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RAZVOJ FITOPREPARATA ZA DERMATOLOSKU PRIMENU NA
BAZI EKSTRAKATA PLODA | LISTA BILINIH VRSTA RODA
MORUS L. (MORACEAE)

Ekstrakti vrste roda Morus dobijeni su ekstrakcijom plodova Morus nigra i
Morus alba koris¢enjem metanola kao eckstragensa. Sadrzaj makro- i
mikroelemenata u ekstraktima ploda i lista koji su koris¢eni kao biljne
sirovine odreden je primenom ICP-OES metode. Hemijski sastav ekstrakata
je odreden primenom UHPLC-DAD-MS metode. ldentifikovano je 18
jedinjenja koja spadaju u: fenolne Kiseline, antocijane i flavonoide. Sastav
etarskih ulja lista Morus alba i Morus nigra, svezeg i nakon mesec dana
susenja, je odreden primenom GC-MS analize. Identifikovan je 131
konstituent etarskog ulja 95,1 — 96,4% totalne povrSine GC pikova. Medu
njima, identifikovana je supstanca, bovolid, koja nije prisutna u sveZzem
biljnom materijalu, pa se moze Kkoristiti za procenu svezine biljnog
materijala. Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata ploda duda je
dokazana primenom DPPH metode. Primenom mikrodilucione metode
odredena je MIC i MBC, u okviru serija od 12 duplih razblazenja ekstrakata.
Antimikrobno dejstvo ekstrakata je testirano protiv 19 bakterijskih sojeva (9
Gram (+) i 10 Gram (-), od kojih su 7 uzro¢nici stvaranja akni, a ostali
sojevi uzro¢nici raznih koznih oboljenja. Koriséeni su bakterijski sojevi iz
ATCC Kkolekcije kao i izolati briseva rana. Takode, testirana je i
antimikrobna aktivnost aglikona ekstrakata. Razvijene su nove formulacije
fitopreparata za lokalnu primenu na kozi u formi hidrogela i emulzija tipa
U/V, koji sadrze biljni ekstrakt od 2%. Rezultati studije bezbednosti su
pokazali da fitopreparati za lokalnu primenu na kozi u formi hidrogela i
emulzija tipa U/V sa ekstraktom ploda belog i crnog duda ne pokazuju
potencijal za iritaciju koze. Takode, sprovedena je in vivo studija radi
odredivanja efekata U/V emulzija koje su sadrzale ekstrakt ploda duda
nakon sedmodnevne aplikacije na vestacki iritiranu kozu. Kao iritans
korisc¢en je rastvor NaLS. Efekti u obe studije su izrazavani kao promena
odgovaraju¢ih biofizickih parametara merenih na kozi zdravih humanih
dobrovoljaca (eritema indeks, transepidermalni gubitak vode, pH, elektri¢na

kapacitivnost kao mera stepena hidratisanosti). Sva testiranja su radena u



skladu sa Helskinskom deklaracijom uz odobrenje Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta u NiSu. Emulzije imaju dobre organolepticke,
reoloske 1 fizicke osobine. Rezultati sedmodnevne studije efikasnosti
pokazali su da formulisane emulzije nakon aplikacije na iritiranu kozu
smanjuju iritaciju, obnavljaju zastitnu barijeru, i pozitivno uti¢u na nivo
hidratisanosti koze, u ve¢em procentu u odnosu na sam emulzioni nosac.

Kljuéne re¢i | Morus spp., ekstrakti, etarsko ulje, fitopreparati, hidrogeli, emulzije,
antimikrobna aktivnost, HPLC, GC-MS, kvantifikacija biofizi¢kih
parametara koze
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Abstract

THE DEVELOPMENT OF PHYTOPREPARATIONS FOR
DERMATOLOGICAL APPLICATION BASED ON FRUIT AND
LEAVES EXTRACTS OF PLANT SPECIES OF THE GENUS
MORUS L. (MORACEAE)

Extracts of the genus Morus were obtained by extraction of the fruit of
Morus alba and Morus nigra using methanol as the extractant. The content
of macro- and microelements in the fruit extracts and leaves that are used as
plant material was determined using ICP-OES method. The chemical
composition of the extracts was determined using UHPLC-DAD-MS
method. It was identified 18 compounds which belongs to: phenolic acids,
anthocyanins and flavonoids. The composition of the essential oils of leaves
of M. alba and M. nigra, fresh and after a month of drying, was determined
by GC-MS analysis. Identified 131 constituent of essential oils presents 95,1
— 96,4% of the total area of GC peaks. Among them, a substance which
wasn't present in fresh plant material, bovolid, was identified and it can be
used for the evaluation of the freshness of plant material. The antioxidant
activity of methanol extracts of Morus species fruit has been proven using
the DPPH method. By applying the method of microdilution MIC and MBC
were determinated in the context of the series of 12 double dilution extracts.
Antimicrobial activity of extracts was tested against 19 bacterial strains (9
Gram (+) and 10 Gram (-) of which 7 of them causes the acne, and other
strains causes other skin disseases. Used bacterial strains were from ATCC
sui collection and isolates of wound swabs. Also, the antimicrobial activity
of the aglycones of extracts was tested. New formulations of
phytopreparations for application on skin in form of hydrogels and
emulsions type O/W, which as an active component contain tested herbal
extract in concentration of 2% were developed. Results of safety profile
studies showed that phytopreparation for topical application on the skin in
the form of hydrogels and the O/W emulsions with the extract of the M. alba
and M. nigra are not expected to cause irritation of the skin. Also, in vivo
studies with aim to investigate the effects of the O/W emulsions containing
the extract of mulberry after a seven-day application on experimentaly

irritated skin have been done. Sodium lauryl sulfate was used as an irritant.



Key words

Scientific
field

Scientific

discipline

UDC number

Effects in both studies were expressed as the change of appropriate
biophysical parameter measured in the skin of healthy human volunteers
(erythema index, transepidermal water loss, pH, electrical capacitance as a
measure of the hydratation). All tests were performed in line with the
Helsinki Declaration and the approval from the Ethics Committee of the
Medical Faculty in Nis. Emulsions showed good organoleptical, rheological
and physical properties. The results of a seven-day efficacy studies showed
that formulated emulsions after application on irritated skin, reduce
irritation, restore the protective barrier of the skin, and have more positive
effect on skin hydration level compared with the emulsion carrier itself.
Morus spp., extracts, essential oil, phytopreparations, hydrogels, emulsions,
antimicrobial activity, HPLC, GC-MS, quantification of biophysical
parameters of the skin

Technological engineering

Chemistry and chemical technologies

612.7:615.454.1:582.632.2



Izrada ove doktorske disertacije je realizovana u okviru projekta TR 34012, Ciji je
rukovodilac prof. dr LjubiSa Nikoli¢, finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja Vlade Republike Srbije.

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama
Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu, Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Nisu i Medicinskog
fakulteta u NiSu, kao i u laboratorijama hemijske industrije DCP Hemigal d.o.0. u Leskovcu.

Na putu mojih doktorskih studija, koje su zapocele krajem 2012. godine, nasao se
odredeni broj ljudi koji su mi svojom umnom snagom i energijom pomogli u realizaciji ideja,
zbog Cega osecam potrebu da se svima ovom prilikom zahvalim. Prvenstveno, mentoru prof.
dr Goranu Nikoli¢u na pomo¢i u vodenju tokom doktorskih studija, na stru¢nim sugestijama i
komentarima prilikom istrazivanja i pisanja disertacije. Veliku zahvalnost dugujem i dr Jeleni
Zvezdanovié, docentu TehnoloSkog fakulteta u Leskovcu, koja mi je pomogla u razumevanju
problematike i dobijanju eksperimentalnih rezultata iz oblasti hromatografskih analiza.
Zahvaljujem dr Tatjani Mihajlov Krstev, vanrednom profesoru Departmana za biologiju
PMF-a u Nisu, za pomo¢ u odredivanju mikrobioloske aktivnosti biljnih ekstrakata. Za
ICP/OES analizu uzoraka zahvaljujem se dr Aleksandri Pavlovié, vanrednom profesoru sa
Departmana za Hemiju PMF-a u NiSu. Najiskrenije se zahvaljujem dr Mariji Tasi¢ Kostov,
docentu sa katedre za farmaciju Medicinskog fakulteta u NiSu, na pomoci, sugestijama i
predlozima prilikom izrade i testiranja dermokozmetickih proizvoda. Redovnom profesoru dr
Niku Radulovi¢u sa Departmana za hemiju PMF-a u Nisu se zahvaljujem na nesebi¢nom
prenoSenju znanja iz hemije. Zahvaljujem se dr Nebojsi Cekicu, vanrednom profesoru
Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu, na pomoc¢i prilikom odredivanja reoloskih osobina
dermokozmetickih proizvoda. Dr Biljani Arsi¢, nau¢nom saradniku PMF-a u NiSu, se
zahvaljujem na pruzenoj nesebi¢noj pomoci u radu. Zahvaljujem se dr Ljubisi Pordevicu,
vanrednom profesoru departmana za biologiju PMF-a u Nisu, na dobronamernim savetima.
Posebnu zahvalnost upuc¢ujem profesorima Medicinskog fakulteta u NiSu, Sefu Instituta za
patofiziologiju prof. dr Vladmili Bojani¢ i prof. dr Zoranu Bojani¢u sa katedre za
farmakologiju.

Svojoj majci, prof. dr Mileni Miljkovié, koja mi je omogucila priliku da steknem

obrazovanje na doktorskim studijama veliko hvala!



SADRZAJ:

B U L | 5 USRS 1
2. TEORIISKI DEO.....ci ittt ettt ettt e e st e e snbe e e snbe e e nnt e e e nnaeeannes 6
2.1 Znacaj i upotreba vrste FOUA IMOTUS.......cc.eiiiieeiieeiesiese et se e e e e e 6
2.1.1 Hemijski sastav i bioloSka aktivnost dUa............ccecvvereerieiiieiicic e 8
2.1.2 UPOLreDa IMONUS VISTE........iiiiiiieiieieiiest ettt 9
2.1.3 Znacaj antioksidanasa i antioksidativna aktivnost flavonoida...............c.cccceeneee. 14

2.2 Patogeni mikroorganizmi i antimikrobni agensi ..........cccovveveiieieeie e 18
2.2.1 Osnovne karakteristike bakterijskin SOJEVa..........cccoceiveieiiiiiieececcce e 18
2.2.2 Antimikrobna aktivnost ekstrakata M. alba i M. nigra............cccoceeeneiiiiiniennnnns 23
A B 1S -V 1] o] [0 1 od USSR 25

2.3 Fitopreparati za lokalnu primenu Na KOZi........ccovveiieiieiiiiiesiecsie e 27
2.3.1 Hidrogeli kao nosaci u dermokozmetickim proizvodima............ccccoeververieernennne. 28
2.3.2 Emulzije kao nosaci u dermokozmeti¢kim proizvodima..........ccccererenieienennninns 29

2.4 MELOAE ANALIZE......cceei ettt ettt enreene s 34
241 ICP-OES......ci ittt b et r e ne e 34
2.4.2 DPPH MELOUA. ......eevierieieiieiti sttt sttt sttt 34
e T o | o SRS 35
2.4.4 Kvantifikacija efekata dermokozmeti¢kih proizvoda merenjem biofizickih
PAFAMETAIA KOZE. ... ettt ettt b et e s e e e b e b e e sneeenne e 35
2.4.5 Reoloska svojstva proizvoda..........ccoieeiiiiiiiiiiiieses s 38

3. EKSPERIMENTALNI DEO......cciiiiiiie ettt ta et e e e 42
B L IMIAEETTJALL . bbbttt 42
T |V 1= (oo PRSPPI 45
3.2.1 Ekstrakcija biljnog materijala — ploda vrsta roda Morus L............ccccoevevveieenenne. 45
3.2.2 Odredivanje sadrzaja makro- i mirkoelemenata u listu i ekstraktima................... 46
3.2.3 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata..............cccoevervrierivenieerinniennnnn 47
3.2.4 HPLC-MS analiza ekstrakata plodova vrsta roda Morus L..........c.ccccveeveeiiennnnns 47
3.2.5 Odredivanje sastava etarskog ulja liS¢a vrsta roda MoOrus L.............cccoeenienene. 48
3.2.6 Antimikrobna aktivnost ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.............ccceene... 49
3.2.7 Antimikrobna aktivnost aglikona ekstrakata plodova vrsta roda Morus L........... 51
3.2.8 1zrada hidrogela...........coouiiiiiiii e 52

3.2.9 1zrada emUIZIja tipa U/V . ....ccooiiiiie et 53



3.2.10 Re0lOSKA METENJA.....vviiiiiiiiiiie ittt 54

3.2.11 Fizicka stabilnost fOrmulacija........cccocvveiiiiiiiiieiiiiessiie e 54
3.2.12 Efekat U/V emulzija na koZu iSpitanika...........ccoceeviiiiiieiiiiciieiiceccseeen 54
3.2.13 StatistiCka obrada podataka............cccccoiiiiiiiiiii 57

4. REZULTATI IDISKUSIJA ..ottt 58
4.1 Analiza sadrzaja makro- i mikroelemenata u listovima i ekstraktima ploda vrsta roda
IVIOTUS L.ttt e st e e s h bt e ek b e e ekt e e e smb e e e enbe e e enb e e e nnreean 58
4.2 Antioksidativna aktivnost ekstrakata plodova vrsta roda Morus L...........cccccoceivninnne. 61
4.3 HPLC analiza ekstrakata plodova vrsta roda MOruS L..........ccccceevveieeieeiesieneese e, 62
4.4 Masena spektrometrija ekstrakata plodova vrsta roda Morus L..........cccccevveveiieieennnns 68
4.5 Sastav etarskog ulja lis¢a vrsta roda MOFUS L........cccooiiiiiiiiiiniii e 69
4.6 Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata plodova vrsta roda Morus L................. 82
4.7 Antimikrobna aktivnost aglikona ekstrakata plodova vrsta roda Morus L..................... 86
4.8 Formulacije sa ekstraktima ploda MOrUS VISta...........cccvevieiiciieiicie e 88
4.8.1 OrganoleptiCKa SVOJSIVA........coueiuiririirieriieieeee ettt 88
4.8.2 REOIOSKA SVOTSEVAL...utiiieiietieiieetie sttt sttt sttt e e nneas 88

4.8.3 FiziCKa StabilNOst.......ccueeiiiiiiiiii it 91
4.8.4 Studija DEZDEANOSE.....cvvcviieieciece s 92

4.8.5 Sedmodnevna studija efekata U/V emulzija na vestacki iritiranoj kozi................ 95

5. ZAKLIUCAK ..ottt 104
B. LITERATURA .. oot ettt sttt se bt seese b e 108
T PRILOG. ...ttt sttt bbb et b et et e s et et et teene st eneenentens 128
T (@1 A I SRR 137

BIBLIOGRAFIIA. ...t 138



Skraéenice

A.
ANOVA
C3G
CCDs
DNK
DPPH
EC
EDTA
El
eng.
ESR
EU
GMS
HIV
HPLC
ICD
INOS
KAS

MA-1
MA-2

MAE
MBC
MDK
MIC

MN-1
MN-2

MNE

alba

analiza varijanse

cijanidin-3-O-glukozid

karotenoid razdvajajuca dioksigenaza

dezoksiribonukleinska kiselina

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

elektricni kapacitet

etilendiamintetrasir¢etna kiselina

eritema indeks

engleski

elektronspin rezonanca

Evropska Unija

gliceril-mono-stearat

virus humane imunodeficijencije

tecna hromatografija visokih performansi

iritantni kontaktni dermatitis

inducibilna NO sintaza

kozmeticki aktivne supstance

Morus

meta poloZzaj

uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom svezeg lis¢a M. alba
uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom lis¢a M. alba, koje je
suSeno mesec dana pri sobnoj temperaturi

emulzija sa ekstraktom M. alba

minimalna baktericidna koncentracija

maksimalna dozvoljena koncentracija

minimalna inhibitorna koncentracija

uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijum svezeg lis¢a M. nigra
uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom lis¢a M. nigra, koje je
suSeno mesec dana pri sobnoj temperaturi

emulzija sa ekstraktom M. nigra



N. nigra

NaLS natrijum laurilsulfat
NHkB nuklearni faktor kapa-svetlosnog-lanca pojacivac aktiviranih B ¢elija
npr. na primer
P placebo emulzija — podloga
p para polozaj
PAM povrsinski aktivne materije
PDA fotodiodni niz

PGE2 prostaglandin E2
Ph. EUR. ' Pharmacopoeia Europea

Ph.Yug  Pharmacopoeia Jugoslavica

ppb milijarditi deo

RDA preporuceni dnevni unos
RI retencioni indeks

RNK ribonunkleinska kiselina
ROS reaktivne vrste kiseonika
sar. saradnici

SC stratum corneum

sin. sinonim

TEA trietanolamin

TEWL transepidermalni gubitak vode

tr. u tragovima

u/v ulje u vodi

UCo netretirana kontrola pod okluzijom
UCw kontrola pod okluzijom bez iritacije

UHPLC  te¢na hromatografija ultra visokih performansi
uv ultra ljubicasto

V/U voda u ulju

UV-VIS | ultraviolet vidljivo

WHO Svetska Zdravstvena Organizacija






1. UvoD

Biljne vrste roda Morus L. (dud) su cenjene zbog ploda i lista koji poseduju. Plod se
moze konzumirati svez, u vidu soka ili dZema, a mladi listovi i peteljke u svezem stanju ili
kao ¢aj u medicinske svrhe (Miljkovi¢ i sar., 2014). Pored nutritivne vrednosti, plod ima
brojna lekovita svojstva. Tradicionalno se koristi u medicinske svrhe jer hrani kozu, ¢isti krv,
koristi se kod bolesti jetre i bubrega, za leCenje urinarnih infekcija, vrtoglavice, zatvora,
anemije, za leCenje bola u grlu, groznice i depresije (Darias-Martin i sar., 2003). Plod duda,
koji se moze susiti i ¢uvati kao prah, bogat je antocijanima, koji predstavljaju osnovni izvor
antioksidativne aktivnosti ili se koriste kao prirodne boje u prehrambenoj industriji (Singhal i
sar., 2009). Kod razli¢itih vrsta duda, kao aktivni biomolekuli, identifikovani su: kvanoni 1
njihovi derivati, mulberofurani, morusin, mulberozidi, oksiresveratrol, izokvercitrin i
moracin. Ovi molekuli imaju razna lekovita svojstva, kao §to su adstringentno, antimutageno
(anti-HIV), antiinflamatorno, antidiaforeti¢no, purgativno itd. (Asano i sar., 1994; Du i sar.,
2003; Chen i sar., 2006; Zhang i sar., 2011).

Tek u novije vreme, vrste roda Morus L. bile su ozbiljan predmet naucnih
istrazivanja, bilo da se radi o fitohemijskih istrazivanjima, bioloskim, biohemijskim,
fizioloskim 1 ekoloskim studijama, a sve u cilju njihove blize karakterizacije 1 iskori§¢enja u
medicinske ili prehrambene svrhe. Fitohemijska istrazivanja su ukazala na prisustvo razli¢itih
jedinjenja u vrstama roda Morus L., od kojih su najvise ispitani i istrazeni polifenoli prisutni
u plodu (Fang i sar., 2002). Medutim, treba imati u vidu da su za biolosku aktivnost i
terapijske efekte znacajne i1 druge klase poznatih sekundarnih biomolekula. Iako su pojedine
vrste duda veoma poznate u Srbiji, sa aspekta tradicionalne medicine i ishrane, postoji veoma
malo podataka u literaturi o fitohemijskom sastavu vrsta roda Morus L. sa teritorije Srbije,
koje su i predmet ove doktorske disertacije. Obzirom na to, evidentna je potreba za daljom
detaljnom karakterizacijom hemijskog sastava vrsta roda Morus L. u cilju izrade fitopreparata
za dermatoloSku primenu.

Generalno, istrazivanja duda su pokazala da plod sadrzi veliki broj jedinjenja, od
kojih su najzastupljeniji: ugljeni hidrati, polifenoli, masne Kkiseline i vitamini. Pojedina
istrazivanja su pokazala da su u plodu prisutne masti (do 1,11%), proteini (do 1,73%) i
dijetetska vlakna (do 11,75%) (Imran i sar., 2010). U plodu su prisutni vitamin C, E i B2
(Yang i sar., 2010). Takode, potvrdeno je prisustvo velike koli¢ine antocijana i drugih
polifenolnih komponenata (Ozgen i sar., 2009). U zavisnosti od vrste duda, podneblja i
klimatskih uslova gajenja, od fenolnih kiselina najzastupljenije su: hidroksibenzoeva,

protokatehinska, vanilinska i hlorogenska kiselina (Ercisli i Orhan, 2008). Bioloska



istrazivanja vrsta roda Morus L. pokazala su da plodovi, a posebno razni ekstrakti ili
izolovane komponente, pokazuju brojne bioloSke aktivnosti, §to potvrduje i Siroku primenu
vrsta roda Morus L. u tradicionalnoj isto¢njackoj medicini (Sun i sar., 2011). Tako se npr. od
ploda pravi nakiseo sirup, koji se koristi u narodnoj medicini za le¢enje groznicavih stanja,
lezija u ustima, kao lek protiv dizenterije, laksativ, antihelmintik, ekspektorans, hipoglikemik
i emetik (Ercisli i Orhan, 2008). Brojne studije fitopreparata na bazi ekstrakata razli¢itih vrsta
duda pokazale su njihova dobra analgeticka, diureticka, antisepticka, antidijabeti¢na,
sedativna, hipoglikemi¢na, kao i antiinflamatorna i hipotenzivna svojstva. Pored toga,
delimicno je istrazeno i delovanje nekih ekstrakata ploda duda na razne bolesti koze, gde je
potvrdena antimikrobna, antioksidativna, antiinflamatorna pa ¢ak i antitumorna aktivnost
(Butt i sar., 2008). Ovi eksperimenti su otvorili novo polje istrazivanja, sa idejom realizacije
nekih fitopreparata na bazi ekstrakata ploda biljnih vrsta roda Morus L. (Moraceae), sto je i
predmet rada ove disertacije.

Imajuéi u vidu navedene cinjenice, u skladu sa eksperimentalnim planom ove
disertacije, postavljeni su sledeci ciljevi:

- izbor optimalne tehnike ekstrakcije ploda biljnih vrsta roda Morus L. (Morus alba L.,
Morus nigra L.) u cilju dobijanja aktivnih supstanci za dalju primenu;

- karakterizacija ekstrakata dobijenih iz plodova biljnih vrsta roda Morus L.;

- izolovanje i karakterizacija etarskih ulja iz lista biljnih vrsta roda Morus L.;

- odredivanje mikro- i makroelemenata prisutnih u plodu i listu biljnih vrsta roda Morus
L.,

- testiranje antimikrobne aktivnosti ekstrakata ploda vrsta roda Morus L. protiv
patogenih bakterija koze i drugih patogenih sojeva u poredenju sa referentnim
antibioticima;

- odredivanje podruc¢ja primene svakog ekstrakta na osnovu dokazane bioloske
aktivnosti i razrada odgovarajuce formulacije preparata za lokalnu primenu na kozi;

- razvoj postupka izrade proizvoda na bazi ekstrakta u formi emulzije ili hidrogela za
lokalnu primenu na kozi;

- testiranje formulacija preparata tehnikama kvantifikacije biofizickih parametara koze i
utvrdivanje efektata formulacija na kozu zdravih ispitanika.

Eksperimentalni deo disertacije, nakon izrade i standardizacije metanolnih ekstrakata
odredenog biljnog materijala, odnosio se najpre na utvrdivanje njihove antioksidativne i
antimikrobne aktivnosti. U tom smislu, testirana je antimikrobna aktivnost dobijenih

ekstrakata ploda, protiv patogenih bakterijskih sojeva koji izazivaju infekcije koze, kao i



protiv sojeva odgovornih za nastajanje akni (Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aurus, Staphylococcus epidermidis i Streptococcus pyogenes), kao i protiv sojeva odgovornih
za infekcije rana (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae i Enterococcus faecalis). U ove svrhe su testirani sojevi
iz ATCC kolekcije, kao i sojevi izolovani iz briseva rana ispitanika. Istrazivanje sinergije
ekstrakata ploda biljnih vrsta roda Morus L. i nekih komercijalnih antibiotika protiv bakterija
koje izazivaju kozna oboljenja moze pomoéi kod razvoja novih dermokozmetickih
formulacija, sa ciljem smanjenja koncentracije aktivnih komponenti, povecanjem efikasnosti
leCenja, a samim tim i1 smanjenog rizika upotrebe antibiotika.

Na osnovu pregleda objavljenih nauc¢nih radova, kao i nasih saznanja, istrazivanja
antimikrobne aktivnosti aglikona ekstrakata ploda duda nisu dosad radena. Zbog toga su, u
okviru ove disertacije, uradene studije antimikrobne aktivnosti aglikonskih komponenti
metanolnih ekstrakata ploda M. alba i M. nigra.

Poslednjih nekoliko godina, sve je veéi akcenat na proizvodnji dermokozmetic¢kih
proizvoda za negu koji u sebi sadrze aktivnu supstancu biljnog porekla, tj. fitopreparata za
lokalnu primenu na kozi. Ta potreba se i sama namece zbog ucestalosti pojave alergija,
iritacija koze i drugih komplikacija koje mogu nastajati zbog upotrebe sintetickih kozmeticki
aktivnih supstanci koje Cesto pokazuju visok potencijal za iritaciju koze (Lindee, 2000).
Takode, bitan je i pravilan izbor nosac¢a — podloge fitopreparata za lokalnu primenu na kozi.
Pravilan izbor nosaca aktivne supstance predstavlja jedan od najbitnijih koraka u formulaciji
proizvoda za lokalnu primenu na kozu (Tasi¢-Kostov i sar., 2014). Obzirom da se kao
najces¢i nosaci u formulaciji fitopreparata za primenu na kozu koriste emulzioni sistemi tipa
ulje u vodi (U/V), kao i hidrogeli, u ovoj disertaciji je posebna paznja posveéena izboru
optimalnog sistema. Pravilan izbor nosata moze u mnogome uticati na efekte aktivne
supstance, kao i samog fitopreparata u celini (Tasi¢-Kostov i sar., 2014).

Prema kozmetickoj direktivi 76/768/EEC 1 Uredbi EU o kozmetickim proizvodima —
Regulation (EC) No 1223/2009, a koji predstavljaju vazece propise na teritoriji EU,
kozmeticki proizvod se definiSe kao “bilo koja supstanca ili preparat namenjen kontaktu sa
razli¢itim spoljasnjim delovima ljudskog tela (epidermis, kosa, nokti, usne i spoljasnji
genitalni organi), ili sa zubima 1 sluzokoZom usne duplje, sa ciljem da ih Stite, parfimisu,
stanju”. Zakonski propisi iz ove oblasti u Italiji daju definiciju kozmetickog proizvoda kao

“bilo koje supstance ili preparata, pod uslovom da nije lek ili medicinsko sredstvo,



namenjeno kontaktu...” (Morganti i1 Paglialunga, 2008). U Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama, Administracija za hranu i lekove definiSe kozmeticke proizvode kao “proizvode
namenjene utrljavanju, izlivanju, posipanju ili rasprSivanju na i/ili u ljudsko telo/delove
ljudskog tela sa ciljem da: Ciste, ulepSavaju, popravljaju i/ili menjaju izgled, ili kao supstance
koje se primenjuju kao sastojci bilo kog kozmetickog preparata, sa izuzetkom sapuna”
(FDA,1938).

