera;

3. Enzim a-glukozidaza: 1,35 mg enzima rastvoreno je u 1 ml pufera, odmeren je
alikvot od 40 pl u posudu od 10 ml i dopunjeno do crte;

4. Rastvori uzoraka: 100 mg ekstrakta tropa preliveno sa 1 ml pufera, smesa je
promesSana na vorteksu u toku jednog minuta, zatim centrifugirana u trajanju od 2

min na 3000 o/min, i nakon toga je odvojen supernatant.

Postupak:

Reakcione smese su pripremljene u otvorima mikrotitar ploca na slede¢i nacin: 100
ul supstrata je pomesano sa 20 pul uzorka i 100 pl rastvora enzima. Apsorbanca 4-nitrofenola
oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida izmerena je na 405 nm, pre i nakon inku-
bacije od 10 min na 37°C.

Slepa proba kontrole se sastojala od 100 pl supstrata i 120 pl pufera, kontrola od 100
ul supstrata, 20 pl pufera i 100 pl enzima, slepa proba za uzorak od 100 ul supstrata, 20 pl
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uzorka i 100 ul pufera. Slepa proba kontrole i uzorka se nije pripremala u triplikatu (samo
jedan otvor). Apsorbance kontrole i uzorka su merene u triplikatu (tri otvora), a od njih su
oduzete vrednosti za odgovarajuce slepe probe.

Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) izraunata je na osnovu jednacine:

AHgZA (%) = (AAxontrote = AAuzorka)/ AAkontrote % 100
gde su:

AAxontrole 1 AAyzorka — razlike apsorbanci reakcione smese kontrole i reakcione smese
sa uzorkom pre dejstva enzima i nakon 10 minuta inkubacije
sa enzimom.

ECs0*"®* vrednost (koncentracija uzorka koja redukuje koncentraciju 4-nitrofenola

za 50%) izraCunata je iz grafika zavisnosti AHgA (%) od koncentracije ekstrakta.

3.10. ODREDPIVANJE ANTIPROLIFERATIVNE AKTIVNOSTI
EKSTRAKATA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Gajenje Celijskih kultura:

Za odredivanje uticaja ekstrakata tropova bobicastog voca na rast celija koriS¢ene su
humane tumorske ¢elijske linije HeLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF7 (adenokarcinom
dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog creva), kao i linija humanih zdravih ¢elija MRC-5
(fetalni fibroblasti pluca). Celije su kultivisane u DMEM (Dulbeko modifikacija Iglovog
medijuma) medijumu sa dodatkom 100 pl/ml fetalnog (teleceg) seruma (FBS), 100 pg/ml
streptomicina i 100 IU/ml penicilina, u erlenmajerima od 25 cm® na 37 °C, u atmosferi 95%
vazduha i 5% CO, i pri visokoj relativnoj vlaznosti. Celije su subkultivisane dva puta nedelj-

no upotrebom 1 mg/ml tripsina sa 0,4 mg/ml EDTA i tretirane u logaritamskoj fazi rasta.

Priprema uzoraka:
Od ekstrakata tropova bobicastog voca, pocetne koncentracije 50 mg/ml (RTB) ili 25
mg/ml (ETMM, ETMW, ETKC i ETKT), rastvorenih u DMSO, pripremljena je serija od

cetiri ili viSe rastvora dvostrukih razblazenja u DMSO.
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3.10.1.ODREDIVANJE ANTIPROLIFERATIVNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Celije su inkubirane u prisustvu ekstrakata i lekova. Intenzitet ¢elijskog rasta odreden
je merenjem ukupne koliCine proteina kolorimetrijskim SRB (sulforhodamin B) testom po
Skehanu i saradnicima (1990), koji su modifikovali Cetojevié-Simin i saradnici (2009). SRB
je anjonska boja koja se u blago kiseloj sredini elektrostati¢ki vezuje za pozitivno naelektri-
sane aminokiselinske ostatke ¢elijskih proteina dajuéi izrazito stabilne konjugate koji fluores-
ciraju jarko crveno. Nakon vezivanja proteina i ispiranja viska boje, dodatkom slabe baze
TRIS, SRB se kvantitativno ekstrahuje iz ¢elije 1 meri se apsorbanca na 540 nm (Ass) na

osnovu koje se odreduje ¢elijski rast.

Postupak:

Suspenzije éelija, gustine 3—5 x 10° éelija po otvoru, dodate su u 199 pl (za ekstrak-
te) ili 180 pl (za lekove) DMEM medijuma sa 50 mg/ml FBS u mikrotitar ploce sa 96 otvora
(Sarsdt, Njuton, SAD) i preinkubirane 24 h na 37°C. U svaki otvor dodato je po 1 pl (ekstrak-
ta) ili 20 ul (leka) serije razblazenja do postizanja Zeljenih finalnih koncentracija u opsegu od
0,156-5,000 mg/ml (ETB) i 0,005-2,500 mg/ml (ETMM, ETMW, ETKC i ETKT). U kon-
trole je dodata ekvivalentna zapremina rastvaraca. Koncentracija DMSO u ¢elijskoj kulturi
bila je < 5 pul/ml. Posle dodavanja uzoraka, probe su inkubirane 48 h na 37 °C, $to je adekvat-
no vremenu od 2-3 generacije ¢elija u kontroli. Nakon inkubacije, ¢elije su fiksirane sa 0,5
g/ml TCA u toku 1 h na 4 °C, isprane destilovanom vodom i obojene sa 4 mg/ml SRB u 10
ml/l siréetnoj kiselini (75 pul po otvoru) u toku 30 min, na sobnoj temperaturi. Plo¢e su zatim
isprane 4 puta sa 10 ml/I sir¢etnom kiselinom (200 pl po otvoru) da bi se uklonio viSak boje.
SRB je ekstrahovan iz ¢elije dodatkom 10 mmol/l TRIS (200 pl po otvoru). Apsorbanca
dobijenog rastvora merena je na 540 nm (Asa, specificna talasna duzina za SRB) i 620 nm
(A0, referentna talasna duzina za uklanjanje apsorbance pozadine).

Efekat na celijski rast izrazen je kao procenat od kontrole (K%) i raunat prema
formuli:

K (%) = (AJ/Ax) x 100
gde je:

A, — apsorbanca uzorka izraCunata prema formuli A, = Asso— Ag2o,

Ax — apsorbanca kontrole (Ago).

Svi tretmani ispitani su u osam ponavljanja. Antiproliferativna aktivnost ekstrakta

izrazena je kao ECs vrednost (koncentracija ekstrakta/standarda pri kojoj je celijski rast
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inhibiran za 50%). Ova vrednost o€itana je iz krivih zavisnosti ¢elijskog rasta od finalne
koncentracije ekstrakta/standarda dobijenih polinomskom regresionom analizom (software

Origin 8.0, OriginLab, USA).

3.11. ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA
TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Antimikrobna aktivnost ekstrakata tropova maline, kupine 1 borovnice ispitana je
agar-difuzionim metodama: disk-difuzionom i metodom ,,bunarci¢a“ (Mayo, 1998). Liofili-
zirani ekstrakti su rastvoreni u sterilnoj destilovanoj vodi do koncentracije 50 mg/ml. Kao test
mikroorganizmi za ispitivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata bili su odabrani referentni
sojevi (ATCC - American Type Culture Collection) 1 divlji sojevi (izolovani iz hrane i vode
za pi¢e) Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija. Sojevi Gram-negativnih bakterija bili
su: Escherichia coli (ATCC 10536 1 ATCC 25922), Escherichia coli (izolat iz ¢aja), Salmo-
nella spp. (izolat iz €aja), Salmonella Tiphymurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) 1 Pseudomonas aeruginosa (izolat iz vode). Sojevi Gram-pozitivnih bakterija
bili su: Staphylococcus aureus (ATCC 11632), Bacillus cereus (ATCC 10876), Staphylo-
coccus saprophyticus (izolat iz mle¢nog krema), Bacillus sp. (izolat iz paprike) i Listeria
monocytogenes (ATCC 13932 1 izolat iz mladog sira). Divlji sojevi bakterija indentifikovani
su uredajem Vitek™2 Compact System (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Francuska). Za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti ekstrakata prema eukariotskim mikroorganizmima odabrani su sojevi
kvasaca Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank Weihenstephan) i Candida albicans (divlji
izolat) 1 plesni Aspergillus niger (ATCC 16404 ili divlji izolat) 1 Penicillium aurantiogriseum
(divlji izolat).

Bakterijske kulture su najpre gajene na kosom Miieller-Hinton agaru (Himedia,
Mumbayj, Indija) 24 h na 37 °C, osim B. cereus i Bacillus sp. koji su inkubirani na 30 °C. Ce-
lije su zatim suspendovane u sterilnom rastvoru NaCl (0,9%). Koncentracija ¢elija u suspen-
ziji za inokulaciju je podesena na 1x10° cfu/ml, $to je procenjeno uredajem Densichek
(bioM¢érieux, Marcy 1'Etoile, Francuska). 2 ml ove suspenzije je homogenizovano sa 18 ml
istopljenog (i temperiranog na 45 °C) Miieller-Hinton agara i razliveno u Petri plo¢e. Nakon
Sto je podloga zelirala, primenjena je disk difuziona metoda koja je podrazumevala nanosenje
sterilnih diskova pre¢nika 6 mm (Himedia, Mumbaj, Indija) na povrSinu istih, a zatim dodava-

nje 15 pl ispitivanog ekstrakta na diskove. Na svaku podlogu je nanet i po jedan disk sa anti-
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biotikom (30 pg cefotaxime/10 pg clavulanic acid po disku, Bioanalyse®, Ankara, Turska). U
agar-difuzionoj metodi sa bunar¢i¢ima (,,metoda bunarci¢a®) su u inokuliranim i razlivenim
podlogama, nakon Zeliranja, napravljeni bunarci¢i uz pomo¢ sterilne staklene cevi precnika 9
mm 1 vakuum pumpe. U bunarcice je zatim uneta odgovarajuc¢a zapremina (50 i 100 ul) eks-
trakta. U slucaju obe metode, nakon nanoSenja ekstrakta, Petri ploce su ostavljene 1 h u fri-
Zideru na 8 °C kako bi se osigurala difuzija sastojaka ekstrakta u podlogu, nakon ¢ega su
plo¢e inkubirane 24 h na 37 °C, odnosno 30 °C (B. cereus i Bacillus sp.). Nakon inkubacije
izmeren je precnik zona inhibicije u mm. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata izve-
deno je u tri ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Na identi¢an nacin su pripremljene i kulture kvasaca i plesni i izvedena inokulacija
podloga za ispitivanje antifungalne aktivnosti ekstrakata disk-difuzionom metodom i ,,meto-
dom bunarci¢a“. Jedina razlika je ta Sto je kao podloga za kultivaciju kultura koris¢en
Sabouraud dekstrozni agar-SDA (Himedia, Mumbaj, Indija). Inkubacija podloga je vrSena 48
h na 30 °C (za kvasce) i 5-7 dana na 25 °C (za plesni).

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (Minimal Inhibitory Concentration,
MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (Minimal Bactericidal Concentration, MBC)
ekstrakata izvedeno je mikrodilucionom metodom. Od pocetnih koncentracija ekstrakata tro-
pova kupine (50 mg/ml za sve bakterijske sojeve osim za Bacillus cereus 1 Bacillus sp. gde je
pocetna koncentracija bila 100 mg/ml), borovnice (100 mg/ml za sve bakterijske sojeve osim
za Bacillus cereus i Bacillus sp. gde je pocetna koncentracija bila 200 mg/ml) i maline (50
mg/ml za sve bakterijske sojeve) pripremljene su serije opadaju¢ih koncentracija. 1 ml sus-
penzije za inokulaciju gustine éelija 1x10° cfu/ml je homogenizovano sa 9 ml Miieller-Hinton
bujona (Himedia, Mumbaj, Indija) duple koncentracije. Po 100 pl inokulisanog bujona je
razliveno u mikrotitar plo¢e (Spektar, Cadak, Srbija). Zatim je u ista udubljenja (bunaréiée)
mikrotitar ploce naneto po 100 pl ispitivanog ekstrakta odgovarajuc¢e opadajuce koncentracije,
zbog Cega se koncentracija ekstrakta smanjuje dva puta, $to je uzeto u obzir kod izrazavanja
rezultata.

Sve ploce sadrzale su neinokulisanu kontrolu (blank; 100 pl neinokulisane podloge
pomesano sa 100 pl esktrakta najvece koncentracije) i pozitivnu kontrolu za svaki mikroorga-
nizam (inokulisanu podlogu bez ekstrakta). Mikrotitar ploce (slika 3.3) su inkubirane 24 h na
37 °C, odnosno 30 °C (B. cereus i Bacillus sp.). Nakon perioda inkubacije, 100 pl iz svakog
bunarcic¢a zasejano je metodom poseva na Plate Count Agar (Himedia, Mumbaj, Indija) i in-

kubirano pri istim uslovima.
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Slika 3.3. Mikrotitar ploca sa ekstraktom tropa borovnice

Mikrodilucionom metodom odredene su i MIC i minimalne fungicidne koncentracije
(Minimal Fungicid Concentration, MFC) ekstrakata prema sojevima kvasaca i1 plesni koji su
pokazali osetljivost u agar difuzionim testovima. Od pocetnih koncentracija ekstrakata
tropova kupine (50 mg/ml za Saccharomyces cerevisiae) 1 maline (50 mg/ml za Saccharo-
myces cerevisiae, odnosno 200 mg/ml za plesni) pripremljene su serije opadajuéih koncentra-
cija. Kao podloga u mikrotitar plocama koris¢en je Sabouraud dekstrozni bujon (Himedia,
Mumbaj, Indija). Inkubacija je vrsena 48 h na 30 °C (za kvasce) i 5-7 dana na 25 °C (za ples-
ni). Nakon perioda inkubacije, 100 pl iz svakog bunarci¢a zasejano je metodom poseva na
SDA 1 inkubirano na isti nacin kao i mikrotitar ploce.

Odredivanje MIC, MBC i MFC ekstrakata je izvedeno u 3 ponavljanja. Nakon pe-

rioda inkubacije izbrojane su kolonije i izracunat stepen inhibicije prema slede¢em izrazu:

Stepen inhibicije (%) = (No — N)/No x 100
gde je:
No — broj kolonija iz pozitivne kontrole;

N — broj kolonija iz bunarci¢a sa ekstraktom.

3.12. LABORATORIJSKA PROIZVODNJA VOCNIH SOKOVA
OBOGACENIH EKSTRAKTIMA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Maticni sok odabranog bobicastog voc¢a (malina sorte Meeker 1 Willamette, kupina

sorte Ca¢anska bestrna i Thornfree i divlja borovnica) dobijen je u laboratorijskim uslovima
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cedenjem svezeg voca. Od dobijenith maticnih sokova pripremljeni su 10% vodeni rastvori
(S). U razblazeni mati¢ni sok (100 ml) dodata je odredena koli¢ina liofiliziranog ekstrakta
tropa istog voca (1,9054 g ETMM, 1,1449 g ETMW, 0,6630 g ETKC, 0,5664 g ETKT,
odnosno 0,4833 g ETB). Koncentracija fenolnih jedinjenja iz ekstrakta tropa (izrazena kao
ekvivalent galne kiseline) u dobijenom oboga¢enom vo¢nom soku (OS) iznosila je 50 mg/100

ml obogacenog soka.

3.13. ODREDIVANJE SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA U
SOKOVIMA BOBICASTOG VOCA

3.13.1. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u mati¢nim i oboga¢enim voénim sokovima
odreden je metodom po Folin-Ciocalteu (Singlton i sar,1999). Odredivanje je radeno po po-
stupku koji je opisan u poglavlju 3.4.1, samo §to je za pripremu reakcione smese je umesto
0,1 ml rastvora ekstrakta odmeravana ista zapremina uzorka soka. Sadrzaj ukupnih fenolnih

jedinjenja u soku izraZen kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/ml soka).
3.13.2. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA

Ukupni flavonoidi u mati¢nim i obogac¢enim voénim sokovima odredeni su metodom
po Zhishenu i saradnicima (1999), opisanom u poglavlju 3.4.2.

Rastvori sokova pripremljeni su na isti nacin, kao i standardni rastvori rutina, samo
Sto je umesto rastvora rutina koriS¢en 1 ml mati¢nog (10% vodeni rastvor) ili obogacenog
soka. Apsorbance reakcionih smesa izmerene su na talasnoj duzini od 510 nm (As).

Na osnovu izmerene apsorbance ispitivanog soka, primenom jednacine navedene u
poglavlju 3.4.2, izracunata je koncentracija ukupnih flavonoida (mg/ml), a zatim je sadrzaj

ukupnih flavonoida u soku izrazen kao ekvivalent rutina (mg RE/ml soka).
3.13.3. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH ANTOCIJANA

Sadrzaj ukupnih antocijana u mati¢nim i obogac¢enim vo¢nim sokovima odreden je
,»singl” metodom (Lee 1 sar, 2006). Odredivanje je radeno po postupku opisanom u poglavlju
3.4.3, pri ¢emu je umesto vodenog rastvora ekstrakta odmeravana ista zapremina uzorka soka.
Sadrzaj antocijana u soku izrazen je kao ekvivalent cijanidin 3-O-glukozida (mg CyGE/ml

soka).
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3.14. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SOKOVA
BOBICASTOG VOCA

3.14.1. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI NA DPPH RADIKALE

Antioksidativna aktivnost sokova (10%-vodeni rastvor mati¢nog soka odabranog
bobicastog voca bez i sa dodatkom liofiliziranog ekstrakta tropa istog voc¢a) odredena je spek-
trofotometrijski, DPPH testom. U 1 ml vodenog rastvora soka razli¢itih koncentracija dodata
su 3 ml metanola i 1 ml sveZeg rastvora DPPH® koncentracije 0,3 mM (0,03 g je rastvoreno u
250 ml metanola). Uzorci su meSani 1 min i ostavljeni na sobnoj temperaturi 10 min. Nakon
toga, apsorbanca uzorka izmerena je na talasnoj duzini od 517 nm. Paralelno je pripremljena 1
slepa proba. Finalni udeo soka u reakcionoj smesi bio je u opsegu 0,0001-0,1 ml soka/ml
reakcione smese.

AApppy vrednost sokova definisana je izrazom:

AADPPH (%) =100 - (Auzorka/ Aslepe probe) x 100
gde su:
Auzorka — apsorbanca uzorka,
Agiepe prove — apsorbanca slepe probe.
ECs5o”"™ vrednost (udeo soka u reakcionoj smesi, izrazen u ml soka/ml reakcione
smese, ¢ija AApppy vrednost dostize 50%) odredena je na osnovu linearne zavisnosti AApppn

vrednosti od udela soka u reakcionoj smesi.

3.14.2. ODREDIVANJE UKUPNE REDUKCIONE SPOSOBNOSTI

Ukupna redukciona sposobnost (RP) mati¢nih i obogaéenih vo¢nih sokova odredena
je spektrofotometrijskom metodom po Oyaizu (1986), koja je opisana u poglavlju 3.7.3.

Za analizu je pripremljena serija razblaZenih vodenih rastvora sokova. Udeo soka u 1
ml rastvora bio u opsegu 0,01-0,5 ml. Apsorbance uzorka i slepe probe su izmerene na 700
nm (A7p0). Za svaki ispitivani uzorak konstruisana je kriva zavisnosti izmedu izmerenih
vrednosti A7go1 koncetracije rastvora sokova.

RPy s vrednost definisana je kao koncentracija uzorka soka pri kojoj vrednost A7y

iznosi 0,50, a dobijena je racunski iz jednacine linearne regresije.
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3.15. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska,
osim ako nije naznaceno drugacije. Podaci su obradeni primenom softverskih paketa Micro-
soft Exel for Windows 10 (Windows, Redmond, VaSington, SAD), Origin 7 (OriginLab
Corporation, Northempton, SAD, 1991-2002), OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation,
Northempton, SAD) i Statistica (StatSoft, Inc. , version 10.0.Talsa, Oklahoma, SAD). Stepen
linearne korelacije izmedu dve varijable je meren koriS¢enjem Pirsonovog koeficijenta

korelacije (|r|).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE POLIFENOLNIH
JEDINJENJA U EKSTRAKTIMA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Bobicasto voce sa visokim sadrzajem bioloski aktivnih jedinjenja, moze da odigra
veoma znacajnu ulogu u smanjenju rizika od mnogih hroni¢nih bolesti (Turmanidze i sar,
2016).

Razumevanje fiziologije i biohemijske osnove sadrzaja vitamina i antioksidanata
tokom razvoja i sazrevanja ploda je potrebno kako bi se odabralo najbolje vreme za berbu i
kako bi se sprecio gubitak hranljivih materija tokom berbe i naknadne obrade (Miret i sar,
2016). Samim tim koli¢ine nutrijenata i fitohemikalija bile bi vece 1 u sporednim proizvodima
koji zaostaju nakon prerade vocéa u sok, vino i marmeladu (Dabbou i sar, 2017).

Sporedni proizvodi voéa i povréa su obecavajuéi izvori visoko vrednih supstanci
poput fitohemikalija (karotenoida, fenola i flavonoida), antioksidanata, antimikrobnih sredsta-
va, vitamina i dijetetskih masti, koji imaju povoljne tehnoloske ili nutritivne osobine (Dabbou
isar, 2017).

Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja polifenolne strukture, ukupnih polifenola (TPh),
ukupnih flavonoida (TF) i ukupnih antocijana (TAc) u ekstraktima tropova maline, kupine i
borovnice odreden je odgovaraju¢im spektrofotometrijskim metodama. Na slici 4.1. prikazan
je uporedni dijagram rezultata spektrofotometrijskih odredivanja sadrZzaja polifenolnih jedi-

njenja u ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB.
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Slika 4.1. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB

Sadrzaj TPh odreden je metodom po Folin-Ciocalteu, koja se zasniva na redukcionoj
sposobnosti fenolnih hidroksilnih grupa. U ETB je odreden najvisi sadrzaj TPh (103,46 mg
GAE/g suvog ekstrakta), dok je najnizi u ETMM (26,30 mg GAE/g suvog ekstrakta). Vuli¢ i
saradnici (2011) su ispitujuci sadrzaj polifenolnih jedinjenja u tropovima maline, kupine i
borovnice takode ustanovili prisutnost ukupnih fenolnih jedinjenja istim redosledom: trop bo-
rovnice > trop kupine > trop maline. Ovaj redosled sadrzaja TPh utvrden je 1 za cele plodove
ovih bobica: borovnica > kupina > malina (Nila i sar, 2014). De Souza i saradnici (2014) su
poredeci literaturne podatke za razliito bobicasto voée ustanovili izuzetno visok sadrzaj
ukupnih fenola za kupinu (850,52 mg GAE/100 g), dok je znatno nizi sadrzaj utvrden u malini
1 borovnici (357,83 mg GAE/100 g, odnosno 305,38 mg GAE/100 g). To ukazuje da na
sadrzaj antioksidanata polifenolne strukture u vocu uticu: genetski faktori (vrsta, sorta), stepen
zrelosti, uslovi na terenu i naknadna obrada (Manganaris i sar, 2014, Genskowsky i sar, 2016,
Kazimierczak 1 sar, 2016).

Iako je sadrzaj TPh u ekstraktima tropova maline (ETMM 1 ETMW) nizi nego u
ETKC, ETKT i ETB, oni takode predstavljaju zna¢ajan izvor ovih jedinjenja.

Sadrzaj TF, odreden spektrofotometrijskom metodom po Zhishen i saradnicima
(1999) je bio najvisi u ETB (50,05 mg RE/g suvog ekstrakta), a najnizi u ETMW (22,00 mg

RE/g suvog ekstrakta). Na biosintezu flavonoida u voéu znacajno utice fotoperiod, intezitet
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svetlosti (koli¢ina) i1 kvalitet svetlosti (spektar), kao 1 interakcija svetlosti sa drugim faktorima
sredine (Zoratti 1 sar, 2014). Na sadrzaj flavonoida uti¢u 1 uslovi gajenja i kasnije tretiranje
biljnih sirovina. Vuli¢ i saradnici (2011) su ustanovili visi sadrzaj TF u tropu maline (591,65
mg/100 g svezeg tropa), nego u tropu kupine (245,48 mg/100 g svezeg tropa), $to potvrduje
¢injenicu da sadrzaj ovih jedinjenja zavisi od mnogo faktora.

ETB je izuzetno bogat antocijanima (44,63 mg CyGE/g suvog ekstrakta), koji ¢ine
oko 90% ukupnih flavonoida i oko 43% ukupnih polifenola. U ETMW je odreden najniZi
sadrzaj TAc (2,32 mg CyGE/g suvog ekstrakta). Vuli¢ i saradnici (2011) su takode ustanovili
da je sadrzaj ukupnih antocijana u tropu borovnice ¢ak oko dvadeset puta veéi nego u tropu
maline, odnosno oko devet puta nego u tropu kupine. Basu i saradnici (2010) i Nohynek i
saradnici (2006) su ispitujuci veci broj bobica ustanovili da se borovnica isti¢e po visokom
sadrzaju antocijana. Marhuenda i saradnici (2016) su ipak HPLC-DAD analizom ustanovili da
je sadrzaj ukupnih antocijana u kupini ¢ak oko osam puta visi nego u borovnici, Sto takode
pokazuje da sadrzaj ovih jedinjenja zavisi od mnogobrojnih faktora (vrsta, sorta, stepen
zrelosti 1 dr).

Studije o prisustvu antocijana u grozdu i crvenom vinu dominiraju, ali mnogobrojno
drugo voce, posebno bobicasto voée i pojedino povrée, takode su bili predmet brojnih
istrazivanja (Amarowicz i sar, 2009). Medutim, literaturnih podataka o sporednim proizvo-
dima voca i povréa nema mnogo, s obzirom da je ova oblast istrazivanja tek u ekspanziji.

Sadrzaj TPh odreden metodom po Folin-Ciocalteu ne pruza kompletnu sliku o
kvantitetu i kvalitetu polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima. Razli¢ita fenolna
jedinjenja imaju razliCit odziv na Folin-Ciocalteu reagens (Staj¢i¢, 2012). Moguce prisustvo
interferiraju¢ih jedinjenja (Seceri, aromaticni amini, sumpor-dioksid, vitamin C, organske
kiseline, Fe(Il) i ostale supstance koje nisu polifenolnog porekla), uti¢u na nerealno povecanje
rezultata (Singelton, 1999). Zbog toga je kompletna kvalitativna i kvantitativna analiza
polifenolnih jedinjenja u ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB izvriena primenom HPLC

metode.
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4.2. HPLC ANALIZA POLIFENOLNIH JEDINJENJA U
EKSTRAKTIMA TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Identifikacija 1 kvantifikacija fenolnih kiselina i flavonoida u ETMM, ETMW,
ETKC, ETKT i ETB izvriena je RP-HPLC-UV/Vis tehnikom. Detekcija razdvojenih pikova
izvrSena je na tri talasne duzine: 280 nm, 320 nm i 360 nm.

Identifikacija antocijana u liofiliziranim ekstraktima tropova izvrSena je primenom

HPLC-DAD-ESI/MSh, a kvantifikacija primenom RP-HPLC-DAD tehnike.

4.2.1. HPLC ANALIZA ETMM I ETMW

Na slici 4.2. prikazani su HPLC hromatogrami fenolnih kiselina i flavonoida detekto-
vanih u ETMW na talasnim duzinama 280 nm (a), 320 nm (b) i 360 nm (c), a na slici 4.3.
prikazan je HPLC hromatogram antocijana u ETMM.

U tabeli 4.1. prikazani su rezultati HPLC analize polifenolnih jedinjenja u ETMM 1
ETMW. U ETMM i ETMW kao dominantne komponente detektovane su protokatehinska
(9,779 mg/g suvog ekstrakta, odnosno 12,779 mg/g suvog ekstrakta) i galna kiselina
(4,534mg/g suvog ekstrakta, odnosno 7,302 mg/g suvog ekstrakta). Galna kiselina u¢estvuje u
stvaranju hidrolizuju¢ih galotanina, a njenom kondenzacijom nastaje dimer - elaginska
kiselina (Tumbas, 2012), koji takode ulazi u sastav elagitanina.

Prema vecini literaturnih podataka, jedno od najznacajnijih jedinjenja iz klase poli-
fenola u plodu maline jeste elaginska kiselina 1 elagitanini. Elaginska kiselina je detektovana i
u ispitivanim ekstraktima tropova i dominantnija je u ETMW (0,629 mg/g suvog ekstrakta),
nego u ETMM (0,122 mg/g suvog ekstrakta). Zbog svojih antioksidativnih i1 antivirusnih
osobina (Thakur i sar, 2008), elaginska kiselina se moze Kkorisititi kao dodatak hrani
(Komorsky-Lovri¢ 1 sar, 2011). Elagitanini iz bobica familije Rubus ukljucuju dimerni
sanguiin H-6, sanguiin H-10 i trimerni lambertianin C (K&hkonen i sar, 2012). S obzirom da
primenjena metoda nije obuhvatala identifikaciju elagitanina, kvantifikacija ovih jedinjenja

nije izvrSena u ovoj tezi.
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Slika 4.2. HPLC hromatogrami ETMW: a) 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina 1
3- elaginska kiselina, razdvojene komponente detektovane su na 280 nm; b) 1 - kafena
kiselina, 2 - sinapinska kiselina i 3 - ferulna kiselina, razdvojene komponente
detektovane su na 320 nm; ¢) 1 - rutin i 2 - miricetin, razdvojene komponente detektovane su

na 360 nm.
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Slika 4.3. HPLC hromatogram ETMM: 1 - cijanidin-3-soforozid, 2 - cijanidin-3-(2-

SR TR MU

glukozilrutinozid), 3 - cijanidin-3-glukozid 1 4 - cijanidin-3-rutinozid, razdvojene komponente

detektovane su na 520 nm.

Tabela 4.1. Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u ETMM i ETMW

e gee SadrzZaj (mg/g suvog ekstrakta)
Fenolna jedinjenja ETMM ETMW
Protokatehinska kiselina 9,779 + 0,458 12,779 £+ 0,456
Galna kiselina 4,534 +£0,213 7,302 + 0,436
Siringinska kiselina n.d. 0,154 + 0,006
Kafena kiselina n.d. 0,046 + 0,003
Ferulna kiselina 0,194 + 0,007 0,024 + 0,001
Sinapinska kiselina 0,037+ 0,001 0,039 + 0,001
Elaginska kiselina 0,122 + 0,005 0,629 + 0,023
Katehin n.d. 1,795 £ 0,069
Rutin 0,052 + 0,002 0,077 + 0,002
Miricetin 0,009 £ 0,000 0,026 £ 0,001
Luteolin 0,004 + 0,000 0,003 + 0,000
Kvercetin 0,003 + 0,000 0,002 + 0,000
Cijanidin-3-soforozid 2,280+0,111 1,244 + 0,042
Cijanidin-3-
(2-glukozilrutinozid) 0,285+0,012 n.d.
Cijanidin-3-glukozid 0,675 +£0,023 0,047 £0,001
Cijanidin-3-rutinozid 0,180 + 0,006 n.d.

n.d. - nije detektovan
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U plodu maline dominantan antocijan je cijanidin-3-soforozid (Borges i sar, 2009,

Kula i sar, 2016), koji je dominantan i u ETMM i ETMW. Flavanoli i flavonoli su prisutniji u

ETMW, dok su antocijani viSe zastupljeni u ETMM.

Na slici 4.4. prikazani su hromatogrami antocijana detektovanih u ETKC (a) i ETKT

4.2.2. HPLC

ANALIZA ETKC I ETKT
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Slika 4.4. HPLC hromatogrami ETKC (a) i ETKT (b); 1- cijanidin-3-glukozid, 2- cijanidin-3-

malonilglukozid i 3- cijanidin-3-dioksalilglukozid, razdvojene komponente detektovane su na

520 nm.
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Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u ETKC i ETKT prikazan
je u tabeli 4.2. Od fenolnih kiselina, derivati hidroksibenzoeve kiseline su dominantna jedinje-
nja u ispitivanim ekstraktima tropa kupine, kao i u ETMM i ETMW. U ETKC su najdo-
minantnije galna i vanilinska kiselina (10,462 mg/g suvog ekstrakta, odnosno 9,569 mg/g
suvog ekstrakta), dok su u ETKT najzastupljenije protokatehinska i vanilinska kiselina

(27,929 mg/g suvog ekstrakta, odnosno 13,089 mg/g suvog ekstrakta).

Tabela 4.2. Kvalitativan i kvantitivan sastav polifenolnih jedinjenja u ETKC i ETKT

. Sadrzaj (mg/g suvog ekstrakta)
Fenolna jedinjenja <
ETKC ETKT

Kafena kiselina 0,202 +£ 0,010 0,462 + 0,023
Protokatehinska kiselina 3,364 £ 0,168 27,929 + 1,442
Siringinska kiselina 5,605 + 0,280 6,421 +£ 0,321
Ferulna kiselina 0,135+ 0,007 0,093 +£ 0,046
Vanilinska kiselina 9,555 +0,478 13,089 + 0,654
Kumarinska kiselina 0,041 £ 0,002 0,124 + 0,006
Gentisinska kiselina 0,719 + 0,036 0,702 + 0,004
Sinapinska kiselina 0,129 + 0,006 0,153 +£0,008
Galna kiselina 10,462 + 0,523 9,569 + 0,478
Elaginska kiselina 0,410+ 0,020 0,604 + 0,030
Miricetin 0,100 + 0,005 0,116 + 0,006

Rutin 0,773 £ 0,039 0,558 £ 0,028

Katehin 1,627 + 0,081 1,869 + 0,093
Epikatehin 1,471 £ 0,074 1,174 £ 0,059
Epikatehingalat 0,834 +£ 0,042 0,443 + 0,022
Kvercetin 0,038 + 0,002 0,022 £ 0,001
Luteolin 0,001 + 0,000 0,001 + 0,000
Cijanidin-3-glukozid 15,722 +£ 0,792 15,486 0,772
Cijanidin-3-malonilglukozid 0,213 +£0,015 2,101 £0,110
Cijanidin-3-dioksalilglukozid 0,246 +£0,017 2,553+ 0,136

Flavanoli su zastupljeni i u ETKC i ETKT, katehin (1,627 mg/g suvog ekstrakta,

odnosno 1,869 mg/g suvog ekstrakta) i epikatehin (1,471 mg/g suvog ekstrakta, odnosno
1,174 mg/g suvog ekstrakta), kao i katehin esterifikovan galnom kiselinom. Flavonoli su

zastupljeniji u ekstraktima tropa kupine nego u ETMM i ETMW.
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Cho 1 saradnici (2004) su saopstili da je pet zajednickih antocijana: cijanidin-3-glu-
kozid, cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-ksilozid, cijanidin-3-malonilglukozid, cijanidin-3-
dioksalilglukozid, prisutno u razli¢itim sortama kupine. U ETKC i ETKT prisutni su cija-
nidin-3-glukozid, cijanidin-3-malonilglukozid i cijanidin-3-dioksalilglukozid, a najdominant-
niji antocijanin je cijanidin-3-glukozid (15,722 mg/g suvog ekstrakta, odnosno 15,486 mg/g
suvog ekstrakta), koji je 1 prema istrazivanjima Cho i saradnika (2004) najdominantniji u

plodu kupine.

4.2.3. HPLC ANALIZA ETB

Na slici 4.5. prikazani su HPLC hromatogrami polifenolnih jedinjenja detektovanih u
ETB na talasnim duzinama 280 nm (a), 320 nm (b) i 360 nm (c). Na slici 4.6. prikazan je

HPLC hromatogram antocijana u ETB, detektovanih na talasnoj duzini 520 nm.
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Slika 4.5. HPLC hromatogram ETB: a) 1 - protokatehinska kiselina, 2 - galna kiselina i3 -
elaginska kiselina, razdvojene komponente detektovane su na 280 nm; b) 4 - ferulna kiselina i
5 - sinapinska kiselina, razdvojene komponente detektovane su na 320 nm ¢) 6 - rutin, 7 -

miricetin 1 8 - kempferol, razdvojene komponente detektovane su na 360 nm.
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Slika 4.6. HPLC hromatogram antocijana ETB: 9- delfinidin-3-glukozid, 10-
cijanidin-3-galaktozid, 11- cijanidin-3-glukozid, 12- petunidin-3-galaktozid, 13- cijanidin-3-
arabinozid, 14- petunidin-3-glukozid, 15- cijanidin-3-ksilozid, 16- malvidin-3-galaktozid, 17-
peonidin-3-glukozid i 18- malvidin-3-arabinozid, razdvojene komponente detektovane su na

520 nm.

U tabeli 4.3. je prikazan kvalitativan 1 kvantitvan sastav polifenolnih jedinjenja u
ETB.

Dominantna jedinjenja u ETB su protokatehinska i galna kselina (35,180 mg/g suvog
ekstrakta, 31,981 mg/g suvog ekstrakta). Od flavonola identifikovani su rutin, miricetin i
kempferol, a dominantan je rutin (2,353 mg/g suvog ekstrakta). ETB se posebno isti¢e po
visokom sadrZaju antocijana.

Delfinidin-3-galaktozid, delfinidin-3-arabinozid, petunidin-3-galaktozid, malvidin-3-
galaktozid i malvidin-3-arabinozid su prema Cho i saradnicima (2004) najzastupljeniji
antocijani u pet razli¢itih genotipova borovnice. HPLC analizom antocijana utvrdeno je da su
u ispitanom ETB prisutni glukozidi cijanidina, delfinidina, petunidina, malvidina i peonidina,
od kojih su petunidin-3-galaktozid, cijanidin-3-arabinozid i petunidin-3-glukozid dominantni
(54,291 mg/g suvog ekstrakta, 52,589 mg/g suvog ekstrakta i 45,190 mg/g suvog ekstrakta).
Visok sadrzaj antocijana u ETB je ocekivan, zato $to su ova jedinjenja u plodu borovnice
najve¢im delom skoncentrisana u kozici (Lee i sar, 2004). Reque i saradnici (2014) su ispitu-
judi sadrzaj antocijana u borovnici i njenim proizvodima ustanovili da plod i trop sadrze zna-
¢ajne koli¢ine antocijana (1775,75 mg/100 g suve materije ploda, odnosno 1572,15 mg/100 g
suve materije tropa). Dosta nizi sadrzaj ovih jedinjenja utvrdili su u susenoj borovnici, soku i

brasnu.
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Tabela 4.3. Kvalitativan i kvantitavan sastav polifenolnih jedinjenja u ETB

Fenolno jedinjenje

Sadrzaj

(mg/g suvog ekstrakta)

Protokatehinska kiselina

35,180+ 1,091

Galna kiselina

31,981 + 1,235

Ferulna kiselina 2,245 £ 0,092
Sinapinska kiselina 0,151 £0,017
Elaginska kiselina 0,258 £ 0,016
Rutin 2,353 +£0,109
Miricetin 0,238 £0,013
Kempferol 0,009 + 0,001

Delfinidin-3-glukozid

21,630 + 0,890

Cijanidin-3-galaktozid

29,003 = 1,053

Cijanidin-3-glukozid

31,494+ 1,272

Petunidin-3-galaktozid

54,291 + 2,046

Cijanidin-3-arabinozid

52,589 +2,021

Petunidin-3-glukozid

45,190 + 2,156

Cijanidin-3-ksilozid

10,139+ 0,367

Malvidin-3-galaktozid

26,167 + 1,246

Peonidin-3-glukozid 22,319 £ 0,743
Malvidin-3-arabinozid 3,535+0,148

Na osnovu analize dobijenih sadrzaja fenolnih jedinjenja, moze se zakljuciti da u
ETB postoji obilje bioloski aktivnih jedinjenja, koja mogu pozitivno uticati na zdravlje ljudi
samostalno ili u sinergizmu. Zbog toga se ETB moze okarakterisati kao visokovredan funk-

cionalni sastojak i njegova primena u prehrambenoj industriji je i te kako moguca.

4.3. HPLC ANALIZA VITAMINA C

Prema istrazivanjima Miret i saradnika (2016) glavne promene u ukupnoj koli¢ini
vitamina C dogadaju se tokom zrenja ploda maline 1 prelaska iz crvene u tamnocrvenu fazu,
kada nivoi askorbata naglo porastu. Sadrzaj vitamina C (askorbata) u vocu je visok, ali vrlo
promenljiv i posebno osetljiv na period pre i posle berbe. Stabilnost vitamina C zavisi od
mnogobrojnih faktora: koncentracije kiseonika, pH sredine, temperature, izloZenosti svetlosti

1 prisustva teSkih metala. Gubitak vitamina C je pribliZzno deset puta veci u prisustvu kiseo-
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nika u odnosu na gubitak u anaerobnim uslovima (Sumi¢, 2014). Naknadna obrada voéa i
skladiStenje, jo§ dodatno smanjuju sadrzaj vitamina C.

Sadrzaj vitamina C u ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB odreden je HPLC
metodom. Rezultati analize ukazuju da je najvisi sadrzaj vitamina C utvrden u ETMW (0,97
mg/g suvog ekstrakta). Nesto nizi sadrzaj ovog vitamina utvrden je u ETKT (1,44 mg/g suvog
ekstrakta), ETMM (0,49 mg/g suvog ekstrakta) i ETKC (0,16 mg/g suvog ekstrakta).Najnizi
sadrzaj vitamina C je odreden u ETB (0,06 mg/g suvog ekstrakta). Uzimajuéi u obzir da je
vitamin C nestabilan, da se lako oksiduje, a da se na poviSenim temperaturama raspada, nizi

sadrzaji su o¢ekivani.

4.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA TROPOVA
BOBICASTOG VOCA

Endogeni antioksidantivni sistemi imaju presudnu funkciju u borbi protiv oksidativ-
nog stresa, ali antioksidanti, koji se unose putem hrane su takode vazni (Ayoub i sar, 2016).
Zbog bezbednosnih razloga i ogranicenja o koriS¢enju sintetickih antioksidanata, prirodni
antioksidanti dobijeni iz jestivih materijala i jestivih sporednih proizvoda privlace sve vece
interesovanje (Shahidi i sar, 2015). Klinic¢ka ispitivanja na eksperimentalnim Zivotinjama su
pokazala da neki od sintetskih antioksidanata imaju kancerogeno dejstvo, te je u poslednjih
trideset godina objavljeno dosta nauc¢nih radova koji potvrduju primenu prirodnih antioksida-
nata, koji nisu pokazali ovakvu fiziolosku aktivnost (Mili¢ i sar, 2000). Antioksidativni
kapacitet maline i drugih bobica, je u korelaciji sa razli¢itim bioaktivnim jedinjenjima, koja
imaju antioksidativna svojstva (Skrovankova i sar, 2015). Antocijani, tanini, ukupni fenoli i
askorbinska kiselina Siroko su izucavani zbog mogucih pozitivnih korelacija sa antioksi-
dativnom aktivnosti.

Odnos izmedu povecanog unosa voca i povréa i smanjenja rizika od hroni¢nih
bolesti, moze se pripisati njithovoj antioksidativnoj aktivnosti (Ayoub i sar, 2016). Takode,
Diaconeasa 1 saradnici (2014) su ustanovili da bobice (borovnice, kupine, maline i1 brusnice)
analizirane u njihovoj studiji sadrze veliku koli¢inu fenolnih jedinjenja i kao takve pokazuju

visoku antioksidativnu aktivnost.
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4.4.1. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA
TROPOVA BOBICASTOG VOCA SPEKTROFOTOMETRIJSKIM METODAMA

Kada se antioksidant nade u sloZenom okruZenju, on reaguje u zavisnosti od svoje
hemijske prirode, §to za rezultat ima dobijanje drugacijih brojnih vrednosti rezultata, za svaki
od navedenih testova. Dobijene vrednosti ¢esto mogu da budu u slaboj korelaciji i zato je
potrebno izvesti viSe ovih testova, da bi se sa sigurno$¢u mogla proceniti antioksidativna
aktivnost ispitivane supstance, odnosno ekstrakata (Bernaert i sar, 2012). Odnosno, razli¢iti
testovi za ispitivanje antioksidativne aktivnosti, pruzaju razli¢ite mogucénosti antioksidantima
da ispolje svoju aktivnost.

Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB oda-
brana su tri spektrofotometrijska testa: DPPH test, ABTS"" test i test redukcione sposobnosti,

koji se veoma Cesto koriste za procenu antioksidativne aktivnosti.

4.4.1.1. Antioksidativna aktivnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na DPPH

radikale

Spektrofotometrijska metoda, koja je koriS¢ena za odredivanje antioksidativne aktiv-
nosti na DPPH radikale se zasniva na merenju sposobnosti neutralizacije DPPH radikala u
reakciji sa prisutnim antioksidantima.

Slobodni DPPH radikali se naj¢eS¢e koriste u antioksidativnim testovima za odre-
divanje sposobnosti prirodnih sekundarnih metabolita prisutnih u ekstraktima da predaju
labilan vodonikov atom slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam predstavlja najces¢i i
najjednostavniji mehanizam antioksidativne zastite (DPPH® + AH — DPPH-H + A®). DPPH"®

je stabilan slobodni radikal i ima slede¢u hemijsku strukturu:

NO,

O,N N—N
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Zbog nesparenog elektrona DPPH® apsorbuje svetlost u vidljivom delu spektra, na
talasnoj duzini od 517 nm (jarko ljubiCasta boja). Kada se ovaj elektron spari u prisustvu
antioksidanata, apsorbanca na ovoj talasnoj duzini opada, odnosno boja se menja od ljubicaste
do zute. Transformacija boje iz ljubicaste u zutu je stehiometrijski proporcionalna broju elek-
trona koji su predati.