Klasa proizvoda koji se nalaze na granici kozmetickog proizvoda i dermatoloSkog
leka, nije zvani¢no regulisana ni klasifikovana od strane nekog zakonodavnog tela u svetu
(Gendler, 2005). U Evropi se za ove proizvode koristi termin dermokozmetic¢ki proizvodi ili
medicinska kozmetika. Kod nas se nazivaju preparatima funkcionalne kozmetike. Engleska
re¢ cosmeceuticals, odnosno kozmeceutici na srpskom jeziku, predstavlja semanti¢ku
mesSavinu termina kozmetika (eng. cosmetics) i lek (eng. pharmaceutics). Ovaj termin je prvi
put upotrebljen 1984. godine od strane americkog dermatologa Alberta Kligmana (Kligman,
2005).

Dermokozmeticki proizvodi, kao nova grupa preparata za lokalnu primenu na kozi,
koji su “manje od leka ali viSe od kozmetickog proizvoda” zavreduju globalnu paznju. U
Japanu se ova klasa proizvoda ve¢ godinama naziva kvazi-lekovima (eng. quasi drugs)
(Kligman, 2005). Kozmeticka industrija je sektor koji se bavi proizvodnjom i stavljanjem u
promet proizvoda koji odgovaraju definiciji dermokozmetickih proizvoda. Prema nekim
podacima, ¢ak 90% kozmetickih proizvoda na svetskom trZiStu ustvari odgovara definiciji
dermokozmetickih proizvoda (Choi i Berson, 2006).

Prema 6. Amandmanu kozmeticke direketive Evropske Unije (EU), obavezna je
procena stvarnih efekata proizvoda, ako je moguce, sprovodenjem humanih in vivo studija na
dobrovoljnim ispitanicima (Regulation EC No 1223/2009). Na taj nacin, proizvodaci ne
mogu da predstavljaju neke efekte proizvoda koji zapravo ne postoje. 1z ovih razloga je
neophodna nauc¢na potvrda o efektima (eng. claim substantiation), koji se pripisuju
dermokozmetickom proizvodu, bez obzira na namenu (Vasiljevi¢ i sar., 2007). Ovi podaci
moraju biti rezultat stru¢ne, objektivne, validirane i verifikovane procene svih deklarisanih,
odnosno reklamiranih efekata dermokozmetickih proizvoda. Najcesce se ti efekti dokazuju
neinvazivnim metodama (tzv. kvantifikacijom biofizickih parametara koze), a koje se
baziraju na merenju biofizickih svojstava koze (elektricne karakteristike vode u kozi,
mehanicka svojstva koze). Na osnovu biofizickih svojstava koze mogu se odrediti parametri
kao Sto su: sadrzaj vlage u kozi, pH vrednost, procena boje koZze, procena iritacije koze,

transepidermalni gubitak vlage (Vasiljevic i sar., 2007).



Merenjem i analizom navedenih parametara koze, pre i posle aplikacije formulisanih
fitopreparata na bazi ekstrakata ploda duda, doslo se do klju¢nih zaklju¢aka na osnovu kojih
se mogu, pored bezbednosti, definisati i druga svojstva i efekti na kozu istrazivanih
formulacija fitopreparata u ovoj disertaciji. Aplikovanjem formulisanih dermokozmetickih
fitopreparata sa ekstraktima ploda biljnih vrsta roda Morus L. na kozu ispitanika, dobijena je
potvrda o njihovom dejstvu in vivo. Nakon svih izvrSenih operacija u procesu pripreme
ekstrakta i fitopreparata u formi emulzija, definisana je nova formulacija fitopreparata za
lokalnu primenu na kozu.

Dobijeni rezultati imaju originalni nau¢ni doprinos u razvoju tehnoloskih postupaka i
procesa izrade fitopreparata na bazi bioaktivnih principa, primene prirodnih bioaktivnih

proizvoda za tretman raznih stanja koze, kao i potvrde efikasnosti proizvoda.



2.

TEORIJSKI DEO

2.1 Znacaj i upotreba vrste roda Morus

Dud pripada rodu Morus, familiji Moraceae. Zbog postojanja velikog broja vrsta i
podvrsta roda Morus taksonomija duda je vrlo sloZzena. Rod Morus sadrzi vise od 150
objavljenih vrsta. Samo 10-16 njih je opste prihvaceno i citirano od strane priznatih

biologa (Economic Division, 2012). U Tabeli 1. je prikazana nau¢na klasifikacija duda.

Tabela 1. Naué¢na Klasifikacija duda

Carstvo Plantae — Biljke
Podcarstvo Tracheobionta — Vaskularne biljke
Razdeo Magnoliophyta — Skrivenosemenice
Klasa Magnoliopsida — Dikotiledone biljke
Podklasa Hamamelididae
Red Rosales
Familija Moraceae — Porodica duda
Rod Morus L. — Dud
Vrsta Morus alba L. (Beli dud), Morus nigra L.
(Crni dud)

Rod Morus buhvata 10 do 16 listopadnih drveta. Vrste koje su opste prihvacéene su:
- Morus australis Poir. — eng. chinese mulberry

- Morus celtidifolia Kunth.

- Morus insignis

- Morus mesozygia Staph. — eng. african mulberry

- Morus microphylla — eng. Texas mulberry

- Morus nigra L. — eng. black mulberry

- Morus alba L. — eng. white mulberry

Vrste roda Morus nalaze se u razli¢itim klimatskim zonama, od umerenih do

subtropskih na severnoj hemisferi i tropskih na juznoj, a mogu i da rastu u Sirokom intervalu

klimatskih i topografskih uslova, kao i na razli¢itim tipovima zemljista. V/rste koje rastu u

Srbiji i koje su predmet istrazivanja ove doktorske disertacije su: Morus alba L. (beli dud) i

Morus nigra L. (crni dud) iz jugoisto¢ne Srbije (Donji Barbes).



Beli dud (Morus alba L.) je drvo do 20 m visoko, sa okruglastom kro$njom, duboko
ispucale kore. Mladi izdanci su goli, sadrze mle¢ni sok, kao i lisne peteljke. Listovi su
naizmenicni, Sirokojajasti, jednostavni ili rede sa 2-3 nepotpuno razvijena reznja, obi¢no goli,
nazubljenog oboda. Muski cvetovi Su u cilindricnim resama, ¢etvoroc€lani i sa 4 praSnika,
zenski u sli¢nim cvastima. Plod je slozen, dudinja, beo, sladak i jestiv (Sari¢, 1989). Dudinje
su 2-8,5 cm dugacke, cilindri¢nog ili ovalnog oblika (Slika 1.). Pupoljci su jajoliki, oko 6 mm
veliki, smede-sivi. Listovi su naizmeni¢ni od 4 do 14 cm dugi i od 4 do 10 cm Siroki. Uzgaja
se u drvoredima, zivim ogradama, parkovima i bastama. U prve dve godine raste veoma

sporo, a kasnije znatno brze. Ima razvijen koren, pa je pogodan za vezivanje erozivnih

zemljiSta (Katsube 1 sar., 2000).

Slika 1. Plod belog i crnog duda, Morus Nigra L.
(https://www.pinterest.com/pin/562035228474139103/, http://www.mi-aime-a-
ou.com/Morus_nigra.php,
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3b/Illustration_Morus_nigra0.jpg/2
20px-Illustration_Morus_nigra0.jpg)

Crni dud (Morus nigra L.) je drvo preko 20 m visoko, sa gustom kro$njom. Kora
stabla je viSebojna, od zelene, narandzaste do tamno sive. Izdanci su dlakavi, a listovi debeli,
Siroko jajasti, nazubljenog oboda ili nepravilno reznjeviti, sa nali¢ja hrapavi, oStrodlakavi.
Muski i zenski cvetovu su skupljeni u savijene rese. Cvetni omotac i zigovi su dlakavi. Plod
je sloZzen — dudinja, crno-ljubicasta do crna, gotovo dvostruko veca od onih kod belog duda

(Sarié, 1989).


https://www.pinterest.com/pin/562035228474139103/
http://www.mi-aime-a-ou.com/Morus_nigra.php
http://www.mi-aime-a-ou.com/Morus_nigra.php
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3b/Illustration_Morus_nigra0.jpg/220px-Illustration_Morus_nigra0.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3b/Illustration_Morus_nigra0.jpg/220px-Illustration_Morus_nigra0.jpg

Za dud je karakteristi¢na i anizofilija, tako da listovi mogu biti i nepravilno podeljeni
na 2-3 reznja. Cvetovi su bele boje, jednopolni, rasporedeni u klasove u pazusima listova.
Zenski cvetovi su grupisani u uspravne, valjkaste, kratke klasove, sa cvetnim omotatem koji
ima 4 listica perijanta i 2 karpele, koji su prekriveni dugim, mekim dlakama. Muski cvetovi
su u cvastima nalik na rese duzine 1,5-3 ¢m, cvetni omota¢ takode ima 4 listica perijanta
spojenih pri bazi 1 4 prasnika (Chevallier, 1996). Slozen plod je cvast srasla u jedno plodiste,
dudinju, slatkog ukusa, koja je so¢na, bez izraZzene arome, tamnoljubicaste ili crne boje, sa
mnogo semenki (Slika 1.). Kada se cvetovi oprase, plod pocinje da bubri, sve dok na kraju ne
postane skroz promenjen u teksturi i boji, socan i pun soka (Lee 1 sar., 2008).

Dud se sadi duz puteva, po parkovima, ivicama parcela, oko vinograda, po
dvoristima. Drvo duda zivi i do 250 godina. Voli toplo, dobro isuseno zemljiste i ilovacu, a
crni dud je pogotovo vredan gajenja, zbog raskosnog liS¢a i zivopisnog oblika (Chevallier,
1996). Prema narodnom verovanju, "Dud nije dobro drzati kraj kuce, jer ako zila od njega
pod kucu dode, cela ¢e kuca izumreti”. Takode, dud, pored ostalih, se ubraja u sre¢na drva
(Cajkanovi¢, 1994). U dvoristu Patrijarsije u Peéi nalazi se staro Zivo stablo crnog duda koje
se razvilo iz mladice, donesene iz danasnje Sirije, zasadeno po predanju izmedu 1203. 1 1272.

godine (Sari¢, 1989). M. alba je otporan na susu, zagadenja i korozivno zemljiste. M. nigra je

2.1.1 Hemijski sastav i bioloska aktivnost duda

Vrste roda Morus su privukle paznju brojnih istrazivaca. Istrazivanja su radena sa
ciljem odredivanja fitohemijskog sastava, bioloskih, biohemijskih i fizioloskih karakteristika,
a sve u cilju koris¢enja saznanja radi potvrde postojecih ili pronalazenja novih saznanja o
primeni i lekovitosti ove biljne vrste. Najvise su istrazivani polifenoli prisutni u plodu duda,
ali su znacajni i karotenoidi, mikro-, makro- i toksi¢ni elementi, kao i masne kiseline.

Fitohemijskim istrazivanjima, u vrstama roda Morus su identifikovani alkaloidi,
flavonoidi, flavoni, flavanoni, stilbeni, benzofenoni, kumarinski derivati i terpenoidi (Chen i
sar., 2013). Ove komponente su odgovorne za biolosku aktivnost. Pored toga, stilbeni,
oksiresveratrol i resveratrol, koji su identifikovani, imaju i antioksidativno dejstvo (Jin i sar.,
2002).

Dud je izvor askorbinske kiseline, od koje je preko 90% prisutno u redukovanom
obliku, i takode sadrzi karotene, vitamin B1, folnu kiselinu, izokvercetin, kvercetin, tanine,
flavonoide i saponine, koji se ponaSaju kao dobri prirodni antioksidansi. Mnoge bioloski

aktivne komponente kao $to su moranolin, albafuran, albanol, morusin, kuvanol, kalistegin i



hidroksimoracin su izolovane iz duda i imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji (Bose i
sar., 1989).

Plodovi duda su bogati flavonoidima i imaju svojstven osvezavaju¢i ukus (Kutlu i
sar., 2011). Pokazano je da osuSeni plodovi duda poseduju antioksidativna, antimikrobna i
antiinflamatorna svojstva (Butt i sar., 2008). Dud sadrzi bioaktivne komponente, kao $to su
alkaloidi, antocijani i flavonoidi  (Hassimotto, Genovese i Lajolo, 2007).

Resveratrol (trans-3, 4°, 5-trihidroksistilben) i oksiresveratrol (trans-2,3’,4,5’-
tetrahidroksistilben) su hidroksistilbeni nadeni u brojnim biljnim vrstama, kao §to je grozde,
Kikiriki, i dud (Golkar i sar., 2007). Resveratrol ima i neuroprotektivno dejstvo (Wangi sar.,
2002; Bastianetto i sar., 2000), a pokazuje i kardioprotektivno dejstvo (Bradamante i sar.,
2004). Oksiresveratrol inhibira proizvodnju azot(I1)-oksida (NO), ekspresiju inducibilne NO
sintaze (iNOS), produkciju prostaglandina E2 (PGE2), i aktivaciju nuklearnog faktora kapa-
svetlosnog-lanca pojacivaca aktiviranih B ¢elija (NHxB) u makrofagima; takode,
konzistentno smanjuje edem indukovan karagenanom (supstanca ekstrahovana iz crvene i
ljubicaste morske trave) kod eksperimentalnih miseva (Chung i sar., 2003).

Predmet istrazivanja duda najéescée je bio plod, dok list zauzima centar paznje tek u
novije vreme. List sadrzi sastojke kao $to su minerali, vitamini, aminokiseline, steroli,
flavonoidi, alkaloidi, polisaharidi i mikroelementi (Ouyang i sar., 2005), askorbinska i folna
kiselina, B-karoten, vitamini D i B1 (Arabshahi-Delouee i sar., 2007). Listovi M. alba sadrze
rutin, kvercetin i apigenin kao bioaktivne sastojke (Doi i sar., 2001). Jedan od glavnih
sastojaka M. alba je 1-deoksinojirimicin (Nuengchamnong i sar., 2007). Otkriveno je da
ekstrakt lista M. alba u makrofagama stvara azotnu Kiselinu, prostaglandin E2 i citokine
(Ouyang i sar., 2005). Za lekovito dejstvo lista duda je bitno prisustvo fenola, odnosno
fenolnih kiselina i flavonoida: rutina, kvercetina i izokvercetina. Detektovano je prisustvo
slede¢ih fenolnih kiselina: protokatehinske, vanilinske, siringinske, para (p)- i meta (m)-
kumarinske i hlorogenske kiseline. Izolovana su i jedinjenja drugih klasa kao $to su antocijani
(Memon i sar., 2010).

2.1.2 Upotreba Morus vrste

Globalno, dud se koristi prvenstveno za hranjenje svilenih buba na plantazama u
proizvodnji svile. Danas je Turska lider po organizovanom uzgajanju duda, gde se najvise
uzgaja M. alba (95%), zatim M. rubra (3%) i najmanje M. nigra (2%) (Ercisli i Orhan, 2007).
Razliciti delovi Morus vrsta, kao $to su lis¢e, plod, grane, kora, koren, se koriste kao hrana i u

tradicionalnoj kineskoj medicini vise od 1900 godina (Singab i sar., 2005). Koriste se kao



narodni lek u le€enju bolesti zuba, dijabetesa, hipertenzije, artritisa i anemije (Sass-Kiss i sar.,
2005). U tradicionalnoj kineskoj medicini plod duda se koristi za leCenje vrtoglavice i
zamagljenog vida (Du i sar., 2008). Takode, poseduje i antimikrobno I antivirusno dejstvo (Li
i sar., 2004; Parrotta i sar., 2001).

Kada su plodovi duda zreli, vrlo slatki, beli, aromati¢no nakiselo-slatki,
tamnoljubicaste ili potpuno crne boje, jedu se svezi, preradeni ili osuSeni. Osuseni plodovi
duda mogu da zamene Secer i zbog toga se melju i dodaju testu pri izradi slatkisa. Od ploda
duda se izraduju sokovi, kompoti, slatka, zelei, sirupi i dr. Od iscedenog soka uparavanjem
dobija se sirup koji podseca na med (i sadrzi u koncentrovanom obliku hranljive sastojke
svezeg soka ploda duda). U narodnoj medicini svezi, nedozreli plodovi duda se daju protiv
proliva, a zreli kao blag laksans. Sok ploda duda se daje i za lakse iskasljavanje, znojenje i
mokrenje, za ispiranje kod zapaljenja grla i usta, naroCito sok ploda M. nigra, koji deluje i
antisepti¢no.

U korejskoj tradicionalnoj medicini od lisnih pupoljaka duda koje se sakupljaju preko
zime i suse, spravljaja se ¢aj protiv gojaznosti i oboljenja kardio-vaskularnog sistema. Prasak
od kore stabla duda upotrebljava se spolja u obliku melema za brze zaras¢ivanje rana, a ¢aj
od Kkore se pije kod povisenog krvnog pritiska. U Kini je kora duda sastojak biljnih smesa za
lecenje Secerne bolesti. U zapadnoj Evropi 1 na Balkanu u iste svrhe koriste osuSeno dudovo
lis¢e koje se ponegde kao prasak posipa po hrani (npr. varivu). Antidijabeti¢no delovanje se
delimic¢no pripisuje prisustvu vitamina B2 1 ima znacaj kao dopunska terapija. U Japanu se iz
cvetova duda izraduje dermokozmeticki krem za odstranjivanje pega i drugih necisto¢a na
kozi. Od fermentisanih zrelih plodova duda u narodu se pece rakija dudovaca. Mladi, zdravi i
potpuno razvijeni listovi beru se tokom leta i suSe u tankom sloju na promaji u hladu. Jo$§ od
vremena Dioskorida preporucuje se gorka kora korena duda kao lek protiv crevnih parazita
(narogito protiv tenie odnosno trakavice — pantlji¢are) (Sari¢, 1989).

Uloga lista M. alba u srpskoj medicini se ogleda u tome da se koristi za spremanje
¢aja protiv zutice (Tanovi¢, 1927). List duda se koristi 1 za ublazavanje nesanice, a to se
objasnjava efektom koji ostvaruje melatonin, supstanca koja je ukljuena u regulaciju
cirkadijalnog ritma i poremecaju spavanja. Znacajne koli¢ine ove supstance u listovima duda
ukazuju da su dobar izvor iste (Pothinuch i sar., 2011). Takode, list duda se u narodnoj
medicini najceS¢e primenjuje u leCenju SeCerne bolesti, oboljenja urinarnog trakta 1 koze
(Butt i sar., 2008).

Blagotvorno dejstvo voca i povréa na zdravlje pripisano je visokom sadrzaju

raznovrsnih fitohemijskih jedinjenja, od kojih su najzastupljenija fenolna jedinjenja
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(Henionen i sar., 1998). Fenolna jedinjenja imaju jako izaraZenu antioksidativnu i
antiradikalsku aktivnost (Rice-Evans i sar., 1995), i zbog toga im se pripisuju mnoga
terapijska delovanja: antibakterijsko, antiinflamatorno, antialergijsko, antimutageno,
antiviralno 1 antikancerogeno (Harborne i Williams, 2000; Havsteen, 1983; Pathak i sar.,
1991). Fenolna jedinjenja su dosta zastupljena u obojenom vocu (vo¢e roda Vaccinium,
Ribes, Rubus, Fragaria i Morus) pa zbog toga ovo voce sluzi kao jedan od najvaznijih izvora
fenola (Kéhkonen i sar., 2001; Williner i sar., 2003).

Prema literaturnim navodima, liS¢e duda moze da se koristi u medicinske svrhe, sveze
ili osuseno (Bown. 1995). Lis¢e duda, kao i drugi biljni Cajevi ili biljke koje se koriste u
medicini, se Cesto koristi kao suva droga za skladiStenje ili u svrhu potrosnje.

Mnogi elementi uti¢u i na sekundarni metabolizam biljaka pa samim tim i na
produkciju bioloski aktivnih jedinjenja biljne vrste u kojoj se stvaraju (Sykorova i sar., 2009;
Ozcan, 2004). Za normalno funkcionisanje ljudskog organizma, coveku su u toku jednog
dana potrebne koli¢ine pojedinih sastojaka koje se kre¢u u opsegu reda veli¢ina od grama do
pikograma. Makrosastojci (proteini, ugljeni hidrati i lipidi) ulaze u sastav strukturnih i
funkcionalnih komponenti c¢elija (gradivna funkcija) i izvor su energije. Mikro sastojci
(vitamini i minerali) su komponente enzima i kofaktora koji su neophodni za metabolicke
procese. Minerali su neophodni u ishrani za normalno odvijanje metabolickih funkcija,
transmisiju nervnih impulsa, pravilno formiranje kostanog tkiva, regulaciju balansa vode i
soli (Kalac i Svoboda, 2000).

U ljudskom organizmu se nalazi veliki broj razli¢itih jona metala, koji se mogu
svrstati u dve grupe. Metali koji se javljaju u relativno visokim koli¢inama i koje dnevno
treba unositi oko 100 mg i vise, nazivaju se makroelementi ili makrominerali. U ovu grupu se
ubrajaju kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum. Metali koji se javljaju u malim
koli¢inama 1 ¢ija dnevna doza je oko par miligrama ili manje, nazivaju se mikroelementi ili
mikrominerali odnosno elementi u tragovima. U ovu grupu metala spadaju gvozde, cink,
bakar, mangan, selen, kobalt, nikl, hrom, bor i dr.

Mikroelementi ili mikronutrijenti — (elementi u tragovima, esencijalni elementi), su
esencijalni sastojci hrane neophodni za normalno funkcionisanje organizma, a potrebni su u
vrlo malim koli¢inama. Mikroelementi ili mikronutrijenti — (elementi u tragu, esencijalni
elementi), su esencijalni sastojci hrane neophodni za normalno funkcionisanje organizma, a
potrebni su u vrlo malim koli¢inama. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (eng. World
Health Organization - WHO) (WHO, 1996) elementi u tragovima se na osnovu hranljivog

znacaja koji imaju za ljudski organizam dele u tri grupe:
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1) esencijalni elementi (Zn, Fe, Se, Cu, Mo i Cr);

2) elementi koji su najverovatnije esencijalni (Mn, Si, Ni, Co, B i V);

3) potencijalno toksi¢ni elementi koji nemaju nikakvu esencijalnu funkciju (Pb, Cd,
Hg, As, Al, Li, Sr, Ba, Sb i Sn).

Esencijalni mikroelementi su neophodni organizmu kako za rast, tako i1 za odrzavanje
zivota i zdravlja. Deficit nekog od esencijalnih elemenata dovodi do funkcionalnih
poremecaja. Ako dode do smanjenja koncentracije nekog elementa dolazi do izmenjene
bioloske funkcije (javlja se deficit tog elementa), a ako se poveca iznad odredene
koncentracije isti element moze imati toksi¢no dejstvo.

Gotovo svi makro- i mikroelementi koji se mogu na¢i u delovima duda (plodu i listu)
su potrebni za normalno funkcionisanje bioloSkih sistema i pozitivho deluju na opste
zdravstveno stanje. Utvrdeno je prisustvo 10 elemenata od kojih je kalijum dominantan, a
zatim slede azot, fosfor, kalcijum, magnezijum, natrijum, gvozde, mangan, cink i bakar
(Ercisli i Orhan, 2007; Lin i Lai, 2009; Imran i sar., 2010; Yang i sar., 2010). Visok nivo
gvozda u M. nigra je od velikog nutritivnog znacaja, naro¢ito u onim delovima sveta gde su
anemija 1 nedostatak gvozda relativno Ceste pojave (Imran i sar., 2010).

Nekoliko razli¢itih autora je u svojim radovima predstavilo rezultate koji se odnose na
sadrzaj makro- i mikroelemanata u razli¢itim vrstama duda (Ercisli i Orhan, 2007; Ercisli i
sar., 2010; Dimitrijevi¢, 2014). Istrazivanja su pokazala da voée duda sadrzi bitne
makroelemente, kao $to su kalijum (K), natrijum (Na) i kalcijum (Ca), kao i mikroelemente,
kao $to su gvode (Fe), cink (Zn) i nikl (Ni) (Tabela 2.).

Tabela 2. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u plodovima M. alba i M. nigra sa razli¢tih

geografskih podrucja u (mg/100 g)

Morusalba L. MorusalbalL. Morusalba L. Morus Morus Morus
nigra L. nigra L. nigra L.
Turska Pakistan Jugoisto¢na Turska Pakistan Jugoistoéna
Srbija Srbija

N 75 / / 800 / /
247 / / 289 / /
K 1668 1731 / 1005 1270 /
Ca 152 574 / 137 470 /
Mg 106 240 / 108 240 /
Na 60 280 / 58 272 /
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Tabela 2. —nastavak—

Fe 4,2 73 23,06+1,02 5 77,6 42,13+£7,17
Cu 0,5 / 0,86+0,05 / / 1,07+0,14
Mn 3,8 / 2,32+0,31 7 / 0,81+0,09
Cd / / 2,45%0,23 1,77+0,13
Ni / 2,2 0,36+0,01 / 1,6 0,27+0,00
Zn 2,8 50,2 2,23+0,17 3 59,2 3,40+0,05
Pb / / 0,09+0,01 0,14+0,01
Literatura  Ercisli i Orhan, Imran i sar., Dimitrijevi¢, Ercisli i Imranisar., Dimitrijevié
2007 2011 2014 sar., 2010 2010 2014

Znacajne koncentracije makro- (kalijum, natrijum, kalcijum i magnezijum) i
mikroelemenata (gvozde, cink i nikl) su pronadene u svim vrstama duda. Sadrzaj kalcijuma
se kre¢e od 137 mg/100 g do 574 mg/100 g svezeg voca. Sadrzaj magnezijuma se krece od
106 mg/100 g do 240 mg/100 g voca dok se sadrzaj natrijuma krece od 58 mg/100 g do 280
mg/100 g. Kalijum je najdominantniji i njegova koncentracija se krece u rasponu od 1005
mg/100 g do 1731 mg/100 g svezeg voca (Ercisli i sar., 2007; Imran i sar., 2010).

U Republici Srbiji su definisane preporucene dnevne doze pojedinih nutrijenata u
cilju preventive i $to bolje zdravstvene zastite ljudi (Tabela 3.). Podaci o pojedinim makro- i
mikronutrijentima regulisani su Pravilnikom o deklarisanju i oznacavanju upakovanih
namirnica kojim su propisane preporuceni dnevni unos (RDA) vrednosti za vitamine i
mineralne materije koje su uskladene sa evropskim vrednostima, bez oznake na koju
populacionu grupu se odnosi (Pravilnik o deklarisanju i oznac¢avanju upakovanih namirnica,

2004). Preporuceni dnevni unos (RDA) pojedinih elemenata dat je u Tabeli 3.

Tabela 3. Preporuceni dnevni unos pojedinih metala u RS za odrasle osobe

Element Preporuceni dnevni unos
Kalijum 2000 mg
Kalcijum 800 mg
Magnezijum 375 mg
Gvozde 14 mg
Cink 10 mg
Bakar 1mg
Mangan 2mg
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Tabela 3. —nastavak—

Selen 55 ug
Hrom 40 ug
Molibden 50 ug

U savremenoj farmaceutskoj industriji dud nalazi svoje mesto u pripremi sirupa koji
se koristi za bojenje lekova prirodnom bojom (Singhal i sar., 2009).

Ako dermokozmeticki proizvodi sadrze teske metale, onda oni mogu da izazovu
oStecenje epitela kao i crvenilo koZe. S obzirom na kumulativni efekat teskih metala i Stetne
efekte po ljudski organizam koji iz toga mogu da proisteknu, vazno je obratiti paznju na ovu
tematiku. Naime, teski metali se mogu absorbovati kroz kozu pa ¢ak i da stignu do telesnih
teCnosti. Putem telesnih te¢nosti, ovi toksini mogu sti¢i do vitalnih organa (Velimirovié,
2016). Studije su pokazale da dermokozmeticki proizvodi mogu biti nacin na koji toksi¢ni
metali dospevaju u ljudsko telo (Bocca i sar., 2014; Marinovich i sar., 2014). Ovaj put unosa
toksi¢nih metala je znacajan zbog direktnog kontakta sa kozom dermokozmetickog proizvoda
koji ih mozda sadrzi (Sainio i sar., 2000).

Zbog navedenih razloga, postoje zakonske regulative kojima je regulisan maksimalni
dozvoljeni sadrzaj pojedinih elemenata u proizvodima koji dolaze u kontakt sa kozom. Ova
oblast je u Republici Srbiji regulisana Pravilnikom o uslovima u pogledu zdravstvene

ispravnosti predmeta opSte upotrebe koji se mogu stavljati u promet.

2.1.3 Znacaj antioksidanasa i antioksidativna aktivnost flavonoida

Najsire prihvacena definicija bioloskih antioksidanasa jeste ona prema kojoj su
antioksidansi “‘supstance koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
(biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili spreavaju oksidaciju tog supstrata”
(Halliwell, 1990).

Redukcija atmosferskog kiseonika je jedan od nacina formiranja slobodnih radikala
(superoksidni anjon, peroksi radikal, alkoksi radikal, itd.). Slobodni radikali su visoko
reaktivne oksidativne vrste, koje su sposobne da hemijski reaguju sa velikim brojem
organskih jedinjenja u bioloskim i hemijskim sistemima. Slobodno radikalske reakcije se
navode u etiologiji mnogih bolesti, kao i u samom procesu starenja. Pored nekoliko “dobrih”
slobodno radikalskih reakcija kao $to su fotosinteza, redukcija nukleozida 1 fagocitoza, vec¢ina
slobodno radikalskih reakcija su povezane sa patoloskim stanjima, koja dovode do oStecenja

¢elije 1 pojacanja mutagenih i kancerogenih procesa.
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Kako hemijske reakcije koje ukljucuju slobodne radikale mogu uticati na fizicke,
hemijske i bioloske osobine hrane, dermokozmetickih i drugih proizvoda, istrazivanja
mogucénosti njihove inhibicije su od visoke vaznosti. Danas je poznata Cinjenica da mnogi
prirodni proizvodi, ¢ija se strukura karakteriSe postojanjem fenolnih ili kateholnih grupa,
pokazuju aktivnost u oksidativnim procesima sa kiseonikom iz vazduha, koji im daje
antioksidativnu sposobnost. Sposobnost inaktivacije vazdusnog kiseonika takode, poseduju i
enzimski sistemi, tokoferol, askorbinska kiselina, flavonoidi, karotenoidi i mnoga druga
prirodna jedinjenja.

Antioksidativna jedinjenja, pored sposobnosti hvatanja slobodnih radikala, mogu i da
eliminiSu singletni kiseonik, redukuju jedinjenja kreatina, zavrSavaju propagacionu fazu u
kojoj se formiraju hidro-peroksi lipidi i efikasno §tite vazne biomolekule (lipide, proteine,
nukleinske kiseline) od oksidacije (Harborne i Williams, 2000; Cody i sar., 1988). Pokazano
je da su strukturne osobine veoma vazne za visoku antioksidativnu aktivnost flavonoida.
Dobijeni rezultati pokazali su da sposobnost hvatanja radikala zavisi od strukture i
supstituenta na heterociklicnom prstenu B. Poznato je i da orto supstituenti na prstenu B,
posebno oni sa elektron-donorskim osobinama, redukuju redoks potencijal molekula i
povecavaju sposobnost gasenja slobodnih radikala. Medu glavnim zahtevima za dobru
antioksidativnu aktivnost je prisustvo karbonilne grupe u C4 poloZaju flavonoida, dvostruke
veze izmedu C2 i C3 koja je konjugovana sa 4-okso grupom i koja omogucava vecu
delokalizaciju elektrona, kao i prisustvo C3 hidroksilne grupe.

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida

Uoceno je da glikozidacija hidroksilne grupe, posebno C3 poloZaja, usled sternih
efekata, znatno redukuje antioksidativni kapacitet odredenih klasa flavonoida.
Antioksidativna aktivnost flavonoida, pored direktne reakcije sa radikalom (hvatanja),

ukljucuje 1 kopigmentaciju i helatirajuce reakcije sa metalnim jonima (Fiorani i sar., 2002;
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Fernandez i sar., 2002). Ove reakcije igraju vazne i viSestruke uloge u bioloSkim sistemima.
Formiranjem flavonoid-DNK kopigmentacionog kompleksa spre¢ava se oksidativno
ostecenje DNK molekula. Poznato je i da flavonoid-askorbinska kiselina kopigmentacioni
kompleks spre¢ava oksidativnu degradaciju askorbata. Veliki broj flavonoida moze efikasno
graditi helate sa jonima metala u tragovima kao $to su: Fe(Il), Fe(lll), Cu(ll) ili Zn(ll).
Helatiranjem metalnih jona flavonoidi spreCavaju generisanje slobodnih radikala koje je
katalizovano metalima (Fernandez i sar., 2002; Fiorani i sar., 2002).

Naime, smatra se da su slobodni radikali uzrok pojave mnogih patoloskih stanja
organizma. Utvrdeno je da je veliki broj razli¢itih bolesti posledica poremecaja ¢elijskih
funkcija, odnosno ostecenja same celije koje je uzrokovano delovanjem slobodnih radikala
kiseonika (Halliwell, 1994). Utvrdeno je da ove polifenolne komponente poseduju znacajan
spektar bioloskih aktivnosti: jako antiinflamatorno, antioksidativno, antimutageno i
antikancerogeno, i sposobnost da modifikuju aktivnost enzima (Kong i sar., 2003). Cijanidin-
3-O-glukozid (C3G), koji se svakodnevno unosi u organizam hranom, verovatno je
najpoznatiji i najistrazivaniji antocijanin. Nekoliko in vivo i in vitro istrazivanja pokazuju da
C3G 1 njegovi derivati poseduju razna bioloska svojstva i mogu povoljno delovati prilikom
patoloskih stanja ljudskog organizma (Galvano i sar., 2004).

Reakcije slobodnih radikala u kozi su jedna od znacajnijih tema zato §to su deo
mehanizma razli¢itih koznih bolesti i promena, ukljucuju¢i tumor koze, Stvaranja bora na
kozi i starenje koze (Darr i sar., 1994). Slobodni radikali i reaktivne vrste kiseonika (ROS)
imaju vaznu ulogu u stvaranju lipidnih radikala (L¢) koji su odgovorni za destrukciju Celijske
membrane i konac¢no celije (Ananthaswamy i sar., 1990; Ogura i sar., 1991). Generisani
slobodni radikali/ROS kao $to su hidroksi radikal (*OH), superoksid anjon radikal (O2*) i
lipidni radikal (Le) postoje kratko (Herrling i sar., 2002). Mnogobrojni sistemi koze su
evoluirali, sa ciljem da zaStite kozu od oksidativnog stresa, i to ukljucuje prevenciju,
presretanje slobodnih radikala i ,,popravku® o$te¢enih delova koze. Primarni odbrambeni
mehanizmi treba da sprece oksidativno ostecenje Stiteci kozu ultra ljubicastim (UV) filterima
protiv Stetnog dejstva suncevih zraka. Sekundarni mehanizmi odbrane se aktiviraju usled
prisustva reaktivnih vrsta kiseonika, kao §to je proces lipidne peroksidacije. Pored upotrebe
hemijskih supstanci i/ili fizickih blokatora sunceve svetlosti sa ciljem smanjenja intenziteta
UV zraCenja koje dospeva do koze, suplementacija koze antioksidansima, i time jacanje
njenog potencijala, bitan je pristup u kontrolisanju osteCenja koze reaktivnim vrstama

kiseonika koje nastaju usled UV zracenja (Fuchs i sar., 1989; Shindo i sar., 1993).
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Dobro je poznata Cinjenica da oksidativni stres, najceS¢e izazvan hroni¢noj izloZenosti
UV zraCenju, dovodi do prevremenog starenja koze, koje se naziva foto-aging (foto starenje)
(Yaar, 2006). Osim toga, klini¢ke i epidemioloske studije jasno pokazuju da je oksidativno
ostecenje takode, odgovorno za stvaranje raka i koznih autoimunih bolesti (Kaur i sar., 2007).
Samim tim, prevencija navedenog je esencijalna za zdravlje ljudi. Karakterizacija i
predstavljanje izvesnih antioksidanasa kao efikasnih dermokozmetickih sastojaka je dobila
znaajnu paznju poslednjih godina, imajuci u obzir da topikalna aplikacija antioksidanasa
predstavlja uspesnu strategiju u zastiti koze od oksidativnog stresa (Saija i sar., 2000).

Pokazano je da reaktivni oblici kiseonika mogu dalje da pogorsaju iritantni kontaktni
dermatitis, ako je on prethodno prisutan (Krutmann i Yarosh D, 2006). Saznanje da je lipidna
peroksidacija posredovana slobodnim radikalima uklju¢ena u patogenezu raznih bolesti je
opste prihvaceno (Young i sar., 2001). Lipidna peroksidacija indukuje oStecenje Celijske
membrane i stvara razne produkte koji su citotoksi¢ni, karcinogeni 1 sposobni da modifikuju
bioloski esencijalne molekule (Slika 3.) (Blokhina i sar., 2000). Uvek treba imati u vidu da
iritanti indukuju oslobadanje ROS koze ¢ak i pri netoksicnim koncentracijama (Mehrota i
sar., 2005).

Savremeni dermokozmeticki proizvodi, u svom sastavu mogu posedovati kao aktivnu
komponentu antioksidans prirodnog porekla (Bleckmen i Kropke, 2006). Unos
antioksidanasa svakodnevnom ishranom ili lokalni tretman koze proizvodima koji u svom
sastavu sadrze antioksidanse moze biti uspeSna strategija u prevenciji oStecenja koze.
Antocijanini predstavljaju jednu od najvaznijih i najinteresantnijih klasa flavonoida. Oni su
Siroko rasprostranjeni u obojenom vocu i imaju vaznu ulogu u sprecavanju bolesti koje su

povezane sa oksidativnim stresom (Want i sar., 1997).

Ostecenje u strukturi koze

pod uticajem UV zraka e A e S B B

povecanje u broju slobodnih I Y-
radikala >

~
prekomerna proizvodnja enzima l/'.

Slika 3. Struktura kozZe i prikaz uticaja slobodnih radikala na njeno oStecenje

(https://www.complexi-light.com/wp-content/uploads/2016/01/photoaging-300x185@2x.jpg)
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2.2 Patogeni mikroorganizmi i antimikrobni agensi

Mnogi mikroorganizmi (naj¢eSce bakterije) su Cesti uzroc¢nici raznih bolesti i kvarenja
proizvoda, tako da je njihovo prisustvo jedan od najveéih problema koji se susrece u praksi
(Gram i sar., 2002).

Bakterije su jednocelijski organizmi prokariotske grade koji se mogu videti
svetlosnim mikroskopom. Bakterije nastanjuju zemljiste i vodu, kao i organizme biljaka, ljudi
i zivotinja (Durakovié, 1996). Na osnovu razlika u bojenju po Gram-u, bakterije delimo na
Gram (+) i Gram (-). Razlike nakon bojenja posledica su razlicite grade ¢elijskog zida medu
bakterijama koje pripadaju ovim grupama.

Celijski zid Gram (+) bakterija je relativno debeo (15-80 nm) i najve¢im delom
sastavljen od peptidoglikana sa oko 30 listova glikanskih lanaca medusobno povezanih u
polimerni molekul. Uprkos svojoj debljini, peptidoglikan je potpuno permeabilan za mnoge
supstance ukljucuju¢i Secere, aminokiseline i jone. Pored toga, znafajne komponente
¢elijskog zida Gram (+) bakterija su teihoi¢na i teihuronska kiselina, polisaharidi i proteini.
Sa druge strane, celijski zid Gram (-) bakterija je tanji (10-15 nm), manje kompaktan, ali
znatno kompleksnijeg hemijskog sastava. Sadrzi tanak sloj peptidoglikana iznad koga se
nalaze tri komponente: lipoprotein, spoljasnja membrana i lipopolisaharid.

Veliki molekuli antibiotika sporo prodiru kroz spoljnu membranu pa odatle, jednim
delom, potice relativno veéa otpornost Gram (-) bakterija na antibiotike. Propustljivost
spoljne membrane se razlikuje od jedne do druge vrste, pa je tako kod Pseudomonas
aeruginosa, na primer, spoljna membrana oko 100 puta manje propustljiva od membrane

Escherichia coli.

2.2.1 Osnovne karakteristike bakterijskih sojeva

Staphylococcus aureus. Rod Staphylococcus pripada grupi Gram (+) aerobnih koka.
Vrste ovog roda mogu biti patogene, uslovno patogene 1 nepatogene. Kod ¢oveka se najcesce
nalaze u nazofarinksu i na kozi i prisutne su u oko 30% populacije. Takode, mogu se naéi u
vazduhu slaboprovetrenih prostorija, u prasini, i drugim proizvodima. Staphylococcus aureus
je veoma rasprostranjen u ljudskoj populaciji, a medicinska znacajnost se ogleda u njegovoj
rezistenciji prema penicilinu i drugim antibioticima. Staphylococcus aureus, kao i ostale
stafilokoke, spada u vrlo otporne bakterije. Vecina ugine na temperaturi od 60 °C tek posle
jednog sata, a neki sojevi mogu duze ziveti i na temperaturi od 80 °C. Vrlo su otporne i

prema suSenju, kao i prema sadrzaju NaCl 1 Secera (Karakasevi¢, 1987).
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Staphylococcus epidermidis. Bakterija je iz roda stafilokoka. Boji se pozitivno po
Gramu, fakultativno je anaerobna. Zivi uglavnom na koZi i sluzokozi ¢oveka, gde pripada
normalnoj bakterijskoj flori. lako ova bakterija pripada normalnoj flori, kod ljudi sa
oslabljenim imunitetom moze izazvati infekcije, Cest je uzro¢nik bolnickih infekcija, $to je
svrstava u grupu oportunista. Cesto se zadrzava i izaziva infekcije na mestu u organizmu gde
se nalazi neko strano telo, npr. kateter, endoproteze, metalni implanti, veStacki zalisci srca i
tome sli¢no. Znojne Zlezde luce lizozim (muramidazu), enzim koju vrsi lizu Staphylococcus
epidermidis-a i drugih Gram (+) bakterija. Lojne zlezde sekretuju kompleks lipida koji moze
delimi¢no biti razgraden od strane enzima koji lu¢i Propionibacterium acnes. Ova bakterija
moze da promeni sekretovane lipide tako da oni postanu nezasi¢ene masne kiseline, kao Sto
je oleinska kiselina, koje imaju jaku antimikrobnu aktivnost protiv Gram (-) bakterija i nekih
gljivica. Neke od ovih masnih kiselina su isparljive i povezuju se sa jakim mirisom. Imajuéi
ovo u vidu, mnogi dezodoransi sadrze antibakterijsku supstancu koja deluje selektivno protiv
Gram (+) bakterija, kako bi smanjili nastajanje isparljivih nezasi¢enih masnih kiselina 1 miris
tela. Zbog toga, dezodoransi mogu da preokrenu floru mikroorganizama tako da dominantne

postanu Gram (-) bakterije, i moze nastati infekcija izazvana njima (Lansing i sar., 1999).

Streptococcus pyogenes. Streptococcus pyogenes (B-hemoliticki streptokok seroloske
grupe A) pripada grupi Gram (+) aerobnih koka. Pojedina¢ne bakterije su okruglog ili
ovalnog oblika (pre¢nika 0,8 do 1,0 um), medusobno povezane u lance razli¢ite duzine.
Streptokoke su nepokretne, u svim mladim kulturama okruzene su vidljivom kapsulom, ne
stvaraju spore i poseduju fimbrije (pili). Grupa A streptokoka u toku rasta produkuje oko 20
razli¢itih egzoprodukta. Bioloske supstance koje produkuje bioloski streptokok su podeljene
na toksine 1 enzime. Veéina vr$i depolimerizaciju supstrata i omogucava lakSe Sirenje
streptokoka u okolna tkiva. Toksini oSteuju organe i tkiva za koje se veZu izazivajuci
direktan toksi¢ni efekat. Zahvaljuju¢i brojnim egzoproduktima piogeni streptokok je tipican
predstavnik bakterija sa toksi¢nim i agresivnim osobinama. Streptococcus pyogenes izaziva
oboljenja koja se mogu podeliti u tri grupe: invazivna (zapaljensko-gnojne prirode);
toksemicna (lokalne infekcije sa znacima opste intoksikacije); 1 post streptokokne sekvele
(komplikacije prethodne dve infekcije). U zavisnosti od endogenih i egzogenih faktora
sekvele se manifestuju u dva oblika: reumatska groznica i glomerulonefritis (Berger-Jekic,
1987).
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Enterococcus faecalis. Enterococcus faecalisje Gram (+) bakterija, u obliku
diplokoka ili kratkih lanaca, koja je po ranijoj Klasifikaciji pripadala seroloskoj grupi D
streptokoka. Vrlo je otporan na alkalnu sredinu (pH 9,6), kao i na delovanje zuc¢nih soli,
deterdzenata, teSkih metala, etanola i isusivanja. Prezivljava temperaturu od 60 °C u trajanju
od 30 minuta (Stuart i sar., 2006). Nastanjuje gastrointestinalni trakt ljudi i drugih sisara
(Ryan i Ray, 2004). Poput drugih vrsta iz roda Enterococcus, i E. faecalis moze da izazove
po zdravlje opasne infekcije kod ljudi kao Sto su: endokarditis, bakterijemija, infekcije
urinarnog trakta i meningitis, posebno u bolni¢kim uslovima gde je izrazena rezistencija ove
bakterije (Murray, 1990; Hidron i sar. 2008). U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama se E.
faecalis povezuje sa bolni¢kim infekcijama ukljucujuci infekcije urinarnog trakta, sepsu i
infekcije operativnih rana. Postoji nekoliko faktora virulencije kod E. faecalis koji doprinose
Sirenju infekcije. Plazmid hemolizin, poznat i kao citolizin, koji je vazan za patogenezu
infekcija kod Zivotinja, u kombinaciji sa visokom rezistentno$¢u na gentamicin povezan je sa
petostruko vec¢im rizikom od smrti kod pacijenata koji imaju bakterijemiju (Ike i sar., 1984;

Huycke i sar., 1991; Chow i sar., 1993).

Propionibacterium acnes. Najdominantnija bakterija na zlezdama koze je ova Gram
(+), anaerobna bakterija. Ona je uglavnom bezopasna; medutim povezana je sa stanjem koze
poznatim kao acne vulgaris. One se uglavnom javljaju u adolescentnom dobu kada je
endokrini sistem veoma aktivan. Velike koli¢ine sebuma se akumuliraju na Zlezdama koze 1
obezbeduju idealno mikrookruZzenje za ovu bakteriju. Propionibacterium acnes produkuje
lipazu koja hidrolizuje trigliceride sebuma do slobodnih masnih kiselina. Slobodne masne
kiseline su posebno iritiraju¢e zato §to mogu da dospeju do dermisa i pokrenu inflamatorni
odgovor. Zbog osetljivosti P. acnes na tetracikline, ovaj antibiotik se koristi u tretmanu akni
(Lansing M. P. i sar., 1999).

Escherichia coli. Pripada porodici Enterobacteriacea. To su Gram (-) asporogeni
bacilli duzine od 1 do 3 um, a debljine 4 do 7 um. Pokretni su, poseduju biceve, a veliki
procenat poseduje i fimbrije (pili), a neki sojevi poseduju i kapsulu. Ne prezivljava na
temperaturi od 60 °C u trajanju od 15 minuta, a niske temperature dobro podnosi. U
kontaminiranim proizvodima se brzo razmnozava. Osetljiva je na hlor i preparate koji imaju
hlor u svom sastavu. Toksi¢nost sojeva E. coli se bazira na njenom lucenju raznih
enterotoksina, adhezina ili faktora kolonizacije, hemolizina i endotoksina. Patogenost za

coveka se ispoljava u sposobnosti ove bakterije da izazove dve vrste oboljenja (Berger-Jekic,
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1997). U prvu grupu spadaju E. coli izazivac¢i piogenih infekcija (cistitis, pijelitis,
pijelonefritis, infekcije Zu¢ne kese, meningitis, sepsa). U drugu grupu spadaju E. coli

izazivaci dijarejnih oboljenja (Karakasevi¢, 1987).

Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas aeruginosa zajedno sa P. putida i P.
fluorescens pripada tzv. “fluorescentnoj grupi” bakterija zato $to sve ove bakterije produkuju
fluorescentni pigment. Pseudomonas aeruginosa je mali, obi¢no prav, rede nesto savijen
Gram (-) stapi¢, duzine od 1,5 do 3 pum i Sirine od 0,5 do 0,8 um. Ima jednu flagelu (ponekad
i 3) na jednom od polova, pomocu koje se brzo krece. Takode poseduje i fimbrije. Ne
produkuje sporu i nema kapsulu. Temperatura od 60 °C je ubije u roku od pola sata. Prema
dezinficijensima je otpornija od veéine bakterija. Pseudomonas aeruginosa izaziva Citav niz
raznih infektivnih oboljenja kod ljudi, poznatih kao “pseudomonijaze”. Ceste su infekcije kod
novorodencadi u kombinaciji sa drugim Gram (-) asporogenim anaerobnim bakterijama.
Takode, ceste su infekcije ovom bakterijom kod imunodeficijentnih osoba. Pseudomonijaze
su sve &eSée usled povecéane rezistentnosti bakterije na antibiotike. Cesti su multirezistentni
sojevi koji su otporni i na 5-6 antibiotika. U porastu su intrahospitalne infekcije, pa cak i
epidemije izazvane ovom bakterijom. Pseudomonas aeruginosa je izaziva¢ teskih infekcija
opekotina, enteritisa, meningitisa, endokarditisa, kao i infekcija respiratornog i urogenitalnog
trakta, koje nastaju i u sadejstvu sa drugim piogenim bakterijama. Iz svih tih zarista, P.

aeruginosa moze prodreti u krvi i izazvati teSku septikemiju (Karakasevic, 1987).

Acinetobacter sp..Vecina autora je ranije smatrala da rod Acinetobacter ima samo
jednu vrstu — A. calcoaceticus. Danas se u ovaj rod svrstava tzv. ACB kompleks (A.
baumannii, A. calcoaceticus i Acinetobacter genomska vrsta 13TU) (O'Shea, 2012; Gerner-
Smidt, 1992). Morfoloski su to Gram (-) Stapi¢i duzine 1,5 do 2,5 um i Sirine od 0,9 do 1,6
um, koji u stati¢noj fazi dobijaju sferi¢ni oblik. Ne stvaraju spore. Javljaju se pojedinac¢no i u
parovima. Neki sojevi poseduju kapsulu koja stvara mukoidnu prevlaku. Otporne su na
spoljaSnje uticaje, kao i na vecinu dezinficijenasa. Bakterije ovog roda su ubikvitarne.
Relativno Cesto se nalaze na kozi osoblja u bolnicama. Naj¢eS¢e napadaju hospitalizovane
bolesnike, bolesnike u intenzivnoj nezi, kao i sve osobe sa oslabljenim imunitetom. Cesto
napada 1 bolesnike koji se leCe antibioticima. Ucestali su slucajevi pneumonije, meningitisa,
septikemije, infekcija rana i urogenitalnog trakta koje su izazvane ovom bakterijom
(Karakasevi¢, 1987).
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Proteus mirabilis. Proteus mirabilis pripada rodu Proteus u koji su pored njega
svrstani jo§ P. vulgaris i P. myxofaciens. Ovo su Gram (-) kokobacili, a ponekad poprimaju
nitaste oblike. Duzina im varira od 1 do 3 pm, a Sirina od 0,4 do 0,6 um. Javljaju se
pojedinacno, u parovima i u kratkim lancima. Brzo se kreéu pomocu peritrihijalno
rasporedenih bi¢eva. Nemaju kapsule ni spore. Ponekad poseduju fimbrije. Vrste ovog roda
su relativno otporne prema uticajima spoljne sredine. Letalna temperatura je 55 °C u roku od
jednog casa. Osetljive su na najcesce koriséene dezinficijense. Medutim, sojevi koji se nalaze
u bolnickim ustanovama otporni su na znatne koli¢ine dezinficijenasa. Proteus mirabilis i P.
vulgaris izazivaju razne septicke infekcije, Cesto udruzene sa drugim bakterijama. Cesto
izazivaju infekcije rana, naro¢ito kod opekotina. Mogu izazvati sepsu i meningitis. Cesto su
uzroCnici alimentarnih toksoinfekcija, kao 1 infekcija urogenitalnog trakta koje nastaju posle
kateterizacije, cistoskopije i drugih intervencija na urogenitalnom traktu (u bolni¢kim

uslovima) (Karkasevi¢, 1987).

Klebsiella sp. Rodu Klebsiella pripadaju sledece 4 vrste bakterija: K. pneumoniae, K.
oxytoxa, K. terrigena i K. planticola. To su Gram (-), kapsulirane bakterije koje se
karakteri$u sluzavim rastom. Po zdravlje coveka najopasnija je K. pneumoniae koja poseduje
slede¢e podvrste: K. pneumoniae subsp. pneumoniae,K. pneumoniae subsp. ozaenae, K.
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Ostale vrste retko ugrozavaju zdravlje coveka. K.
pneumoniae subsp. pneumoniae je Gram (-) zaobljeni kokobacil, u proseku dug 1 pm, a Sirok
0,5 do 0,8 um. Javlja se pojedina¢no i u parovima, nepokretan je i ne stvara spore. Propada na
temperaturi od 55 °C za pola sata, ali je prilicno otporna na standardne dezinficijense
(Weisglass, 1989). Ova bakterija moze svojim endotoksinom i nekrotiénom supstancom da
1zazove teSka oStecenja skoro svih delova covecijeg organizma. Ta oboljenja nastaju narocito
usled oslabljenog imuniteta organizma, pogotovo kod hroni¢nih bolesti. K. pneumoniae
subsp. pneumoniae najcesce izaziva oboljenja respiratornih puteva kao §to su faringitisi,
nazofaringitisi, rinitisi, lobarna pneumonija i bronhopneumonija. Cesto izaziva enteritise i
enterokolitise kod dece, vrlo su Ceste infekcije mokra¢nih puteva, a ponekad se javljaju
meningitisi i septikemije ovom bakterijom. Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis je
uzro¢nik rinoskleroma, hroni¢nog oboljenja sluznice i koZe, naroc€ito nosa, pri ¢emu nastaju
tumorozne mase. Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae je karakteristiCna po izazivanju

hroni¢nog, atrofi¢nog oboljenja ozaena ili Rhinitis strophicans.
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2.2.2 Antimikrobna aktivnost ekstrakata M. alba i M. nigra

Uprkos brzom razvoju antibiotika, humane infekcije bakterijskog, gljiviénog ili
virusnog porekla, i dalje predstavljaju znacajan medicinski problem. Rezistencija velikog
broja mikroorganizama nastala je i neracionalnom primenom klasi¢nih, odnosno sintetskih
antibiotika (Cowan, 1999)

Intrahospitalne (nozokomijalne) infekcije javljaju se kod oko 10% bolesnika i
najces¢e su lokalizovane na koZzi, u urinarnom i respiratornom traktu. Vecina izolovanih
sojeva bakterija, koji izazivaju navedene infekcije, pokazuje izrazitu rezistenciju na veci broj
antibiotika. Piogene infekcije koze i potkoznog tkiva (impetigo, folikulitis, furunkuli,
karbunkuli 1 celulitis) pretezno izazivaju stafilokoke i streptokoke, a osnovna karakteristika
navedenih infekcija je pojava supuracije, nekroza tkiva i formiranje apscesa. Poslednjih
godina, kao uzroc¢nici bolni¢kih infekcija sve ¢eSée se izoluju bakterije koje predstavljaju
normalnu mikrofloru koze, vrste roda Staphylococcus i Acinetobacter sp. (Brooks i sar.,
2004). Nekomplikovane kozne infekcije (koje se Cesto nazivaju i infekcije koze i mekog
tkiva), su druga najcesce dijagnostifikovana bolest koze (Elston, 2008). Sa druge strane, kod
primene uobicajeno koriS¢enih topikalnih antibiotika, pored pojave rezistencije, veoma su
Cesti sludajevi alergijskog kontaktnog dermatitisa (Gisby i Bryant, 2000). Cinjenica je da je
sve veli broj istrazivanja u svetu usmeren ka pronalazenju novih prirodnih sirovina sa
antimikrobnim delovanjem. Lekovite biljke su naroCito potentan izvor bioloski aktivnih
jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem. Ovi sastojci su relativno lako dostupni, ispoljavaju
minumum neZeljenih efekata i uglavnom nisu toksi¢ni (Cowan, 1999).