Mehanizam delovanja flavonoida sa DPPH®, putem otpustanja vodonika je:

FI-OH + DPPH® — FIO® + DPPH,

A predlozeni mehanizmi zavrSavanja slobodnoradikalskih reakcija u prisustvu
flavonoida su (Tumbas, 2010):

FI-O® + FI-O® — FI-O-O-FI
FI-O®* + DPPH* — FI-O-DPPH
FI-O® (semihinon) — FI=O (hinon)

Spektrofotometrijskom metodom je utvrdeno da su ispitivani ekstrakti tropova bobi-
Castog voca uticali na transformaciju DPPH"® radikala, u zavisnosti od koncentracije i vrste
primenjenog ekstrakta (slika 4.7). Dobijeni rezultati pokazuju da AApppn. vrednost raste sa
porastom koncentracije ekstrakata. ETKT i ETKC su pokazali najjaéu antioksidativnu aktiv-
nost na DPPH". I ETB je pokazao izraZenu antioksidativnu aktivnost. Antioksidativna aktiv-
nost tropa borovnice je nedavno potvrdena visokim procentom inhibicije (oko 65%) ske-
vindzer aktivnosti DPPH radikala (Dabbou i1 sar, 2017). Novije studije pokazuju da sadrzaj
antocijana, hlorogenske kiseline i kvercetina veoma zavisi od sorte borovnica, dok su sezon-
ske varijacije imale relativno mali efekat na njihov sadrzaj (Kraujalyté i sar, 2015). Praveci
paralelu sa sadrzajem fenolnih jedinjenja, odredenih HPLC analizom i spektrofotometrijski,
najvisi sadrzaj ovih jedinjenja je odreden upravo u ovim ekstraktima. Ocigledno je da je visok
sadrzaj antocijana u vezi sa antioksidativnom aktivnosti (Genskowsky 1 sar, 2016), kao 1
ukupnim fenolima i flavonoidima.

Fazio i saradnici (2013) su ispituju¢i antioksidativnu aktivnost na DPPH® radikale
ekstrakata semenki kupine i bobica zove, ustanovili viSu antioksidativnu aktivnost ekstrakta
semenki kupine, koji je bio bogatiji fenolnim jedinjenjima. Ovo je jo$ jedan od dokaza da fe-

nolna jedinjenja doprinose antioksidativnom kapacitetu.
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Slika 4.7. Antioksidativna aktivnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na DPPH*

ECso vrednost (koncentracija antioksidanta koja uzrokuje smanjenje pocetne koncen-
tracije DPPH" za 50% u uslovima koje defini§e metoda) je parametar koji se Gesto koristi kao

merilo antioksidativne aktivnosti (Fazio i sar, 2013), pri ¢emu nize ECsy vrednosti odgovaraju

DPPHe

viSoj antioksidativnoj aktivnosti. Na slici 4.8 su prikazane ECsg vrednosti, izraCunate na

osnovu AApppn. ekstrakata ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB i sintetickog antioksidanta

troloksa.

DPPH
* vrednost

opada sledeé¢im redosledom: ETKT > ETKC > ETB > ETMW > ETMM. U ETMM i ETMW

Antioksidativna aktivnost ekstrakata na DPPH®, izrazena kao ECsg

su ustanovljeni nizi sadrZaji ukupnih fenola i flavonoida, u odnosu na ETKC, ETKT i ETB,

Sto je u saglasnosti sa tvrdnjom da fenolna jedinjenja uti¢u na antioksidativna svojstva.

DPPHe DPPHe

Poredenjem ECsg vrednosti ekstrakata sa ECs vrednoscu za troloks (0,0188 mg/ml),
uotava se da je antioksidativna aktivnost ETKT (ECso"""*=0,0085 mg/ml) i ETKC
(ECs0°""1°=0,0175 mg/ml) izrazenija od troloksa. ETB (ECso"" *=0,0246 mg/ml) je pokazao
dobru aktivnost, sli¢cnu troloksu, dok su ETMM (EC50DPPH':O,0723 mg/ml) i ETMW
(ECsoDPPH'=O,O416 mg/ml) pokazali umerenu antioksidativnu aktivnost. Vuli¢ i1 saradnici
(2011) su ispitujuéi antioksidativnu aktivnost na DPPH" radikale tropova borovnice, kupine,
jagode 1 maline, dobili sledece ECso°"™* vrednosti: 0,040, 0,017, 0,038 i 0,040 mg/ml,

redom. I u ovom radu trop kupine je pokazao najbolju antioksidativnu aktivnost.
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Slika 4.8. ECs,”""* yrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT, ETB i troloksa

4.4.1.2. Antioksidativna aktivnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na ABTS""

radikale

ABTS katjon radikal (ABTS"") se, pored DPPH radikala, ¢esto koristi za odredivanje
sposobnosti prirodnih jedinjenja da predaju vodonikov atom slobodnim radikalima, naj¢es¢i i
najjednostavniji mehanizam antioksidativne zastite.

Za razliku od DPPH radikala koji je ogranicen na reakcije sa antioksidantima manje
polarnosti, ABTS®" je pogodan za odredivanje antioksidativnog kapaciteta i hidrofilnih i
lipofilnih antioksidanata, poSto se dobro rastvara i u vodi i u organskim rastvara¢ima, i nije
pod uticajem jonske jaCine rastvora (Apak i sar, 2013).

ABTS"" je stabilan slobodni radikal i ima sledeéu hemijsku strukturu:
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ABTS"" je zeleno obojen i apsorbuje svetlost u vidljivom delu spektra, na talasnoj
duzini od 414 nm (zelena boja). Kada se ovaj elektron spari u prisustvu antioksidanata, apsor-
banca na ovoj talasnoj duzini opada, odnosno rastvor se obezboji.

Mehanizam dejstva terminacije slobodnoradikalskih reakcija sa flavonoidima pri-
kazan je na slici 4.9. Medutim ne vode sve reakcije obavezno i zavrsetku slobodnoradikalskih
reakcija, jer njihovi nastali produkti i proizvodi njihovog razlaganja mogu ponovo reagovati

sa radikalima.

OH o
/©/OH R. : :
FI-OH FI-O°
o (0]
/@/OH R RH /i‘;/ro
FI-O° FI=0 (hinon)

Slika 4.9. Mehanizam antioksidativnog dejstva flavonoida (Meng i sar, 2010)

Na slici 4.10 prikazana je graficka zavisnost AAaprse+ 0d koncentracije za sve ispiti-
vane ekstrakte tropova. Spektrofotometrijskim testom na ABTS®, ETKC, ETKT i ETB su
ispoljili bolju antioksidativnu aktivnost od ETMM, ETMW. Obzirom da je kod ovih ekstra-
kata tropova utvrden i najvisi sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antocijana, rezultati su oce-
kivani. ETKC je u ispitivanom opsegu koncentracija pokazao najbolju antioksidativnu aktiv-
nost. Pri niskoj koncentraciji od 0,015 mg/ml potpuno je neutralisao ABTS®", odnosno
postigao antioksidativnu aktivnost od aktivnost 100%.

Utvrdeni redosled antioksidativne aktivnosti ekstrakata i troloksa na ABTS®" radika-
le, izrazene kao ECsoABTS'+ vrednosti, je slede¢i: troloks > ETKT > ETKC > ETB > ETMM >

ETMW (slika 4.11). Svi ekstrakti tropova su pokazali neSto niZe antioksidativno dejstvo na
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ABTS*" radikale u odnosu na troloks (ECso™®"™*" = 0,0019 mg/ml). Antioksidativna aktivnost
ETKT, ETKC i ETB (ECs,"®™*" = 0,0065 mg/ml, ECs,"®"™>*" = 0,0070 mg/ml, ECs,"?™*" =
0,0082 mg/ml, redom) je relativno sli¢na, 1 neSto izraZenija u odnosu na aktivnost ETMM 1

ETMW (ECs*®™""=0,0147 mg/ml, EC5,"®"™*"=0,0183 mg/ml, redom).
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Slika 4.10. Antioksidativna aktivnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na ABTS""

radikale
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Slika 4.11. ECs,"®™*" vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT, ETB i troloksa
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4.4.1.3. Redukciona sposobnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB

Redukciona sposobnost povezana je sa antioksidativnom aktivno$éu i moze da sluzi
kao znacajan indikator aktivnosti. Fenolna jedinjenja iz ekstrakata bobica, kao elektron
donori, prekidaju lanac radikalskih reakcija konvertovanjem slobodnih radikala u stabilnije
neradikalske proizvode (Ayoub i sar, 2016). In vivo, ishod redukcionih reakcija je da prekine
lanac radikalskih reakcija, koje ina¢e mogu biti vrlo Stetne (Kilic i sar, 2014).

Metoda po Oyaizu (1986), koja je koris¢ena za odredivanje ukupne redukcione
sposobnosti, zasniva se na pra¢enju apsorbance u zavisnosti od koncentracije rastvora ekstra-
kata tropova. Prisustvo antioksidanata iz ispitivanih ekstrakata tropova, izaziva redukciju Fe**
u Fe?".

Na slici 4.12 prikazana je redukciona sposobnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i
ETB. Sa grafika se moze uociti da sa porastom koncentracije raste i redukciona sposobnost. U

ispitivanom opsegu koncentracija najjacu redukcionu sposobnost ispoljio je ETKT.
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Slika 4.12. Redukciona sposobnost ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB

U cilju poredenja rezultata izracunate su RPy s vrednosti (koncentracija ekstrakta pri
apsorbanci 0,5; §to je RPys vrednost niza, to je veca sposobnost uzorka da hvata slobodne

radikale). Na osnovu odredenih RPys vrednosti za ekstrakte i trolox (slika 4.13), redosled
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redukcione sposobnosti je sledeéi: troloks > ETKT > ETKC > ETB > ETMW > ETMM. Eks-

trakti tropova sa viSim sadrzajem fenolnih jedinjenja su pokazali bolju redukcionu sposob-
nost, ali nizu od troloksa (RPys=0,0716 mg/ml). RPys vrednosti za ETKT, ETKC i ETB
(RPy5=0,2358 mg/ml, RP(s=0,3310 mg/ml, RP¢s=0,3792 mg/ml, redom) ukazuju da ovi
ekstrakti imaju slian potencijal redukcione sposobnosti. Najnizu redukcionu sposobnost
pokazao je ETMM (RP(5=1,0556 mg/ml). Vuli¢ i saradnici (2011) su ispitujuéi redukcionu
sposobnost ekstrakata tropova Cetiri vrste bobicastog voca (jagode, maline, kupine i borov-
nice), utvrdili da je ekstrakt tropa jagode pokazao najvisu redukcionu sposobnost (RPys=0,35

mg/ml), a ekstrakt tropa kupine najnizu (RPys=0,57 mg/ml).
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Slika 4.13. RP 5 vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB i troloksa

4.4.2. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA
TROPOVA BOBICASTOG VOCA ELEKTRON SPIN REZONANTNOM
SPEKTROSKOPIJOM

Elektron spin rezonantna (ESR) spektroskopija je snazna i direktna instrumentalna

metoda za detekciju slobodnih radikala, generisanih hemijski ili formiranih u bioloskim

sistemima (He i sar, 2014). ESR je vrlo mo¢na, savremena i veoma precizna spektroskopska
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analiticka tehnika, koja se moze koristiti za nesmetano pracenje fizickih i hemijskih procesa i
za odredivanje strukture paramagnetnih supstanci.

ESR spektroskopija je primenjiva za sve paramagnetne sisteme koji imaju zbirni
elektron spinski momenat razlicit od 0. Ovu metodu karakteriSe velika osetljivost (moguce je
detektovati koncentracije do 107> mol/l), mala masa ispitivane materije (do 0,1 g) i
nedestruktivnost paramagnetne materije. lako je osetljivost ove metode veoma visoka, detek-
cija kratkozivecih, relativno nestabilnih, reaktivnih slobodnoradikalskih vrsta nije moguca
zbog njihovog kratkog vremena zivota. ROS (superoksid anjon radikali, hidroksil radikali i
drugi) su obi¢no veoma reaktivni i prisutni u niskim koncentracijama, $to predstavlja glavno
ograni¢enje za njihovu detekciju (He 1 sar, 2014).

Jedna od tehnika koja omogucava njihovu detekciju je ,,spin trapping® tehnika, kojom
se nestabilni slobodni radikali ,,hvataju* pomocu odredenih organskih jedinjenja tzv. ,,spin
trapova“ 1 nastaju stabilni radikali tzv. ,spin adukti“ koji se mogu detektovati ESR

spektroskopijom.

4.4.2.1. ESR spektralna analiza uticaja ekstrakata na stvaranje i transformaciju

superoksid anjon radikala

Iako je superoksid anjon radikal (O,") slab oksidacioni agens, on je prekursor u
stvaranju vrlo reaktivnih hidroksil radikala 1 singlet kiseonika. Superoksid anjon radikal se
moze generisati enzimski, sistemom ksantin/ksantin oksidaza ili hemijskim putem, sa smeSom
kalijum superoksida i kraunetra. Prednost hemijskog generisanja superoksid anjon radikala za
odredivanje antioksidativne aktivnosti je jednoznacnost interpretiranih rezultata. Naime,
jedinjenja prisutna u ekstraktima mogu, pored antioksidativnog dejstva ispoljiti 1 inhibitorno
dejstvo na enzimski sistem ksantin/ksantin oksidaza. Ovaj problem je prevaziden kada je
izvor superoksid anjon radikala hemijski sistem.

ESR spektralna odredivanja slobodnih superoksid anjon radikala u navedenom model
sistemu izvrSena su ,,spin trapping* metodom, upotrebom DMPO kao ,,spin trap* jedinjenja.
Nastali reaktivni O," u prisustvu ,,spin trapa“ DMPO formiraju relativno stabilne nitroksid

radikale, DMPO-OOH ,,spin adukte*:
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Hiperfina struktura ESR signala stabilizovanih superoksid anjon radikala, odnosno

DMPO-OOH ,,spin adukata® (slika 4.14) sastoji se od cetiri linije, a konstante hiperfinog

cepanja imaju vrednost ax= 12,65 G, agg= 10,4 G 1 ay, = 1,3G.

20G

Slika 4.14. ESR spektar DMPO-OOH ,,spin adukata“ superoksid anjon radikala (slepa proba)

Na slici 4.15 prikazana je graficki zavisnost AApz.- (%) od koncentracije ekstrakta

(mg/ml), za sve ispitivane ekstrakte tropova. Sa grafika se moZe videti da su svi ekstrakti

pokazali koncentracijski zavisnu antioksidativnu aktivnost na superoksid anjon radikale. Svi

ekstrakti su efikasno uticali na stvaranje i transformaciju superoksid anjon radikala. ETB je

potpuno uklonio superoksid anjon radikale iz reakcione smeSe (AAopz.=100%) pri kon-

centraciji od 0,5 mg/ml, dok su ETKC i ETKT, odnosno ETMM i ETMW potpuno eliminisali

prisustvo superoksid anjon radikala (gasili ESR signal) tek pri koncentracijama od 1,0 mg/ml,

odnosno 1,5 mg/ml, redom.
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Slika 4.15. Uticaj ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na stvaranje 1

transformaciju superoksid anjon radikala

Na osnovu izradunatih ECso”>* vrednosti (slika 4.16) utvrden je slede¢i redosled
antioksidativne aktivnosti ekstrakata: ETB > ETMM > ETKC > ETKT > ETMW. ETB
(ECs0°2*=0,0569 mg/ml) je pokazao najizraZeniju antioksidativnu aktivnost na O,*" radikale.
S obzirom da je u ETB odreden i1 najvisi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i
antocija, u prvom redu se njima moZze pripisati izraZena antioksidativna aktivnost. Najnizu
aktivnost pokazao je ETMW (ECso°*" =0,4499 mg/ml). Antioksidativna aktivnost troloksa na

superoksid anjon radikale (ECso°*"

=0,8575 mg/ml) je bila znatno niza od svih ispitivanih
ekstrakata. Ovo je u skladu sa misljenjem velikog broja autora, koji antioksidantnu aktivnost

pripisuju delovanju biljnih fenola (MiSan, 2009).
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Slika 4.16. ECs,°* vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB i troloksa

4.4.2.3. ESR spektralna analiza uticaja ekstrakata na stvaranje i transformaciju

hidroksil radikala

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata tropova bobiCastog voca na
reaktivne hidroksil radikale (OH®) koris¢en je DMPO, kao ,,spin trap“ jedinjenje. Nastali
DMPO-OH ,,spin adukti®, koji imaju relativno dugo vreme Zzivota, su relativno stabilni i
pogodni za detekciju ESR-om (Canadanovié¢-Brunet, 1998).

Glavni izvor OH" je Fentonova reakcija, u kojoj uéestvuju jon gvozda, ili neki pre-
lazni jon metala i H,O, (Kell, 2010):

Fe*" + H,0, — Fe’' + "OH + OH"
Nastali reaktivni *OH radikali u prisustvu ,,spin trapa“ DMPO formiraju stabilne

nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH ,,spin adukte®, slede¢im reakcionim mehanizmom:

. +OH > >(>~.0H
w w
O- 0.

DMPO DMPO-OH
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Ovaj antioksidativni test daje informaciju, ne samo o antioksidativnoj (“skevindzer”)
aktivnosti ekstrakata na slobodne hidroksil radikale, ve¢ i o sposobnosti jedinjenja prisutnih u
ekstrakatima da stvaraju komplekse sa jonima gvozda i da na taj nacin spreavaju stvaranje
hidroksil radikala Fentonovom reakcijom.

Na slici 4.17 je prikazan ESR spektar DMPO-OH ,,spin adukata® nastalih u Fen-

tonovom model sistemu.

20G

Slika 4.17. ESR spektar DMPO-OH ,,spin adukata“ nastalih u Fentonovom model

sistemu (slepa proba)

Hiperfina struktura ovog ESR spektra je predstavljena sa Cetiri linije relativnog inten-
ziteta 1:2:2:1 1 istih konstanti hiperfinog cepanja za jedan '*N-atom (I = 1) ax= 14,9 G, i za
jedan 'H-atom (I = 1/2) ay= 14,9 G.

Hidroksil radikal ("OH ) je hemijski najreaktivnija forma ,aktiviranog kiseonika”,
koja nastaje tokom univalentne redukcije molekulskog kiseonika i ova forma je najodgovor-
nija za citotoksi¢ne efekte kiseonika (Halliwell, 2006).

Na slici 4.18 prikazan je uticaj ekstrakata tropova na stvaranje i transformaciju hid-
roksil radikala u Fentonovom model sistemu. Dobijeni rezultati ukazuju da svi ispitivani
ekstrakti tropova inhibiraju stvaranje *OH, ili uti¢u na njihovu transformaciju tokom Fento-
nove reakcije, odnosno pokazuju antioksidativnu aktivnost. Daleko slabiju antioksidativnu
aktivnost na "OH pokazao je ETMM, u odnosu na sve druge ispitivane ekstrakte, koji su
pokazali vrlo izrazenu, relativno sliénu antioksidativnu aktivnost. ETKC, ETKT i ETB su
potpuno eliminisali *OH iz reakcione smese (AA.op= 100%) pri istoj primenjenoj koncen-
traciji od 3,00 mg/ml. Isti efekat je postignut sa 6,00 mg/ml ETMW, odnosno sa 8,00 mg/ml
ETMM.
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Slika 4.18. Uticaj ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na stvaranje i transformaciju

hidroksil radikala u Fentonovom model sistemu

ECso'OH vrednosti ispitivanih ekstrakata (slika 4.19), dobijene na osnovu AA.on,
ukazuju na sledeéi redosled antioksidativne aktivnosti: ETKC > ETKT > ETB > ETMW>
ETMM. ETKC i ETKT (ECs0"°"=0,5642 mg/ml, odnosno ECso"°"=0,6429 mg/ml) su
pokazali bolju aktivnost u odnosu na druge ekstrakte, ali nesto malo loSiju u odnosu na troloks
(ECs50"°"=0,4240 mg/ml). Antioksidativna aktivnost ETMM (ECso"°"'=3,7288 mg/ml) na

hidroksil radikale je bila znatno niza u odnosu na ostale ekstrake tropova.
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Slika 4.19. ECs,*°" vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT, ETB i troloksa
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4.4.3. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA FITOHEMIKALIJA 1
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI ETMM, ETMW, ETKC, ETKTIETB

Korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i vitamina C i antioksidativne
aktivnosti ekstrakata tropova ispitana je Pirsonovim testom korelacije, a za analizu su koris-
ene vrednosti slede¢ih parametara: ECso”*"H°, ECs5o 51", RPy s, ECs5c°** i ECso"°". Rezul-
tati su prikazani u tabeli 4.3.

Vrlo dobra korelacija je odredena izmedu sadrzaja TPh 1 ECs BTS*

1 sadrzaja TF 1
ECs0™5"*" (|r/=0,84, odnosno [r]=0,93). Izmedu TPh i ECs5,""""* odredena je vrlo dobra kore-
lacija (Jr|=0,86), dok je sa TF ustanovljena dobra korelacija (|r|=0,77). Korelacija izmedu TAc
1 ECSODPPH°, odnosno ECsoABTS'+ je bila osrednja. Odnos izmedu antioksidativne aktivnosti 1
ukupnih polifenola kvalifikuje se boljom korelacijom, nego sa ukupnim antocijanima (Skro-
vankova i sar, 2015). Bunea i saradnici (2011) su, ispitujuci antioksidativnu aktivnost pet sorti
borovnice (dve divlje i tri kultivisane sorte), Pirsonovim testom korelacije utvrdili da su
antioksidativne aktivnosti na DPPH i ABTS" radikale u vrlo dobroj korelaciji sa sadrzajem
TPh, TF 1 TAc. Wang i saradnici (2014) su u svojoj studiji (koju su sproveli za Vaccinium
uliginosum L) ustanovili da antocijani viSe doprinose boljoj antioksidativnoj aktivnosti nego
flavonoli. Oni su ustanovili vrlo dobru korelaciju izmedu TPh i antioksidativne aktivnosti na
DPPH® (r=0,91), odnosno ABTS"*" (r=0,89), kao i izmedu TAc i DPPH" (r=0,85), odnosno
ABTS"" (r=0,87), dok je korelacija sa flavonolima slaba. De Souza i saradnici (2014) su usta-
novili vrlo dobar koeficijent korelacije (r=0,91) za TPh i DPPH test ispitujuci antioksidativnu
aktivnost za kupinu, crvenu malinu, jagodu, borovnicu i tresnju. Kraujalyté i saradnici (2015)
su ispitivali dvadeset genotipova borovnice i ustanovili vrlo dobru korelaciju (r=0,93) izmedu
sadrzaja TPh i ECso 2",

Antioksidativna aktivnost kupine je u vrlo dobroj korelaciji sa sadrzajem antocijana
(Ivanovic 1 sar, 2014). Antocijani ispitivanih ekstrakata tropova mnogo bolje koreliraju sa
ECs, BT, nego sa ECso”" ' *, odnosno njihov uticaj je veéi na ABTS"" radikale (tabela 4.4).
Kilic i saradnici (2014) su utvrdili da je elaginska kiselina efikasan antioksidant u razlicitim in
vitro ispitivanjima, uklju¢ujuéi redukcionu sposobnost, DPPH®, ABTS"" i superoksid anjon
radikal ,,skevindzer” aktivnost, kada se uporedi sa standardnim antioksidantima, kao $to su
BHA, BHT, tokoferol i askorbinska kiselina. Koeficijenti korelacije prikazani u tabeli 4.4

DPPHe

ukazuju da je izmedu elaginske kiseline 1 ECs ustanovljena dobra korelacija (|r[=0,58),

dok je sa ECso"P"™*" utvrdena slaba korelacija (|r[=0,03).

103



jj Milica Vincié

Doktorska disertacija

(€70 > 1) BLIOBIDION BQE[S T (€70 < |1]) BHOR[DION BIUPAISO *(7( < |1]) BIDBIOIOY BIQOP “(§°() < |1]) BIIOBIIOY BIGOP Ol1A,

I €0 38°0 860 60 S1°0 750 €6°0 L€°0 L0 69°0 01°0 €60 920 vz'0 | Ls0 | st ou%50d
I S0°0 LEO ¥1°0 L9°0 790 850 0L0 S8°0 9¢°0 LLO 99°0 wo €L°0 | TS0 | ¥E0 —ezo*0d
I 860 860 SO0 LLO €L0 950 %0 S6°0 LT0 L0 S0 S0 | L8O | T60 SOy
I 080 11°0 6L°0 0L0 LSO €0°0 960 1€°0 ¥°0 00 LY0 | €6°0 | ¥8°0 resrav0d
I 81°0 9% €90 10 86°0 £8°0 S1°0 L£°0 650 g0 | 220 | 980 ehaaa®0d
I o 9€°0 S50 0L0 110 850 750 ST°0 P70 | 61°0 | €1°0 D UIueA
) ) . ‘ ‘ ) . ) ‘ . przoyn[3
I 660 S60 y1°0 680 18°0 060 89°0 060 | S60 | ¥60 -g-wipruefin)
I L6°0 80°0 $80 98°0 760 LLO ¥6°0 | 16°0 | ¥6°0 UNRIUIA
I LT0 L0 S6°0 660 690 L6°0 | 18°0 | T80 unny
¢ ‘ ¢ ¢ ¢ " ¢ BUI[OSY
1 €10 wo | 20 50 080 | 200 | 610 | pycimmny
‘ ¢ ¢ ¢ ¢ c BUIOSY
1 o | 290 L5 €90 | 860 | 960 | pyiuidoung
I L6%0 TL0 L60 | T90 | T90 | euresmy eujniog
I vLO 860 | €L°0 | LLO BUI[OSIY BU[RD)
‘ ¢ ¢ BUI[OSIY
i T80 | L9 | 690 | pysumormyororg
I 9L°0 | 9L0 BLAN
I 960 dL
I UdL
o) pIzodn[s eurpEsH BuIPESH eurpEsy] | eursp BurpEsSH
Hoe "0 | —ezo”OH | YU | Legyav”Od | epgaa”Od uneyA -E?..m« . UDIILUN | uhiy s_w_.:w—.‘.—m E_m:._mn.:_w u:..Eo. q u_m_u.r..v uv_w.:__m«smouc._n— %BL | 4L | UdlL eleploy

10 SOA T2 ODH 0D “, g gy 0T “opyqaqOd 1 O BUIWENA T eluafurpal yrujouajijod efezipes npowzl o[1oeId]0Y 152} AOUOSII] *p' BAQEL

104



Doktorska disertacija Milica Vincié

Visoka antioksidativna aktivnost i znaCajna pozitivna korelacija izmedu sadrzaja
TPh, TF, odnosno TAc 1 DPPH radikal ,,skevindZer” aktivnosti, pokazuju da se bobicasto
voce moze smatrati kao dobar izvor prirodnih antioksidanata, koji mogu imati potencijalne
pozitivne efekte po zdravlje (Staj¢i¢ i sar, 2012).

Visok stepen korelacije utvrden je izmedu RPys i sadrzaja fenolnih jedinjenja.
Utvrdena je vrlo dobra korelacija sa TPh 1 TF (]r]=0,92, odnosno [r|=0,87) i sinapinskom
kiselinom (|r]=0,95), dok je sa TAc korelacija osrednja (|r|=0,45). Vrlo dobru korelaciju RP s
sa TPh i TF ustanovili su i Sasikumar i saradnici (2015), u svojoj studiji, koja je radena sa
malinom (Rubus ellipticus Smith). Dobra korelacija RPy s odredena je sa rutinom, miricetinom
1 cijanidin-3-glukozidom (tabela 4.4). Navedeni rezultati korelacione analize ukazuju da se
dobra redukciona sposobnost moze pripisati fenolnim jedinjenjima. Kilic i saradnici (2014) su
saopstili da elaginska kiselina pokazuje izrazitu redukcionu sposobnost. U ovom radu utvrde-
na je osrednja korelacija RP s sa elaginskom kiselinom (|r|=0,41).

Dobra korelacija utvrdena je izmedu TAc i ECs5,°* (|r|=0,73). Brojne studije po-
kazuju da su antocijani snazni antioksidanti (Pérez i sar, 2014). Korelacija sa cijanidin-3-glu-
kozidom je dobra (|r]=0,62). Korelaciona analiza pokazuje da antocijanima mozemo pripisati
dobru antioksidativnu aktivnost na O," radikale. Odatle opravdanost za najniZzu vrednost
ECs50°**" za ETB. Sa TPh je ustanovljena osrednja (0,34), dok je sa TF utvrdena dobra
korelacija (|r]=0,52). Korelacija sa rutinom i miricetinom je takode bila dobra (|r|=0,70, odnos-
no [r]=0,58), kao i sa galnom (|r]=0,66) i1 ferulnom kiselinom (|r[=0,77). Galna kiselina
sprecava uzeglost, izazvanu lipidnom peroksidacijom i koristi se u prehrambenoj i kozmetic-
koj industriji 1 materijalima za pakovanje hrane (Mittal i sar, 2014). Ferulna kiselina, takode
ispoljava antioksidativno delovanje kao odgovor na slobodne radikale, putem doniranja vodo-
nikovog atoma iz fenolne hidroksilne grupe i1 kao rezultat toga pokazuje jaku antiinflamatornu
aktivnost (Kumar i sar, 2014). Izvestaj o prvoj upotrebi ferulne kiseline kao konzervansa
hrane je sainjen u Japanu, kada je upotrebljena da sacuva pomorandze i da inhibira
autooksidaciju lanenog ulja (Kumar i sar, 2014). Stabilizacija rezonancom ferulne kiseline je
glavni uzrok njene antioksidativne prirode. Posebno visok sadrzaj ferulne kiseline, odreden
HPLC analizom, ustanovljen je u ETMM. Vrlo dobra korelacija je utvrdena izmedu ECso***" i
elaginske kiseline (|r]=0,85).

Korelacijom izmedu sadrZzaja fitohemikalija i antioksidativne aktivnosti na "OH

radikale, utvrdena je dobra korelacija izmedu TPh, TF i ECso"! ([r|=0,75, odnosno [1|=0,57),

dok je sa TAc i ECso"°" korelacija slaba (|r|=0,24). Studije izvedene na éelijskim kulturama,
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animalnim modelima, kao i klinic¢ka istrazivanja, pokazala su da elaginska kiselina ima blago-
tvoran efekat po zdravlje protiv mnogih hroni¢nih bolesti, izazvanih oksidativnim oStecenji-
ma, ukljucujuéi rak, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Dalvi i sar, 2017).
Fenolna jedinjenja, kao Sto je p-kumarinska kiselina, ili elaginska kiselina i njihovi estri, tre-
balo bi da su u vecoj meri povezana sa antioksidativnim kapacitetom od antocijana i1 askor-
binske kiseline (Skrovankova i sar, 2015). U ovom radu odredena korelacija ECso*°" sa ela-
ginskom kiselinom (|r|=0,72) je dobra, dok je korelacija sa vitaminom C slaba, $to je u
saglasnosti sa navedenim literaturnim podacima.

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, fenolnih kiselina, flavonoida i antocijana u ispi-
tivanim ekstraktima tropova je visok i u korelaciji sa antioksidativnom aktivnosti, §to sugerise
da fenolna jedinjenja doprinose njihovom antioksidativnom kapacitetu. Podaci iz disertacije,
kao 1 literaturni navodi, ukazuju da se ispitivani ekstrakti tropova, potencijalno mogu koristiti

kao prirodni izvori antioksidanata fenolne strukture.

4.5. ANTIHIPERGLIKEMIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA
TROPOVA BOBICASTOG VOCA

Dijabetes tipa II je svetski, ubedljivo, najprisutniji endokrini poremecaj, koji karak-
teriSe hroni¢na hiperglikemija, promene u metabolizmu masti 1 disfunkcija insulina (Rojo 1
sar, 2010). Jedan od pristupa lecenju jeste inhibicija enzima, kako bi se sprecila apsorpcija
glukoze. Mnogi inhibitori a-glukozidaze, koji su fitonutrijenti, poput flavonoida, alkaloida,
terpenoida, antocijana, glukozida, fenolnih komponenti i dr. su izolovani iz biljaka (Kumar i
sar, 2011). Zabelezeno je viSe od 1200 biljnih vrsta, koje se koriste Sirom sveta zbog navodne
hiperglikemijske aktivnosti (Tundis i sar, 2010). Polifenoli bobicastog voca su dobri inhibitori
a-glukozidaze (Boath i sar, 2012).

Inhibicijom enzima a-glukozidaze usporava se porast nivoa Secera u krvi nakon
unosa ugljenih hidrata u organizam. Smatra se da se inhibicijom ovog enzima moze efikasno
regulisati usvajanje glukoze i kontrolisati dijabetes tipa II. U patogenezu dijabetesa ukljucen
je oksidativni stres. Takode, sistem antioksidativne zaStite, koji reguliSe nivo oksidativnog
stresa, je poremecen kod dijabetesa.

U lecenju dijabetesa koriste se sinteticki inhibitori a-glukozidaze (npr. akarboza koja
se u Evropi 1 Kini prodaje kao Glucobay i proizvodi ga Bayer AG). Pored njihove visoke
efikasnosti, oni pokazuju i nezeljene efekte, pa postoji potreba za pronalazenjem bezbednijih

prirodnih alternativa.
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Istrazivanja na laboratorijskim Zivotinjama i na ljudima pokazala su da biljke bogate
polifenolnim jedinjenjima imaju antihiperglikemijski efekat. Pretpostavlja se da se terapeutski
efekat postize putem inhibicije a-glukozidaze i/ili a-amilaze. Utvrdeno je da ekstrakti koji
sadrZe polifenolna jedinjenja pokazuju slican potencijal inhibicije enzima a-glukozidaze kao i
akarboza. Stoga, prirodni inhibitori a-glukozidaze i a-amilaze iz biljnih izvora predstavljaju
izuzetno dobru strategiju za kontrolu hiperglikemije (Tundis i sar, 2010).

U ovom radu ispitan je potencijal inhibitornog efekta ETMM, ETMW, ETKC, ETKT
i ETB na a-glukozidazu. U ispitivanom opsegu koncentracija od 0,02 - 10,00 mg/ml svi
ekstrakti tropova su inhibirali aktivnost a-glukozidaze, odnosno pokazali antihiperglikemijsku
aktivnost (slika 4.20). Rezultati ispitivanja ukazuju da antihiperglikemijska aktivnost raste sa

porastom koncentracije ekstrakata.
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Slika 4.20. Uticaj ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na aktivnost a-glukozidaze

Na slici 4.21 prikazane su ECso""®* vrednosti za sve ispitivane ekstrakte tropova.
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Slika 4.21. ECs,*"¢* vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB

ETMM (ECs,""#*=0,198 mg/ml), ETKC (ECs""#*=0,097 mg/ml) i ETKT
(EC50*"#4=0,078 mg/ml), su pokazali znacajno veéu AHgA u odnosu ETMW i ETB. Utvrden
je sledeéi redosled antihiperglikemijske aktivnosti ekstrakata: ETKT > ETKC > ETMM >
ETMW > ETB. Nair i saradnici (2013) su, ispitujuci antihiperglikemijsku aktivnost akarboze
na a-glukozidazu, utvrdili da ECsy vrednost za akarbozu iznosi ~0,05 mg/ml. Poredenjem
ECso™"®* vrednosti ispitivanih ekstrakata tropova sa vredno$éu za akarbozu, moze se zaklju-
¢iti da ETKT i ETKC pokazuju veoma dobru antihiperglikemijsku aktivnost, sli¢nu akarbozi.
Tumbas Saponjac i saradnici (2015) su ispitujuéi trop dve sorte jagode (Clery i Marmolada)
utvrdili ECso""#" vrednost za trop sorte Marmolada od 0,60 mg/ml, odnosno za trop sorte
Clery od 1,90 mg/ml, i zakljucili da navedeni tropovi jagode imaju umerenu antihiper-
glikemijsku aktivnost. Priblizne ECso"'¢* vrednosti su dobijene za ETMW (ECso*"#4=1,825
mg/ml) i ETB (ECso*"#* =1,83 mg/ml).

Kozica svih 33 testiranih sorti borovnice, prema ispitivanjima koja su izveli Wang i
saradnici (2012), imala je visi inhibitorni efekat na a-glukozidazu u odnosu na meso, §to
ukazuje na to da inhibitorni efekat na a-glukozidazu borovnice poti¢e uglavnom od bioaktiv-
nih polifenolnih jedinjenja prisutnih u kozici. Najvisi koeficijent korelacije je uoc¢en izmedu
sadrzaja ukupnih antocijana u ekstraktu kozice (r=0,92) i ekstraktu mesa ovog voca (r=0,82).

Flores i saradnici (2013) su poredili biolosku aktivnost antocijana dobijenih ekstrakcijom
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celih plodova ili tropa borovnice acetonom, etanolom i metanolom. Ekstrakcija tropa borov-
nice etanolom, prac¢ena ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, je bila najefikasnija za dobijanje najvisih
koncentracija antocijana, koji poseduju blagu a-amilaza i visoku a-glukozidaza inhibitornu
aktivnost.

Istrazivanja Zhanga i saradnika (2010) su pokazala da ekstrakti 7 sorti maline po-
tentno inhibiraju aktivnost a-glukozidaze sa ECso*"®* vrednostima od 16,8 do 34,2 pug/ml i
samim tim mogu obezbediti alternativnu opciju za prevenciju u leenju dijabetesa tipa II.
Prema njihovim ispitivanjima elaginska kiselina, cijanidin-diglukozid, perlagonidin-3-rutino-
zid 1 katehin su identifikovani kao aktivhe komponente u malini, zasluzne za inhibiciju a-
glukozidaze.

Brojna istrazivanja ukazuju na pozitivne efekte pojedinih polifenola na dijabetes tipa
II, odnosno na inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze (Boath i sar, 2012; Flores i sar, 2013; Rojo
i sar, 2012; Tumbas Saponjac i sar, 2015). Xiao i Hogger (2015) su ispitivali kako pojedini
strukturni elementi flavonoida i fenolnih kiselina uti¢u na njihovu inhibitornu aktivnost na a-
glukozidazu 1 zakljucili sledece (slika 4.22): (1) hidroksilacija i galoilacija flavonoida i kate-
hina poboljSava inhibiciju, (2) glikozilacija i hidrogenovanje (C,=Cs dvostruka veza) flavo-
noida smanjuju inhibiciju, (3) cijanidin glukozidi pokazuju vec¢u inhibiciju nego cijanidini, (4)
oligomeri proantocijanidina pokazuju jacu inhibiciju nego njihovi polimeri, (5) hidroksilacija
1 glikozilacija stilbenima smanjuje inhibiciju, (6) Kafeoilkvininske kiseline pokazuju snaznu
inhibiciju, medutim, ferulna, hidroksicimetna i galna kiselina jedva inhibiraju a-glukozidazu,
(7) metoksilacija na 4-OH u frans-cimetnoj kiselini ¢e promeniti inhibitorno dejstvo, (8)
mono-glikozilacija halkona smanjuje inhibiciju, medutim, diglikozilacija halkona znatno

smanjuje inhibiciju.

\ O Hidroksilacija
HO.
C\ U Galoilacija
/ OH \ l Hidrogenovanje
L/

OH I Glikolizacija

Slika 4.22. Potencijalna mesta flavonoida koja su zna¢ajna za inhibitorno dejstvo na

a-glukozidazu (Xiao 1 Hogger, 2015)
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Boath 1 saradnici (2012) su saopstili da efikasnost inhibicije razli¢itih pojedinac¢nih
fenolnih jedinjenja na a-glukozidazu zavisi od njihovog mesta delovanja, njihovog mehaniz-
ma 1 njihovog afiniteta vezivanja. Sinergisticko ili antagonisticko dejstvo izmedu razlicitih
fenolnih jedinjenja moze da potencira ili redukuje inhibiciju.

Dobijeni rezultati 1 druge objavljene studije su jos jedan od dokaza da bobicasto voce
1 njihovi sporedni proizvodi nude dobar potencijal za upotrebu u prehrambenoj industriji kao
funkcionalni dodaci ishrani i/ili u farmaceutskoj industriji za dobijanje terapeutskih sredstava

na biljnoj bazi.

4.5.1. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA FITOHEMIKALIJA I
ANTIHIPERGLIKEMIJSKE AKTIVNOSTI ETMM, ETMW, ETKC, ETKT I ETB

Test korelacije raden je izmedu ECso e i sadrzaja TPh, TF, TAc, fenolnih kiselina,
flavonoida 1 vitamina C. Vrednosti dobijenih koeficijenata korelacije (tabela 4.5) ukazuju na
dobru korelaciju izmedu antihiperglikemijske aktivnosti i sadrzaja galne (|r|=0,56) i ferulne
kiseline (|r|=0,57) u ispitivanim ekstraktima tropova.

Slaba inhibitorna aktivnost galne i ferulne kiseline (Xiao i sar, 2015) moze da bude
jedan od razloga umerene aktivnosti ETB, koji je imao najveci sadrzaj navedenih kiselina, a
pokazao najslabiju aktivnost. Osrednja korelacija uocena je sa sadrzajem TAc, rutina, miri-
cetina 1 protokatehinske kiseline, a sa ostalim ispitivanim jedinjenjima korelacija je bila slaba.
Giampieri 1 saradnici (2012) su saopstili da protokatehinska kiselina 1 derivati kafene kiseline
deluju inhibitorno na aktivnost a-glukozidaze.

lako je u studiji Wang i saradnika (2012) ustanovljen vrlo dobar koeficijent kore-
lacije izmedu inhibitorne aktivnosti ekstrakata kozice borovnice i ekstrakata mesa borovnice
(33 sorte su ispitivane) na a-glukozidazu i TPh 1 TAc, u ovoj disertaciji korelacija je osrednja.
U ETB je ustanovljen i HPLC analizom i spektrofotometrijski najvisi sadrzaj antocijana, a
ipak je pokazao najlosiju AHgA. To je jos jedan od pokazatelja da sadrzaji fitohemikalija, kao
1 njihov uticaj na biolosku aktivnost (antioksidativnu, antihiperglikemijsku, antiproliferativnu
1 antimikrobnu) zavisi od niza faktora (period berbe, medusobni uticaji sa drugim kompo-

nentama, pripreme uzoraka i dr).
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4.6. ANTIPROLIFERATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA TROPOVA
BOBICASTOG VOCA

Trenutne statistike iz Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava pokazuju da je u 2014. godini
bilo 1.665.540 novih slucajeva raka i 585.720 umrlih, $to odgovara 1600 smrtnih slucajeva
dnevno (Jaganathan i sar, 2014). Navedeni podaci svakako su znacajno uticali na intenzi-
viranje istrazivanja vezanih za iznalazenje prirodnih jedinjenja koja bi imala pozitivne efekte
u prevenciji razvoja i/ili leCenju ove bolesti.

Bioloski testovi na humanim celijskim linijama koji se baziraju na odgovoru cele
¢elije predstavljaju snazan indikator metaboli¢kih, biohemijskih i genetskih promena koje
nastaju delovanjem ispitivanih supstanci.

Antiproliferativna aktivnost ekstrakata ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB ispi-
tana je in vitro, njihovim delovanjem na rast Cetiri histoloski razlicite humane celije: HelLa
(epitelni karcinom cerviksa), MCF7 (adenokarcinom dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog
creva) 1 MRC-5 (humani fetalni fibroblasti pluca). Ispitivani ekstrakti tropova uticali su na
rast tumorskih ¢elija u zavisnosti od primenjene koncentracije i vrste ¢elijske linije.

Na slikama 4.23 i 4.24 graficki je prikazan uticaj ETMM i ETMW na rast HelLa,
MCEF7, HT-29 i MRC-5 ¢elijskih linija.

120 ~
—-HelLa
100 4 -B-MCF7
=&-HT-29
80 4
=¢MRC5
9
-~ 60 1
M
40 A
20 A
1
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Koncentracija (ng/ml)

Slika 4.23. Antiproliferativna aktivnost ETMM na rast HeLa, MCF7,
HT-29, MRC-5 ¢elijskih linija
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Rezultati ispitivanja, prikazani na slici 4.23, pokazuju da je ETMM iskazao kon-
centracijsku zavisnost inhibitorne aktivnosti na rast sve cetiri ¢elijske linije u ispitivanom op-
segu koncentracija (od 19,53-312,50 pg/ml), jedino Sto pri koncentracijama od 39,06 - 78,12

png/ml nije uocena znacajnija aktivnost na rast ¢elijske linije HT-29.
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Slika 4.24. Antiproliferativna aktivnost ETMW na rast HeLLa, MCF7,
HT-29, MRC-5 ¢elijskih linija

Na slici 4.24 moze se uociti koncentracijska zavisnost inhibitorne aktivnostt ETMW
na rast HeLa, MCF7, HT-29 1 MRC-5 ¢eljjskih linija u celokupnom opsegu ispitivanih
koncentracija (od 19,53 - 312,50 pg/ml).