Antimikrobna aktivnost jedinjenja izolovanih iz ploda i lista M. alba i (M. nigra)

prikazana je u Tabeli 4.

Tabela 4. Antimikrobna aktivnost jedinjenja izolovanih iz lista i ploda M. alba i M. nigra

(MIC=minimalna inhibitorna koncentracija u pg/cm?)

Biljna Jedinjenje Deo biljke Bakterijski soj MIC Referenca
vrsta ug/cm?®
Morus Halkomoracin List Micrococcus luteus 1,56 Sohn i
alba L. Bacillus subtilis 3,13 sar., 2004
Escherichia coli >100
Klebsiella pneumoniae >100
Pseudomonas aeruginosa >100
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Tabela 4. —nastavak—

Morus  Ukupni ekstrakt ~ Vocni sok Bacillus spizizenii 19,68 Khalid,
nigra L. Bacillus subtilis 18,46 2011
Corynebacterium 15,57
diphtheriae

Enterococcus faecalis 16,03

Staphylococcus aureus 17,37

Escherichia coli 9,98

Pseudomonas aeruginosa 19,87

Salmonella typhimurium 11,73

Oksiresveratrol, arilbenzofuran moracin M2, ciklomorusin, morusin, kuvanon C5,
kuvanon C6, betulinska kiselina, a-amirini acetat i B sitosterol-3-O-p-D-glukozid su izolovani
iz stabljike M. nigra iz Bocvane (Mazimba i sar., 2011). Oksiresveratrol i arilbenzofuran
moracin M2 pokazali su baktericidnu aktivnost protiv Staphylococcus aureus (minimalna
baktericidna koncentracija (MBC) = 125 i 62,5 pg/cm?, respektivno); arilbenzofuran moracin
M2 je takode pokazao baktericidno dejstvo protiv Streptococcus faecalis (MBC = 500 i 250
ng/cm?, respektivno) (Mazimba i sar., 2011). Antibakterijsko delovanje je testirano protiv
razli¢itih mikroorganizama, kao $to su: Staphylococcus mutant ATCC 25175, poznat kao
oralni patogen, Streptococcus sanguis ATCC 35105, Streptococcus sobrinus ATCC 27351,
Staphylococcus aureus ATCC 10231, Candida albicans ATCC 10231, Actinobacillus
actinomycetemcomitans ATCC 33384, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
casei ATCC 4646 i Porphyromonas gingivalis W50. Antibakterijska aktivnost kuvanona G je
testirana u smislu minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) u poredenju sa nekim
komercijalno dostupnim sredstvima koja se koriste za prevenciju karijesa. MIC kuvanona G
protiv bakterija roda Streptococcus bila je 8 pg/cm?® §to je manje u odnosu na 32 pg/cm?®
sanguinarina, 125 pg/cm?® Karvakrola i 500 pg/cm? timola i eukaliptola koji su komercijalni
agensi sa antibakterijskom aktivno$¢u. Ovo ukazuje da kuvanon G ima mnogo jacu
antibakterijsku aktivnost u odnosu na komercijalne agense. Antibakterijska aktivnost
kuvanona se moze uporediti sa antibioticima kao Sto su vankomicin i hlorheksidin koji,
medutim, poseduju losu stranu tako $to dovode do promene boje zuba, povracanja, dijareje i

pada imuniteta (Park i sar., 2003).
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2.2.3 Test antibiotici

U ovom istrazivanju kao referentni antibiotici kori$¢eni su: gentamicin, doksiciklin,
ciprofloksacin i metronidazol.

Gentamicin. lzolovan je iz jedne vrste aktinomiceta (Mikromonospora purpurea).
Pripada grupi aminoglikozidnih antibiotika, i ¢ini osnovu terapije infekcija izazvanih Gram (-
) bakterijama. Svoje antimikrobno dejstvo ostvaruje ireverzibilnom inhibicijom sinteze
proteina. Pocetni dogadaj u delovanju je prodiranje kroz zid ili membranu bakterijske ¢elije.
To se deSava delimi¢no aktivnim transportom, a delimi¢no pasivnom difuzijom. Posto aktivni
proces zavisi od prisustva kiseonika, aminoglikozidi su relativno neefikasni protiv striktnih
anaeroba. Po ulasku u ¢eliju, aminoglikozidi se vezuju za receptor na 30S podjedinici
bakterijskih ribozoma. Aminoglikozidi inhibiSu sintezu proteina u ribozomima bar na tri
nac¢ina: 1. ometaju “pocetni kompleks” formiranja peptida, 2. prouzrokuju pogresno
oCitavanje Sifre na IRNK, §to pokazuje uvodenje pogresnih aminokiselina u peptide, i 3.
uzrokuju raspadanje polizoma u nefunkcionalne monozome. On deluje kako protiv Gram (+)
tako i protiv Gram (-) mikroorganizama. Gentamicin je neaktivan posle oralne primene i
stoga se aplikuje parenteralno. Posle intramuskularne injekcije maksimalni nivo u Kkrvi se
postize u toku 60 do 90 minuta i proporcionalan je primenjenoj dozi. Aktivna koncentracija
se odrzava Sest do osam casova. Najve¢i deo gentamicina se izlucuje u mokracu
glomerularnom filtracijom, pri ¢emu se u mokraci postize vrlo visoka koncentracija aktivnog
antibiotika. Primenjuje se kada su izazivaci infekcija: Pseudomonas, Enterobacter, Serratia,
Proteus, Klebsiella i Acinetobacter. Toksi¢no dejstvo gentamicina ispoljava se oSte¢enjem
vestibularnog aparata (kod 1% pacijenata). Velike doze gentamicina mogu oStetiti bubrege 1
dovesti do proteinurije i azotemije. Primena gentamicina je kontraindikovana u trudno¢i
(Varagi¢, 2008).

Doksiciklin. Doksiciklin je antibiotik iz grupe tetraciklina. Ima vrlo Sirok spektar
antimikrobnog dejstva. Spektar obuhvata ne samo Gram (+) i Gram (-) bakterije ve¢ i
rikecije, mikoplazme, hlamidije, spirohete, leptospire i amebe. U terapijskim koncentracijama
doksiciklin deluje bakteriostatski. On se vezuje za 30S ribozomsku podjedinicu i tako blokira
dejstvo transportne RNK. Na ovaj nacin ometa se sinteza peptida i proteina u bakterijskoj
¢eliji. Selektivnost toksicnog delovanja doksiciklina na bakterije poti€e od toga $to one
poseduju transportni mehanizam koji omogucuje nakupljanje doksiciklina u bakterijskoj
éeliji. Celije Goveka nemaju takav transportni mehanizam. Posle oralne primene doksiciklin

se resorbuje u dovoljnoj koli¢ini, ali ne u potpunosti. Znatan deo se zadrzava u crevu i
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eliminise stolicom. Razlog nepotpune resorpcije je slaba rastvorljivost tetraciklina u alkalnoj
sredini i stvaranje nerastvorljivih helata sa dvovalentnim katjonima. Mleko, koje sadrzi dosta
kalcijuma, antacidi i preparati gvozda otezavaju resorpciju tetraciklina i smanjuju njihovu
aktivnost. Tetraciklini su lekovi izbora u terapiji infekcija izazvanih od strane Mycoplasma
pneumoniae, hlamidija, rikecija i nekih spiroheta. Moze se primenjivati u terapiji raznih
infekcija izazvanih Gram (+) i Gram (-) bakterijama, ukljucujuéi i one ¢iji je izaziva¢ Vibrio.
Primenom tetraciklina modifikuje se normalna flora digestivnog trakta. Oni suprimiraju
normalno prisutne i osetljive koliformne bakterije, ali time omogucuju prekomerno rastenje i
razmnozavanje Pseudomonas-a, Proteus-a, stafilokoka, rezistentnih koliformnih bacila,
klostridija i Candida-e albicans. Tetraciklini se selektivno nakupljaju u kostima i zubima
dece i mogu prouzrokovati zutu obojenost zuba, displaziju gledi, deformitete i zastoj u
rastenju. Stoga, primena je kontraindikovana kod dece mlade od osam godina i u trudno¢i. Za
vreme upotrebe antibiotika iz ove grupe, treba izbegavati intenzivno suncanje. Na izloZenim

delovima koze ponekad nastaju eritemi i edemi koji se sporo povlace i katkad ostavljaju

pigmentovana mesta (fotosenzibilizacija) (Varagi¢, 2008).

Ciprofloksacin. Ciprofloksacin pripada grupi fluorohinolona. Inhibicija DNK-giraze
je osnovni mehanizam antibakterijskog delovanja fluorohinolona. Eukariotske celije ne
sadrze DNK-girazu, ali sadrze jedan sli¢an tip enzima — DNK-topo-izomerazu. To je
dovoljno da fluorohinoloni slabije deluju na eukariotske nego na bakterijske celije. Deluju
protiv veceg broja Gram (+) i Gram (-) bakterija i koriste se u terapiji sistemskih infekcija. Za
inhibiciju su dovoljne koncentracije od nekoliko pg/cm®. Anaerobi su uglavnom rezistentni
prema fluorohinolonima. Posle oralne primene dobro se resorbuju, a zatim i dobro
raspodeljuju po telesnim te¢nostima i tkivima. Oralnu resorpciju fluorohinolona ometaju
dvovalentni katjoni, ukljucuju¢i one koji se nalaze u antacidima. Koncentracija
fluorohinolona u prostati, bubrezima, neutrofilima i makrofagima su ve¢e od onih u serumu.
Izlucuju se preko bubrega. NajceS¢i nezeljeni efekti su nauzeja, povracanje 1 dijareja. Mogu
oStetiti zglobnu hrskavicu 1 prouzrokovati arteropatiju koja je reverzibilna. Fluorohinoloni se
izlu€uju mlekom, pa se ne primenjuju kod dojilja. Njihovu primenu treba izbegavati za vreme
graviditeta. Poseban znacaj se pridaje njihovoj sposobnosti da produze QT interval u EKG-u

(Varagi¢, 2008).

Metronidazol. Metronidazol je sinteticki lek iz klase nitroimidazola, efektivan protiv

anaerobnih bakterija i protozoa. Deluje kao antibiotik, amebicid i antiprotozoik. Nejonizovani
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metronidazol se putem difuzije selektivno apsorbuje od strane anaerobnih bakterija i
osetljivih protozoa. U anaerobnim c¢elijama se neenzimski redukuje, reakcijom sa
redukovanim feredoksinom. Produkti ove redukcije (hidroksilaminski ili amino derivati sa
imidazolnim prstenom) su toksi¢ni za anaerobne ¢elije i omogucuju selektivnu akumulaciju u
anaerobima, gde narusavaju helikoidnu strukturu njihove DNK, inhibiraju sintezu
bakterijskih nukleinskih kiselina i izazivaju njihovu smrt. Ova reakcija se javlja samo kada je
metronidazol redukovan, $to se deSava samo u anaerobnim ¢elijama, tako da lek ima
relativno slab uticaj na ljudske celije i aerobne bakterije. Nije aktivan ni protiv virusa i
gljivica. Nakon oralne administracije, metronidazol se brzo i gotovo potpuno (biodostupnost
je skoro 100%) apsorbuje gastrointestinalim traktom. Maksimalna serumska koncentracija se
dostize nakon 1-2 h, a nakon 24 h je detektovan samo u tragovima. Metronidazol se
metaboli$e u jetri, a eliminiSe se putem bubrega. Deluje na: bakterije — anaerobne Gram (-)
bacile (vec¢inu Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Veillonella spp.); anaerobne Gram (+)
bacile (ukljucuju¢i Clostridium spp., osetljive sojeve Eubacteriumspp.); anaerobne Gram (+)
koke (Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp.); protozoe (Balantidium coli, Blastocystis
hominis, Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis); takode,
metronidazol deluje na fakultativnog anaeroba Gardnerellu vaginalis, na neke sojeve
Campylobacter spp., kao i na Helicobacter pylori. Najces¢i Stetni efekti kod sistemske

primene su mucnina, dijareja i metalni ukus u ustima (Miljkovi¢ i sar., 2014).

2.3 Fitopreparati za lokalnu primenu na kozi

Savremeni proizvodi za negu koze, obzirom na zahteve u pogledu kvaliteta i
efikasnosti, ne predstavljaju jednostavne formulacije u kojima su kozmeticki aktivne
supstance (KAS) inkorporirane u odredenu podlogu. Uredba EU 1223/2009 (Regulation EC
1223/2009) o kozmetickim proizvodima definiSe zahteve koji se moraju ispuniti. S obzirom
da se dermokozmeticki, isto kao i kozmeticki proizvodi primenjuju na kozi razli¢itih delova
tela, neophodno je da su otporni na uticaj temperature i stabilni tokom duzeg perioda,
odnosno moraju imati obeleZen rok upotrebe ili period nakon otvaranja ako su proizvodi sa
rokom upotrebe od preko 30 meseci. Stoga se, prilikom formulisanja i razvoja novog
dermokozmetickog proizvoda, mora ispitati stabilnost i fizicko-hemijske osobine
bazne/osnovne formulacije (Saraf i sar., 2012). Potvrda stabilnosti, otvara moguénost daljeg
testiranja formulacije koji obuhvataju procenu njene efikasnosti i daju informacije bitne za
dalji razvoj formulacije i proizvodnju gotovog dermokozmeti¢kog proizvoda. Testovi

efikasnosti obuhvataju sledece eksperimentalne pristupe i njihove kombinacije: 1) senzorni
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pristup (vid, dodir, miris) od strane potrosaca ili eksperata; 2) instrumentalni pristup koji
favorizuje merenje specifi¢nih parametara koris¢enjem in vivo, ex vivo i in vitro pristupa Koji
ne reprodukuju normalne uslove tokom koriSéenja proizvoda, ali omogucavaju objektivnu
analizu pod kontrolisanim uslovima (COLIPA Guidelines for the Evaluation of the Efficacy
of Cosmetic Products, 2008).

Radi ocuvanja stabilnosti KAS 1i/ili povecanja njihove sposobnosti da penetriraju u
kozu, koriste se sofisticirani nosac¢i aktivnih supstanci. Na taj nafin postize se dvostruki
efekat: stabilizacija aktivne komponente i mogucnost njenog kontrolisanog oslobadanja i/ili
usmerenog transporta kroz kozu (Vasiljevi¢ i sar., 2009). Kao konvencionalni nosaci,

najéeSce se koriste hidrogeli i emulzioni sistemi (Epstein, 2009; Epstein, 2014).

2.3.1 Hidrogeli kao nosaci u dermokozmeti¢kim proizvodima

Hidrogeli se definisu kao struktuirani koloidni sistemi koji sadrze najmanje dve
komponente (&vrstu i teénu) i poseduju osobine i ¢vrstih i te¢nih tela. Cvrsta komponenta
gradi koherentan trodimenzionalan skelet (mrezu), u koju se uklapa te¢na faza procesima
liosorpcije, mehani¢kog uklapanja ili kapilarnog uklapanja (Vuleta, 1991).

Hidrogeli se cesto upotrebljavaju kao podloge — nosaci bioaktivnih supstanci
namenjenih za lokalnu aplikaciju na kozu. Za izradu gela potrebni su sredstvo za geliranje,
teCna komponenta i pomo¢ni sastojci i to prvenstveno konzervansi i humektansi (Vasiljevié i
sar., 2007).

Sredstva za geliranje mogu biti supstance prirodnog, polusintetskog i sintetskog
porekla. U farmaciji i kozmetologiji se najvise koriste polusintetska i sintetska gelirajuca
sredstva. Ultrez 10 Polimer (Carbopol® Ultrez) je supstanca oficinalna po Ph. Yug V, sli¢no
ostalim karbomerima, stabilizuje preparat daju¢i mu odredenu konzistenciju gela
(Jugoslovenska farmakopeja 2000). To je lako dispergujuci polimer akrilne kiseline (Vuleta,
2004). Za dispergovanje karbopola Ultrez 10 (Centrohem, Srbija) temperatura ne treba da
prelazi 60 °C, jer se iznad ove temperature postize suprotan efekat. Naime, tada dolazi do
naruSavanja strukture gelske mreZe usled smanjenja termodinamicke stabilnosti (Vasiljevi¢ 1
sar., 2007).

Pre neutralizacije, pH vrednost karbomera nalazi se u opsegu 2,5-3,5 i pKa iznosi
6+0,5. Karboksilne grupe karbomera delimi¢no disosuju u vodi i rezultat toga je fleksibilna
struktura lanca polimera (Lubrizol Advanced Materials, 2013). Lanac karbomera u vodenom
rastvoru je u vidu spirale. Nakon neutralizacije karboksilnih grupa bazom, lanac karbomera

se odmotava (Milanovi¢, 2016). Kao sredstva za neutralizaciju mogu da se koriste baze
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rastvorljive u vodi kao $to su trictanolamin ili natrijum-hidroksid. Vazno je omoguciti proces
hidratacije geliraju¢eg sredstva u celokupnoj koli¢ini tecne faze (Vasiljevic i sar., 2007).

Tec¢na komponenta hidrogela je voda. Voda je delimi¢no vezana za makromolekule
gelirajuceg sredstva, a delimi¢no je slobodna. Ona ispunjava Supljine unutar prostorne gelske
mreze i predstavlja slobodni rastvara¢ (Vasiljevi¢ i sar., 2007). Jedan od nedostataka
hidrogela se ogleda u tome S§to ako se primenjuju duZze vremena, mogu da dovedu do
isuSivanja koze (Vuleta i sar., 2012).

Dobre osobine hidrogela su da se lako primenjuju na intaktnu i ozledenu kozu i
sluzokozu, pogotovu su zgodni za vlasiste s obzirom da se lako spiraju sa koze. Prilikom
njihove primene nije uocena iritacija koze (Vuleta, 2004).

Hidrogeli se smatraju ekonomi¢nim sistemima iz tog razloga §to u njihov sastav ulazi
do 99% tecne faze (vode). Hidrosolubilna lekovita supstanca se moze rastvoriti u delu ili
celokupnoj koli¢ini vode. (Vasiljevi¢ i sar., 2007). Hidrogeli su laki za proizvodnju,
generalno su priznati kao bezbedni i Siroko su prihva¢ene podloge u koje se inkorporiraju
ekstrakti. Vazno je da su ekstrakti rastvorni, stabilni i kompatibilni sa podlogom. Tehnologija
izrade je najéeSce takva da se u svez izraden hidrogel inkorporiraju ekstrakti. Tako, za
tretman celulita se izraduje hidrogel sa ekstraktom divljeg kestena, u anti-age preparatima se
koristi ekstrakt aloja vere, za piling koze se dodaje ekstrakt lisajeva (Lindee, 2000).

Za formulacije nosaca neophodno je poznavanje biohemijskih procesa u kozi i
karakterizacija aktivnih komponenti (Glisi¢ i sar., 2013).

Dobro prijanjanje na kozu, moguénost zadrzavanja kozmetic¢ki aktivne supstance i
neometano disanje koze su prednosti koje imaju hidrogeli kao nosaci. Kako se sastoje od
vode, sredstva za geliranje, sredstva za neutralizaciju i konzervansa, mogucénosti za
interakcije sa kozmeticki aktivnom supstancom su mnogo manje u odnosu na nosace koji u

svom sastavu sadrze viSe sastojaka (Vuleta i sar., 2012).

2.3.2 Emulzije kao nosaci u dermokozmetic¢kim proizvodima

Emulzije spadaju u klasu disperznih sistema sa¢injenih od najmanje dve te¢nosti koje
se medusobno ne mesaju (Epstein, 2014). Kapi jedne tecnosti (disperzna faza) su
dispergovane u tecnom medijumu (kontinualna faza) (Pal, 2011; Tadros, 2013). Da bi se
dispergovale dve te¢nosti koje se ne meSaju potrebna je i treca komponenta, emulgator (Pal,
2011; Tadros, 2013). Emulgator ima dve osnovne funkcije: 1) da smanji medupovrSinski
napon izmedu dve faze i 2) da stabilizuje dispergovanu fazu sprecavajuci koalescenciju
(Vuleta sar., 2012).
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Medu kozmetickim/dermokozmetickim emulzijama najzastupljenije su emulzije tipa
U/V ili VIU. One se razlikuju po tehnoloskom postupku izrade kao i po nameni (Epstein,
2014). U V/U emulzijama voda je dispergovana faza, a masna faza je disperzno sredstvo; u
U/V emulzijama masna faza je dispergovana, a vodena faza je disperzno sredstvo.
Kozmeticke U/V emulzije mogu biti tecne ili polucvrste konzistencije. Ovaj tip emulzija
pogodan je za negu masne i normalne koze tokom dana. Cesto se koriste i kao nosaéi za
lekovite supstance (antibiotike, antimikotike, kortikosteroide...) u dermofarmaceuticima.
Mogu se formulisati uz razli¢ite emulgatore: konvencionalne anjonske ili nejonske, mesane
emulgatore, polimerne emulgatore, meSane emulgatore koji grade te¢no-kristalne gelske faze,
itd.

Polazne sirovine za izradu dermokozmeti¢kih emulzija treba da budu farmakopejskog
kvaliteta, s obzirom na c¢injenicu da ove proizvode Siroko koriste razli¢ite kategorije
potrosaca (mladi, stari, zdravi, bolesni) kao i zbog moguée dugotrajne upotrebe (Vasiljevi¢ i
sar., 2009).

Dermokozmeticke emulzije ¢ine masna i vodena faza. Emulgatori, kozmeticki aktivne
supstance, (konzervansi, antioksidansi, helatni agensi, mirisi, boje, pigmenti) su sastojci koji
ulaze u njihov sastav (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Emulzije tipa U/V nalaze mnogo vecu primenu u odnosu na emulzije V/U tipa
(Lodén, 2005). Emulzioni U/V sistemi uglavhom imaju izrazit hidratiSu¢i efekat i na kozi
mogu i ne moraju ostavljati manje ili vise mastan ili lepljiv film. Emulzije tipa U/V, za
razliku od tipa V/U, uglavnom su jednostavnije za izradu/proizvodnju (Epstein, 2009).

Voda u spoljasnjoj fazi emulzije moze da sluzi kao rastvara¢ za KAS koje su
rastvorne u vodi (Epstein, 2014) kao §to je ekstrakt duda (Li i sar., 2004).

Dobre formulacije za primenu na kozu bi trebalo da predstavljaju kombinaciju tri
koncepta (Lodén i sar., 2013; Harding i sar., 2013; Moncrieff i sar., 2013):

- primena okluzivnih, masnih sastojaka koji smanjuju transepidermalni gubitak vode
(TEWL — transepidermal water loss) i time indirektno hidratisu SC (vazelin, te¢ni parafin,
beli pcelinj vosak, propilenglikol, lanolin);

- primena higroskopnih, humektantnih kozmetickih aktivnih sastojaka koji direktno
vlaze kozu (propilenglikol);

- koris¢enje emolijenasa koji kozu omeksSavaju, poboljSavaju njenu strukturu i
stvaraju jednu vrstu filma na njenoj povrsini. Veliki broj emolijenasa deluju 1 kao emolijensi 1

kao humektansi (Moncrieff, 2013).
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Vazelin se smatra jednom od najboljih supstanci za hidrataciju i definise se kao zlatni
standard sa kojim se porede drugi okluzivi. Masni i lepljiv ose¢aj koji nastaja i ostaje tokom
nano$enja, predstavljaju smetnju vecoj upotrebi vazelina (lwai i sar., 2012; Schweiger i sar.,
2013).

TeCni parafin i beli pcelinj vosak se cesto koriste kao sastojci za postizanje
okluzivnog efekta 1 za regulisnje konzistencije dermokozmetickih formulacija (Baumann,
2011).

Propilenglikol se dodaje formulacijama sa ciljem da zadrzi vlagu (humektans) u
koncentracijama 10-20%. Takode, moze ispoljiti efekat pojacane penetracije kroz kozu, a
koristi se i kao korastvara¢ (Vecchio, 2008).

Polisorbat 60 se Kkoristi kao solubilizator i sredstvo za stabilizaciju u
dermokozmeti¢kim proizvodima tipa emulzija (Coors i sar., 2005).

Cetostearil alkohol se uglavnom koristi kao jedna od komponenata emulgatora.
Koristi se kao emulgator za nastajanje emulzija tipa U/V. MeSani emulgatori (recimo
kombinacija Polisorbata 60 i cetostearil alkohola) omoguéavaju izradu stabilnih U/V emulzija
sa visokim sadrzajem vode (Peki¢ i sar., 2013). Stabilizacija emulzionih sistema pomocu
meSanih emulgatora se objasnjava teorijom gelske mreze. Veca efikasnost u stabilizaciji
emulzija primenom meSanih emulgatora postize se usled visoke gustine pakovanja
pojedina¢nih komponenti ovog emulgatora, koji na medupovrsini stvaraju prili¢no gustu gel
strukturu i stabilnu emulziju (Luki¢ i sar., 2016).

Kao §to je ve¢ reCeno, U trendu su dermokozmeticke emulzije koje u sebi sadrze
antioksidans kao aktivnu supstancu (Bleckmen i Kropke, 2006). Zbog toga postoji povecano
interesovanje za antioksidanse prirodnog porekla, pre svega iz biljnih sirovina. Mnogi
antioksidansi su aktivne komponente koje su izolovane iz biljnog materijala (ekstrakti) i

koriste se u kozmetickoj industriji (Akhtar i sar., 2011).

Sastojci masne faze emulzija. Kada se koriste emulzioni proizvodi (pre svega za
negu koze), jedan od prvih ocekivanih efekata je vlazenje koZe 1 izazivanje osecaja glatkoce 1
mekocée na njenoj povrsini. Efekti zavise od formulacije proizvoda kao celine, ali je od
izuzetnog znacaja pravilan izbor sastojaka masne faze. Emolijensi (emolijenti) su supstance
ili proizvodi koji, nakon aplikacije, kozu €¢ine mekom 1 glatkom. Oni povecavaju vlaznost 1
plasti¢nost koze stupanjem u direktnu interakciju sa SC (npr. ceramidi), ili posredno,
zahvaljuju¢i okluzivnom efektu i smanjenju transepidermalnog gubitka vode (TEWL). Pri

formulaciji emulzija za negu koze, izbor emolijenasa je od velikog znacaja, poSto je
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emolijentni efekat krema na kozi odreden fizi¢ko-hemijskim osobinama masne faze tog
krema (Vasiljevi¢ i sar., 2009).
Uloge emolijenasa su brojne:
- zamenjuju prirodne lipide koze (ili bar neke od njih);
- Stite kozu (zahvaljuju¢i moc¢i razmazivanja i okluzivnom efektu);
- uticu na mekocu/glatkocu i teksturu koze;
- poboljsavaju lubrikantni efekat preparata koji se nanosi na kozu;
- zadrzavaju vlagu u kozi;
- solubilizuju i rastvaraju aktivne komponente u kozmeti¢kom/dermokozmetickom
proizvodu;
- utiCu na viskozitet/konzistenciju i senzorne karakteristike emulzija (sjaj, gustina,
lepljivost, kohezivnost, mazivost, punoca, osecaj masnoce na kozi, mo¢ upijanja, koli¢ina
krema koji zaostaje na kozi nakon primene).
Emolijensi obuhvataju Sirok opseg jedinjenja: od vazelina i odgovaraju¢ih mineralnih
ulja (parafinsko ulje) do relativno nemasnih estara, kao S§to su izopropilpalmitat ili
izopropilmiristat. Izmedu njih, nalazi se veliki broj masti, ulja i voskova, ukljuc¢uju¢i lanolin,
masne kiseline, viSe alkohole, trigliceridne estre, voskove i estre polihidroksilnih alkohola.
Izbor najpogodnijeg emolijensa ili njihove kombinacije zavisi od namene proizvoda,
mesta aplikacije i uslova primene, kao i potrebe da se postigne zadovoljavajuéa fizicka

stabilnost i estetske karakteristike proizvoda (Vasiljevié i sar., 2009).

Sastojci vodene faze emulzija. U dermokozmeti¢kim formulacijama koristi se voda
dobijena postupkom demineralizacije ili destilacije. U sastav vodene faze kremova ulaze i svi
ostali sastojci, koji se sa vodom mesaju ili u njoj rastvaraju, kao §to su:

- hidrosolubilni emulgatori;

- uguséivaci (metilceluloza, hidroksietilceluloza, hidroksipropil metilceluloza, ksantan guma,
karbomeri itd.);

- humektansi (propilenglikol, glicerol, butilenglikol, te¢ni polietilenglikoli);

- sredstva za saponifikaciju i korekciju pH vrednosti kremova (NaOH, KOH, trietanolamin
(TEA), boraks, limunska i mle¢na kiselina);

- helatna sredstva (dinatrijumova 1 tetranatrijumova so etilendiamintetrasiréetne kiseline
(EDTA));

- konzervansi (metilparaben, mesavine metil-, etil-, propil- i butilparabena, rastvori parabena

u propilenglikolu ili u fenoksietanolu, imidazolidinil urea itd.);
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- soli, kao stabilizatori V/U emulzija (magnezijum sulfat heptahidrat, natrijum hlorid);
- aktivne supstance (pantenol, derivati vitamina C, pseudokolageni biljnog i ribljeg porekla,
aminokiseline, aloe vera ekstrakt/gel, propilenglikolni biljni ekstrakti, a-hidroksikiseline,

urea, natrijum- i amonijum laktat itd.) (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Izbor emulgatora za dermokozmeti¢ke emulzije. U formulacijama kremova i
losiona, pored masne i vodene faze, neophodno je prisustvo i jednog ili vise emulgatora.
Izbor emulgatora Ce zavisiti, pre svega od tipa emulzije koja se formulise (U/V, V/U,
mesoviti tip), konzistencije proizvoda, kao i namene proizvoda. Od izbora emulgatora, ali i
ostalih sastojaka formulacije zavisic¢e i postupak izrade. Danas je na raspolaganju veliki broj
emulgatora, koemulgatora i stabilizatora razli¢itog tipa. Kozmeticke emulzije se stabiliSu
razli¢itim PAM, najceS¢e nejonskog (npr. sorbitanski estri i polisorbati, holesterol,
makrogolni etri i estri), ili anjonskog tipa (npr. sapuni i/ili njihove kombinacije sa masnim
alkoholima) (Vasiljevié i sar., 2009).

Na temperaturi emulgovanja, kada vodena i masna faza dodu u kontakt, usled
povrsinske aktivnosti emulgatora i primene energije meSanja unutra$nja faza emulzije se
disperguje u obliku kapi. Pri tom, na granici dve faze, u prisustvu koemulgatora (masnih
alkohola) oko dispergovanih kapi dolazi do gustog pakovanja jednog broja molekula PAM i
molekula masnih alkohola prisutnih u visku u mono- ili viSemolekularne filmove (Vasiljevic i
sar., 2009). Kao koemulgatori za stabilizaciju U/V emulzija, koriste se gliceril-mono-stearat
(GMS), masni alkoholi (npr. cetil-, stearil-, cetostearilalkohol). Za kostabilizaciju U/V
emulzija upotrebljavaju se razli¢iti uguséivaci (reoloski modifikatori), kao Sto su: derivati
celuloze (metilceluloza, hidroksietilceluloza, hidroksipropil metilceluloza itd.), ksantan

guma, karbomeri itd. (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Konzervisanje = dermokozmeti¢kih  emulzija.  Konzervansi se  dodaju
dermokozmetickim proizvodima sa ciljem da sprece rast i razvoj mikroorganizama. Zadatak
konzervanasa je da osiguraju trajnost proizvoda pa ih kremovi i losioni, kako U/V tako i V/U
tipa, obavezno moraju sadrzati. Najcesce koris¢eni konzervansi za kremove i losione su
parabeni (metil-, etil-, propil-, butil-, izobutil-) obi¢no rastvoreni u fenoksietanolu ili u
propilenglikolu (zbog slabe rastvorljivosti u vodi) koji je i sam dobar konzervans,

imidazolidinil urea, diazolidinil urea, fenoksietanol itd (Vasiljevi¢ i sar., 2009).
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Vidovi nestabilnosti emulzija. Svi emulzioni sistemi su termodinamicki nestabilni
sistemi u kojima masna i vodena faza imaju teznju da se razdvoje. Nakon izrade, odnosno u
periodu cuvanja (skladiStenja emulzija), mogu se desiti razli¢iti procesi, tj. Vvidovi
nestabilnosti emulzija, kao Sto su raslojavanje, flokulacija, koalescencija, separacija faza.
Razdvajanje vodene i masne faze predstavlja krajnju posledicu nestabilnosti emulzija,
separaciju — koja je ireverzibilna pojava (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Za odredivanje tipa emulzije postoji viSe razliCitth metoda, a najpouzdanija je
konduktometrijska metoda — merenjem elektricne provodljivosti. Postupak je jednostavan, a
odredivanje se izvodi uranjanjem elektrode konduktometra u uzorak. Na osnovu dobijenih
vrednosti elektricne provodljivosti (izrazenih u pS/cm) moze se odrediti tip emulzije. Ako je
elektri¢na provodljivost manja od 1 uS/cm emulzija je tipa V/U, emulzije meSovitog tipa

imaju vrednosti do 50 uS/cm, a emulzije tipa U/V preko 50 uS/cm (Vuleta, 2004).

2.4 Metode analize

24.1 ICP-OES

AAS-Atomska apsorpciona spektrofotometrija se uglavnom koristi za odredivanje
metala, kako u proizvodima, tako i u biljnom materijalu. Zbog svoje visoke pouzdanosti i
tacnosti poslednjih godina sve ve¢u primenu u ovoj oblasti nalaze nove metode zasnovane na
X-zracima (X-Ray fluorescence methods), kao i neutron aktivaciona analiza i indukovana
kuplovana plazma (ICP) (Bhat, 2010). Opticka emisiona spektrometrija sa indukovano
kuplovanom plazmom (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-
OES) je primenjena za odredivanje sadrzaja elemenata u listu i ekstraktu plodova M. alba i
M. nigra. Ova metoda omoguéava brzo i precizno analiziranje 75 elemenata periodnog

sistema.

2.4.2 DPPH metoda

Odredivanje ,,scavening® antioksidansnog slobodno-radikalskog kapaciteta prema
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikalu zasniva se na redukciji ljubiCastog 2,2-
difenilenil-1- pikrilhidrazil radikala (DPPH-) odgovaraju¢im antioksidansima do bledo-zutog
hidrazina. Antioksidativna aktivnost se odreduje u organskom sistemu praenjem promene
apsorpcije na 515 do 528 nm, sve dok apsorpcija ne postane konstantna (Slika 4.); ili ESR-om
(elektronspin rezonancom) (Brand-Williams i sar., 1995; Fuhrman i sar., 2001; Lachman i
sar., 2007).
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Slika 4. Neutralisanje slobodnog radikala DPPH radikalom

243 HPLC

Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima vrsta Morus odreden je HPLC
tehnikom, koja je jedna od najkoriscenijih metoda za analizu. Fenolne materije se obi¢no
analiziraju kori$¢enjem razlicitih vrsta detektora kao Sto su: ultraviolet-vidljiva (UV-VIS)
detektori sa fotodiodnim nizom (PDA), diode array detektor (DAD), kao i UV fluorescentni
detektori. Primena DAD detektora obezbeduje skeniranje celog UV-VIS podrucja od 210-650
nm (Zivkovi¢, 2009). Ova metoda je koriéena i od strane drugih autora koji su vrili HPLC
analizu (Radojkovi¢, 2012; Pawlowska, 2008; Ercisli i Orhan, 2007; Gundogdu 1i sar., 2011;
Memon i sar., 2010; Yang i sar., 2010., Zhishen i sar., 1999; Sohn i sar., 2004; Katsube i sar.,
2006).

2.4.4 Kvantifikacija efekata dermokozmetickih proizvoda merenjem biofizi¢kih
parametara koZe

Stupanjem na snagu 6. amandmana na kozmeticku uredbu EU 1223/2009 (Regulation
EC 1223/2009), proizvodaci koji svoje proizvode plasiraju na trziste EU stekli su obavezu da
vr$e procenu efekata koji su i deklarisani za taj proizvod, ako je moguce, sprovodenjem in
vivo studija na dobrovoljcima. Na taj nacin bi trebalo smanjiti moguénost dovodenja
potroSaca u zabunu.

Neophodno je da proizvoda¢ ima dokaz, odnosno potvrdu o efektima (engl. claim
substantiation), koji se pripisuju kozmeti¢kom/dermokozmetickom proizvodu, bez obzira na
namenu. Ovi podaci moraju biti rezultat stru¢ne, objektivne, validirane 1 verifikovane procene

svih deklarisanih, odnosno reklamiranih efekata dermokozmetickih proizvoda (Lodén, 2005).
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Najcesce se ti efekti dokazuju pomocu aparata koji koriste neinvazivne tehnike,
merenjem biofizickih parametara koze (elektricne karakteristike koze, mehanicka svojstva
koze, pH vrednost, napon vodene pare na povrSini koze). Na osnovu biofizi¢kih svojstava
koze mogu se odrediti parametri kao $to su: sadrzaj vlage u kozi, pH vrednost, procena boje
koze (posredno i procena iritacije koze), transepidermalni gubitak vlage. Merenjem
parametara pre i posle aplikacije proizvoda dolazi se do zaklju¢aka na osnovu kojih se mogu,
pored delimi¢ne procene bezbednosti, definisati i drugi efekti proizvoda (Lodén, 2005).

Primena dermokozmetickih proizvoda na kozi moze proizvesti razlicite pozitivne
efekte, kao $to su poboljSanje stanja vlaznosti (tj. stepena hidratacije), pobolj$anje barijerne
funkcije koze (tj. smanjenje transepidermalnog gubitka vode kroz kozu), glatkiji mikroreljef
(bore, neravnine) koze, revitalizaciju mehanickih svojstava koze (¢vrstina, mekoca, gipkost,
elasti¢nost), smanjenje perutanja koze, uticaj na sadrzaj lipida na povrsini koze, korekciju pH
koZe, promenu boje koze i druge. Karakteristicni parametri biofizickih svojstava koze se,
uobicajeno tokom istrazivanja uticaja i efekata raznih proizvoda za primenu na kozu, mogu
meriti na intaktnoj kozi nadlaktice zdravih dobrovoljaca (Pavlovi¢ i sar., 2013). Za optimalno
sprovodenje svih in vivo tehnika kvantifikacije biofizickih parametara koze definisani su
opsti zahtevi. To je neophodno kako zbog ponovljivosti eksperimenta i od strane drugih
istrazivaca, tako 1 zbog smanjenja uticaja efekata sredine (vlaZnost, temperatura, strujanje
vazduha itd.) koji mogu da uti¢u na rezultate istrazivanja. U skladu sa tim zahtevima, sva
testiranja treba izvoditi u laboratorijama sa konstantnom sobnom temperaturom (20-23 °C) i
relativnom vlaznoséu od 40-60%. Svi ispitanici bi trebalo da se prilagode na ove uslove pre
pristupanja merenjima u toku 30-tak minuta boravka, u prostoriji gde se merenje obavlja.
Ispitanici bi trebalo da budu psiholoski i fiziolo§ki uravnoteZeni. Pri eksperimentalnim
istrazivanjima pozeljno je da osoba koja vrs$i merenje i procenjuje rezultate poseduje iskustvo
(Pavlovi¢ i sar., 2013).

Treba imati u vidu da je vlaznost koze jedan od najrelevantnijih parametara za
merenje kojim se karakterise stanje koze u smislu hidratacije stratum corneum-a - (SC). Voda
deluje kao plastizer za kozu i bitan je deo visoko-organizovane lipidne barijere SC-a (te¢no-
kristalna ili gel faza). Kako voda isparava kontinuirano sa povrSine koze,biofiziCkim
merenjima moze se kvantifikovati parametar TEWL kao mera funkcionalnosti barijere SC-a.
Zavisno od relativne vlage i temperature, koza moze postati suva, gruba, deskvamirana, ili se
¢ak mogu pojaviti i fisure. U tom smislu, u dermokozmetickim proizvodima za vlazenje koze

bi trebalo da se kombinuju komponente humektantnog tipa (prirodni vlaze¢i faktor) i
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lipide/emolijense koji imaju semi-okluzivan efekat na povrsini koze i mogu smanjiti TEWL
(Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Procena hidratacije koze moze se vrsiti metodama kvantifikacije relativnih biofizic¢kih
parametara koze. Medutim, pri tome treba imati u vidu da se apsolutni sadrzaj vode u kozi ne
moze meriti, ve¢ se moze vrsiti merenje elektri¢nih svojstava koze, procena topografije
povrsine koze, odredivanje mehani¢kih osobina koze, procena deskvamacije povrSine koze.
Veoma koriS¢ena i popularna metoda u cilju procene hidratacije koze je metoda merenja
elektri¢nih svojstava koze, tj. merenje neke od sledecih veli¢ina: impedance koze (Z), ukupni
otpor proticanju jednosmerne struje kroz kozu (R) 1 kapacitivnost koze (C) (Vasiljevic 1 sar.,
2009).

Corneometer CM-825 (Courage & Khazaka, Nemacka) meri kapacitivnost koze,
osetljiv je na relativnu dielektri¢nu konstantu vode, a meri i sadrzaj vlage na dubini 60 — 100
um. Promene u totalnoj kapacitivnosti koze se izraZzavaju u ACU (arbitrarnim jedinicama).
Uredaj je selektivan kod suve koze, ali ne i kod jako hidratisane koze (Tasi¢-Kostov, 2013).

Barijerna funkcija koze ogleda se u njenoj sposobnosti da ogranic¢i difuziju vode kroz
epidermis u spoljnu sredinu, kao i1 u limitiranju penetracije u kozu za supstance aplikovane
spolja. Barijera je odredena integritetom SC-a, koji se sastoji od nekoliko slojeva korneocita
uronjenih u lipidni matriks (uglavnom sastavljen iz ceramida, holesterola i slobodnih masnih
kiselina — fizioloski lipidi) (Tasi¢-Kostov, 2013).

Zdrava koza u dobrom stanju ima dobru barijernu funkciju, koja se karakterise niskim
vrednostima TEWL-a. Medutim, kod hemijski ili fizicki oStecene koze, kao i kod nekih
patoloskih stanja, barijerna funkcija je narusena, tako da TEWL raste. Barijerna funkcija se
procenjuje merenjem koli¢ine vode koja prolazi kroz SC barijeru i napusta kozu kao vodena
para, te se tako obezbeduje informacija o integritetu epidermisa i efektima koje lokalno
primenjeni dermokozmeticki proizvodi imaju na epidermalnu barijeru (Tasi¢-Kostov, 2013).

Veliki je izazov razviti proizvod koji sadrZi lipidnu kompoziciju takvu da moze da
popravi barijernu funkciju koze, a time posredno i nivo tj. stepen njene hidratisanosti. Naime,
jacanje integriteta barijere SC je jedan od mehanizama odrZavanja optimalnog stanja
hidratisanosti koze, mada ovi parametri ne moraju biti direktno povezani. Visok TEWL i
niska hidratisanost mogu koegzistirati npr. kod suve (kseroti¢ne koZe), ali kod oSte¢ene koze
i TEWL i hidratisanost mogu biti visoki. Primeri kada je indikovano merenje TEWL-a su
procena oSteCenja SC-a primenom proizvoda za pranje (koji sadrze iritabilne, agresivne

surfaktante), procena repariraju¢eg efekta kremova koji sadrze odredene lipidne frakcije
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(fizioloske 1 nefizioloske), kao 1 procena prevencije oStecenja koja mogu uzrokovati razliciti
hemijski ili fizicki agensi (preventivan tretman lipidnim kremovima) (Vasiljevi¢ i sar., 2009).
Za procenu barijerne funkcije koze koristi se TEWA-meter (Courage-Khazaka)
otvorenog tipa. Meri se napon pare sondom, koja se smesta upravno na povrsinu koze. Sonda
sadrzi otvoren cilindar sa dva higro-senzora i dva termo-senzora, smeStena na razli¢itim
rastojanjima od povrsine koze. Na obe tacke mere se lokalna relativna vlaga i temperatura, a
racuna se odgovaraju¢i napon pare. Razlika izmedu napona pare na obe tacke duz gradijenta
direktno je povezana sa brzinom gubitka vode sa odredenog dela koze (Vuleta, 2004).

Jos jedan od biofizickih parametara koji se moze meriti u cilju procene efekata
lokalno aplikovanih preparata na kozu je 1 pH koze. Do naruSavanja fizioloskog pH koze
moze do¢i u slucaju pranja alkalnim sapunima, agresivnim sredstvima za pranje, sindetima,
aplikacijom anti-perspirantnih i deo-preparatima, preparatima za epilaciju itd. Promena pH
koze se registruje pH-metrom (Vuleta, 2004).

Kvantifikacija navedenih biofizickih parametara koze koriS¢ena je u studijama
procene efekata emulzija za lokalnu primenu na kozu sa ekstraktom duda. U tim studijama,
pokazano je da emulzije sa ekstraktom duda povecavaju vlaznost koze ali bez statistic¢ki
znadajne razlike (za p > 0,05). Sto se ti¢e smanjenja eritema indeksa, doslo je do njegovog

smanjenja sa statisti¢ki znacajnom razlikom (Akhtar i sar., 2012; Akhtar i sar., 2012).

2.4.5 Reoloska svojstva proizvoda

Vrednost relativnog viskoziteta polucvrstih preparata za lokalnu primenu na kozi se
odreduje pomocu rotacionog viskozimetra, najranije 24 — 48 sati nakon izrade. Princip
kontinualnih reoloSkih merenja je da se na uzorak deluje odredenom silom smicanja 1 prati
ponasanje sistema pod uticajem te sile. Merenja na rotacionom viskozimetru izvode Se tako
da su dva razlicita tela, od kojih jedno rotira, u vezi preko sloja ispitivanog uzorka. U
zavisnosti od otpora koji pruza uzorak, izvesni obrtni momenat se prenosi sa povrsine jednog
tela na povrSinu drugog. U zavisnosti od konstrukcije instrumenta mogu se menjati brzine
smicanja, a registrovati naponi smicanja ili obrnuto. Na taj nacin se dobijaju krive tecenja ili
reogrami, kod kojih se na apscisu nanosi brzina smicanja, a na ordinatu napon smicanja.
Brzina i napon smicanja su u vezi preko koeficijenta viskoziteta (n = t/D), koji predstavlja
otpor tecenju, odnosno otpor viskoznoj deformaciji. Na osnovu ovakvih merenja moguce je
proceniti tip teCenja, grani¢nu vrednost sistema (napon smicanja na kome sistem pocinje da
teCe) 1 viskozitet na zeljenom naponu, odnosno brzini smicanja. Ako se uzorak podvrgne

rastu¢im brzinama ili naponima smicanja (uzlazna kriva teenja), nakon cega sledi postepeno
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smanjenje brzine, odnosno napona smicanja (silazna kriva teenja), vrednost brzine odnosno
napona smicanja ¢e kod tiksotropnih uzoraka biti manja na silaznoj krivoj nego na uzlaznoj.
Povrs$ina izmedu uzlazne i silazne krive tecenja naziva se tiksotropna petlja (Slika 5.).
U praksi je prihvaceno da je postojanje tiksotropne petlje dokaz, a njena povrSina merilo
tiksotropije. Dakle, tiksotropija je reverzibilno, vremenski zavisno opadanje viskoziteta pri
konstantnoj brzini smicanja. Tiksotropija je pozeljna osobina za topikalne proizvode jer
omogucéava lakSu primenu i razmazivost proizvoda. Merenja na rotacionom viskozimetru
Rheotest radena su uz primenu sistema kupa/ploc¢a K1 i sistema koaksijalnih cilindara S1.
Promenom brzine smicanja za sistem K1 u intervalu 11,1-180 s i za sistem S1 u intervalu 3-
145,8 s, odredeni su naponi smicanja i prividni viskozitet za svaku od primenjenih brzina
prema formulama: T = +axz i 1 = v/D, gde su T — napon smicanja pri upotrebljenoj brzini
smicanja D (izrazen u Pa); +a — srednja vrednost otklona kazaljke na skali mernog
instrumenta, koji je proporcionalan naponu smicanja; z — konstanta koja zavisi od mernog
sistema (za sistem K1 =7,73, a za S1 = 0,576); n — prividni viskozitet pri upotrebljenoj brzini
smicanja D (izrazen u Pas); D — upotrebljena brzina smicanja (izrazena u s'). Brzine
smicanja se postepeno povecavaju (uzlazno merenje) do maksimalne vrednosti, pa se potom

postepeno smanjuju (povratno merenje).
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Slika 5. Zavisnost tiksotropije od gradijenta brzine smicanja i viskoelasti¢nosti

Kozmeticki/dermokozmeticki proizvodi tipa emulzije, su nenjutnovski reoloski
sistemi. Kod njih je karakteristicno da aplikacija i efekat lokalne terapije mogu zavisiti od
reoloskih svojstava. Ukoliko proizvod poseduje loSu razmazivost, teze je da se nanese
podjednako na svim delovima Zeljenog mesta aplikacije, a samim tim se i teZe postize

ujednacena koncentracija aktivne supstance na svim delovima mesta primene (Marti¢, 2016).
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Ukoliko proizvod poseduje dobre reoloske osobine, lako se razmazuje i moguée je postici
zeljenu koncentraciju na svakom mestu aplikacije proizvoda. Naime, poznato je da viskozitet
svih fluida zavisi od vrste fluida, temperature, pritiska, gradijenta brzine smicanja i vremena
smicanja, a da navedeni parametri ne uticu na viskozitet u istoj meri. Prema svojim
karakteristikama teCenja fluidi se mogu svrstati u jednu od tri grupe: njutnovski fluidi
(idealni), nenjutnovski — vremenski zavisni fluidi i nenjutnovski — vremenski nezavisni fluidi
(Marti¢, 2016).

Fluidi ¢iji se viskozitet menja pri konstantnom gradijentu brzine smicanja su
vremenski zavisni nenjutnovski fluidi. Ukoliko se viskozitet takvih sistema vremenom
smanjuje govori se o tiksotropnim sistemima, a ukoliko im se viskozitet sa vremenom
povecava govori se o reopektickim sistemima. Sistemi koji ne slede Njutnov zakon te€enja i
kod kojih viskozitet ne zavisi od vremena smicanja su vremenski nezavisni nenjutnovski
sistemi. Viskozitet takvih sistema zavisi od gradijenta brzine smicanja. Ukoliko se viskozitet
takvih sistema smanjuje sa povecanjem gradijenta brzine smicanja govori se o
pseudoplasti¢nim sistemima, a ukoliko im se viskozitet povecava sa povecanjem gradijenta
brzine smicanja govori se o dilatantnim sistemima. Veliki broj dermokozmetickih proizvoda
(kreme, masti) pokazuje psueudoplasti¢na svojstva.

Od karakteristika teCenja gotovog proizvoda u velikoj meri zavise njegova primena i
prihvatanje od strane potroSaca (Marti¢, 2016). Proizvod treba biti ujednacene konzistencije,
da se lako nanosi i da formira ujednaceni sloj na povrsini koze. Sa kompleksnim tecenjem
materije tokom izrade formulacije povezane su brojne tehnoloske operacije kao §to su:
mesanje, emulgovanje, dispergovanje; ali i razmazivost na mestu aplikacije, oslobadanje
lekovite supstance iz podloge (Marti¢, 2016). Tako se npr. gradijenti brzine smicanja, koji se
javljaju pri aplikaciji krema na kozu, menjaju u opsegu 0 — 10 000 s,

Reoloskim merenjima najpre se simuliraju gradijenti brzina smicanja koji se javljaju
kod odredenih procesa, a onda se prate (mere) promene u uzorku nastale usled njegovog
deformisanja. Svaki farmaceutski oblik kao i dermokozmetic¢ki proizvod mora biti tako
formulisan da moze podneti uobic¢ajene manipulacije (proizvodnja, aplikacija, skladiStenje),
tj. da pri tom zadrZi Zeljena reolodka svojstva i stabilnost. Sto je oblik odnosno proizvod
slozeniji (ukoliko se sastoji od vise faza) to su i njegova reoloska svojstva komplikovanija.
Tako npr. reoloska svojstva emulzija zavise od unutrasnje faze (zapreminski udeo, interakcija
i flokulacija kapljica, veli¢ina cestica, hemijska konstitucija), kontinuirane faze (viskozitet,

polarnost, pH, koncentracija elektrolita), emulgatora (konstitucija, koncentracija,
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rastvorljivost u obe faze, stvaranje micela), kao i prisutnih ekscipijenasa (pigmenti,
hidrokoloidi).

Svaka promena jednog od parametara moze promeniti reoloska svojstva Citavog
sistema. Dakle, reoloska merenja u farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji sprovode se:

- radi odredivanja strukture i sastava sirovina i proizvoda;

- radi pracenja promena u formulaciji u fazi razvoja leka tj. dermokozmetickog
proizvoda;

- radi pracenja uticaja reoloskih svojstava na kvalitet dermokozmeti¢kog proizvoda;

- radi predvidanja i pracenje ponaSanja proizvoda tokom proizvodnje;

- u svrhu kontrole sirovina i proizvoda;

- prikupljanje podataka potrebnih za dizajn i izradu proizvodne opreme;

- pracenje uticaja Cuvanja i skladistenja dermokozmetickog proizvoda na njegov

kvalitet tokom testova stabilnosti.