Na slikama 4.25. i 4.26 prikazana je antiproliferativna aktivnost ETKC i ETKT na
rast HeLa, MCF7, HT-29, MRC-5 ¢elijskih linija.
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Slika 4.25. Antiproliferativna aktivnost ETKC na rast HeLa, MCF7,
HT-29, MRC-5 ¢elijskih linija

ETKC je u ispitivanom opsegu koncentracija (od 9,76-156,25 pg/ml ) pokazao izra-
zenu antiproliferativnu aktivnost prema svim ispitivanim c¢elijskim linijjama. Najveca aktiv-

nost ovog ekstrakta zapaZzena je prema MCF7 ¢elijskoj liniji.
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Slika 4.26. Antiproliferativna aktivnost ETKT na rast HeLa, MCF7, HT-29 1 MRC-5 ¢elijskih

linjja
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Dobra antiproliferativna aktivnost utvrdena je i za ETKT (slika 4.25). U ispitivanom
opsegu koncentracija (od 9,76-156,25 ng/ml ) uocava se koncentracijska zavisnost inhibitor-
ne aktivnosti na rast svih Celijskih linija. Najvecu aktivnost ekstrakt je ispoljio prema MCF7

¢elijskoj liniji.
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Slika 4.27. Antiproliferativna aktivnost ETB na rast HeLa, MCF7, HT-29 i MRC-5 ¢elijskih

linija

ETB je pokazao najslabije antiproliferativno dejstvo (slika 4.27) u poredenju sa svim
ispitivanim ekstraktima tropova maline i1 kupine. Inhibitorno dejstvo na rast HeLa, MCF7,
HT-29 i MRC-5 ¢elijskih linija zapazeno je pri relativno visokim koncentracijama, u opsegu
od 312,50-5000 pg/ml.

Na osnovu dobijenih rezultata i konstruisanih krivih zavisnosti ¢elijskog rasta od fi-
nalne koncentracije ekstrakta, dobijenih polinomskom regresionom analizom, ocitane su ECsg

vrednosti - koncentracije ekstrakata koje izazivaju inhibiciju rasta ¢elija za 50% (slika 4.28).
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Slika 4.28. ECs, vrednosti ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB

Poredenjem dobijenih vrednosti za ECso"™, ECsoMT7. ECso'T % 1 EC5oMRC utvrden
je slede¢i redosled antiproliferativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata na HelLa i MCF7
éelijske linije: ETMW > ETKC > ETMM > ETKT >ETB, dok je redosled antiproliferativne
aktivnosti ekstrakata na HT-29 i MRC-5 ¢elijske linije bio: ETKC > ETKT > ETMW >
ETMM > ETB.

ETMM i ETMW su pokazali izraZenu antiproliferativnu aktivnost na sve 4 ispitivane
humane celijske linije, pri ¢emu je ETMW na svim ¢elijskim linijama pokazao jace antipro-
liferativno delovanje. Najbolja aktivnost ovih ekstrakata je uocena prema HelLa 1 MCF7 hu-
manim éelijskim linijama (za ETMM: ECso"*=73,11 i ECs5¢"“""=60,29 pg/ml, a za ETMW:
ECso = 57,27 pg/ml i ECsoM"’= 34,85 pg/ml). Vuli¢ i saradnici (2014) ustanovili su da
efekti liofilizirane maline na rast ¢elijskih linija zavise od koncentracije ekstrakta 1 vrste Celij-
skih linija. Prema njihovim istraZzivanjima, najizraZeniji efekat, tj. najniza ECsy vrednost je
dobijena za MCF7 ¢elijsku liniju (ECso™"’=395,07 pg/ml). Paudel i saradnici (2014) su ispi-
tivali antiproliferativnu aktivnost ekstrakata crne maline na rast HT-29 ¢elijske linije. Metabo-
lickim ispitivanjem bioaktivnosti hemijskih konstituenata crne maline baziranim na NMR su
utvrdili da cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-ksilozilrutinozid dominantno doprinose biolos-

koj aktivnosti ovih ekstrakata, ali da i derivati salicilne kiseline (npr. glukozil estar salicilne
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kiseline), kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid, p-kumarinska kiselina, epikatehin, me-
til derivati elaginske kiseline i limunska kiselina zna¢ajno doprinose antiproliferativnoj aktiv-
nosti ekstrakata bobica. Peiffer i saradnici (2014) su ispitivali uticaj ekstrakta crne maline na
rak jednjaka. U ovom radu pacovi su injektirani sa N-nitrozometilbenzilaminom (NMBA) tri
puta nedeljno, tokom 5 nedelja, a potom su hranjeni sa kontrolnom hranom ili hranom koja je
sadrzala 6,1% liofilizirane crne maline (LCM), frakcije ekstrakta bogate antocijanima dobije-
ne iz LCM, ili frakcije ekstrakta bogate protokatehinskom kiselinom dobijene iz LCM. Zivo-
tinje su kontrolisane u 15, 25. 1 35. nedelji, kako bi se kvantifikovao razvoj preneoplasticnih
lezija i tumora u jednjaku, a ispitana je i ekspresija inflamatornih biomarkera. U 15. i 25.
nedelji, sve eksperimentalne dijete bile su podjednako efikasne u smanjenju NMBA, induko-
vanih tumora jednjaka, kao 1 u smanjenju ekspresije pentraksina-3 (PTKS3) i produkeiji cito-
kina mononuklearnih ¢elija periferne krvi, kao odgovor na interleukin (IL)-1b i TNF-a. Ovo
je jos jedan od dokaza da polifenolne komponente pokazuju antikancerogena svojstva.

ETKC i ETKT su pokazali, takode, izuzetno antiproliferativno delovanje na sve 4
ispitivane humane ¢éelijske linije. Antiproliferativna aktivnost ETKC je bila malo izraZenija od
ETKT. U odnosu na ETMM (ECso™ #°=187 pg/ml; ECs5¢""“ =149 pg/ml), ETMW (ECso""
=157 ug/ml; EC50MRC75=129 png/ml) kao 1 ETB (ECSOHT729=1115,45ug/ml; EC50MRC75=667
ng/ml), uzorci ETKC i ETKT (ECs"" = 66,02 pg/ml; ECs™*“°=71,70 pg/ml, odnosno
ECso " 2°=85,99 pug/ml; ECs5™*“>=87,28 pg/ml) su pokazali daleko izraZeniju aktivnost pre-
ma HT-29 i MRC-5 ¢elijskim linijama. Kako su spektrofotometrijska i HPLC analiza utvrdile
da je sadrzaj flavonoida i ukupnih polifenolnih jedinjenja u ETKC i ETKT izuzetno visok,
moze se pretpostaviti da su polifenolna jedinjenja najzasluznija za jako antiproliferativno de-
lovanje ovih ekstrakata. Moguce je pretpostaviti da polifenolna jedinjenja, kao snazni anti-
oksidanti, mogu da uti¢u na redoks stanje ¢elije 1 na taj nacin dovedu do ¢elijske proliferacije.
Veliki broj autora je potvrdio da su polifenolna jedinjenja jaki antioksidanti sa potencijalom
da sprec¢avaju oksidativna oste¢enja izazvana reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, Stite¢i od kar-
diovaskularnih oboljenja i kancera (Nile i sar, 2014). U poredenju sa crvenom (Rubus rosi-
folius) 1 crnom malinom (Rubus racemosus), kupina (Rubusjamaicensis) je pokazala najveci
ukupni kapacitet, za inhibiciju rasta humanih tumorskih ¢elija debelog creva, dojke, pluca i
zeluca i to za 50, 24, 54 1 37%, redom (Bowen-Forbes i sar, 2010).

Ispitivani ETB je pokazao izrazenije antiproliferativno dejstvo na 3 od 4 ispitivane
humane c¢elijske linije, pri ¢emu je najbolja aktivnost uoCena prema Hela celijskoj liniji

(ECso ™™ =242,93 pg/ml). Za HT-29 ¢elijsku liniju odredena ECs, vrednost je bila veéa od

117



Doktorska disertacija Milica Vincié

1000 pg/ml (ECso'' " *=1115,45 pg/ml). Adams i saradnici (2010) su pokazali, ne samo da se
konzumiranjem borovnica kod miSeva smanjio tumor, ve¢ i aktivnost AKT i NF«kB, koji su
markeri za metastatski potencijal u tumorima dojke. Njihovi rezultati istrazivanja ukazuju da
unos borovnica moze biti klju¢na komponenta dugorocne strategije za prevenciju raka dojke.

Faria i saradnici (2010) su ispitujuci antikancerogena svojstva ekstrakata borovnice,
ekstrakta antocijana i adukta ekstrakta antocijana i pirogrozdane kiseline, na dve celijske linije
kancera dojke (MDA-MB-231 i MCF7) ustanovili da su oba ekstrakta u toku inkubacije od 24
h efikasno inhibirala proliferaciju celija pri netoksicnim koncentracijama od 250 ug/ml.
Adukt ekstrakta antocijana i pirogrozdane kiseline je pokazao bolju aktivnost prema MDA-
MB-231 ¢elijskoj liniji. Ovaj adukt bi mogao da aktivira kapsazu-3 u MCF7 ¢elijama, izazi-
vajuci smetnje u ¢elijskom signalnom putu apoptoze.

Seeram 1 saradnici (2006) su ustanovili da ekstrakti kupine, crne maline, borovnice,
brusnice, crvene maline i jagode inhibiraju proliferaciju tumorskih ¢elijskih linija: usne duplje
(KB), jezika (CAL-27), dojke (MCF7), debelog creva (HT-29, HCT116) i prostate (LNCaP) u
opsegu koncentracija od 25 do 200 pg/ml. Sa povecanjem koncentracija ekstrakata bobica pri-
meceno je povecanje inhibicije proliferacije ¢elija u svim ¢elijskim linijama, sa razli¢itim ste-
penom jacine. Posebno izraZzenu aktivnost pokazali su ekstrakti kupine, borovnice i crne
maline.

Flavonoid kvercetin inhibira proliferaciju ¢elija i pojaava apoptozu in vitro, od-
nosno inhibira formiranje ranih preneoplasticnih lezija debelog creva (Warren i sar, 2009).
Moguce je da su efekti na proliferaciju i apoptozu posledica sposobnosti kvercetina za
suzbijanjem ekspresije proinflamatornih medijatora.

Antocijani indukuju apoptozu u razliCitim ¢elijama raka, preko mitohondrijalnog
puta (Sehitoglu i sar, 2014). Nedavno je pokazano da antocijani stimuliSu ekspresiju tumora
supresor gena putem demetilacije promotora CDKN2A, i SFRP2, SFRPS, i WIF1 (Sehitoglu i
sar, 2014).

Devi i saradnici (2014) su utvrdili antikancerogeno delovanje galne kiseline na dva
najcesc¢a karcinoma, rak debelog creva (¢elijska linija HCT-15) i dojke (¢elijska linija MDA-
MB-231). Stavise, tretirane ¢elije pokazale su morfoloske promene poput smanjenja broja
¢elija, Celijsko skupljanje, odvajanje od supstrata, kondenzaciju i fragmentaciju hromatina i
prisustvo apoptoti¢nih tela. Ovo su znaci apoptoze u tretiranim ¢elijama.

Losso i saradnici (2004) su ispitivali citoksi¢ni potencijal i antiproliferativnu aktiv-
nost elaginske kiseline prema HEL 299 ¢elijama (normalni humani fibroblasti plu¢a), Caco-2

(adenokarcinom debelog creva), MCF7 (adenokarcinom dojke) i DU145 (humani karcinom
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prostate). Utvrdili su da elaginska kiselina pokazuje selektivnu citotoksi¢nost 1 antiprolifera-
tivnu aktivnost, i indukuje apoptozu u Caco-2, MFC7 1 DU 145 ¢elijjama kancera bez
toksi¢nih efekata na vijabilnost normalnih humanih fibroblasta pluca.

Elaginska kiselina ulazi u sastav elagitanina, za koje je dokazano da imaju niz
pozitivnih svojstava i da su veoma zastupljeni u bobi¢astom vocu. Kupina (plod i semenke)
sadrzi niz elagitanina, ukljuc¢ujuéi pedunkulagin, kasuariktin, sanguiin H-6 (lambertianin A), i
lambertianin (C i D) (Mertz i sar, 2007, Hager 1 sar, 2008). Takode je ustanovljeno i da malina
obiluje elagitaninima. Ismail i saradnici (2016) su saopstili da su elagitanini, pored izotio-
cijanata, polifenola, flavonoida, indola, retinoida, tokoferola, veoma vazna klasa fitohemikali-
ja koja poseduje izrazitu hemoprotektivnu, antikancerogenu 1 antiproliferativnu aktivnost pre-

ma razli¢itim humanim kancerima (slika 4.29).

Ralk debelog creva

Antiinflamatorni efelkti
Antiproliferativni i proapoptotitni efeldt Karcinom dojke
Rak prostate Inhibicija aI?Eileosti a.romataze
Antiprofferaivni cfek prospoplotal el
Tndukecija apoptoze \ / Inhibicija migracije, invazije i
metastaze
Rak jetre ) —
Auntiproliferativni efeldi
Indukcija apoptoze Rak pluca
Antiproliferativni i
proapoptotitni efeldt
Antimutagena aktivnost
Rak koze
Zastitni efelti protiv UV
zraka
Antioksidativna aktivnost

Cervikalni karcinom

Lo . . Antiproliferativni efekti
Kancer jednjaka i oralni Indukcija apoptoze
Hemoprevencija hemijskd Antioksidativna svojstva

indukovanog tumora

Slika 4.29. Hemoprotektivna, antikancerogena i antiproliferativna aktivnost bobicastog voca

koje sadrzi elagitanine (Ismail i sar, 2016)

Polifenolna jedinjenja bobicastog voca su prirodni antioksidanti, pa zato njihova po-
troS$nja moze igrati vitalnu ulogu u smanjenju oksidativnog stresa i spreCavanju degenera-
tivnih bolesti, ukljuc¢ujudi i kancer. Kombinacija ovih agenasa sa lekovima, koji deluju na
reaktivne kiseoni¢ne vrste na zavisan ili nezavisan nacin, se predlaze kao dobar nacin za suz-

bijanje celija raka (Yuan i sar, 2015).
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4.6.1. KORELACIJA IZMEDU SADRZAJA FITOHEMIKALIJA I
ANTIPROLIFERATIVNE AKTIVNOSTI ETMM, ETMW, ETKC, ETKTIETB

Korelacija izmedu sadrzaja TPh, TF, TAc, fenolnih kiselina, flavonoida i vitamina C
u ekstraktima tropova maline, kupine i borovnice i antiproliferativne aktivnosti ekstrakata
tropova na sve 4 ispitivane humane ¢elijske linije (ECsy vrednosti) analizirana je Pirsonovim
testom. Rezultati korelacione analize prikazani su u tabeli 4.6.

Vrlo dobra korelacija uocena je izmedu svih ECsy vrednosti i TAc (od [r|=0,95 za
ECso" " 1 EC59™™“ do [r]=0,99 za ECso""®). ECs) vrednosti za sve éelijske linije su dobro
korelirale sa TPh 1 TF.

Od fenolnih kiselina veoma dobru korelaciju sa ECsy vrednostima za sve ¢elijske
linijje su pokazale galna i ferulna kiselina (od [r]=0,95 do |r]=1), a dobru korelaciju protoka-
tehinska kiselina (od [r] = 0,72 do [r] =0,77). Sinapinska kiselina je dobro korelirala sa
EC50HeLa, a osrednje sa ECsy vrednostima za ostale Celijske linije. Osrednja, relativno sli¢na,
korelacija utvrdena je izmedu ECs vrednosti za sve Cetiri celijske linije i elaginske kiseline.

Sve ECsy vrednosti su pokazale vrlo dobru korelaciju sa rutinom (od [r|=0,90 do
[r|=0,95) 1 miricetinom (od [r|=0,80 do [r]=0,89). Veoma dobra korelacija je uocena i izmedu
cijanidin 3-glukozida i ECso" " (|r|=0,89), odnosno ECsMCt7 (Jr=0,89), a dobra sa ECso T2 1
ECso™ (1] = 0,74). Dobra vrednost korelacije je nadena i izmedu vitamina C i svih ECs
vrednosti (od |r] = 0,52 do |r| =0,54).

Kako rezultati dosadas$njih istrazivanja ukazuju da su za antiproliferativnu aktivnost
bobicastog voca odgovorna polifenolna jedinjenja (Seeram i sar, 2006), antocijani (Sehitoglu i
sar, 2014; Faria i sar, 2014; Paudel i sar, 2014 ), flavonoli (Paudel i sar, 2014) Seeram i sar,
2006; Warren isar, 2009) flavanoli (Paudel i sar, 2014; Seeram i sar, 2006; Warren 1 sar,
2009), elagitanini, galotanini (Ismail 1 sar, 2016), proantocijanidini (Seeram 1 sar, 2006) i
fenolne kiseline (Ismail i sar, 2016; Pan i sar, 2014; Paudel i sar, 2014 ), moze se zakljuciti da
su dobijeni rezultati korelacione analize izmedu sadrzaja TPh, TF, TAc, fenolnih kiselina i
flavonoida i antiproliferativne aktivnosti ekstrakata tropova maline, kupine i borovnice na
ispitivane humane ¢elijske linije u saglasnosti sa literaturnim navodima.

Iako dobijeni rezultati korelacione analize ukazuju da se antiproliferativna aktivnost
ispitivanih ekstrakata tropova maline, kupine i borovnice moZze pripisati antocijanima, flavo-
noidima, fenolnim kiselinama i vitaminu C, ipak treba naglasiti da je teSko odrediti doprinos
pojedinacnih jedinjenja ukupoj aktivnosti, jer je Cesto aktivnost ekstrakata rezultat sinergis-

tickog dejstva ovih jedinjenja (Tumbas, 2012).
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4.7. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA TROPOVA
BOBICASTOG VOCA

Zbog Ceste upotrebe konvencionalnih antibiotika, otpornost patogenih mikroorga-
nizama raste medu ljudima, domacim, pa €ak 1 divljim Zivotinjama (Velhner 1 sar, 2012). Bilj-
ni materijal sa antimikrobnom aktivnosti mogao bi biti odlicna zamena konvencionalnim anti-
bioticima. U novije vreme prah semenki maline se koristi za proizvodnju antibiotika neomici-
na, koga postupkom povrsinske fermentacije produkuje Streptomyces marinensis, (Pertuzatti 1
sar, 2015). Ovaj antibiotik je vaZzan aminoglukozid, koji ima Siroku primenu u proizvodnji far-
maceutskih preparata, jer je efikasan protiv G (+) bakterija, G (-) bakterija i mikobakterija.

Potrosnja bobica, bilo kao svezeg voca, u formulciji praha, ili u pi¢ima, je povezana
sa velikim brojem zdravstvenih benefita, poCevsi od antibakterijskih 1 antivirusnih efekata,
zaStite od upala, raka i sréanih bolesti (Folmer 1 sar, 2014).

U ovoj disertaciji ispitana je antimikrobna aktivnost ekstrakata tropova bobicastog
vo¢a, ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB na odabrane sojeve bakterija, kvasaca i plesni
disk difuzionom metodom 1 metodom ,,bunarci¢a”. Za razliku od disk difuzione metode, kod
koje se na sterilni disk moze naneti maksimalno 15 ul ekstrakta, metoda ,,bunar¢i¢a” omogu-

¢ava da se u inokulisanu hranljivu podlogu aplikuje veca zapremina ekstrakta.

4.7.1. ANTIBAKTERIJSKA I ANTIFUNGALNA AKTIVNOST ETMM, ETMW,
ETKC, ETKT I ETB

U tabeli 4.7 prikazani su rezultati ispitivanja antibakterijske 1 antifungalne aktivnosti
ETMM 1 ETMW, a na slikama 4.30, 4.31 1 4.32 antibakterijska aktivnost ovih ekstrakata pre-
ma Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa, odnosno Salmonella Typhymurium ATCC

14028.
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Tabela 4.7. Antimikrobna aktivnost ETMM 1 ETMW izraZena kao srednja vrednost prec¢nika

inhibicije (mm), ukljucujuéi pre¢nik diska (6 mm) i bunarcica (9 mm)

Metoda
Test mikroorganizam Ekstrakt . Dls.k Metoda ,,bunarci¢a”
tropa difuziona
15ul sopl | 100l
G (-) bakterije
Escherichia coli ATCC ETMM | 21,75+0,50° | 27,33 +0,58" | 34,32+ 1,54
10536 ETMW | 20,00+0.85 | 25,67+0,58" | 31,67 +0,58"
Escherichia coli™ ETMM | 18,25+ 1,50’: 2533 + 0,58: 30,67 + 0,58:
ETMW | 17,25+0,96 | 25,67 +0,58" | 30,67 + 0,58
Salmonella Typhymurium | ETMM | 22,00+ 082" | 29,50+ 1,00° | 35,50 + 1,00"
ATCC 14028 ETMW | 23,00+ 1,73" | 30,00+ 1,00" | 34,00 + 1,63
Salmonella sp.” ETMM | 21,75+ 1,15: 31,33 + 2,08: 33,33 + 0,58:
ETMW | 18,00+2,00 | 28,33 +1,53 | 33,33+ 1,15
Pseudomonas aeruginosa | ETMM | 18.25+0,50" | 22,67+0,58" | 25,00+ 1,00
ATCC 27853 ETMW | 16,75+0,50° | 22,0+1,000 | 24,67 +0,58
Pseudomonas ETMM | 15,75+1,26 | 20,67+0,58" | 24,00+ 1,00
aeruginosa’ ETMW | 1550+ 1,000 | 21,33+ 1,15 | 24,67 +0,58
G (+) bakterije
Staphylococcus aureus ETMM | 34,75+0,96 | 41,50 +4.43 | 48,50+ 1,00"
ATCC 11632 ETMW | 33,25+0,96 | 39,00+ 1,15 | 46,00+ 1,63
Staphylococcus ETMM | 11,75+0,96 | 23,00+ 1,00" | 39,00+ 1,00
saprophyticus ETMW | 12,25+0,96 | 21,00+0,50" | 38,00+ 1,00°
Bacillus cereus ATCC ETMM | 22.50+0,58 | 32,00+0,58 | 36,00+ 1,00"
10876 ETMW | 2425+0,96 | 28,75+2,50" | 36,00+ 1,63
Bacillus sp.”" ETMM | 11,50 + 1,00:: 20,00 + 1,83: 26,75 + 0,96:
ETMW | 10,00+0,82" | 18,67 +0,58" | 27,33 + 1,15
Listeria monocytogenes™ ETMM | 10,00 + 0,05: 16,67 + 0,58: 30,00 + 1,00:
ETMW | 10,75+0,50" | 17,33 +0,58" | 30,33 + 0,58
Kvasci
Saccharomyces cerevisiae | ETMM | 8,75+0,50° | 1525+0,96 | 19,25+0,50"
112 ETMW | 8,00+025 | 13,00+0,50" | 18,75+ 1,26
. . - ETMM nd nd nd
Candida albicans ETMW nd od nd
Plesni
Aspergillus niger”™ ETMM | 8,00+ 0,50:: 17,75 + 0,50: 18,25 + 0,50:
ETMW | 8,00+0,50" | 17,50 +0,58 | 18,75+ 0,50
Penicillium ETMM | 10,00+0,82" | 14,00+ 1,41 | 16,75+0,50"
aumntiogriseum*** ETMW 8,75+ 0,96* 13,25+ 0,50* 14,75 iO,SO*

.. T . e, Kk
nd - nije detektovana zona inhibicije; - Cista zona oko diska / bunar¢i¢a; - zona redukova-

nog rasta; e divlji izolat.
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Slika 4.30. Antibakterijska aktivnost ETMM 1 ETMW na Salmonella sp. odredena a) disk
difuzionom metodom, b) metodom ,,bunarc¢i¢a” pri zapremini od 50 pl i ¢) metodom

,bunar¢i¢a” pri zapremini od 100 pl

Slika 4.31. Antibakterijska aktivnost ETMM i ETMW na Pseudomonas aeruginosa odredena
a) disk difuzionom metodom, b) metodom ,,bunarci¢a” pri zapremini od 50 pl i ¢) metodom

,bunarci¢a” pri zapremini od 100 pl

Slika 4.32. Antibakterijska aktivnost ETMM i ETMW na Salmonella typhymurium ATCC

14028 odredena disk difuzionom metodom
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Rezultati ispitivanja (tabela 4.7 1 slike 4.30, 4.31 i1 4.32) ukazuju da su ETMM 1

ETMW delovali inhibitorno na sve test mikroorganizme, izuzev na kvasac Candida albicans.
Disk difuzionom metodom su dobijene manje zone inhibicije za sve test mikroorganizme, §to
je 1 ocekivano, jer se sa povecanjem zapremine ckstrakta povecava pre¢nik zone inhibicije.
Oba ekstrakta su pokazala slicnu antibakterijsku aktivnost na G (-) bakterije 1 G (+) bakterije.
Za vecinu bakterija (izuzev divljeg izolata Escherichia coli, Salmonella sp. 1 Bacillus sp.) ve¢
sa 15 ul javile su se Ciste zone oko diska, koje ukazuju na mogucu baktericidnu aktivnost
ispitivanih ekstrakata. Od G (-) bakterija najmanju osetljivost na oba ekstrakta je pokazao
divlji izolat Pseudomonas aeruginosa (zona inhibicije je 15,75 mm za ETMM, odnosno 15,50
mm za ETMW), a od G (+) bakterija divlji izolat Listeria monocytogenes (zona inhibicije je
10,00 mm za ETMM, odnosno 10,75 mm za ETMW). Oba ekstrakta delovala su antifungalno
na ispitivane plesni 1 kvasac Saccharomyces cerevisiae 112, a €ista zona inhibicije oko diska
je zapazena samo za divlji izolat Penicillium aurantiogriseum (zona inhibicije je 10,00 mm za
ETMM, odnosno 8,75 mm za ETMW).