Da bi se opisale karakteristike teCenja i struktura materijala u reologiji se koriste dva
klju¢na pojma: napon smicanja (engl. shear stress) i gradijent brzine smicanja (engl. shear
rate) (Vuleta, 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijal

Biljni materijal. Plodovi i listovi, M. nigra i M. alba sakupljani su u junu 2013.
odnosno julu 2015. (selo Donji Barbes, u blizini Gadzinog Hana, Srbija). Identitet biljnog
materijala je potvrden od strane dr Marije Markovi¢ sa PMF-a u Nisu, a vauceri (VMO0012
and VMO0O013) se nalaze u Herbarijumu Prirodno Matematickog Fakulteta u NiSu, Srbija.
Plodovi duda su do pocetka procesa ekstrakcije ¢uvane u frizideru (-17 °C). Deo lis¢a je
hidrodestilovan odmah nakon sakupljanja, a drugi deo nakon perioda suSenja od mesec dana
bez direktnog izlaganja suncevoj svetlosti.

Hemikalije i reagensi. U eksperimentu su kori§¢ene sledece hemikalije: metanol p.a.
(Macron, Fine chemicals, Norway); koncentrovana azotna kiselina (Sigma Aldrich); vodonik
peroksid (Zorka farma); 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH); dimetilsulfoksid (Sigma
Aldrich); tetrametilsilan (TMS); mravlja kiselina; dietiletar (Merck, Germany); magnezijum-
sulfat (Sigma Aldrich); HCI; Carbopol®Ultrez 10 (Centrohem, Srbija); natrijum-benzoat;
TEA (trietanolamin); Dekaben C (2-fenoksietanol, butilparaben, metilparaben, etilparaben,
propilparaben, izobutilparaben); propilenglikol (Tehno-chem, Srbija); beli pcelinj vosak
(extra pure, Centrohem, Srbija); lanolin (Sigma Aldrich, Srbija); polisorbat 60 (Tehno-chem,
Srbija); cetostearil alkohol (extra pure, Centrohem, Srbija); te¢ni parafin (Swim d.o.o0., Sabac,
Srbija); beli vazelin (Tehno-chem, Srbija); natrijumlauril sulfat (NaLS) (Merck, Darmstadt,
Germany); Parafilm® (American National Can. Co., Chicago, Illinois, USA); Sensifix®
(Galenika, Srbija); trifenil tetrazolijum hlorid (TTC) — Radni rastvor je pripremljen
rastvaranjem 0,5 g praskaste supstance u 100 cm? destilovane vode nakon ¢ega je rastvor
sterilisan i ¢uvan na temperaturi od 4 °C do upotrebe; fizioloski rastvor (0,9% rastvor
natrijum-hlorida) je pripremljen rastvaranjem 9 g NaCl u 1 dm? destilovane vode, nakon ¢ega
je rastvor sterilisan i ¢uvan na temperaturi od 4°C do upotrebe; 10% rastvor DMSO-a
(dimetil sulfoksid) je pripremljen rastvaranjem 10 g DMSO-a u 100 cm? destilovane vode,
nakon Cega je rastvor sterilisan i ¢uvan na temperaturi od 4 °C do upotrebe; Miler Hinton
bujon (Mdeller Hinton Broth, HiMedia, M391) je koris¢en kao tecna podloga za gajenje
bakterijskih kultura u eksperimentima za odredivanje minimalnih inhibitornih i minimalnih
baktericidnih koncentracija metanolnih ekstrakata. 1 dm?® podloge sadrzi: mesni ekstrakt (300
g), kazein hidrolizat (17,5 g), stirak (1,5 g). Konac¢na pH vrednost je 7,4+£0,2 na 25 °C.

Podloga je pripremana rastvaranjem 21,0 g suve podloge u 1 dm? destilovane vode. Nakon
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stajanja od 15 minuta 1 inicijalnog zagrevanja na reSou radi potpunog rastvaranja, vrSena je
sterilizacija u trajanju od 20 minuta na 121 °C; Hranljivi agar (Torlak) je koriS¢en za
presejavanje mikroorganizama pri njihovom odrzavanju, kao i za dobijanje prekono¢nih
kultura od kojih su pravljene suspenzije mikroorganizama. Sastav ove podloge po 1 dm?® je
sledeci: pepton (15 g), mesni ekstrakt (3 g), natrijum-hlorid (5 g), kalijum-fosfat (0,3 g), agar
agar (18 g). Kona¢na vrednost pH je 7,3 na 25 °C. Priprema ove podloge je vrSena
suspendovanjem 38 g suve podloge u 1 dm? destilovane vode. Nakon stajanja od 15 minuta i
inicijalnog zagrevanja na reSou radi potpunog rastvaranja, vrSeno je razlivanje podloga i
sterilizacija u trajanju od 20 minuta na 121 °C.

Bakterijski sojevi. Osim referentnih bakterijskih sojeva iz ATCC kolekcije, koris¢eni
su i sojevi izolovani iz briseva rana pacijenata (izvor: Institut za javno zdravlje Novi Sad).

Kori$éeni su sledeéi bakterijski sojevi: Gram (+) — Staphylococcus aureus (izolat iz
brisa rane), Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis (izolat iz brisa
rane), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus pyogenes (izolat iz brisa
rane), Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Enterococcus faecalis (izolat iz brisa rane),
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Propionibacterium acnae ATCC 11827; Gram (-) —
Escherichia coli (izolat iz brisa rane), Escherichia coli ATCC 9863, Pseudomonas
aeruginosa (izolat iz brisa rane), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Acinetobacter sp.
(izolat iz brisa rane), Acinetobacter baumannii ATCC 196060, Proteus mirabilis (izolat iz
brisa rane), Proteus mirabilis ATCC 12453, Klebsiella sp. (izolat iz brisa rane), Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031.

Izolacija i identifikacija bakterijskih sojeva vrSena je standardnim mikrobiolo$kim
metodama, na osnovu njihovih mikroskopskih, kulturalnih i fizioloski-biohemijskih osobina
(Winn i Koneman, 2006). U postupku izolacije i identifikacije kori§¢ene su sledece podloge i
testovi:

Staphylococcus aureus — Columbia agar (Oxoid), Chapman sa novobiocinom agar
(Oxoid), test koagulacije plazme (HiMedia);

Staphylococcus epidermidis — Columbia agar (Oxoid)

Streptococcus pyogenes — Columbia agar (Oxoid), Bacitracinski test, Aglutinacija
Streptokitom A (Oxoid);

Enterococcus faecalis — Columbia agar (Oxoid), Roche-ova podloga (bill-eskulin
agar) (Merck);
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Escherichia coli — Endo agar (HiMedia), standardna biohemijska serija (Kliglerov
dvostruki Secer, peptonska voda-indol reakcija sa Kovacevim reagensom, Kristensenova urea,
Simonsov citrat, pariski manit) (Oxoid);

Pseudomonas aeruginosa — Columbia agar (Oxoid), standardna biohemijska serija
(Kliglerov dvostruki Secer, peptonska voda-indol reakcija sa Kovafevim reagensom,
Kristensenova urea, Simonsov citrat, pariski manit) (Oxoid), King A i King B agar
(HiMedia), Miler-Hinton agar na 42 °C,;

Acinetobacter sp. — Columbia agar (Oxoid), standardna biohemijska serija (Kliglerov
trostruki Secer, peptonska voda-indol reakcija sa kovacevim reagensom, Kristensenova urea,
Simonsov citrat, pariski manit) (Oxoid), preparat po Gramu;

Proteus mirabilis — Columbia agar (Oxoid), standardna biohemijska serija (Kliglerov
trostruki Secer, peptonska voda-indol reakcija sa Kova¢evim reagensom, Kristensenova urea,
Simonsov citrat, pariski manit) (Oxoid);

Klebsiella sp. — Endo agar (HiMedia), standardna biohemijska serija (Kliglerov
trostruki Secer, peptonska voda-indol reakcija sa kovacevim reagensom, Kristensenova urea,
Simonsov citrat, pariski manit) (Oxoid), Ornitin dekarboksilaza (ODC) test (Oxoid).

Aparatura. Blender za homogenizovanje materijala; bihnerov levak; magnetna
mesalica; vakuum uparivac; pe¢ za Zarenje; re$o; termometar; varijabilne automatske pipete;

Clevenger aparat.

Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP sistem (Thermo Fisher Scientific Cambridge,
Velika Britanija) koji sadrzi Charge Injector Device (CID) detektor, koncentri¢ni tip
rasprsivaca, kvarcni injektor i cikliénu sprej komoru a za analizu As kori$éena je integrisana
hidridna tehnika (HG-ICP-OES).

UV/VIS spektrofotometar Agilent 8453 sa kivetom duzine optickog puta od 1 cm.

Ultimate Dionex 3000 UHPLC + DAD (diode array) koji je povezan sa masenim
spektrometrom LCQ Fleet lon Trap Mass Spektrometer, Thermo Fisher Scientific, USA;
kolona Hypersil Gold C18 (50 x 2.1 mm, 1.9 mikrona), Thermo Fisher Scientific, USA.

Hewlett-Packard 6890N gasni hromatograf opremljen sa spojenom kapilarnom
kolonom DB-5MS (5% fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljina sloja 0.25 pum, Agilent
Technologies, USA) i kuplovan sa 5975B maseno selektivnim detektorom iste kompanije.

Mikrotitraciona plo¢a sa ,,U*“ dnom (proizvoda¢ Spektar, Cacak, Srbija) sa 96
udubljenja; cone-plate Konus CP-52, Brookfield, DV-1II Ultra; propelerska mesalica Stirrer
RW16 basic (IKA®WERKE, Germany); pH-metar HI 8417, Hanna Instruments,
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Woonsocket, RI, USA; konduktometar HANNA Hi 98311 Hanna Instruments; Corneometer
CM-825 (Courage&Khazaka, Nemacka).

3.2 Metode

3.2.1 Ekstrakcija biljnog materijala — ploda vrsta roda Morus L.

Ekstrakcija ploda vrsta roda Morus je izvrSena primenom raznih rastvaraca od strane
brojnih autora (Dimitrijevi¢, 2014). U zavisnosti od koris¢enog rastvaraca ili kombinacije
rastvaraCa zavisio je i sadrzaj ekstrakta. Najbolji rezultati, uzimajuéi u obzir sadrzaj
flavonoida u ekstraktu i njegovu antioksidativnu aktivnost, dobijeni su koris¢enjem metanola
kao ekstragensa. Sagledavanjem ciljeva koji su postavljeni u ovom eksperimentalnom radu,
za ekstrakciju ploda duda je odabran metanol kao optimalni ekstragens.

Priprema ekstrakata ploda M. alba i M. nigra je izvrSena na sledeé¢i nacin: plodovi
duda ubrani u junu 2013 su drzani u frizideru (-17 °C) do pocetka procesa ekstrakcije. Pre
ekstrakcije, 150 g svake vrste je usitnjeno u blenderu. Ekstrakcija je izvrSena tri puta
koriéenjem 500 cm?® p.a. metanola (Macron, Fine chemicals, Norway) na magnetnoj mesalici
pri sobnoj temperaturi (24 °C) u trajanju od jednog sata. Nakon toga, prvi ekstrakt je odvojen
i 250 cm® metanola je dodato ostatku, i proces je ponovljen. Drugi ekstrakt je kasnije odvojen
(filtrat) koris¢enjem Bihnerovog levka. Ovaj ekstrakt je spojen sa prvim ekstraktom, a ostatak
je po trec¢i put ekstrahovan sa 250 cm® metanola. Treéa ekstrakcija je trajala 30 minuta i
izvedena je pod istim uslovima kao i prethodne. Treci ekstrakt je spojen sa dva prethodna
ekstrakta; sveukupno, bilo je 1000 cm® metanolnog ekstrakta. Ekstrakt je uparavan na

vakuum uparivacu za dalje analize.

Slika 6. Uparavanje metanolnog ekstrakta ploda M. nigra na vakuum uparivacu
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3.2.2 Odredivanje sadrzaja makro- i mirkoelemenata u listu i ekstraktima

Suvo lis¢e M. alba i M. nigra razlicite starosti je suvim postupkom pripremljeno za
odredivanje makro- i mikroelemenata. Uzorak suvog lis¢a (oko 2 g) je zaren u peéi za Zarenje
2 h na temperaturi od 250 °C. Nakon toga je postepeno povecavana temperatura do 550 °C i
zarenje je vrieno jo$ 12 h. Pepeo je preliven sa 5 cm?® koncentrovane azotne kiseline, rastvor
je proceden kroz kvantitativan filter papir, lon¢i¢ za zarenje je tri puta ispran 0,5% azotnom
kiselinom i rastvor u normalnom sudu od 25 cm?® je dopunjen 0,5%-tnom azotnom kiselinom
do crte (Mateos-Aparico i sar., 2010; Azue i Mudroch, 1994).

Za analizu elemenata svezi plodovi M. alba i M. nigra pripremljeni su po slede¢em
postupku: 0,5 g osusenog uzorka je preliveno sa 5 cm? konc. HNOs i stavljeno da se greje na
resou u trajanju od 1 h do klju¢anja. Zatim je ponovo dodato 5 cm? conc. HNOs i 2 cm? H,0»,
i ponovo zagrevano u trajanju od jednog sata. Nakon hladenja, rastvor je profiltriran kroz
kvantitativni filter papir u normalni sud od 25 cm? koji je dopunjen do crte 2M HNOs.

Primenjeni sistem za analizu elemenata u listu i plodu duda je Thermo Scientific
ICAP 6500 Duo ICP sistem (Thermo Fisher Scientific Cambridge, Velika Britanija) koji
sadrzi Charge Injector Device (CID) detektor, koncentri¢ni tip rasprsivaca, kvarcni injektor i
cikli¢énu sprej komoru. Za analizu As koriS¢ena je integrisana hibridna tehnika (HG-ICP-
OES). Analiza pripremljenih uzoraka izvrSena je primenom operativnih uslova navedenih u

Tabeli 5. i standardnog referentnog materijala. Sva merenja su ponovljena tri puta.

Tabela 5. Operativni parametri odredivanja

Parametar Vrednost
Brzina peristalticke pumpe 50 rpm
Snaga radiofrekvetnog (RF) generatora 1150\
Protok rasprsivackog gasa 0,7 dm3min
Protok gasa za hladenje 12 dm?/min
Protok gasa za obrazovanje plazme 0.5 dm3/min
Vreme ispiranja 30s

Pravac posmatranja plazme Aksijalni

Radijalni (Na, K, Ca, Mg, P)
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3.2.3 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata

Svi koriS¢eni reagensi i rastvaraci su analitickog stepena Cistoce. Spektrofotometrijska
merenja su vrSena koriS¢éenjem UV/VIS spektrofotometra Agilent 8453 sa kivetom duzine
optickog puta od 1 cm.

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala testiranih uzoraka odreden je merenjem njihove
sposobnosti da neutraliSe DPPH- radikale (DPPH test) (Brand-Williams i sar., 1995). Metoda
se zasniva na pracenju transformacije ljubicasto obojenog, stabilnog, azot-centriranog DPPH-
radikala (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) u redukovanu zuto obojenu formu DPPH-H (Fuhrman i
sar., 2001). Stepen obezbojavanja rastvora DPPH radikala ukazuje na ,,scavenger* (hvatanje)
potencijal antioksidativnih komponenti. Metoda je primenjena da bi se odredila
antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata ploda M. alba i M. nigra. Kao referentni
antioksidans koris¢en u ovom testiranju koris¢en je metanolni rastvor troloksa (TE), troloks
(6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhrom-2-karboksilna kiselina) je hidrosolubilni analog vitamina
E, kao i slede¢i rastvori — DPPH rastvor: 6 mg DPPH je rastvoreno u 250 cm?® metanola; radni
rastvor: u normalni sud od 10 cm?, odmeri se zapremina uzorka od 1 cm?, doda 5 cm? sveze
napravljenog DPPH i dopuni do crte metanolom; kontrolni rastvor (rastvor slepe probe): u
normalni sud od 10 cm®, odmeri se zapremina od 5 cm? sveze napravljenog DPPH i dopuni
do crte metanolom.

Suvi ekstrakti plodova vrsta roda Morus, dobijeni ekstrakcijom metanolom, su
rastvoreni u vodi do koncentracije 1 mg/cm? i pomesani sa 95% metanolnim rastvorom i 90
uM DPPH' radikala (u metanolu) do razli¢itih koncentracija suvog ekstrakta (0,005; 0,01;
0,02; 0,05; 0,1 i 0,2 mg/cm?®). Kao kontrolni rastvor koris¢ena je mesavina u kojoj je umesto
suvog ekstrakta dodata destilovana voda. Kao slepa proba koris¢en je 95% rastvor metanola.
Nakon 30 minuta inkubacije pri sobnoj temparaturi, absorbance testiranih rastvora su
snimljene na 515 nm. Sa izmerenim absorbancama testiranih rastvora i absorbancom
kontrolnog rastvora moguce je izraCunati RSC (%) vrednost. Svaki uzorak i svaka
koncentracija je snimljena 3 puta. IC50 vrednost (mg/cm?®), definiSe se kao koncentracija
ekstrakta potrebna da reaguje sa 50% DPPH’ radikala (RCS=50%) u unapred odredenim

eksperimentalnim uslovima, je izracunata iz jednacine linearne regresije.

3.2.4 HPLC-MS analiza ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.
Te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom i UV-VIS absorpcionom spektrometrijom (MS i DAD, respektivno), su

koriS¢eni za kvalitativno odredivanje sastava ekstrakata. Analiza je radena na instrumentu
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Ultimate Dionex 3000 opremljenim sa UHPLC + DAD (diode array) detektorom, koji je
povezan sa masenim spektrometrom LCQ Fleet lon Trap Mass Spektrometer, Thermo Fisher
Scientific, USA. Kori§¢eni UV-VIS detektor ima mogucénost spektralne analize ispitivanih
uzoraka svih retencionih vremena na dobijenom hromatogramu, celog spektralnog opsega od
200 do 800 nm, zahvaljuju¢i komponenti detektora DAD, koji predstavlja sistem unakrsno
spojenih foto dioda. Kolona na kojoj je vrSeno razdvajanje je Hypersil Gold C18 (50 x 2,1
mm, 1,9 mikrona) istog proizvodaca. Temperatura kolone je bila 25 °C. Mobilna faza je
smesa dva rastvaraca: (A) 0,1% mravlje kiseline u vodi i (B) 0,1% mravlje kiseline u
metanolu, sa gradijentnim rezimom rada. Linearni gradijent pri protoku od 0,250 cm® min je
slede¢i: 10% - 30% (B) prvih dva minuta, zatim 40% - 50% (B) od 5-8 minuta i 80% - 90%
(B) od 9-11 minuta, praceno izokratskim segmentom u sastavu 90 % (B) od 11 do 12 min i
nakon promene 90 — 10 % (B) od 12 do 12,1 min, sledi izokratski segment 10% (B) do 20.
minuta. Zapremina analiziranih uzoraka je 1 pl. Metoda 1: Eluiranje u gradijentnom rezimu
rada: A-voda+0,1%HCOOH, B-ACN+0,1%HCOOH - 0 min 10%B, 2 min 30%B, 5 min
50%B, 7 min 90%B, 9 min 90%B, 9,2 min 10%, 15 min 10%B. UHPLC-MS analiza, vreme
trajanja analize 15 min, protok 0,25 cm®/min. Analiza ESI-MS: temperatura kapilare: 275 °C,
napon u izvoru: 4,5 kV, protok gasa: 32 arbitrarnih jedinica, auksilarni protok gasa: 8
arbitrarnih jedinica, napon kapilare -41 V. Metoda 1 i metoda 2 — pozitivno: kod obe metode,
u pozitivnom modu je slede¢e: ESI-MS temperatura kapilare: 350 °C, napon u izvoru: 5 kV,
protok gasa: 32 arbitrarnih jedinica, auksilarni protok gasa: 8 arbitrarnih jedinica, napon
kapilare 49 V. Parametri MS-detekcije su: ESI-jonski izvor u negativnom jonizacionom
modalitetu (Electro Spray lonization) sa naponom od 4,5 kV, naponom i temperaturom
kapilare od -41 V i 350 °C, respektivno. Protok azota kao glavnog i pomoénog gasa iznosi 32
1 8 (relativne jedinice), respektivno. Komponente su identifikovane u tzv. “full scan” —
celokupnom opsegu m/z vrednosti od 100 do 1000, kao 1 koriS¢enjem tzv. tandem-masene
analize MS/MS spektara dobijenih fragmentacijom jona-prekursora. Odgovarajuca energija
koriS¢ena za fragmentaciju jona kolizijom je podeSena na 30 eV. Svi rastvaraci koriS¢eni u

ovom segmentu eksperimenata su LC-MS ¢istoce.

3.2.5 Odredivanje sastava etarskog ulja li§¢a vrsta roda Morus L.

Izolacija etarskog ulja: svezi listovi (=300 g) i suvi listovi (=300 g) su podvrgnuti
hidrodestilaciji u trajanju od 4,5 h koris¢enjem originalnog Clevenger aparata. Dobijena ulja
su odvojena ekstrakcijom sa dietil etrom (3 x 30 cm?®; Merck, Germany). Dobijeni rastvori

etarskih ulja su suSeni iznad anhidrovanoh magnezijum sulfata (10 g; Aldrich, USA).
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Rastvarac je uparen pod blagom strujanjem azota pri sobnoj temperaturi, sa ciljem da se ne bi
izgubile bilo kakve isparljive supstance. Etarska ulja su analizirana odmah nakon izolacije.
GC-MS analiza: GC-MS analize (tri ponavljaja) su izvrSena koris¢enjem Hewlett-
Packard 6890N gasnog hromatografa opremljenog sa spojenom kapilarnom kolonom DB-
5MS (5% fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljina sloja 0,25 um, Agilent Technologies,
USA) i kuplovanog sa 5975B maseno selektivnim detektorom iste kompanije. Injektor i
interfejs su radili pri 250 i 300 °C, respektivno. Cak iako je temperatura povisavana od 70 do
290 °C pri zagrevanju od 5 °C/min, program je zavrs$io izotermalnim periodom od 10 minuta.
Kao nosa¢ kori$éen je helijum 1,0 cm®min. Uzorci, 1 pl rastvora etarskog ulja i dietil etra
(10,0 mg uzorka etarskog ulja na 1 ml rastvaraca), je injektovano u podeljenom pulsiraju¢em
modu (protok je bio 1,5 cm®min prvih pola minuta a kasnije je podeseno na 1,0 cm®min
tokom ostatka analize; podeoni odnos 40:1). MS uslovi su bili sledeéi: jonizaciona voltaza 70

eV, nadolazak opsega masa m/z 35-650, vreme skeniranja 0,32 s.

3.2.6 Antimikrobna aktivnost ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.

Mikrodiluciona metoda

Od kultura bakterijskih sojeva, koje su kultivisane preko noéi, pripremljene su
suspenzije turbiditeta 0,5 McFarlanda (gustine 108 CFU/cm?3), propisano od strane ,,Clinical
and Laboratory Standards Institute* (CLSI, 2009).

Primenom mikrodilucione metode je odredena minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) i minimalna baktericidna koncentracija (MBC), u okviru serija od 12 duplih
razblaZenja ekstrakata (CLSI, 2009). Metoda je izvodena u mikrotitracionim plo¢ama sa ,,U*
dnom (proizvoda¢ Spektar, Cacak) sa 96 udubljenja. Za testiranje antimikrobne aktivnosti
suvih metanolnih ekstrakata ploda M. alba i M. nigra kori$¢ena je podloga Mueller-Hinton |1
bujon sa korigovanom koli¢inom jona kalcijuma i magnezijuma (CAMHB, Becton
Dickinson). Bila je pripremljena serija duplo razblazenih ekstrakata (u 10% vodenom
rastvoru dimetil sulfoksida — DMSO). Testirane koncentracije ekstrakta M. alba su bile u
opsegu 0,02 — 100,00 mg/cm?, i 0,12 — 251,00 mg/cm? ekstrakta M. nigra. Kao rastvaraé za
ekstrakte upotrebljen je dimetilsulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich), Sto je bila negativna
kontrola. Kao pozitivna kontrola, vrSeno je testiranje delovanja Ccetiri antibiotika:
doksiciklina, ciprofloksacina, gentamicina i metronidazola (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Napravljena su razblazenja u koncentracionom opsegu od 0,01 do 100 mg/cm?. Svi

eksperimenti su uradeni u tri ponavljanja. Bakterijski rast je detektovan dodavanjem po 20 puL
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0,5% vodenog rastvora trifenil-tetrazolium-hlorida (TTC). Za vrednosti MIC ekstrakata
uzimana je najmanja koncentracija ekstrakta u kojoj je izostao vidljivi rast bakterija, crveno
obojenih kolonija na dnu udubljenja mikrotitar plo¢e nakon dodavanja TTC-a. Da bi se
odredila MBC, sadrzaj udubljenja na kojima nije bilo vidljivog rasta je prenet na petri ploce
sa Mueller-Hintor agarom (MHA) i inkubiran 24 h na 37 °C, nakon ¢ega su brojane kolonije
bakterija koje su izrasle. MBC je ona koncentracija ekstrakta pri kojoj je ubijeno 99,9% od

pocetnog broja bakterijskih ¢elija.