Ispitivanja antimikrobne aktivnosti ETMM 1 ETMW metodom ,,bunarci¢a” (Tabela
4.7 1 slike 4.30 1 4.31) ukazuju da su Ciste zone oko bunarci¢a dobijene za sve bakterije, izu-
zev za divlje izolate Salmonella sp. 1 Bacillus sp., kao 1 za divlji izolat plesni Penicillium
aurantiogriseum. Od G (-) bakterija najvecu osetljivost na oba ekstrakta su pokazale vrste
Escherichia 1 Salmonella, a od G (+) bakterija vrste roda Staphylococcus. Kod G (+) bakterija
su uocene znacajne razlike u osetljivosti na ekstrakte izmedu referentnih sojeva i izolata,
odnosno uocena je veca otpornost divljih izolata prema ETMM i ETMW.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je najniZza koncentracija izrazena u
mg/ml, koja pod odredenim in vitro uslovima dovodi do znacajnog smanjenja vijabilnosti ino-
kuluma (> 90 %). Minimalna baktericidna i minimalna fungicidna koncentracija (MBC 1
MFC) su koncentracije izrazene u mg/ml, koje pod odredenim in vitro uslovima smanjuju za
99,99 % broj mikroorganizama u podlozi sa odredenim inokulumom (Burt, 2004). Kada se
izracuna stepen redukcije ¢elija usled delovanja ispitivanog ekstrakta, on ukazuje da li se radi
o minimalnoj inhibitornoj ili minimalnoj baktericidnoj, odnosno fungicidnoj koncentraciji.

U tabeli 4.8. prikazane su vrednosti MIC i MBC/MFC za ETMM i1 ETMW. MIC i
MBC ekstrakata tropa maline kretale su se u opsegu 0,29—0,59 mg/ml, odnosno 0,39-0,78
mg/ml. Izmedu ispitivanih bakterija nije bilo velike razlike u osetljivosti/otpornosti prema
ETMM 1 ETMW, kao ni razlike u aktivnosti ova dva ispitivana ekstrakta. MIC za kvasce i
plesni i MFC vrednosti ekstrakata bile su mnogo ve¢e u odnosu na MIC za bakterije 1 MBC,

Sto potvrduje vecu otpornost kvasaca i plesni prema ETMM 1 ETMW. Od ispitivanih kvasaca
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1 plesni najosetljiviji je kvasac Saccharomyces cerevisiae 112 (MIC=4,69 mg/ml i MFC=6,25
mg/ml za ETMM; MIC=4,49 mg/ml i MFC=6,25 mg/ml za ETMW). Od plesni, divlji izolat

niger, pri ¢emu je veca osetljivost zapazena na ETMM (MIC=18,75 mg/ml i MFC=25,00
mg/ml za ETMM; MIC=37,50 mg/ml 1 MFC=50,00 mg/ml za ETMW).

Tabela 4.8. MIC i MBC/MFC koncentracije za ETMM 1 ETMW

MIC (mg/ml) MBC/MFC (mg/ml)
Test mikroorganizam Ekstrakt tropa
ETMM | ETMVW | ETMM ETMW
G (-) bakterije
Escherichia coli ATCC 10536 0,29 0,59 0,39 0,78
Escherichia coli’ 0,59 0,29 0,78 0,39
Salmonella Typhymurium ATCC
14028 0,39 0,39 0,78 0,78
Salmonella sp.* 0,39 0,39 0,78 0,78
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 0,29 0,29 0,39 0,39
Pseudomonas aeruginosa* 0,29 0,29 0,39 0,39
G (+) bakterije
Staphylococcus aureus ATCC
11632 0,29 0,29 0,39 0,39
Staphylococcus saprophyticus’ 0,39 0,39 0,78 0,78
Bacillus cereus ATCC 10876 0,29 0,29 0,39 0,39
Bacillus sp.” 0,29 0,29 0,39 0,39
Listeria monocytogenes* 0,39 0,58 0,78 0,78
Kvasci
Saccharomyces cerevisiae 112 4,69 4,49 6,25 6,25
Plesni
Aspergillus niger’ 50,00 50,00 75,00 75,00
Penicillium aurantiogriseum* 18,75 37,50 25,00 50,00

" - divlji izolat
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Vrednosti MIC, MBC 1 MFC utvrdene mikromodulacionom metodom koriste se za
odredivanje antimikrobnog delovanja, ali one ne pokazuju nacin delovanja antimikrobnog
agensa. Za procenu modaliteta antibakterijskog i antifungalnog delovanja koristi se odnos
MBC:MIC i MFC:MIC. Ukoliko se taj odnos kreé¢e izmedu 1:1 i 2:1 antimikrobni agens ubija
mikroorganizme, odnosno ispoljava baktericidno/fungicidno delovanje, a ukoliko je on veci
od 2:1, antimikrobni agens inhibira rast, ali ne ubija mikroorganizame, odnosno ispoljava
bakteriostatsko/fungiostatsko delovanje (Hafidh i sar, 2011). Na osnovu izracunatog odnosa
MBC:MIC i1 MFC:MIC (od 1,32:1 do 2,00:1) moze se zakljuciti da ETMM 1 ETMW deluju
baktericidno/fungicidno, odnosno ubijaju mikroorganizme ispitivane u ovom radu.

Veliki broj dosadasnjih ispitivanja govori o ¢injenici da antimikrobna aktivnost bobi-
ca ne zavisi samo od fenolnih jedinjenja, ve¢ da su u pitanju visestruki mehanizmi i sinergija
raznih prisutnih jedinjenja (slabe organske kiseline, fenolne kiseline, tanini i njihove smese
razli¢itih hemijskih oblika) (Cisowska i sar, 2011, Pertuzatti i sar, 2016). Takode, efekat pH je
veoma vazan (Liepina 1 sar, 2013, Pertuzatti 1 sar, 2016) u slu¢aju mikrobicidnog delovanja
vocnih kiselina, koje su membranski aktivne supstance i uti¢u na permeabilnost ¢elijske mem-
brane (Orddgh i sar, 2010). Pravilna obrada biljnog materijala je jos jedan od klju¢nih faktora
pri svakom odredivanju njegove aktivnosti. Obrada materijala uslovljava izdvajanje hemijskih
materija u ispitivanom uzorku, tako da razliciti postupci mogu da dovedu do izdvajanja razli-
¢itih aktivnih principa (Krsti€ i sar, 2014).

Bobinaité i saradnici (2013) su ispitivali antimikrobnu aktivnost metanolnih i etanol-
nih ekstrakata tropa maline na B. subtilis, S typhimurium, E. faecalis, S. aureus 1 utvrdili bolju
antimikrobnu aktivnost na Gram (+) bakterije. Dobijene vrednosti MIC i MBC ETMM i
ETMW za Bacillus subtilis (MIC=0,29 mg/ml; MBC=0,39 mg/ml), Staphylococcus aureus
(MIC=0,29 mg/ml; MBC=0,39 mg/ml) i Salmonella Typhimurium (MIC=0,39 mg/ml;
MBC=0,78 mg/ml) ukazuju da su dobijeni rezultati u saglasnosti sa navodima ovih autora.

Antibakterijska aktivnost maline nije u potpunosti razjasnjenja, ali brojne studije ovu
aktivnost maline objasnjavaju prisustvom antocijana, elagitanina i organskih kiselina (Krsti¢ i
sar, 2014).

Nohynek i saradnici (2006) su odredili da je sadrzaj elagitanina u malini visok (200
mg/kg suve materije), dok u borovnici nije uopste detektovan. Nohynek 1 saradnici (2006)
pripisuju dobru antibakterijsku aktivnost maline upravo ovoj grupi jedinjenja. Elagitanini iz
brusnice, maline i jagode, predstavljaju jednu od komponenata koje najverovatnije izazivaju

inhibiciju Salmonella sp. (Nila i sar, 2014).
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U tabeli 4.9. i na slikama 33 1 34 prikazani su rezultati odredivanja antimikrobne
aktivnosti ETKC i ETKT. Manje zone inhibicije za sve test mikroorganizme dobijene su disk
difuzionom metodom, §to ukazuje da se antimikrobna aktivnost ovih ekstrakata povecava sa
povecanjem zapremine. Oba ekstrakta tropa kupine pokazala su dobru antibakterijsku
aktivnost na sve ispitivane bakterije, ali nesto slabiju u odnosu na antibakterijsku aktivnost
ETMM 1 ETMW (tabela 4.7). Zona redukovanog rasta utvrdena je za Bacillus sp, Staphy-
lococcus saprophyticus (slike 4.34a 1 4.34b) 1 Salmonella sp. Od G (-) bakterija najvecu
osteljivost su pokazali sojevi roda Salmonella. Najveéu osteljivost od G (+) bakterija su
pokazale Bacillus vrste i Listeria monocytogenes.

Za vecinu bakterija (izuzev izolata Staphylococcus saprophyticus 1 Salmonella sp.)
ve¢ sa 15 ul javile su se Ciste zone oko diska, koje ukazuju na veoma dobru antibakterijsku
aktivnost ispitivanih ekstrakata. Metodom ,,bunar¢i¢a” dobijene su Ciste zone oko bunarcica
za sve bakterije, izuzev izolata Staphylococcus saprophyticus, pri zapremini od 50 ul ETKC i
ETKT. Prema svim testiranim bakterijama ETKC pokazao je izraZeniju antibakterijsku
aktivnost od ETKT, izuzev za izolat Escherichia coli (pri zapremini od 50 pl zona inhibicije
za ETKT je 18,00 mm, a za ETKC 17,50 mm).

Rezultati ispitivanja prikazani u tabeli 4.9 pokazuju da ETKC i ETKT prema oda-
branim mikroorganizmima sa eukariotskim tipom ¢elije iskazuju znacajno manje delovanje
nego prema bakterijskim izolatima. Ispitani ekstrakti tropova nisu pokazali inhibitorno dejstvo
prema kvascu Candida albicans 1 plesnima Aspergillus niger 1 Penicillium aurantiogriseum.
Za kvasac Saccharomyces cerevisiae zona inhibicije je detektovana samo metodom ,,bunar-

¢i¢a” pri zapremini ekstrakata od 100 pl.
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Tabela 4.9. Antimikrobna aktivnost ETKC i ETKT, izrazena kao srednja vrednost pre¢nika

inhibicije (mm), ukljucujuéi precnik diska (6 mm) i bunarcica (9 mm)

Metoda
Test mikroorganizam Ekstrakt . Dls.k Metoda ,,bunarcié¢a”
tropa difuziona
15ul 50 ul 100 pl
Gram (-) bakterije
Escherichia coli ATCC ETKC | 17,00+0,82" | 21,25+£0,96 | 25,25+0,50
25922 ETKT | 1500+1,41 | 19,25+0,5 |23,00=+0,00"
Escherichia ETKC | 13,50 +3,11" | 17,50 +2,89" | 22,00+ 1,15
coli”™ ETKT | 13,50+1,29" | 18,00+ 0,00" | 20,00 = 1,15
Salmonella Typhimurium | ETKC | 16,75+3,20" | 21,25+ 1,50 | 28,50 £ 4,64
ATCC 14028 ETKT | 1425+1,71" | 20,50 +0,58" | 25,75 3,77
Salmonella sp.”™ ETKC | 19,25+ 3,30: 26,25 + 2,63: 31,25+ 2,22:
ETKT | 15,00+2.45 | 22,50+ 1,29" | 26,00 + 1,41
Pseudomonas aeruginosa | ETKC | 14,75+1,26" [ 18,50+ 1,29  |22,75+0,50"
ATCC 27853 ETKT | 13,00+0,82" | 17,25+0,50" | 21,00 + 0,00
Pseudomonas ETKC | 16,82+1,26 | 19,75+£0,96 |23,00+0,82"
aeruginosa. ETKT | 14,00+0,82" | 18,00+ 0,00" | 21,50 + 0,58
Gram (+) bakterije
Staphylococcus aureus ETKC | 11,00+3,56 | 19,75+£2,06° | 29,75+3,77
ATCC 11632 ETKT | 1025+3,30" | 16,00+ 1,83 | 23,25+1,71"
Staphylococcus ETKC |16,75£0,50" | 21,50+ 129" | 26,25+ 0,50
saprophyticus” ETKT | 12,00+2,94" | 18,50+0,58" | 25,50+ 1,91
Bacillus cereus ATCC ETKC | 19,50 +3,70" | 27,25+2,06 | 3425+236
10876 ETKT | 16,75+0,96 | 21,25+2,22" | 30,50 +0,58
Bacillus sp.”” ETKC | 17,50 + 2,89: 27,00 + 2,16: 36,00 32,94*
ETKT | 14,25+0,96 | 22,00+ 1,54 | 27,75 +1,71
Listeria monocytogenes™ ETKC | 1525+ 1,71: 23,75+ 3,30: 31,50 + 1,00:
ETKT | 13,50+1,29" | 20,25+£0,96" | 28,00+ 1,15
Kvasci
Saccharomyces cerevisiae ETKC nd nd 12,00+ 0,00*
112 ETKT nd nd 11,00+ 0,00
, - ETKC nd nd nd
Candida albicans ETKT nd nd nd
Plesni
Aspergillus niger*** ETKC nd nd nd
ETKT nd nd nd
Penicillium ETKC nd nd nd
aurantiogriseum’ ETKT nd nd nd

.. . I . v ok
nd - nije detektovana zona inhibicije; - Cista zona oko diska / bunar¢i¢a; - zona redukova-

nog rasta; . - divlji izolat.
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a) b) ©)

Slika 4.33. Antibakterijska aktivnost ETKC i ETKT na Escherichia coli odredena a) disk
difuzionom metodom, b) metodom ,,bunarcic¢a” pri zapremini od 50 pl i ¢) metodom

,bunar¢i¢a” pri zapremini od 100 pl

Slika 4.34. Antibakterijska aktivnost ETKC i ETKT na Staphylococcus saprophyticus

odredena a) disk difuzionom metodom i b) metodom ,,bunarci¢a” pri zapremini od 50 pl

U tabeli 4.10. prikazane su MIC i MBC/MFC za ETKC i ETKT. Navedeni rezultati
ukazuju da oba ekstrakta tropa kupine inhibiraju rast svih ispitivanih mikroorganizama.
Dobijene vrednosti za MIC i BIC ukazuju na veéi antibakterijski potencijal ETKC, u odnosu
na ETKT. ETKC najefikasnije deluje na Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i Staphylo-
coccus aureus ATCC 11632 (MIC=0,39 mg/ml, MBC=0,78 mg/ml), dok je ETKT naj-
efikasniji prema Escherichia coli ATCC 25922 (MIC=0,78 mg/ml, MBC=1,56 mg/ml),
Staphylococcus aureus ATCC 11632 i izolatu Pseudomonas aeruginosa (MIC=1,56 mg/ml,
MBC=3,13 mg/ml). Oba ekstrakta imaju visoke vrednosti MIC i MBC za Bacillus cereus
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ATCC 10876 (MIC=18,75 mg/ml i MBC=25 mg/ml za ETKT, odnosno MIC=25 mg/ml,
MBC>25 mg/ml za ETKC) i Bacillus sp. (MIC=18,75 mg/ml i MBC=25 mg/ml za ETKC,
odnosno MIC>25 mg/ml, MBC>25 mg/ml za ETKT), $to ukazuje na nisku antibakterijsku

aktivnost prema ovim sojevima.

Tabela 4.10. MIC i MBC/MFC koncentracije za ETKC i ETKT

MIC (mg/ml) MBC/MFC (mg/ml)
Test mikroorganizam Ekstrakt tropa
ETKC |ETKT | ETKC ETKT
Gram (-) bakterije
Escherichia coli ATCC 25922 0,78 0,78 1,56 1,56
Escherihia coli 0,78 3,13 1,56 6,25
Salmonella Typhimurium ATCC 1.17 9,38 1.56 12,50
14028
Salmonella sp.” 1,17 6,25 1,56 12,50
Pseudomonaszgzggbgginosa ATCC 0.39 4,69 0.78 6.25
Pseudomonas aeruginosa* 0,78 1,56 1,56 3,13
Gram (+) bakterije
Staphylococcus aureus ATCC 0.39 1.56 0.78 313
11632
Staphylococcus saprophyticus” 0,59 3,13 0,78 6,25
Bacillus cereus ATCC 10876 25,00 18,75 >25,00 25,00
Bacillus sp.” 18,75 | >25,00| 25,00 >25,00
Listeria monocytogenes* 0,78 4,69 1,56 6,25
Kvasci
Saccharomyces cerevisiae 4,69 9,38 6,25 12,50

" - divlji izolat

Odnosi MBC:MIC i MFC:MIC (od 1,33:1 do 2:1) ukazuju da ETKC i ETKT deluju
baktericidno/fungicidno na mikroorganizme ispitivane u ovom radu.
HPLC analizom utvrdeno je da su derivati hidroksibenzoeve kiseline 1 antocijani

dominantna jedinjenja u ETKC i ETKT. Iako u ovoj disertaciji nisu odredivani, dokazano je
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da su elagitanini u plodu kupine ve¢im delom zastupljeni u semenkama, nego u mesu (Wu,
2008), pa je za ocekivati da zaostanu i1 u tropu u znatnoj koli¢ini. Najverovatnije da su ove
grupe jedinjenja, razli¢itim mehanizmima najzasluznije za dobru antimikrobnu aktivnst
ETKC i ETKT.

Orddgh i saradnici (2010) su ispitivali antibakterijsku aktivnost ekstrakta tropa
kupine 1 saopstili da navedeni ekstrakt nije pokazao nikakvu antimikrobnu aktivnost.
Medutim, rezultati ispitivanja Kirscha i saradnika (2008) su pokazala da je ekstrakt tropa ku-
pine inhibirao rast bakterija Serratia marcenscens i Bacillus vrsta preko 50% ili 75%, redom.
Imajuc¢i u vidu navedena saopstenja i rezultate prezentovane u tabelama 4.9 1 4.10, moze se
zakljuciti da antimikrobna aktivnost ekstrakata tropa kupine zavisi od Citavog niza razlicitih
faktora koji uti€u na sadrzaj polifenolnih jedinjenja, tanina, organskih kiselina i drugih
jedinjenja u ekstraktu tropa (vrsta i sorta kupine, uslovi uzgajanja, stepeni zrelosti, nacin
prerade, vrsta ekstragensa), kao i mehanizma delovanja i sinergistickih efekata izmedu ovih
bioaktivnih jedinjenja (Marhuenda i sar, 2016; Nohynek 1 sar, 2006).

Rezultati antimikrobne aktivnosti ETB odredene disk difuzionom metodom i meto-
dom ,,bunarci¢a” prikazani su u tabeli 4.11. Rezultati pokazuju da ispitani ekstrakt tropa nije
pokazao inhibitorno dejstvo prema Escherichia coli, kvascima Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans 1 plesnima Aspergillus niger 1 Penicillium aurantiogriseum. Za bakterije
Salmonella tiphymurium, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa 1 Bacillus cereus zona
inhibicije je detektovana samo metodom ,,bunarci¢a” pri zapremini od 100 pl.

Na slikama 4.35 1 4.36 prikazana je antibakterijska aktivnost ETB na Bacillus sp. i
Staphylococcus saprophyticus.
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Tabela 4.11. Antimikrobna aktivnost ETB, izrazena kao srednja vrednost precnika inhibicije

(mm), ukljucujuéi pre¢nik diska (6 mm) 1 bunarci¢a (9 mm)

Metoda
Test mikroorganizam Disk difuziona Metoda ,,bunarcic¢a“
15 ul 50 pl 100 pl
Gram (-) bakterije
Escherichia coli ATCC 25922 nd 11,25+0,50" | 14,00+ 0,00
Escherichia coli™ nd nd nd
Salmonella Tiphymurium wx
ATCC 14028 nd nd 14,50 £ 1,00
Salmonella sp.””" nd nd 13,25+ 0,50
Pseudomonas aeruginosa o
ATCC27853 nd nd 11,00 &+ 0,00

Gram (+) bakterije

Staphylococcus aureus ATCC 9.67 + 0,58" 13,00 4 0,00" 15,75 + 0,50"

11632
Staphylococcus * * x
o e 8,67 + 0,58 13,50 + 0,58 15,75 + 0,96
saprophyticus
Listeria monocytogenes ATCC nd 12.2540,5" 14,50 + 0.58"
13932
Listeria monocytogenes*** 7,67 0,58* 11,50 + 0,58* 14,00 + 0,00*
Bacillus cereus ATCC 10876 nd nd 12,50 = 0,58™
Bacillus sp.”" 10,33 +0,58" | 14,50 +0,58" 16,25+ 0,50"
Kvasci
Saccharomyces cerevisiae
Hefebank 112 nd nd nd
Candida albicans™ nd nd nd
Plesni
Aspergillus niger ATCC 16404 nd nd nd
Penicillium aurantiogriseum’ nd nd nd

.. . g e e * .- . v sk
nd — nije detektovana zona inhibicije; - Cista zona oko diska / bunar¢i¢a; - zona

redukovanog rasta; - divlji izolat.
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Slika 4.35. Antibakterijska aktivnost ETB na Bacillus sp. odredena a) disk difuzionom

metodom i b) metodom ,,bunarci¢a” pri zapremini od 50 pl

a)
Slika 4.36. Antibakterijska aktivnost ETB na Staphylococcus saprophyticus odredena a) disk

difuzionom metodom i b) metodom ,,bunarc¢i¢a” pri zapremini od 100 pl.

U tabeli 4.12. prikazane su MIC i MBC za ETB. Vrednosti MIC i MBC su u opsegu
3,13-37,50 mg/ml, odnosno 6,25—>100 mg/ml. Za vecinu ispitanih Gram (+) bakterija
dobijene su manje vrednosti MIC i MBC, u odnosu na Gram (-) bakterije, $to ukazuje na veéu
otpornost Gram (-) bakterija prema ETB. Razlika u delovanju prema Gram (+) i Gram (-)
bakterija objaSnjava se ¢injenicom da postoji razlika u povrSinskoj strukturi celijskog zida
ovih bakterija (Puupponen-Pimid i sar, 2005,b, Krisch i sar, 2008). Antocijani posebnu
antibakterijsku aktivnost iskazuju prema Gram (+) pozitivnim bakterijama (Cisowska 1 sar,
2011). Mehanizmi u osnovi antocijana uklju¢uju obe membrane 1 intracelularne interakcije
ovih jedinjenja. S obzirom da je najveci sadrzaj antocijana odreden u ETB, antibakterijska

aktivnost ovog ekstrakta prvenstveno se moze pripisati ovoj grupi jedinjenja. Rezultati uka-
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zuju da su sojevi Bacillus najotporniji od svih ispitivanih bakterija, dok su najosetljiviji izolat
Staphylococcus saprophyticus 1 referentni soj Staphylococcus aureus, za koje je MBC

ekstrakta iznosila 6,25 mg/ml.

Tabela 4.12. MIC i MBC koncentracije za ETB

Tekst mikroorganizam MIC (mg/ml) MBC/MFC (mg/ml)
Gram (-) bakterije
Escherichia coli ATCC 25922 25,00 37,50
Escherichia coli’ 37,50 50,00
Pseudomonaszc;fggbgginosa ATCC 12,50 25.00
Salmonella Tillz‘lgyzn;urium ATCC 43,75 50,00
Salmonella sp.” 37,50 50,00
Gram (+) bakterije
Listeria monocytogenes ATCC 13932 6,25 12,50
Listeria monocytogenes* 6,25 12,50
Staphylococcus aureus ATCC 11632 4,68 6,25
Staphylococcus saprophyticus” 3,13 6,25
Bacillus cereus ATCC 10876 37,50 >100,00
Bacillus sp.” 37,50 >100,00

_ divlji izolat

Na osnovu odnosa MBC:MIC (od 1,14:1 do 2,00:1) mozZe se zakljuciti da ETB deluje
baktericidno, odnosno ubija bakterije ispitivane u ovom radu.

U literaturi nema podataka o antimikrobnoj aktivnosti tropa borovnice pa se
korelacija rezultata u tom smislu ne moze izvesti. Ipak, s obzirom da postoje brojni podaci
vezani sa ekstrakt ploda borovnice, izvesna poredenja su moguca.

Burdulis i1 saradnici (2009) su ispitivali ekstrakte 2 vrste 1 7 sorti borovnica. Ispiti-

vana koli¢ina ekstrakta je iznosila 50 pl po bunarcic¢u. Prema Escherichia coli zona inhibicije
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je iznosila od 13,66—17,33 mm, prema Pseudomonas aeruginosa 12,30—14,66 mm, a prema
Salmonella tiphymurium 11-20 mm. Na osnovu rezultata iz tabele 4.11 vidi se da je za prime-
njenih 50 pl ETB zona inhibicije prema referentnom soju Escherichia coli iznosila 11,25 mm,
dok prema Pseudomonas aeruginosa i Salmonella tiphymurium nije bilo delovanja. Takode,
vidi se inhibitorno dejstvo ekstrakta borovnice na Saccharomyces cerevisiae (zone inhibicije
10-17 mm), dok ETB u koli¢ini od ¢ak 100 pl ne pokazuje inhibitornu aktivnost prema
Saccharomyces cerevisiae (tabela 4.11). Ovi rezultati mogu da ukazuju na vecu aktivnost
ekstrakta borovnice od ETB.

Rezultati ispitivanja Rodriguez-Rodrigueza i saradnika (2012) koji se odnose na sok
od borovnice (koli¢ina 50 pl po bunar¢i¢u) su pokazali da zona inhibicije prema Staphylo-
coccus aureus iznosi 4,1 mm/1 mg ispitivanog uzorka, a prema Escherichia coli zona inhi-
bicije iznosi 7,2 mm/l mg ispitivanog uzorka. Rezultati iz tabele 4.11 pokazuju da pri-
menjenih 50 pl ekstrakta tropa stvara zonu inhibicije prema referentnom soju Escherichia coli
od 11,25 mm, a prema Staphylococcus aureus 13 mm. U ovom poredenju rezultata ETB
pokazuje znatno vecu aktivnost u odnosu na sok od borovnice.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti komponenata niskozbunaste borovnice, Lacom-
be i saradnici (2012) su dobili rezultate koji pokazuju veéu osetljivost Listeria monocytogenes
(zona inhibicije 20,7 mm), Salmonella typhimurium (zona inhibicije 20,7 mm) i Escherichia
coli O157:H7 (zona inhibicije 20,1 mm) od osetljivosti istih test mikroorganizama na ETB
(tabela 4.11).

Ispitivanjem liofilizata borovnice koncentracije 2 mg/ml Puupponen-Pimia i sarad-
nici (2005, b) su pokazali da Listeria monocytogenes ne ispoljava nikakav inhibitoran efekat,
dok se u tabeli 4.11 moze videti da je za primenjenih 50 pl ekstrakta tropa zona inhibicije
iznosila 12,25 mm, $to ukazuje na vecu aktivnost ETB od liofilizata borovnice.

Poredenjem MIC i MBC/MFC vrednosti za ETMM (MIC: 0,29-50 mg/ml; MBC:
0,39-0,78 mg/ml; MFC: 4,69—75,00 mg/ml), ETMW (MIC: 0,29-50 mg/ml; MBC: 0,39-0,78
mg/ml; MFC: 4,49-75,00 mg/ml), ETKC (MIC: 0,39-25,00 mg/ml; MBC: 0,78—>25,00
mg/ml; MFC: 4,69—>25,00 mg/ml), ETKT (MIC: 0,78—>25,00 mg/ml; MBC: 1,56—>25,00
mg/ml; MFC: 9,38—>25,00 mg/ml) i ETB (MIC: 3,13-37,50 mg/ml; MBC: 6,25—>100,00
mg/ml) uo€ava se da je najveca otpornost bakterija, kvasaca i plesni utvrdena prema ETB,
odnosno da je antimikrobna aktivnost ovog ekstrakta najmanja.

Navedeni rezultati ispitivanja ukazuju da bi, zbog visokog antimikrobnog potenci-
jala, ispitivani ekstrakti tropova bobicCastog voca mogli da zamene sinteticka antimikrobna

sredstva koja se koriste u proizvodnji hrane, ili nekim drugim granama industrije (npr. koz-
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metiCke i1 farmaceutske industrije), §to bi svakako imalo 1 pozitivan uticaj na poverenje po-

troSaca o sigurnosti proizvoda.

4.7.2. KORELACIJA IZMEDU SADRZAJA FITOHEMIKALIJA I ANTIMIKROBNE
AKTIVNOSTI ETMM, ETMW, ETKC, ETKT I ETB

Pirsonov test korelacije raden je izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i vitamina C
u ekstraktima tropova maline, kupine i borovnice 1 MIC 1 MBC za G (+) 1 G (-) bakterijske
sojeve za sve ispitivane ekstrakte tropova.

U tabelama 4.13 i 4.14 prikazane su vrednosti koeficijenata korelacije (|r]) izmedu
sadrzaja TPh, TF, TAc, fenolnih kiselina, flavonoida i vitamina C i MIC, odnosno MBC za G
(+) bakterije.

MIC vrednosti za Bacillus cereus 1 Bacillus sp. su pokazale vrlo dobru korelaciju sa
TPh (|r]=0,85, [r|=0,91, redom), TF (|r]=0,87, |r|=0,93, redom) i sinapinskom kiselinom
(Ir|=0,93, |r|=0,98, redom). Korelacija MIC za sve G (+) bakterije sa TAc je slaba. Vrlo dobra
korelacija je ustanovljena izmedu MIC za Staphylococcus saprophyticus 1 galne kiseline
(Ir|=0,82), a sa TPh, TF 1 sinapinskom kiselinom korelacija je dobra (r>0,50). MIC za sve
testirane G (+) bakterije koreliraju dobro sa rutinom, miricetinom i cijanidin-3-glukozidom, sa
TAc slabo, a sa protokatehinskom kiselinom korelacija nije pozitivna.

Vrlo dobra korelacija utvrdena je izmedu MBC za Bacillus cereus 1 Bacillus sp. 1
TPh (|r|=0,95), TF (|r|=0,95), TAc (|r]=0,89), ferulne (|t]=0,81), sinapinske (|r[=0,90) i galne
kiseline (|r[=0,90) i koreliranih antocijana (|r|=0,95 za rutin; [r|=0,99 za miricetin i |r|=1,00 za
cijanidin-3-glukozid). MBC za Bacillus cereus i Bacillus sp. vrlo dobro koreliraju sa galnom
kiselinom (|r]=0,90), dok su korelacije sa elaginskom kiselinom i vitaminom C ¢ak negativne.
Korelacija MBC za Staphylococcus saprophyticus sa TPh, TF, sinapinskom kiselinom,
miricetinom, cijanidin-3-glukozidom i vitaminom C je dobra (|r[>0,50). MBC za sve testirane

G (+) bakterije dobro koreliraju sa protokatehinskom kiselinom.
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Rezutati Pirsonovog testa korelacije izmedu sadrzaja TPh, TF, TAc, fenolnih kise-
lina, flavonoida i vitamina C i MIC, odnosno MBC za G (-) bakterije prikazani su u tabelama
4.1514.16.

MIC za Salmonella Typhimarium i Salmonella sp. vrlo dobro koreliraju (|r[>0,80) sa
TPh, TF, TAC, protokatehinskom, galnom i ferulnom kiselinom, rutinom, miricetinom i cija-
nidin-3-glukozidom. Dobra korelacija (|r|>0,50) je utvrdena sa sinapinskom kiselinom, a
negativna korelacija sa elaginskom kiselinom i vitaminom C. Korelacija izmedu MIC za
Pseudomonas aeruginosa i TPh (|r]=0,85), TF (|r|=0,86), TAc (|r]=0,87), galne kiseline
(Ir|=0,99), miricetina (|r]=0,89) i cijanidin-3-glukozida (|r}=0,84) je vrlo dobra. Dobra korela-
cija je utvrdena sa protokatehinskom kiselinom (|r|=0,54), ferulnom (|r|=0,74), sinapinskom
kiselinom (|r[=0,77) 1 rutinom (|r|=0,80), a korelacija sa elaginskom kiselinom 1 vitaminom C
je veoma slaba. MIC za Escherichia coli 1 Escherichia coli ATTC veoma dobro koreliraju sa
TAc (Jr]=1,0 i |r]=0,98, redom), protokatehinskom kiselinom (|r|=0,87 i [r]=0,90, redom) i fe-
rulnom kiselinom (|r[=0,99 1 [r]=1,00, redom), rutinom (|r]=0,96), miricetinom (|r]=0,91 1
r=0,89, redom) 1 cijanidin-3-glukozidom (|r|=0,86 1 [r|=0,84, redom). Izmedu MIC za Esche-
richia coli 1 Escherichia coli ATTC 1 TPh i TF je utvrdena dobra korelacija, a sa elaginskom
kiselinom korelacija je osrednja. Korelacija izmedu MIC za Escherichia coli i Escherichia
coli ATTC i vitaminom C je osrednja, odnosno dobra.

MBC vrednosti za Salmonella Typhimarium 1 Salmonella sp. vrlo dobro koreliraju
(Ir>0,80) sa TPh, TF, TAC, galnom i ferulnom kiselinom, rutinom, miricetinom i cijanidin-3-
glukozidom. Sa protokatehinskom i sinapinskom kiselinom utvrdena je dobra korelacija, a sa
elaginskom kiselinom i vitaminom C negativna korelacija. Izmedu MBC za Pseudomonas
aeruginosa 1 TPh (Jr|=0,84), TF (|r]=0,83), TAc (|r]=0,96), (|[r|=0,93), galne (|r|=0,94) i ferulne
kiseline (|r]=0,88), rutina (|r[=0,90), miricetina (|r}=,94) 1 cijanidin-3-glukozida (|r|=0,89)
korelacija je vrlo dobra. MBC za Escherichia coli vrlo dobro korelira samo sa galnom kiseli-
nom (|r[=0,81), a dobro korelira sa TPh, TF i sinapinskom kiselinom. Korelacija izmedu MBC
za Escherichia coli ATTC 1 TAc, protokatehninske 1 ferulne kiseline, rutina, miricetina i cija-
nidin-3-glukozida je vrlo dobra (|r|>0,80) dok je korelacija sa TPh, TF, galnom i sinapinskom
kiselinom dobra. Sa elaginskom kiselinom utvrdena je osrednja, a sa vitaminom C dobra

korelacija.
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Na osnovu svih navedenih rezultata korelacione analize moze se zakljuciti da su za
antimikrobnu aktivnost ispitivanih ekstrakata tropova maline, kupine i borovnice u velikoj
meri odgovorna polifenolna jedinjenja, ali se ne moze zanemariti ni uticaj nekih drugih jedi-
njenja prisutnih u ekstraktima, kao ni sinergisticki efekat izmedu prisutnih antimikrobno ak-
tivnih jedinjenja. Navedeni zakljucCak je u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja Kirscha i
saradnika (2008), Marhuenda 1 saradnika (2016) 1 Nohyneca 1 saradnika (2006) koji su nave-
deni u delu 4.8.1. ove disertacije, kao 1 sa saopStenjem Nile 1 saradnika (2014) da su razne
vrste rodova Salmonella spp., Staphylococcus spp., Helicobacter spp., 1 Bacillus spp. Naj-

osetljivije na fenole bobica.

4.8. SOKOVI BOBICASTOG VOCA OBOGACENI EKSTRAKTIMA
TROPOVA ISTOG VOCA

Jedan od ciljeva ove disertacije je bio da se ispita mogucnost primene liofiliziranih
ekstrakata bobicastog voca kao funkcionalnog dodatka prehrambenim proizvodima.

Rezultati istrazivanja prikazani u prethodnim poglavljima ove disertacije ukazuju da
su tropovi bobicastog voca bogati bioaktivnim jedinjenjima, posebno polifenolima. Ovo
saznanje nedvosmisleno ukazuje i da su sokovi dobijeni cedenjem ovog voc¢a siromasniji u
sadrzaju bioaktivnih jedinjenja u odnosu na voce iz kojeg su dobijeni. Upravo ova saznanja su
bila 1 razlog da se ispita moguénost obogacéivanja vo¢nih sokova ekstraktima tropova istog
voca u cilju dobijanja obogacenih sokova koji bi imali istu ili vecu bioaktivnost od voca iz
kojeg su proizvedeni.

Obogaéeni sokovi maline sorti Meeker i Willamette, kupine sorti Ca¢anska bestrna i
Thornfree i divlje borovnice proizvedeni su u laboratorijskim uslovima dodatkom odgovaraju-
¢ih koli¢ina liofiliziranih ekstrakata tropova voca u 10% vodeni rastvor soka koji je dobijen
cedenjem istog voca. Koncentracija dodatih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata tropova (izraZena
kao ekvivalent galne kiseline) u obogacenim sokovima iznosila je 50 mg/100 ml obogacenog
soka. Efikasnost obogacivanja pracena je odredivanjem sadrzaja polifenolnih jedinjenja i

antioksidativne aktivnosti sokova.
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4.8.1. SADRZAJ POLIFENOLNIH JEDINJENJA U SOKOVIMA

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja (TPh), ukupnih flavonoida (TF) i ukupnih
antocijana (TAc) u neobogacenim (10% vodeni rastvori maticnih sokova) i obogacenim
sokovima maline sorti Meeker (SMM i OSMM) 1 Willamette (SMW 1 OSMW), kupine sorti
Cacanska bestrna (SKC i OSKC) i Thornfree (SKT i OSKT) i divlja borovnica (SB i OSB)
prikazani su na slikama 4.37., 4.38 1 4.39.
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Slika 4.37. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u neobogac¢enim i obogaéenim sokovima

Rezultati ispitivanja su pokazali da je sadrzaj TPh u svim obogacenim sokovima bio
veci za oko 50 mg GAE/100 ml soka. Utvrdeno povecanje sadrzaja TPh je bilo oc¢ekivano
posto su obogaceni sokovi proizvedeni tako da sadrzaj fenolnih jedinjenja iz ekstrakata
tropova bude 50 mg GAE/100 ml obogacenog soka. Sadrzaj TPh u obogaéenim sokovima je
bio znatno veci u odnosu na sokove iz kojih su proizvedeni. Najmanje poveéanje zapazeno je
u OSKT, koji je imao 2,37 puta veci sadrzaj TPh od SKT, a najve¢e u OSB, u kome je sadrzaj
TPh u odnosu na sadrzaj u SB povecan oko 6 puta. Od neobogacenih sokova najveci sadrzaj
TPh je imao SKT (39,45 mg GAE/100 ml), a od obogacenih sokova OSKT (93,66 mg
GAE/100 ml). Najmanji sadrzaj TPh je odreden u SB (9,29 mg GAE/100 ml), odnosno u OSB
(56,92 mg GAE/100 ml GAE/100 ml). Navedeni rezultati sadrzaja TPh u SB 1 OSB ukazuju
da sok borovnice sadrzi znatno manju koli¢inu ovih jedinjenja u odnosu na ekstrakt tropa, $to
je u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u poglavlju 4.1. ove disertacije (od svih ispitivanih

ekstrakata tropova ETB je imao najveci sadrzaj polifenolnih jedinjenja).
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Slika 4.38. Sadrzaj ukupnih flavonoida u neobogaéenim i obogac¢enim sokovima

Sadrzaj TF u obogacenim sokovima je bio od oko 2 (u OSMM, OSMW i OSKT) do
oko 3,6 puta veéi (u OSKC i OSB) u odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim neobogaéenim
sokovima (slika 4.38.). U neobogac¢enim sokovima bio je u opsegu od 9,42 mg RE/100 ml
soka u SB do 20,02 mg RE/100 ml soka u SKT, a u obogaé¢enim sokovim od 33,58 mg
RE/100 ml soka u OSMM do 43,02 mg RE/100 ml soka u OSKT.

Obogaceni sokovi su bili bogatiju u sadrzaju TAc od neobogacéenih sokova (slika

4.39).

30 1

Sadrzaj ukupnih antocijana (mg CyGE/100 ml)
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Slika 4.39. Sadrzaj ukupnih antocijana u neobogacenim i obogac¢enim sokovima
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Sadrzaj TAc je povecan od 1,43 (u OSMW) do 3,85 puta (u OSB). Razlike u

sadrzaju TAc u neobogac¢enim sokovima su bile znatno manje u odnosu na razlike u obogace-
nim sokovima. Najnizi sadrzaj TAc je bio u SMM (TAc=4,10 mg CyGE/100 ml soka),
odnosno OSMM (7,16 mg CyGE/100 ml soka), a najvisi u SB (6,25 mg CyGE/100 ml soka),
odnosno OSB (24,09 mg CyGE/100 ml soka).

4.8.2. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST SOKOVA

Antioksidativna aktivnost neobogacenih i obogaéenih sokova bobicastog voca ispita-
na je spektrofotometrijski, DPPH testom, a odredena je i njihova redukciona sposobnost.

Uticaj SMM, OSMM, SMW, OSMW, SKC, OSKC, SKT, OSKT, SB i OSB na
transformaciju DPPH radikala prikazan je na slici 4.40.

Svi sokovi pokazali su koncentracijsku zavisnost antioksidativne aktivnosti na DPPH
radikale. Antioksidativna aktivnost obogacenih sokova je znacajno izrazenija od aktivnosti
neobogacenih sokova. Od neobogacenih sokova SMM pokazao je najizrazitije delovanje
(opseg AApppn vrednosti: 1,89-90,26%) dok je najmanju antioksidativnu aktivnost pokazao
SKT (opseg AApppy vrednosti: 0,49-72,00%) u celokupnom opsegu ispitivanih koncentracija

(0,0001-0,1 ml soka/ml reakcione smese).
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Slika 4.40. Antioksidativna aktivnost neobogacenih i obogacenih sokova na DPPH radikale
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DPPH

Na slici 4.41 prikazane su ECs vrednosti, izraCunate na osnovu vrednosti

AApppn ispitivanih sokova.
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Slika 4.41. ECsODPPH vrednosti neobogacenih i obogacenih sokova na DPPH radikale
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Slika 4.42. Redukciona sposobnost neobogacenih i obogacenih sokova
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DPPH

Na osnovu prikazanih ECsg vrednosti (slika 4.41) moZe se zakljuciti da najjace

antioksidativno delovanje od obogaéenih sokova pokazuje OSB (ECso” " "=0,004 ml soka/ml

reakcione smese), a najslabije OSMM (ECso> ™

=0,008 ml soka/ml reakcione smese).