Mikrodiluciona metoda Sahovske table

,»Checkerboard“ metodom se utvrduje moguéi sinergizam kombinovanjem dve
komponente. Serije dvostrukih razblazenja svake komponente, pocev od 4 x MIC, su
pripremljene prema preporukama NCCLS-a neposredno pre testiranja (Bajaksouzian i sar.,
1997). Za svaki testirani soj je napravljena ista suspenzija turbiditeta 0,5 McFarlanda. Po 50
uL inokulisanog Mueller-Hinton bujona je distribuirano u svaki bunari¢ u mikrotitar plo¢i (96
bunaric¢a), a zatim je dodato po 25 plL od svakog razblazenja obe komponente. Serijska
razblazenja prve komponente (u ovom slucaju metanolni ekstrakti M. nigra ili M. alba) su
dodata duz ordinate, dok su serijska razblazenja druge komponente (antibiotik metronidazol)
dodata duz abscise. Plo¢e su inkubirane na temperaturi od 37 °C u trajanju od 24 h. Dobijena
Sahovska tabla sadrzi svaku kombinaciju dveju komponenti, pri ¢emu se bunarié¢i koji sadrze
najvise koncentracije svake komponente nalaze na suprotnim uglovima (Slika 7). Sve analize
su uradene u triplikatu. Odredivanje interakcija metanolnih ekstrakata i1 antibiotika je
zasnovano na srednjoj vrednosti 1 jednacini za odredivanje efekata primene vise lekova (Chou
1 Talalay, 1984). Tr1 efekta se izdvajaju: sinergisticki, aditivni 1 antagonosti¢ki. Za njihovo
kvantitativno odredivanje koristi se koncept frakcione inhibitorne koncentracije (FIC). U cilju
procenjivanja tipa medusobne interakcije izmedu dve komponente, FIC indeks se izracunava

na sledec¢i nacin:

FIC= MIC(A)smeie  MIC(Blsmeie & MIC(A)zmeie x MIC(E)smeie (1)
T MIC(A) MIC(B) MIC(A) x MIC(B)

FIC=FICa + FICg + FICA X FICg @)
pri ¢emu su MICa i MICb minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakta i koriS¢enog

antibiotika metronidazola. FIC indeks je izracunat uz pomo¢ ,,CalcuSyn* (Biosoft), a rezultati

su interpretirani na sledeci nacin: sinergisticki efekat (<0,9) (Wyles i sar., 2007).
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Slika 7. Sematski prikaz kombinovanja supstanci A i B u mikrotitar plo&i

3.2.7 Antimikrobna aktivnost aglikona ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.

Aglikonske komponente su dobijene na sledeé¢i nacin: 6,3 g metanolnog ekstrakta je
pomesano sa 100 cm® 1 M HCI i ostavljeno je da stoji u normalnom sudu na sobnoj
temperaturi u trajanju od 1 h. Nakon toga, izvrSena je ekstrakcija u ekstrakcionom levku
kori§¢enjem smeSe hloroforma i acetona. Vodeni sloj koji je sadrzao Secere je odstranjen, a
gornji, koji je sadrzao aglikonsku komponentu je uparen do suva. U ovom eksperimentu,
koriS¢ene su iste vrste bakterijskih sojeva (19 sojeva — 9 Gram (+) i 10 Gram (-)) kao i u
testiranju antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata. Testirane koncentracije aglikona M.
alba su od 942,05 do 0,46 mg/cm?®, a M. nigra od 971,6-0,48 mg/cm?®.
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Slika 8. Ekstrakcija aglikonskog dela metanolnog ekstrakta ploda M. nigra u ekstrakcionom

levku

3.2.8 Izrada hidrogela

Kako su ekstrakti plodova M. alba i M. nigra rastvorni u vodi, izradeni su hidrogeli sa
2% svakog od ekstrakta pojedina¢no. Sastav formulisanih fitopreparata za primenu na kozi
tipa hidrogela dat je u Tabeli 6. Hidrogeli su izradivani na slede¢i na¢in: u laboratorijsku ¢asu
je dodato 87,2 cm® pregiséene vode, dodat je ekstrakt ploda M. alba/M. nigra 2 g prethodno
rastvoren u 10 cm?® vode koriséenjem ultrazvuénog kupatila. Sadrzaj ¢ase je potom mesan pri
rotaciji propelerske mesalice Stirrer RW16 basic (IKA®WERKE, Germany) od 500 rpm u
trajanju od 2 minuta. U &asu je zatim posuto sredstvo za geliranje Carbopol® Ultrez 10
(Centrohem, Srbija) i vrSeno je dispergovanje u trajanju od 10 minuta pri 800 rpm. Zatim je
dodato sredstvo za neutralizaciju i konzervans Dekaben C (2-fenoksietanol, butilparaben,

metilparaben, etilparaben, propilparaben, izobutilparaben), Tehno-chem, Srbija).
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Tabela 6. Sastav hidrogela sa ekstraktom ploda M. alba/M. nigra

Sastojci Koli¢ina (g)
Metanolni ekstrakt ploda M. alba/M. nigra 2,0
Carbopol®Ultrez 10 0,5
Dekaben C 0,15
TEA 0,15
Precisc¢ena voda do 100,00

3.2.9 lIzrada emulzija tipa U/V
Izrada emulzija tipa U/V, kao fitopreparata za lokalnu primenu na kozi sa biljnim
ekstrakatom, vrSena je prema tehnoloskom resenju (Miljkovié, 2016). Sastav formulisanih

fitopreparata za primenu na kozi tipa emulzija U/V dat je u Tabeli 7.

Tabela 7. Sastav fitopreparata tipa emulzija sa ekstraktom ploda M. alba/M. Nigra

Sastojci Koli¢ina (g)
Nejonska emulgujué¢a mast (MF 2008) 40,0
Propilenglikol 10,0
PregiSéena voda 48,0
Metanolni ekstrakt ploda M. alba/M. nigra 2,0

U/V emulzija je pripremljena dodavanjem vodene faze masnoj fazi uz kontinuirano
mesanje. Uljana faza, koja se sastojala od belog pcelinjeg voska (Cera alba, extra pure,
Centrohem, Srbija), lanolina (Adeps lanae, Sigma Aldrich, Srbija), polisorbata (Polysorbatum
60, Tehno-chem, Srbija), cetostearil alkohola (Alcohol cetylicus et stearylicus, extra pure,
Centrohem, Srbija), te¢nog parafina (Paraffinum liquidum, Swim d.o.0., Sabac, Srbija),
vazelina (Vaselinum album, Tehno-chem, Srbija), zagrevana je u emajliranoj pateni
koriséenjem vodenog kupatila do temperature od 75°C £ 1°C. Istovremeno, vodena faza, koja
se sastojala od precis¢ene vode (Aqua purificata), propilenglikola (Propylenglycolum, Tehno-
chem, Srbija) je zagrevana do iste temperature. Nakon toga, vodenoj fazi je dodat ekstrakt
ploda duda rastvoren u delu precis¢ene vode. Vodena faza je zatim dodata masnoj fazi uz

kontinuirano meSanje. Nadoknadena je voda koja je u toku izrade izgubljena isparavanjem.
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Emulzija je adekvatno konzervisana koris¢enjem konzervansa (Dekaben C (2-fenoksietanol,
butilparaben, metilparaben, etilparaben, propilparaben, izobutilparaben), Tehno-chem, Srbija)
koji je dodat na temperaturi nizoj od 40 °C i potom meSana do hladenja. Napravljeni uzorci
su ostavljeni da stoje u adekvatnim uslovima (pri sobnoj temperaturi i zasti¢eno od svetla) u
trajanju od nedelju dana radi stabilizacije sistema, a nakon toga se pristupilo njihovom

testiranju.

3.2.10 Reoloska merenja

Reoloska merenja su vrSena koris¢enjem uredaja cone-plate Konus CP-52,
Brookfield, DV-III Ultra, na 20 °C, uredaj koji moze da se programira. Kori$¢en je sistem
konusa i ploce (dijametar 50 mm, ugao 1°, razmak 50 pum, 10 s pauze) sa protokom uzoraka
od 0,030 mm. Tokom kontinualnog testiranja, primenjena je stopa smicanja (stopa smicanja 1

s i nazad na pocetnu tacku, svaka etapa je trajala 100 s).

3.2.11 Fizicka stabilnost formulacija

U cilju preliminarne procene fizicke stabilnosti vrS§ena su merenja vrednosti pH i
elektri¢cne provodljivosti formulisanih fitoprepara tipa emulzija U/V 7, 45 i 90 dana nakon
izrade, Kkoris¢enjem pH-metra (HI 8417, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA) i
konduktometra HANNA Hi 98311 Hanna Instruments. Uzorci su ¢uvani 3 meseca u

primarnoj ambalazi (plasti¢ne kutujice) pri sobnoj temperaturi.

3.2.12 Efekat U/V emulzija na koZu ispitanika

Merenja koja spadaju u tehnike kvantifikacije biofizickih parametara koze —
neinvazivna biofizi¢ka merenja, eritema indeks (EI) vrSena su koris¢enjem sonde Mexameter
R MX 18. Elektri¢na kapacitivnost (EC) kao mera hidratacije SC-a merena je koriséenjem
Corneometer R CM 825, a TEWL je meren koriséenjem sonde Tewameter®TM 210, pH na
povrsini koze odredivan je sondom pH-meter 900. Sve sonde su deo uredaja Multi Probe
Adapter MPA R9 (Courage & Khazaka Electronic GmbH, Germany).
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Slika 9. Multi Probe Adapter MPA R9 za neinvazivna biofizicka merenja

Ispitanici. In vivo merenja su vrSena u skladu sa Helsinskom Deklaracijom, uz
dobrovoljni pisani pristanak ispitanika koji su obavesteni o toku i ishodima istrazivanja.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog Komiteta Medicinskog fakulteta u Nisu, broj 12-
2307-2/4. Ukupno 10 dobrovoljaca (8 zenskog i 2 muskog pola; starosti 20,9 + 1,1 godine)
bez vidljivih poremeéaja koze je ucestvovalo u istrazivanju. Nisu Koristili proizvode za negu
koze za vreme trajanja studije kao ni nedelju dana pre pocetka studije. Kriterijum za
isklju¢ivanje iz studije bio je koris¢enje lekova sa lokalnim ili sistemskim dejstvom. Svi
ispitanici su zadovoljavali ovaj kriterijum. Svi ispitanicu su bili zdravi i bez utvrdenih alergija
na bilo koji od sastojaka uzoraka. Pre svakog merenja, aklimatizovali su se u trajanju od 30
minuta u prostoriji u kojoj su potom vr$ena merenja pod kontrolisanim uslovima (21 + 1°C i

50 £ 5% relativna vlaznost).

Studija bezbednosti (jednodnevna studija). Svi napravljeni uzorci hidrogela i
emulzija su najpre testirani “patch testom” na unutrasnjoj strani podlaktice svakog ispitanika
kako bi se ustanovilo postojanje bilo kakve moguée reakcije na kozu od strane napravljenih
formulacija (Akhat i sar., 2012). IzvrSeno je merenje parametara (eritema indeks i TEWL) pre
pocetka studije (bazalne vrednosti). Nakon §to su uzorci bili u kontaktu sa kozom za koju su
bili prilepljeni flasterom u trajanju od 24 h, flasteri su skinuti. Mesta pod flasterima su
isprana mlakom vodom i osuSena neznim tapkanjem papirnim ubrusom. Nakon 60 minuta od
ispiranja (drugog dana eksperimenta) ponovo su izmereni parametri kao pre nanoSenja
uzoraka.

Uzorci su nanoSeni na slede¢i nacin: unutras$nja strana leve 1 desne podlaktice je

tretirana hidrogelima i emulzijama sa ekstraktom ploda M. alba i M. nigra koris¢enjem
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precizno definisanog 1 oznacenog kartonskog Sablona (sa dva prazna mesta u obliku
pravougaonika, svako povrsine 16 cm?). Postojala su i dva kontrolna mesta. Jedno mesto koje
nije bilo tretirano pod okluzijom (UCO) — na desnoj ruci, i mesto bez okluzije (UCW) — na
levoj ruci. Uzorci su naneseni u koli¢ini od 0,016 g cm, razmazani ravnomerno higijenskom
gumenom rukavicom, i odmah poklopljeni kori$éenjem Parafilm® (American National Can.
Co., Chicago, Illinois, USA), a zatim lepljivim pamuénim flasterom Sensifix® (Galenika,
Srbija). Svi parametri su mereni u skladu sa smernicama (Pinagoda i sar., 1990; Berardesca i
sar., 1997).

Dizajn eksperimenta (protokol testa) sedmodnevne studije. Emulzije su potom
bile testirane i u sedmodnevnoj studiji. Efekti aplikacije prouc¢avanih emulzija su testirani na
kozi 10 ispitanika — 8 Zenskog i 2 muskog pola, (starosti 20,9 + 1,1 godine; trajanje studije 7
dana) na kozi unutrasnje strane podlaktice. Najpre je eksperimentalno indukovana iritacija
koze uz merenja relevantnih biofizickih parametara (Pinagoda i sar., 1990; Tupker i sar.,
1997). Koza je zatim bila tretirana 7 dana uzorcima emulzija koje su napravljene u cilju
procene efekata emulzija na vestacki iritiranu kozu. Efekti su mereni na opisani nacin.

Koli¢ina od 75 pl rastvora za izazivanje iritacije (6 % vodeni rastvor natrijum-lauril-
sulfata, NaLS), koji je prethodno pripremljen, je aplikovan na 5 mesta obe podlaktice.
Aplikacija je uradena koris¢enjem filter papira (9 cm?) tako $to je on natopljen rastvom
NaLS, a zatim su mesta pokrivana kori§éenjem Parafilm®-a (American National Can. Co.,
Chicago, Illinois, USA) i zatim uévrscéena lepljivim pamu¢nim flasterom Sensifix® (Galenika,
Srbija). Pocetne vrednosti su izmerene pre aplikacije i 24 h nakon $to je uklonjena okluzija sa
rastvorom za izazivanje iritacije koja je drzana 6 h. Po uklanjanju okluzije, koza je isprana
mlakom vodom i osuSena neznim tapkanjem papirnim ubrusom. Zatim su uzorci testiranih
formulacija oznaceni (MNG — hidrogel sa ekstraktom M. nigra; MAG - hidrogel sa
ekstraktom M. alba; MNE — emulzija sa ekstraktom M. nigra; MAE — emulzija sa ekstraktom
M. alba). Ispitanicima su podeljeni ovi uzorci za aplikaciju i oni su dobili jasna uputstva u
pogledu koli¢ine (veli¢ina zrna graSka), ucestalosti, vrste 1 mesta uzorka i nac¢ina aplikacije
testiranih uzoraka (ujutru i uvece po jednom, u tankom sloju). I na levoj i na desnoj podlaktici
obe ruke ostavljeno je po jedno mesto kao kontrola; na levoj podlaktici kao mesto na kome je
izvrSena iritacija pod okluzijom (UCO), na desnoj podlaktici kao kontrola pod okluzijom bez
iritacije (UCW). Merenja parametara EC, EI, pH i TEWL su izvrSena pre i nakon aplikacije

rastvoar NaLS, kao i nakon 3, 4 i 7 dana tretmana.
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3.2.13 Statisticka obrada podataka

Svi rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. In vivo
izmereni parametri (u studiji za testiranje bezbednosnog profila) su izrazeni kao apsolutna
promena u odnosu na vrednosti pre nanosSenja testiranih uzoraka (%), a rezultati su poredeni
sa vrednostima za podlogu kao i sa obe kontrole (UCO i UCW). Vrednosti izmerenih
parametara koZe nakon iritacije poredeni su sa vrednostima pre iritacije; vrednosti parametara
nakon 3, 4 i 7 dana od aplikacije emulzija su poredeni sa odgovaraju¢im vrednostima
izmerenim neposredno nakon iritacije koze rastvorom NaLS. Eventualno odstupanje
raspodele podataka od normalne raspodele je testirano testom Kolmogorov Smirnova.
Utvrdeno je da nigde ne postoji znacajno odstupanje od normalne raspodele. Razlike u
proseénim vrednostima izmedu uzoraka su testirane jednofaktorskom analizom varijansi
koris¢enjem one-way ANOVA, a kao post hoc analiza uraden je LSD test. Prihvatana je

razlika kao statisti¢ki znacajna za p < 0,05.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Analiza sadrzaja makro- i mikroelemenata u listovima i ekstraktima ploda vrsta
roda Morus L.

Sadrzaj makro- i mikroelemenata u listovima i ekstraktima plodova M. alba i M.
nigra odredivan je metodom ICP-OES. Dobijeni rezultati analize sadrzaja elemenata su

prikazani u Tabelama 81 9.

Tabela 8. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u listu i ekstraktu ploda M. alba

Element Morus alba L.
List Ekstrakt
Makroelementi CsrtSD RSD % CsrtSD RSD %
Ca 14,4+0,2 mg/g 1,39 3,26+0,03 mg/g 0,92
Mg 0,81+0,01 mg/g 1,23 0,89+0,01 mg/g 1,12
Na 0,0199+0,0002 mg/g 1,01 0,0081+0,0001 mg/g 1,23
K 8,2+0,2 mglg 2,44 13,38+0,07 mg/g 0,52
Mikroelementi

B 0,0399+0,0005 mg/g 1,25 0,0224+0,0001 mg/g 0,45
Co 0,000019+0,00001 mg/g 5,26 0,000022+0,00001 mg/g 4,55
Cr 0,21+0,1 pg/g 4,76 0,3+0,01 pg/g 3,33
Cu 0,0061+0,0001 mg/g 1,64 0,0051+0,0001 mg/g 1,96
Fe 0,0589+0,0004 mg/g 0,68 0,0044+0,0001 mg/g 2,27
Mn 0,0148+0,0004 mg/g 2,70 0,0147+0,0002 mg/g 1,36
Ni 0,51+0,02 ug/g 3,92 1,81+0,05 pg/g 2,76
Se 0,18+0,01 ug/g 5,56 0,59+0,00003 Hg/g 5,08
Si 3,69+0,05 mg/g 1,36 0,0091+0,0001 mg/g 1,09
Zn 0,0151+0,0003 mg/g 1,99 0,0116+0,0001 mg/g 0,86
Al 0,0462+0,0005 mg/g 1,08 0,0171+0,0004 mg/g 2,34
As 1,02+ 0,01 po/g 0,98 5,0+0,1 pg/g 2,0
Cd / / 0,023+0,001 pg/g 4,35
Pb 0,096+0,04 pg/g 4,17 0,029+0,01 pg/g 3,45
P 2,79+0,03 mg/g 1,08 3,68+0,01 mg/g 0,27
Ba 0,0136+0,0002 mg/g 1,47 0,0139+0,0001 mg/g 0,72
\Y 1,21 pgl/g 4,13 2,1 ug/g 4,76
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Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da su u listu M. alba od makroelemenata
najzastupljeniji Ca (14,4 mg/g) i K (8,2 mg/g), a od mikroelemenata Si (3,7 mg/g i P (2,8
mg/g), dok su ostali registrovani elementi prisutni u znatno manjoj koli¢ini. Sadrzaj
makroelemenata u listu M. alba raste slede¢im redosledom: Na < Mg < K < Ca, dok sadrzaj
mikroelemenata u listu M. alba raste u nizu: Co<Pb<Se<Cr<Ni<As<V<Cu<Bac<
Mn < Zn < B < Al < Fe < P < Si. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima objavljenih od
strane drugih autora koji su analizirali biljni materijal vrsta roda Morus na podrucju Srbije
(Radojkovi¢, 2012).

U ekstraktu ploda M. alba je obrnuta situacija po pitanju sadrzaja elemenata, tako da
je od makroelemenata najzastupljeniji K (13,4 mg/g) pa Ca (3,3 mg/g), a od mikroelemenata
P (3,7 mg/g), dok su ostali registrovani elementi prisutni u znatno manjoj koli¢ini. Sadrzaj
makroelemenata u ekstraktu ploda M. alba raste slede¢im redosledom: Na < Mg < Ca <K,
dok sadrzaj mikroelemenata u ekstraktu ploda M. alba raste u nizu: Co < Cd < Pb < Cr < Se
<Ni<V<Fe<As<Cu<Si<Zn<Ba<Mn<AI<B<P.

Tabela 9. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u listu i ekstraktu ploda M. nigra

Element Morus Nigra L.
List Ekstrakt
Makroelementi CsrxSD RSD % CsrxSD RSD %
Ca 27,4+0,3mg/g 1,09 3,86+0,09 mg/g 1,55
Mg 1,67+0,01 mg/g 0,60 0,97+£0,03 mg/g 3,01
Na 0,0112+0,0001 mg/g 0,89 0,0053+0,0001 mg/g 1,89
K 3,35+0,04 mg/g 1,19 10,0+0,4 mg/g 4,0
Mikroelementi
B 0,0541+0,0007 mg/g 1,29 0,0141+0,0001 mg/g 0,71
Co 0,000017+0,00001 mg/g 5,88 0,000019+0,00001 mg/g 5,26
Cr 0,34+0,03 uglg 8,82 0,28+0,01 Hg/g 3,57
Cu 0,0074+0,0001 mg/g 1,35 0,0069+0,0002 mg/g 2,90
Fe 0,154+0,001 mg/g 0,65 0,0039+0,0001 mg/g 2,56
Mn 0,0433+0,0006 mg/g 1,39 0,0152+0,0005 mg/g 3,29
Ni 0,71+0,04 pgl/g 5,63 1,12+0,02 ng/g 1,79
Se 0,28+0,01 pg/g 3,57 0,43+0,02 pg/g 4,65
Si 9,1+0,1 mg/g 1,10 0,0052+0,0001 mg/g 1,92
Zn 0,0245+0,0004 mg/g 1,63 0,0159+0,0003 mg/g 1,89
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Tabela 9. —nastavak—

Al 0,1265+0,0008 mg/g 0,63 0,0132+0,0005 mg/g 3,79
As / / 0,41+0,02 pgl/g 4,88
Cd / / / /

Pb 0,024+0,1 ug/g 4,17 0,049+0,02 ug/g 4,08
P 1,93+0,03 mg/g 1,55 3,74+0,01 mg/g 0,27
Ba 0,0251+0,0002 mg/g 0,80 0,0064+0,0001 mg/g 1,56
Vv 1,32 ug/g 6,06 1,9 wo/g 5,26

Sli¢na zapazanja su i kod analize dobijenih rezultata sadrzaja elemenata u uzorcima
M. nigra. Moze se uociti da su u listu M. nigra od makroelemenata najzastupljeniji Ca (27,4
mg/mg) i (K 3,4 mg/g), a od mikroelemenata Si (9,1 mg/g) i P (1,9 mg/g), dok su ostali
registrovani elementi prisutni u znatno manjoj koli¢ini. Sadrzaj makroelemenata u listu M.
nigra raste slede¢im redosledom: Na < Mg < K < Ca, dok sadrzaj mikroelemenata u listu M.
nigra raste u nizu: Co<Pb<Se<Cr<Ni<V<Cu<Zn<Ba<Mn<B<AlI<Fe<P<Si.

U ekstraktu ploda M. nigra je obrnuta situacija po pitanju sadrzaja elemenata, tako da
je od makroelemenata najzastupljeniji K (10,0 mg/g) pa Ca (3,9 mg/g), a od mikroelemenata
P (3,8 mg/g), dok su ostali registrovani elementi prisutni u znatno manjoj koli¢ini. Sadrzaj
makroelemenata u ekstraktu ploda M. nigra raste slede¢im redosledom: Na < Mg < Ca < K,
dok sadrzaj elemenata u ekstraktu ploda M. nigra raste u nizu: Co < Pb < Cr < As < Se < Ni
<V<Fe<Si<Ba<Cu<Al<B<Mn<Zn<P.

Medusobnim uporedivanjem rezultata dobijenih za uzorke M. alba i M. nigra moze se
konstatovati da list M. nigra sadrzi duplo vise Ca i Si, dok list M. alba ima znatno veci
sadrzaj K i P. Po pitanju sadrzaja elemenata, ekstrakti plodova M. alba i M. nigra ne
pokazuju neku znatnu razliki. Razlika u hemijskom aspektu se ofekuje sa aspekta analize
prisutnih organskih jedinjenja.

Sa druge strane, poznato je da su teski metali, narocito Cd i Pb, vrlo Stetni elementi za
ljudski organizam, posebno kada su zastupljeni u visokim koncentracijama (Hamurcu, 2010).
Na povecani sadrzaj teSkih metala u voc¢u 1 drugim jestivim delovima biljaka najviSe uticu
antropogeni faktori, tj. faktori ljudske aktivnosti kao §to su izduvni gasovi (pored puteva),
industrijski otpad i otpadne vode (Ma i sar., 2013). Prema Evropskim standardima,
maksimalna dozvoljena koncentracija Cd u voéu i povréu iznosi 0,05 mg/kg (European
Comission, 2006). U ovom konkretnom slucaju, analizirani ekstrakti M. alba i M. nigra su

bezbedni za upotrebu obzirom da ekstrakt ploda M. alba sadrzi Cd u koncentraciji od 0,023
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mg/kg (ispod maksimalne dozvoljene koncentracije — MDK), a da Cd nije registrovan kod
ekstrakta ploda M. nigra. Po pitanju sadrzaja Pb, maksimalna dozvoljena koncentracija u
vocu i povréu je 0,2 mg/kg (European Comission, 2006). Kod analiziranog biljnog materijala
duda najveci sadrzaj Pb (od 0,096 mg/kg) je registrovan u uzorku lista M. alba. Imajuéi u
vidu ovaj propis, kao 1 prirodno staniste biljnog materijala, moze se sa sigurnoscu rec¢i da su i
plodovi i lis¢e, kako M. alba, tako i M. nigra, bezbedni za upotrebu sa aspekta sadrzaja teskih
metala.

Clanom 105. Pravilnika o uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti predmeta opste
upotrebe koji se mogu stavljati u promet, odreden je maksimalni dozvoljeni sadrzaj
elemenata koje kozmeticki proizvodi koji dolaze u kontakt sa koZom mogu da otpuste. Po
Pravilniku koji je na snazi, kozmeticki proizvod koji se nalazi na trzi§tu moze maksimalno da
otpusti iz 1 kg proizvoda: As 5 mg, Cd 5 mg, Hg 10 mg, Pb 30 mg, Cr 50 mg, Ni 50mg.
Znajuc¢i ovu odredbu, kao i koli¢ine navedenih elementa koji se nalaze u ekstraktima ploda
duda koji su koris¢eni za izradu fitopreparata za primenu na kozu (opisanih u narednom delu
istrazivanja), od formulisanih fitopreparata za lokalnu primenu na kozi se moze oc¢ekivati da

ispunjavaju zakonsku odredbu.

4.2 Antioksidativna aktivnost ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.
Poznato je da se antioksidativna aktivnost, odnosno kapacitet hvatanja slobodnih
radikala (Radical Scavenging Capacity-RSC), moze odrediti pomocu sledecée jednacine:
RSC (%) = (1-Auzorak/Abiank) - 100 3)

gde su: Apiank — apsorbanca kontrolog rastvora (1-10—4 mol/dm® DPPH u metanolu); Auzorak —
apsorbanca uzorka

Iz vrednosti dobijenih za RSC odreduju se IC50 vrednosti primenom regresione
analize. U slu¢aju analiziranih ekstrakata vrsta roda Morus, odredene su IC50 vrednosti od
0,048 mg/cm?® za suvi ekstrakt ploda M. alba do 0,059 mg/cm? za ekstrakt ploda M. nigra.
Dobijene vrednosti ukazuju na to da ekstrakti plodova imaju dobru sposobnost neutralizacije
DPPHe radikala. Na osnovu IC50 vrednosti evidentno je da ekstrakti plodova obe analizirane
vrste roda Morus pokazuju antiradikalsku aktivnost koja je manja od komercijalno koris¢enih
BHT i BHA ¢&ije su vrednosti 0,0134 mg/cm?®i 0,0087 mg/cm? respektivno.

Istrazivanja drugih autora Su pokazala i da mehanizam reakcije antioksidanasa i
DPPHe zavisi od strukture antioksidanasa (Bondet i sar., 1997). Tako, na antiradikalsku

aktivnost fenolnih jedinjenja uticaj imaju broj i polozaj hidroksilnih grupa (Cotelle, 2001;
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Heim i sar., 2002). Kafena kiselina, prisutna fenolna kiselina u ekstraktima duda, ispoljava
vecu antiradikalsku aktivnost na DPPHe u poredenju sa, npr., ferulnom i p-kumarinskom
kiselinom, obzirom na njihovu strukturu, koja omogucava bolju stabilizaciju fenoksil radikala
(Tumbas i sar., 2012).

4.3 HPLC analiza ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.

U cilju utvrdivanja kvalitativnog sastava metanolnih ekstrakata ploda vrsta roda
Morus primenjana je HPLC metoda. Hromatogrami HPLC analize su prikazani na Slici 10. i
Slici 11. Sadrzaji identifikovanih jedinjenja u ekstraktima istrazivanih Morus vrsta prikazani

su u Tabelama 10-13. Identifikovano je ukupno 18 razli¢itih jedinjenja.

T T T [Ranenassnase: {Raasnsasasas {Aaannarsascs T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "
Tirne {rin)

Slika 10. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta ploda Morus alba L.