Na slici 4.42 prikazana je redukciona sposobnost neobogacenih i obogacenih sokova
maline, kupine i borovnice, koja raste sa porastom koncentracije u celokupnom opsegu
ispitivanih koncentracija (0,01 — 0,50 ml soka/ml reakcione smese). Obogaceni sokovi su
pokazali znatno bolju redukcionu sposobnost.

U cilju poredenja rezultata izraCunate su RPy s vrednosti za sve sokove, a rezultati su
predstavljeni na slici 4.43.

Na osnovu prikazanih RPys vrednosti moze se zakljuciti da svi obogaceni sokovi
imaju znatno bolju redukcionu sposobnost od neobogocéenih sokova. Najjacu redukcionu
sposobnost od neobogacenih sokova pokazao je SKC (RPys=0,201ml soka/ml reakcione
smese), a od obogaéenih sokova OSKC (RP,5=0,039 ml soka/ml reakcione smese). Najslabiju

redukcionu sposobnost pokazali su SMM (RP( 5=0,479 ml soka/ml reakcione smeSe), odnosno

OSMM (RP(5=0,127 ml soka/ml reakcione smese).
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Slika 4.43. RP, 5 vrednosti neobogacenih i obogacenih sokova

Svi navedeni rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti obogacéenih sokova uka-

zuju da je viSestruko povecanje njihovog antioksidativnog delovanja u odnosu na neoboga-
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¢ene sokove uzrokovano antioksidativnim jedinjenjima iz dodavanih ekstrakata tropova, pa se
na osnovu toga moze zaklju¢iti da bi ispitivani ETMM, ETMW, ETKC, ETKT i ETB mogli

da se koriste kao funkcionalni aditivi u proizvodnji razli¢itih prehrambenih proizvoda.

4.8.3. KORELACIJA IZMEDPU SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA I
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SOKOVA

Korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja, TPh, TF i TAc, i antioksidativne
aktivnosti sokova ispitana je Pirsonovim testom korelacije (tabela 4.17), a za analizu su
koriSéene vrednosti parametara ECsPPPH RPys.

Koeficijenti korelacije prikazani u tabeli 4. 17 ukazuju na izuzetno dobru korelaciju
izmedu sadrzaja TPh 1 TF (|r|=0,97) u sokovima. TF dobro korelira sa TAc, dok je korelacija
izmedu TAc 1 TPh osrednja.

Vrlo dobra korelacija (|r[>0,8) utvrdena je izmedu sadrzaja TPh, odnosno TF i
antioksidativne aktivnosti na DPPH radikale, kao i izmedu TPh, odnosno TF i redukcione
sposobnosti. Dobra korelacija je zabeleZena izmedu sadrzaja TAc i ECso®™"™ (r}=0,70), i
izmedu TAc i RPys (|1]=0,55). Nesto veca vrednost korelacionog koeficijenta za TAc i
EC50DPPH ukazuje da su za antioksidativhu aktivnost na DPPH radikale od polifenolnih
jedinjenja sokova u velikoj meri odgovorni antocijani. Upravo ova korelacija ukazuje zasto je
OSB, koji je imao najveci sadrzaj TAc, pokazao najbolju anatioksidativnu aktivnost na DPPH
radikale od svih ispitivanih sokova. Takode, loSija korelacija izmedu TAc 1 RPys moze da

bude jedno od obrazlozenja zasto ovaj sok nije pokazao najbolju redukcionu sposobnost.

Tabela 4.17. Pirsonov test koleracije imedu TPh, TF i TAc i ECs vrednosti DPPH" testa i
RPy svrednosti testa redukcione sposobnosti za ispitivane sokove

Korelacija | TPh TF TAc | EC5""™ | RPys
TPh 1
TF 0,97 1
TAc 047 | 0,59 1
ECs”"™ | 0,85 0,86 0,70 1
RP 5 0,85 0,81 0,55 0,86 1

* vrlo dobra korelacija (| r [> 0,8), dobra korelacija (|r| > 0,5), osrednja korelacija (|r [> 0,3)

i slaba korelacija (|r [< 0,3)
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Pirsonovim testom korelacije utvrdena je i vrlo dobra korelacija (|r]=0,86) izmedu
rezultata dva primenjena antioksidativna testa, ECso" P14 RPys.
U dostupnoj literaturi nema podataka o antioksidativnoj aktivnosti sokova obogacenih
ispitivanim ekstraktima tropova bobicastog voca, pa se korelacija rezultata u tom smislu ne
moze izvesti.

Navedeni rezultati korelacione analize sugeriSu da su za antioksidativnu aktivnosti
ispitivanih obogacéenih sokova maline, kupine i borovnice u velikoj meri odgovorna polife-
nolna jedinjenja, ali se ne moze iskljuciti ni uticaj nekih drugih jedinjenja, kao ni sinergizam

izmedu svih antioksidativno aktivnih jedinjenja prisutnih u ovim sokovima.
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5. ZAKLJUCAK

U radu su ispitani hemijski sastav, antioksidativna, antihiperglikemijska, antiprolife-
rativna 1 antimikrobna aktivnost liofiliziranih metanolnih ekstrakata tropa maline (Rubus
idaeus L) sorti Meeker (ETMM) i Willamette (ETMW), kupine (Rubus fruticosus L) sorti
Cacanska bestrna (ETKC) i Thornfree (ETKT) i divlje borovnice (Vaccinium myrtillus L)
(ETB), kao 1 moguc¢nost primene ovih ekstrakata kao funkcionalnog dodatka sokovima od
voca.

Ispitivanja hemijskog sastava ekstrakata tropova obuhvatila su spektrofotometrijsko
odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPh), ukupnih flavonoida (TF) i ukupnih antocijana
(Tac) 1 HPLC analizu fenolnih jedinjenja i vitamina C.

Najvisi sadrzaj TPh, TF 1 TAc odreden je u ETB (103,46 mg GAE/g suvog ekstrakta,
50,05 mg RE/g suvog ekstrakta, 44,63 mg CyGE/g suvog ekstrakta, redom). Najnizi sadrzaj
TPh utvrden je u ETMM (26,30 mg GAE/g suvog ekstrakta), a TF i TAc u ETMW (22,00 mg
RE/g suvog ekstrakta, 2,32 mg CyGE/ g suvog ekstrakta, redom).

HPLC analizom utvrdeno je da su u ETMM 1 ETMW dominantne komponente
protokatehinska (9,779 mg/g suvog ekstrakta, 12,779 mg/g suvog ekstrakta, redom) i galna
kiselina (4,534 mg/g suvog ekstrakta, 7,302 mg/g suvog ekstrakta, redom). Od antocijana,
cijanidin-3-soforozid je dominantan u oba ekstrakta tropa maline. U ETKC od fenolnih
kiselina najzastupljenije su galna i vanilinska kiselina (10,462 mg/g suvog ekstrakta, odnosno
9,555 mg/g suvog ekstrakta), dok su u ETKT dominatne protokatehinska i vanilinska kiselina
(27,929 mg/g suvog ekstrakta, 13,089 mg/g suvog ekstrakta, redom). U ETKC i ETKT
najzastupljeniji antocijan je cijanidin-3-glukozid (15,722 mg/g suvog ekstrakta, odnosno
15,486 mg/g suvog ekstrakta). Od flavanola u ETKC i ETKT su zastupljeni katehin i epika-
tehin, kao i katehin esterifikovan galnom kiselinom. Od fenolnih kiselina u ETB dominantne
su protokatehinska (35,180 mg/g suvog ekstrakta) 1 galna kiselina (31,981 mg/g suvog
ekstrakta). ETB se posebno istie po visokom sadrzaju antocijana, a petunidin-3-galaktozid,
cijanidin-3-arabinozid i petunidin-3-glukozid su dominantni (54,291 mg/g suvog ekstrakta,

52,589 mg/g suvog ekstrakta i 45,190 mg/g suvog ekstrakta, redom).
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Sadrzaj vitamina C odreden je HPLC analizom. U ETKT odreden je najvisi (1,44
mg/g suvog ekstrakta), a u ETB najniZi sadrzaj vitamina C (0,06 mg/g suvog ekstrakta).

Primenom spektrofotometrijskih metoda odredena je antioksidativna aktivnost
ekstrakata tropova na relativno stabilne DPPH i ABTS" radikale, kao i njihova redukciona
sposobnost.

Najvecu antioksidativhu aktivnost na DPPH radikale pokazali su ETKT
(ECs0°""1°=0,0085 mg/ml) i ETKC (ECso”""*=0,0175mg/ml). Antioksidativna aktivnost
ovih ekstrakata je bolja u odnosu na sinteticki antioksidant troloks (ECsoDPPH°=O,0188
mg/ml). ETB (ECso>"""°=0,0246 mg/ml) je pokazao dobru aktivnost, sli¢nu troloksu, dok su
ETMM (ECs,°"""*=0,0723 mg/ml) i ETMW (ECso"""1*=0,0416 mg/ml) pokazali umerenu
antioksidativnu aktivnost.

Svi ekstrakti tropova su pokazali dobru antioksidativnu aktivnost na ABTS radikale,

. v . ABTSe+
ali ne$to manju u odnosu na troloks (ECso"">*

=0,0019 mg/ml). Antioksidativna aktivnost
ETKT, ETKC i ETB (ECs"®"™*=0,0065 mg/ml, ECs**"®*"=0,0070 mg/ml,
ECs"?"3*"=0,0082 mg/ml, redom) je relativno sli¢na, i nesto izraZenija u odnosu na aktivnost
ETMM i ETMW (ECs0*5"3**=0,0147 mg/ml, ECs,"®"™*"=0,0183 mg/ml, redom).

Ispitivanjem redukcione sposobnosti ekstrakata tropova utvrdeno je da ETKT, ETKC
1 ETB (RPy5=0,2358 mg/ml, RPs=0,3310 mg/ml, RP(5=0,3792 mg/ml, redom) imaju sli¢an
potencijal redukcione sposobnosti. Najnizu redukcionu sposobnost pokazao je ETMM
(RPys=1,0556 mg/ml). Redukciona sposobnost svih ekstrakata je loSija u odnosu na troloks
(RPys=0,0716 mg/ml).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata tropova odabranog bobicCastog voca na reaktiv-
ne superoksid anjon (0,*") i hidroksil (*OH) radikale odredena je ESR spektroskopijom.

ETB je pokazao najizrazeniju antioksidativnu aktivnost na O,* radikale
(ECs0”2*"=0,0569 mg/ml). Najnizu aktivnost pokazao je ETMW (ECsc°**=0,4499 mg/ml).
Antioksidativna aktivnost troloksa na O,* (ECs"2*=0,8575 mg/ml) je bila znatno niza od
aktivnosti svih ispitivanih ekstrakata.

ETKC i ETKT su pokazali bolju antioksidativnu aktivnost na *OH (ECs,"°"'=0,5642
mg/ml, odnosno ECs,"°"'=0,6429 mg/ml) od drugih ekstrakata tropova, ali nesto malo logiju u
odnosu na troloks (ECs*°"=0,4240 mg/ml). Antioksidativna aktivnost ETMM
(ECs0°°"=3,7288 mg/ml) na *OH je bila znatno niza u odnosu na ostale ekstrake tropova.

Pirsonovim testom korelacije utvrdena je korelacija izmedu sadrzaja fitohemikalija i
ECs,PPPHe , ECs BS54 RPy s vrednosti. Vrlo dobra korelacija odredena je izmedu sadrzaja

TPh i antioksidativne aktivnosti na DPPH® (|r]=0,86), kao i izmedu sadrzaja TPh i TF i
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antioksidativne aktivnosti na ABTS®" (|r|=0,84, |r|=0,93, redom). Vrlo dobra korelacija utvrde-
na je i izmedu redukcione sposobnosti ekstrakata tropova i sadrzaja TPh, TF i sinapinske
kiseline (|r|=0,92, |r|=0,87, |r|=0,95, redom).

Korelacionom analizom (korelirane su ECso®** i EC5o°"'® vrednosti i sadrzaji fitohe-
mikalija) utvrdena je vrlo dobra korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti ekstrakata tro-
pova na O,* i sadrzaja TF i TAc (|r}=0,52, [r|=0,73). ZabeleZena je i dobra korelacija sa
sadrzajem rutina, miricetina i cijanidin-3-glukozida (|r|=0,70, |r|=0,58, odnosno [r]=0,62), kao i
sa sadrzajem galne (|r|=0,66) 1 ferulne kiseline (|r|=0,77). Dobra korelacija utvrdena je izmedu
sadrzaja TPh, TF, sinapinske (|r[=0,69) i elaginske kiseline i antioksidativne aktivnosti ekstra-
kata tropova na OH® (|r|=0,75, |r[=0,57, |r]=0,69, [r|=0,72, redom).

Antihiperglikemijska aktivnost ekstrakata tropova ispitana je testom inhibicije a-
glukozidaze. Svi ekstrakti su iskazali koncentracijsku zavisnost inhibitorne aktivnosti na a-
glukozidazu u ispitivanom opsegu koncentracija. Na osnovu antihiperglikemijske aktivnosti,
izrazene kao ECs""8*, utvrdeno je da su ETMM (0,20 mg/ml), ETKC (0,10 mg/ml) i ETKT
(0,08 mg/ml) pokazali znacajno ve¢u AHgA u odnosu na druge ispitivane ekstrakte tropova
(ETMW i ETB).

A yrednosti i sadrzaji fitohemikalija),

Korelacionom analizom (korelirane su ECs™M!
ustanovljena je dobra korelacija izmedu antihiperglikemijske aktivnosti ekstrakata i sadrzaja
galne i ferulne kiseline (|r|=0,56, odnosno [r]=0,57).

Antiproliferativna aktivnost ekstrakata tropova ispitana je in vitro, njihovim delova-
njem na rast Cetiri histoloski razli¢ite humane ¢elijske linije: HeLa (epitelni karcinom cervik-
sa), MCF7 (adenokarcinom dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog creva) i MRC-5 (humani
fetalni fibroblasti pluca).

ETMM, ETMW, ETKC i ETKT su pokazali izrazenu antiproliferativnu aktivnost na
sve 4 ispitivane humane ¢elijske linije. Najbolju aktivnost prema HeLa i MCF7 humanim ¢e-
lijskim linijama je pokazao ETMW (ECso "= 57,27 pg/ml i ECs5¢™"'= 34,85 nug/ml), dok je
ETKC pokazao daleko izraZeniju aktivnost na rast HT-29 i MRC-5 éelijskih linija (ECso' ' ==
66,02 pg/ml; ECso™“*=71,70 pg/ml). ETB je pokazao najslabije antiproliferativno dejstvo
na rast svih ¢elijskih linija u odnosu na ekstrakte tropova maline i1 kupine. Najbolja aktivnost
ovog ekstrakta uotena prema HeLa ¢elijskoj liniji (ECso"*=242,93 pg/ml).

Korelacionom analizom izmedu ECsy vrednosti za sve ispitane humane celijske linije
1 sadrZaja fitohemikalija, ustanovljena je vrlo dobra korelacija izmedu sadrzaja TAc i antipro-

liferativne aktivnosti ekstrakata prema HeLa, MCF7, HT-29 i MRC-5 ¢elijskim linijama
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([r]=0,99, |r|=0,98, |r|=0,95, |r|=0,95, redom). Vrlo dobra korelacija je utvrdena i sa sadrzajem
galne i ferulne kiseline i rutina. Utvrdena je i vrlo dobra korelacija izmedu sadrZaja miricetina
1 antiproliferativne aktivnosti ekstrakata tropova na rast HeLa i MCF7 ¢elijskih linija.

Za ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata tropova na odabrane sojeve bakte-
rija, kvasaca 1 plesni koriS¢ene su disk difuziona metoda 1 metoda ,,bunarcica”.

ETMM i ETMW delovali su inhibitorno na sve test mikroorganizme, izuzev na
kvasac Candida albicans. Oba ekstrakta su pokazala slicnu antibakterijsku aktivnost. Za
vecinu bakterija (izuzev divljeg izolata Escherichia coli, Salmonella sp. 1 Bacillus sp.) ve¢ sa
15 pl javile su se Ciste zone oko diska. Od G (-) bakterija najvecu osetljivost na oba ekstrakta
su pokazale vrste Escherichia i Salmonella, a od G (+) bakterija vrste roda Staphylococcus.
Kod G (+) bakterija uoCena je veca otpornost divljih izolata prema ovim ekstraktima. MIC i
MBC ETMM i1 ETMW kretale su se u opsegu 0,29-0,59 mg/ml, odnosno 0,39-0,78 mg/ml.
MIC za kvasce i plesni i MFC vrednosti ekstrakata bile su mnogo veée u odnosu na iste
parametre za bakterije. Od ispitivanih kvasaca i plesni najosetljiviji je bio kvasac Saccha-
na oba ekstrakta od divljeg izolata Aspergillus niger, pri ¢emu je veca osetljivost zapazena na
ETMM.

ETKC i ETKT su pokazali dobru antibakterijsku aktivnost na sve ispitivane bakteri-
je, ali nesto slabiju u odnosu na antibakterijsku aktivnost ETMM 1 ETMW. Od G (-) bakterija
najvecu osteljivost su pokazali sojevi roda Salmonella, a od G (+) bakterija Bacillus vrste 1
Listeria monocytogenes. Ovi ekstrakti nisu pokazali inhibitorno dejstvo prema eukariotskim
mikroorganizmima. MIC i MBC/MFC vrednosti su ukazale da oba ekstrakta tropa kupine
inhibiraju rast svih ispitivanih mikroorganizama, pri ¢emu je ETKC pokazao neito veéi
antibakterijski potencijal. ETKC najefikasnije je delovao na Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 i Staphylococcus aureus ATCC 11632 (MIC=0,39 mg/ml, MBC=0,78 mg/ml), dok je
ETKT bio najefikasniji prema Escherichia coli ATCC 25922 (MIC=0,78 mg/ml, MBC=1,56
mg/ml), Staphylococcus aureus ATCC 11632 i izolatu Pseudomonas aeruginosa (MIC=1,56
mg/ml, MBC=3,13 mg/ml). Oba ekstrakta pokazala su slabu antibakterijsku aktivnost prema
Bacillus cereus ATCC 10876 1 Bacillus sp.

ETB je pokazao inhibitorno dejstvo prema Escherichia coli, kvascima Saccharo-
myces cerevisiae, Candida albicans 1 plesnima Aspergillus niger 1 Penicillium aurantio-
griseum. Za bakterije Salmonella tiphymurium, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa i
Bacillus cereus zona inhibicije je detektovana samo metodom ,,bunarci¢a” pri zapremini od

100 pl. MIC 1 MBC ETB su bile u opsegu 3,13-37,50 mg/ml, odnosno 6,25—>100 mg/ml.
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izolat Staphylococcus saprophyticus 1 referentni soj Staphylococcus aureus, za koje je MBC
ekstrakta iznosila 6,25 mg/ml.

Korelacionom analizom ustanovljen je veliki uticaj polifenolnih jedinjenja na anti-
mikrobnu aktivnost. Za sve ispitivane G (+) bakterije 1 G (-) bakterije utvrdene su vrlo dobre 1
dobre korelacije sa sadrzajem TPh i TF.

Obogaceni sokovi odabranog bobicastog voca proizvedeni su u laboratorijskim uslo-
vima dodatkom liofiliziranih ekstrakata tropova voca (50 mg TPh ekstrakta/100 ml obogace-
nog soka) u 10% vodeni rastvor soka koji je dobijen cedenjem istog voca. Efikasnost oboga-
¢ivanja utvrdena je na osnovu sadrzaja TPh, TF 1 TAc i antioksidativne aktivnosti sokova
odredene DPPH testom 1 testom redukcione sposobnosti.

Sadrzaj TPh, TF i TAc u obogac¢enim sokovima je bio znatno ve¢i u odnosu na
sokove iz kojih su proizvedeni. Najveé¢i sadrzaj TPh i TF je odreden u OSKT (93,66 mg
GAE/100 ml soka, 43,02 mg RE/100 ml soka, redom), dok je najmanji sadrzaj TPh odreden u
OSB (56,92 mg GAE/100 ml soka), a TF u OSMM (33,58 mg RE/100 ml soka). Najnizi
sadrzaj TAc je bio u OSMM (7,16 mg CyGE/100 ml soka), a najvisi u OSB (24,09 mg
CyGE/100 ml soka).

Svi obogaceni sokovi su pokazali znatno izrazeniju antioksidativnu aktivnost u
odnosu na neobogacene sokove. Najjace antioksidativno delovanje na DPPH radikale pokazao
je OSB (ECs5”"™M°=0,004 ml soka/ml reakcione smese), a najslabije OSMM
(ECs0°""1°=0,008 ml soka/ml reakcione smese). Najjacu redukcionu sposobnost pokazao je
OSKC (RPy5=0,039 ml soka/ml reakcione smese), a najslabiju OSMM (RPys=0,127 ml
soka/ml reakcione smese).

Korelacionom analizom utvrdena je vrlo dobra korelacija izmedu sadrzaja TPh, od-
nosno TF i antioksidativne aktivnosti na DPPH radikale (|r]=0,85, odnosno [r]=0,86), kao 1
redukcione sposobnosti obogacenih sokova (|r|=0,85, odnosno [r]=0,81).

Sumarni rezultati korelacione analize pokazali su da su za antioksidativnu, antihiper-
glikemijsku, antiproliferativnu i antimikrobnu aktivnost ispitivanih ekstrakata tropova u ve-
likoj meri odgovorna polifenolna jedinjenja, ali ne moze se iskljuciti ni uticaj nekih drugih
jedinjenja, kao ni sinergizam izmedu svih bioaktivnih jedinjenja prisutnih u ovim ekstraktima.

Rezultati ove disertacije ukazuju na neke od moguénosti koriS¢enja ekstrakata tro-
pova ispitivanog bobicastog voca. Ekstrakti ovih tropova, zahvaljuju¢i visokom sadrzaju anti-
oksidanata fenolne strukture i dokazanoj dobroj antioksidativnoj aktivnosti, mogli bi se ko-

ristiti kao funkcionalni dodaci u prehrambenoj, kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji. Za-
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hvaljuju¢i dokazanoj antioksidativnoj, antiproliferativnoj i antihiperglikemijskoj aktivnosti
ispitivani ekstraki tropova bi mogli da se primenjuju kao pomocna sredstva u prevenciji
oksidativnog stresa i degenerativnih bolesti, ukljucujuci i kancer i dijabetes II, ili u kombina-
ciji sa odgovaraju¢im lekovima u le¢enju ovih bolesti. Zbog dokazanog antimikrobnog po-
tencijala, mogao bi se ispitati, u realnim uslovima, potencijal dobijenih ekstrakata kao zamene
za sintetiCka antimikrobna sredstva koja se koriste u proizvodnji hrane, ili nekim drugim gra-
nama industrije (npr. kozmeticke 1 farmaceutske industrije), Sto bi svakako imalo 1 pozitivan

uticaj na poverenje potrosaca u sigurnost proizvoda.
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