62



uAl

15000%
14000
13000%
12000
11000
10000%
90003
8000
7000%
8000
5000%
auooé
30003
2000%

10004

4028
T

1.7%

0,66

0,50

117

523

Tabela 10. Rezultati analize ekstrakata plodova Morus alba i Morus nigra po metodi-1 u

Time {min}

Slika 11. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta ploda Morus nigra L.

negativnom rezimu rada ESI-MS detektora

Pik, tr Amax  M/z MS/MS Komponenta
ror. (min) (nm) [M-
H]
1 0,70 - 179 135 (100%) KAFENA KISELINA
(Carrazone i sar.,
2013)
2 0,80 - 191 173, 111 (100%) HININSKA KISELINA
(Pacifico i sar., 2015)
3 1,75 326, 353 - HLOROGENSKA
290 KISELINA,
1ZOMER1(5-CQA)
(Willems i sar., 2016)
4 1093 353 - HLOROGENSKA
KISELINA, IZOMER2
(4-CQA) (Willems i
sar., 2016)
5 315 280 565 519 (100%) -
6 479 316 447 401, 285 -
7 524 355 609 301 (100%), 271, 255, 227, 193, RUTIN (Chen i sar.,
260 173 2015)
8 539 355 463 301 (100%), 255, 179 KVERCETIN-
258 GLIKOZID (Saldanha i
sar., 2013)
9 562 355 505 @ 300/301 (100%), 271, 243, 151 KVERCETIN-
259 ACETILGLIKOZID

(Piao i sar., 2009)
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Tabela 10. —nastavak—

10 5,70 - 593 285 (100%), 221, 167 -
11 574 340, 447 327, 285 (100%), 255 LUTEOLIN-GLIKOZID
290 (Pikulski i sar., 2003)
12 599 347, 489 - -
246
13 864 337, - - -
302
14 9,14 319, 293 - -
230
15 9,37 322, - -
285
16 9,59 387, 339 161 (100%), 321, 177 -
312
17 9,89 309, 595 549 (100%), 315, 279 (90%), 241, -
278 223
18 10,12 337, 323 203 (100%), 159, 119 -
305
19 10,50 335, 647 629, 649 (100%), 451, 359, 227 -
321,
298
20* 1,16 286, 447 287 (100%) CIJIANIDIN-
518 GALAKTOZID
(Giomaro i sar., 2014)
21* 1,43 281, 447 285 (100%) CIANIDIN-GLUKOZID
515 (Gouyea i sar., 2012)
22* 2,20 350 465 303, 285 (100%), 241 -

*Qdnosi se samo na ekstrakt M. nigra

Tabela 11. Rezultati analize ekstrakta ploda M. nigra po metodi-1 u pozitivnom reZimu rada
ESI-MS detektora

Pik, tr, Amax m/z MS/MS Komponenta
r.or. min [M+H]*
20 1,16 286, 449 287 (100%) CIJANIDIN-
518 GALAKTOZID
21 1,43 281, 449 287 (100%) CIJANIDIN-
515 GLUKOZID
22 2,20 350 467 305, 287 (100%) -

Tabela 12. Rezultati analize ekstrakata plodova M. alba i M. nigra po metodi-2 u negativnom
rezimu rada ESI-MS detektora

Pik, tr Amax m/z MS/MS Komponenta
ror. (min) (hm) [M-
H]
1 0,70 - 179 135 (100%) KAFENA KISELINA

(Carrazone i sar., 2013)
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Tabela 12. —nastavak—

2 0,80 - 191 173, 111 (100%) HININSKA KISELINA
(Pacifico i sar., 2015)
3 0,87 - 133 115 (100%) JABUCNA KISELINA
(Fernandez-Fernandez
i sar., 2010)
4 1,70 302, 315 - 3,5-
257 DIHIDROKSIBENZOEVA
KISELINA-O-
GALAKTOZID (Han i
sar., 2008)
5 185 299, 315 - 3,5-
257 DIHIDROKSIBENZOEVA
KISELINA-O-GLUKOZID
(Han i sar., 2008)
6 244 326 325 - DERIVAT
HLOROGENSKE
KISELINE
7 3,52 280 - - -
8 359 280 - - -
9 473 319, 515 353,179 DIKAFEOIL-HININSKA
294 KISELINA, IZOMER1
(Carrazone i sar., 2013)
10 5,26 326, 353 191 (100%) HLOROGENSKA
296 KISELINA, IZOMER1
(Willems i sar., 2016)
11 5,69 327, 353 191, 179, 173 (100%), 135 HLOROGENSKA
297 KISELINA, IZOMER2
(Willems i sar., 2016)
12 5,78 303 531 484 (100%) -
13 6,08 315, 499 - -
291
14 6.20 314, 447 401 (100%) -
283
15 6,38 306, 499 - -
266
16 6,57 328, 563 544,517 (100%), 494, 424 -
241
17 6,84 324, 565 519 (100%), 496 -
260
18 6,97 339 539 491 (100%) -
19 7,24 291, - - -
227
20 7,63 313 - - -
21 7,92 265 - - -
22 8,45 356, 515 353 (100%), 317, 243 DIKAFEOIL-HININSKA
259 KISELINA, IZOMER2
(Chen i sar., 2015)
23 8,72 356, 463 301 (100%), 271, 151 KVERCETIN-GLIKOZID
259 (Silva i sar., 2005)
24 609 301 (100%), 271, 255, 179 RUTIN (Chen i sar.,
2015)
25 8,92 306 549 -
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Tabela 12. —nastavak—

26 9,11 357,259 505 463, 301 (100%), 271, 179 KVERCETIN-

ACETILGLIKOZID

(Piao i sar., 2009)

9,78 347,267 447 285 (100%), 269, 255, 227, LUTEOLIN-GLIKOZID

243 (Ibrahim i sar., 2015)
28 10,30 345, 561 - -

266

29 13,76 391 339 321, 177, 161 (100%) -
30 14,38 331, 649 631,471 (100%), 453, 361, -

302 227

31 1485 334, 647 629,469 (100%), 451, 359, -
320, 227
294

32* 6,23 281, 447 299, 285 (100%) CIJANIDIN-3-O-
=519 GALAKTOZID (Giomaro

i sar., 2014).

33* 6,30 281, 447 299, 285 (100%) CIANIDIN-GLUKOZID

=519 (Yangi sar., 2015).

*Qdnosi se samo na ekstrakt M. nigra

Tabela 13. Rezultati analize ekstrakta ploda M. nigra po metodi-2 u pozitivnom reZimu rada
ESI-MS detektora

Pik, tr,  Amax m/z MS/MS Komponenta
r.or.  min
[M+H]"
32 6,23 281, 449 287 CIANIDIN-
=519 (100%) GALAKTOZID
(Giomaro i sar.,
2014)
33 6,30 281, 449 287 CIJANIDIN-
=519 (100%) GLUKOZID
(Gouyea i sar.,
2012)
34 6.54 281, 595 449, 287 CIJANIDIN-
=519 (100%) GLUKOZID-
RAMNOZID
(Girones-
Vilaplanaai sar.,
2014)
35 6,80 281, 433 - KEMPFEROL-
=519 GLIKOZID (Lopez-

Lutz i sar., 2010).

Prisustvo fenolnih kiselina, hlorogenske i kafene je detektovano u oba uzorka. Takav
rezultat je zabeleZen i od strane drugih autora autora koji su vr$ili HPLC analizu ekstrakta
ploda duda sa teritorije Srbije, s tim $to njihovo prisustvo nije bilo potvrdeno u ekstraktu M.

nigra sa teritorije jugoistotne Srbije. Neohlorogenska i kriptohlorogenska kiselina nisu
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detektovane u uzorcima analiziranim u ovom radu kao ni u uzorcima sa teritorije severne
Srbije (Radojkovi¢, 2012; Dimitrijevi¢, 2014).

Prisustvo flavonoida kvercetin-3-O-rutinozida ili kvercetin 3-O-glukozida je
potvrdeno i od strane autora koji su takode koristili ovu metodu analize za metanolni ekstrakt
ploda duda iz jugoisto¢ne Srbije (Dimitrijevi¢, 2014). Prisustvo kvercetin-3-O-ramznozida
nije potvrdeno u uzorcima koji su bili analizirani, dok je njegovo prisustvo potvrdeno samo u
ekstraktu M. nigra od strane drugih autora. Kempferol-glikozid je bio prisutan samo u
ekstraktu M. nigra, dok je njegovo prusustvo zabelezeno samo u ekstraktu M. alba i to u
obliku kempferol-3-O-rutinozid. Kvercetin je bio prisutan u oba uzorka ekstrakata, za razliku
od uzorka ekstrakta ploda duda iz severne Srbije u kome nije detektovan, i uzorka iz
jugoistoéne Srbije gde je bio prisutan samo u ekstraktu M. nigra. Rutin je bio prisutan u oba
ekstrakta, dok je u uzorku duda iz severne Srbije bio prisutan samo u ekstraktu M. nigra
(Radojkovi¢, 2012; Dimitrijevi¢, 2014).

Prisustvo antocijana: cijanidin-3-O-glukozida ili cijanidin-3-O-rutinozida ili cijanidin-
3-O-galaktozida je za razliku od uzorka iz severne Srbije — gde nije potvrdeno, i drugog
uzorka iz jugoisto¢ne Srbije — gde su bili prisutni samo u ekstraktu M. nigra, potvrdeno u oba
ekstrakta (Dimitrijevi¢, 2014).

Hininska kiselina, izomeri hlorogenske kiseline, luteolin-glukozid, jabu¢na kiselina
3,5-dihidroksibenzoeva kiselina-O-galaktozid ili glukozid, dikafeoil-hininska kiselina i njeni
izomeri, nisu identifikovani od strane autora koji su koristili istu metodu analize metanolnih
ekstrakata ploda duda sa teritorije Srbije. Istrazivanja drugih autora su pokazala da klimatski
uslovi, tip zemljiSta, broj suncanih sati u godini, prosecna temperatura i sli¢no, bitno uti¢u na
polifenolni sastav bobicastog voca (Dixon i Paiva, 1995; Geraspopoulos i Stavroulakis, 1997,
Zadernowski i sar., 20005)

Uopsteno, znajuc¢i da kafena kiselina, hlorogenska kiselina, rutin i cijanidin-O-p-
glukozid poseduju pozitivne efekte, kao $to su: antiinflamatorno, antioksidativno, protetkivno
protiv UVB indukovanog eritema, anti-age efekat, hidrirajué¢i, emolijentni, smanjuju znakove
starenja koZe, pomazu obnavljanje strukture i vlaznosti koze, koji su potvrdeni in vitro i in
vivo uslovima, sadrzaj ovih jedinjenja u ekstraktima govori o tome da plod duda predstavlja
dobar izvor bioloski aktivnih jedinjenja (Sato i sar., 2011; Russo i sar., 2000; Ng i sar., 2000).
Sve ovo nedvosmisleno ukazuje da plod duda, njegov metanolni ekstrakt, predstavlja sirovinu
koja se moze koristiti u izradi fitopreparata namenjenih za lakalnu primenu na kozi, u svrhu

nege i odrzavanja.
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4.4 Masena spektrometrija ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.

Analiza masenom spektrometrijom je pokazala prisustvo veceg broja komponenti
prisutnih u analiziranim ekstraktima duda u poredenju sa slicnim istrazivanjima koja su ranije
objavljena (Hye i sar., 2009; Trakoontivakorn, 2001; Du i sar., 2008). U ovom slucaju su
detektovane istie komponente u ekstraktima M. alba i M. nigra: hininska kiselina, galna
kiselina, apigenin, naringenin, katehin, kvercetin, miricetin, hlorogenske kiseline, cijanidin-3-
O-arabinozid, peonidin-3-O-arabinozid, delfinidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-galaktozid
ili cijanidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-glukozid ili peonidin-3-O-galaktozid ili malvidin-3-
O-arabinozid, delfinidin-3-O-glukozid ili delfinidin-3-O-galaktozid, petunidin-3-O-glukozid
ili  petunidin-3-O-galaktozid ili petunidin-3-O-arabinozid, malvidin-3-O-glukozid ili
malvidin-3-O-galactozid, rutin, luteolin i mozda 4-hidroksipanduratin A, i 10-formil-7,8-
dihidrofolne kiseline (10-FDHFA). Identifikovane komponente su potvrdene koriS¢enjem
referentnih spektara standarda u DMSO-d6 (TMS kao interni standard). Dobijeni MS spektri
su dati u Prilogu.

Kompletni maseni spektri metanolnih ekstrakata Morus alba L. i Morus nigra L. su
prikazani na Slici 12.

Bel-ul_131120148588-121 RT:0,00-100AV: 121 NL:286E3 ol ORI H140 RT000051 AV:BE 63
T-THIS"+ pESH Fullms [30.00-1000.00] T: T +p ESI Flms [246.00-400000)

10 B o o

Slika 12. Kompletni maseni spektri metanolnih ekstrakata ploda duda A) Morus alba L.

B) Morus nigra L.
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Karakteristi¢no je da je kod MS spektra ekstrakta ploda M. alba uocljivo prisustvo
veoma intenzivnog pika pri m/z=381 koji predstavlja osnovni molekulski jon koji potice od
najstabilnijeg fragmenta. Isti pik, manjeg intenziteta, je registrovan i kod ekstrakta ploda M.
nigra. To ukazuje na prisustvo derivata hininske kiseline ([M-H]*(m/z)=381, ¢iji se MS
fragmenti nalaze na 191 i 110) (Pauli i sar., 1999), sto vazi za ekstrakt ploda Morus nigra ili
prisustvo heksoze u strukturi (MS/MS fragmenti 201 1 219) (Simirgiotis, 2013), Sto je
verovatnije za Morus alba i Morus nigra. U MS spektru ekstrakta ploda M. nigra uocljivo je
prisustvo intenzivnog pika pri m/z=449 koji potice od cijanidin-3-galaktozida ili glukozida.

Galna kiselina je prisutna u izuzetno maloj koliini u poredenju sa drugim
komponentama detektovanim masenom spektrometrijom (Liu i sar., 2008). Isti zakljuc¢ak se
moze izvesti i za sadrzaj apigenina. Kori§¢enjem masene spektrometrije detektovan je i
naringenin, prisutan u malim koli¢inama (Kyriakou i sar., 2012). Katehin je bio prisutan u
velikoj koli¢ini (Hye i sar., 2009). Slede¢a komponenta koja je identifikovana, kvercetin, nije
bila prisutna u velikoj koli¢ini ili u ¢istom obliku (Liu i sar., 2008). Miricetin je prisutan u
tragovima (Liu i sar., 2008). Takode, identifikovana je i hlorogenska kiselina kao derivat.

Rutin 1 luteolin su zastupljeni u malim koli¢inama ili kao derivati (Miljkovi¢ i sar., 2015).

4.5 Sastav etarskog ulja lis¢a vrsta roda Morus L.

Metodom hidrodestilacije dobijeno je 4 uzoraka etarskih ulja lis¢a M. alba i M. nigra,
i to 2 uzorka svezeg i 2 uzorka osusenog li§¢a, sakupljenog u jugoisto¢nim krajevima Srbije.
Analiza dobijenih uzoraka ulja GC metodom je rezultovala identifikacijom 131 konstituenta,
Sto predstavlja 95,1 — 96,4% totalne povrSine GC pikova (Tabela 15). Najzastupljenije klase
identifikovanih jedinjenja su alkani i diterpenoidi, koji zajedno ¢ine vise od 60% uzorka MA -
2, kao i vise od 88% uzoraka MN-1, MN-2 i MA-1. Preostale identifikovane isparljive
komponente su prikazane u Tabeli 16, i pripadaju karotenoidima (1,4 — 24,8%) ili
jedinjenjima masnih Kiselina (u tragovima — 8,1%). Glavni sastojci etarskog ulja M. nigra su:
trans-fitol (65,4 — 71,2%), (E,E)-geranil linalool (0,2 — 8,0%) i alkani normalnog niza
trikozan (2,0 — 2,8%), pentakozan (2,4 — 3,8%), heptakozan (1,9 — 2,7%), nonakozan (3,4 —
4,1%) i hentriakontan (2,4 — 3,5%).

Prinos etarskih ulja biljnog materijala MN-2 i MA-2 su bili 0,0011% i 0,0012%,
respektivno, odnosno 0,0080% (w/w) iz obe vrste svezeg lis¢éa MN-1 i MA-1.

Generalno, bilo je samo kvantitativnih varijacija konstituenata u etarskom ulju svezeg
lis¢a M. nigra (MN-1; hidrodestilacija izvrSena odmah nakon sakupljanja biljnog materijala) i

osu$enog lis¢a (MN-2; etarsko ulje izolovano nakon susenja u periodu od jednog meseca pri
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sobnoj temperaturi). Najprimetnije promene su uocene kod glavnih sastojaka, tako da se
sadrzaj trans-fitola i ukupni sadrzaj alkana smanjuju za 5,8% i ~2%, respektivno, dok se
relativni sadrzaj (E,E)-geranil linaloola povecao za 7,8%. Za razliku od najznacajnijih
kvantitativnih promena u sastavu uzoraka etarskog ulja M. nigra koje nastaju tokom procesa
susenja lis¢a, sastav korespondirajucih etarskih ulja M. alba (MA-1 i MA-2) se razlikuje ne
samo kvantitativno ve¢ i kvalitativno. Moze se zakljuciti da je trans-fitol konstituent koji je
pokazao najznacajnije smanjenje relativnog sadrzaja, priblizno 8 puta. Sa druge strane,
sadrzaj geranil acetona i svih izomera 4,6,8-megastigmatrien-3-ona se povecao tokom
perioda susenja (Tabela 14). Takode, y-lakton i cis-bovolid, koji se pojavljuju u etarskom ulju

osuSenog lis¢a M. alba su zastupljeni sa 8,1%.

Tabela 14. Hemijski sastav etarskih ulja sveZih i osusenih listova M. alba i M. nigra

Komponenta Klasa RI? Morus nigra® Morus alba® IDY

MN-1 MN-2 MA-1 MA-2

Relativni sadrzaj [%]"

Furfural FA 828 - - tr - e fg
(E)-3-Heksen-1-ol FA 844 - - tr - e f
Tiglnska kiselina FA 903 - - tr - e fg
4-Metilnonan A 957 tr - - - e, f
Benzaldehid (0] 959 - - tr - e fg
Dekan A 1000 tr - - - e fg
Benzil alkohol (0] 1034 - tr tr - e fg
2-Feniletanal (0] 1051 tr - 0,1 - e, f
4-Metildekan A 1057 tr - - - e, f
2-Metildekan A 1068 tr - - - e, f
p-Krezol @) 1069 - - tr - e f
Undekan A 1100 1,0 - - - e f

Dehidro-sabina
keton

<

1123 - - tr - e, f
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Tabela 14. —nastavak—

Izoforon C 1125 tr - - - e, f
3,7-Dimetildekan? A 1125 tr - - - e f
4-Ketoizoforon C 1145 - - tr - e, f
Benzoeva kiselina 0] 1155 - - tr - e fg
g:;??n(;mka FA 1162 - i tr - efg
2-Metilundekan A 1163 0,2 - - - e, f
3-Metilundekan A 1170 tr - - - e, f
Dodekan A 1200 2,0 - - - e fg
Safranal C 1202 tr tr tr tr e, f
i),ier;wetilundekan A 121304 ) ) ) e.f
2-Metildodekan A 1264 0,3 - - - e f
3-Metildodekan A 1270 0,3 - - - e, f
Dihidroedulan | C 1298 - - tr - e f
Tridekan A 1300 1,8 tr - - e fg
i),?r;wetildodekan AL ) ) ) e
4-Vinilguajakol @) 1311 - tr tr tr e f
1-Metilnaftalen (0] 1315 tr - - - e, f
?[,),i7n_1etildodekan Al ) ) ) e.f
Eugenol @) 1353 - - tr - e fg
2-Metiltridekan A 1363 tr - - - e, f
3-Metiltridekan A 1370 tr - - - e, f
26.10- S 1375 02 - - - e, f

Trimetildodekan)’

(2)-p-Damascenon C 1380 - - tr - e f



1-Undekanol
1-Tetradecen
Tetradekan
(E)-p-Damascenon

2,6-
Dimetilltridekan

Geranil aceton

Neidentifikovana
komponenta’

2-Metilltetradekan
3-Metiltetradekan

3,4-Dehidro-g-
jonon

(E)-p-Jonon
Pentadekan
2-Tridekanon
(E,E)-a-Farnezen

3,4-Dimetil-5-
pentil-2(5H)-
furanon (sin.
dihidrobovolid)

(2)-3,4-Dimetil-5-
pentiliden-2(5H)-
furanon (sin. cis-
bovolid, (2)-
bovolid)¥"

Kaparatrien)

(62,8E)-4,6,8-
Megastigmatrien-3-
on

(E)-Nerolidol

FA

FA

FA

FA

FA

C

Tabela 14. —nastavak—

1385

1391

1400

1409

1413

1447

1461

1463

1470

1476

1479

1500

1502

1503

1512

1518

1523

1559

1559

tr
tr

0,8

tr

tr

tr

tr

0,2

tr
0,3
tr

tr

- tr -
- tr tr
- - 9,8
tr 0,1 3,2
- - tr
- tr 2,6
- tr -
- tr -
- - tr
- - 8,1
- - tr
tr 0,1 tr
- tr -

e, f
e, f
e fg

e, f

e, f

e fg

e, f

e, f

e, f

e, f
e, f,g
e f

e, f

e, f

e, f

e, f

e, f

e f
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Tabela 14. —nastavak—

2-Metilpentadekan A 1563 tr - - - e, f
3-Metilpentadekan A 1570 tr - - - e, f
(2)-3-Heksenil FA 1571 - i tr r ef
benzoat

(62,82)-4,6,8-

Megastigmatrien-3- C 1577 0,3 1,2 0,3 4,3 e, f
on

2-Metil-4-(2,6,6-

trimetil-1-

cikloheksen-1-il)-2- C 1582 - - tr - e, f
butenal (sin.

boronia butenal)?

Heksadekan A 1600 tr - - - e fg
(6E,8E)-4,6,8-

Megastigmatrien-3- C 1610 tr tr tr tr e f
on

Tetradekanal FA 1613 - - tr - e fg
(6E,82)-4,6,8-

Megastigmatrien-3- C 1623 0,2 0,6 0,2 4,3 e f
on

2-Metilheksadekan A 1663 - - tr - e, f
1-Tetradekanol FA 1678 - - tr - e f.g
2-Pentadekanon FA 1696 tr - tr - e, f
Heptadekan A 1700 tr tr tr tr e f.g
Pentadekanal FA 1714 tr - tr tr e f
I;:ﬁ::kammka FA 1758 - i tr . efg
Benzil benzoat FA 1768 - - tr - e, f
3-Metilheptadekan A 1771 - - tr - e f
Oktil oktanoat FA 1776 - - tr - e f
Fenantren @ 1784 - - tr - e f
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1-Oktadecen
Oktadekan
Heksadekanal

Neofitadien
(izomer I)

Heksahidrofarnezil
aceton

1-Heksadekanol
1-Nonadecen
Nonadekan

(E,E)-Farnezil
aceton

Metil palmitat
Izofitol

Heksadekanonska
kiselina

Etil heksadekanoat
1-Eikozen
Eikozan

(E,E)-Geranil
linalol

Metil (Z2,Z,2)-
9,12,15-
oktadekatrienoate

Heneikozan
trans-Fitol

Oktadekanonska
kiselina

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA
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tr
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0,3

0,7
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(2,2,2)-9,12,15-
Oktadekatrienonska
kiselina

1-Dokozen
Dokozan
Eikozanal
2-Metildokozan
1-Trikozen
Trikozan
2-Heneikozanon
0-Oktadekalakton
3-Metiltrikozan
1-Tetrakozen
Tetrakozan
2-Dokozanon
2-Metiltetrakozan
1-Pentakozen
Pentakozan
1-Heksakozen
Heksakozan
2-Metilheksakozan
1-Tetrakozanol
1-Heptakozen
Heptakozan
Pentakozanal
3-Metilheptakozan

1-Oktakozen

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

FA

2164

2192

2200

2213

2265

2297

2300

2307

2347

2374

2396

2400

2410

2465

2497

2500

2597

2600

2665

2677

2697

2700

2714

2775

2797

0,2

0,2

tr

0,5

2,4
tr

tr

tr
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tr
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2,8

tr

tr

0,6

3,8
tr

tr

0,3

0,2
0,5
tr
tr
0,1
2,8
tr
0,2
tr
0,7
1,4
tr
tr
0,8
8,2
0,5
0,7
tr
tr
tr
3,7
tr
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tr
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Tabela 14. —nastavak—

Oktakozan A 2800 tr tr 0,2 tr e fg
2-Metiloktakozan A 2864 - - tr - e, f
Nonakozan A 2900 34 41 4.2 124 e f,g
3-Metilnonakozan A 2975 - - tr - e, f
1-Triakonten FA 2998 - - 0,1 tr e, f
Triakontan A 3000 tr tr 0,1 tr e fg
1-Heksakozil acetat FA 3013 - tr 0,2 - e f
2-Metiltriakontan A 3065 - - tr - e f
Hentriakontan A 3100 2,4 3,5 3,2 124 e f,g
1-Dotriakonten FA 3198 - - - tr e, f
Dotriakontan A 3200 tr - tr tr e fg
1-Oktakozil acetat FA 3213 - - tr - e, f
Tritriakontan A 3300 tr tr 0,2 tr e fg
Ukupno 95,1 95,7 96,0 96,4

Broj sastojaka kao i klase kojima pripadaju identifikovana jedinjenja etarskih ulja

lis¢a vrsta roda Morus prikazan je u Tabeli 15.

Tabela 15. Broj sastojaka i klase identifikovanih jedinjenja etarskih ulja li§¢a vrsta roda Morus

Broj sastojaka 71 36 96 43
Alkani A 20,2 17,5 26,1 52,4
Karotenoidni derivati C 2,7 4.8 14 24.8
Diterpenoidi D 71,4 73,4 62,3 79
Masne kiseline i derivati FA 0,6 tr 6,0 8,1
masnih kiselina

Monoterpenoidi M - - tr -
Drugi tr tr 0,1 tr
Seskviterpenoidi S 0,2 - tr tr
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LEGENDA tabela 14 i 15:

a) RI = retencioni indeks odreden u odnosu na relativni homologi niz n-alkana (C8-
C33) na koloni DB-5MS;

b) MN-1 = Uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom svezeg lis¢a Morus nigra,
odmah nakon sakupljanja biljnog materijala, MN-2 = Uzorak etarskog ulja dobijen
hidrodestilacijom li§¢a M. nigra koje je suSeno mesec dana pri sobnoj temperature;

c) MA-1 = Uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijum svezeg lis¢a Morus alba,
odmah nakon sakupljanja biljnog materijala, MA-2 = Uzorak etarskog ulja dobijen
hidrodestilacijom lis¢a M. alba koje je suseno mesec dana pri sobnoj temperature;

d) ID = Metod identifikacije;

e) = sastojak identifikovan poredenjem maseno-spektralnih karakteristika sa onima iz
literature (Adams, 2007);

f) = sastojak identifikovan eksperimentalnim retencioming indeksom (DB-5MS
koloni) poredenim sa literaturnim podacima (Adams, 2007);

g) = identitet sastojka potvrden koris¢enjem GC ko-injekcijom autenti¢nog standard;
h) tr = trag (< 0.05%); - = nije detektovano;

i) MS (El, 70 eV), m/z (rel. int., %): 178 (21, [M+]), 163 (42), 151 (6), 150 (47), 136
(12), 135 (100), 122 (7), 121 (30), 109 (13), 108 (11), 107 (47), 105 (7), 95 (19), 94
(7), 93 (31), 91 (25), 85 (7), 81 (25), 80 (10), 79 (65), 78 (9), 77 (34), 71 (16), 70 (8),
69 (47), 67 (15), 66 (9), 65 (16), 57 (17), 55 (25), 53 (17), 52 (6), 51 (10), 43 (18), 42
(6), 41 (41), 40 (5), 39 (24);

J) Relativna stereohemija nije odredena;

k) Maseni spektar i retencioni indeks objavio G. MacLeod (MacLeod, 1991);

I) MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int., %): 181 (4), 180 (30, [M+]), 165 (5), 138 (15), 137
(87), 125 (29), 124 (100), 123 (8), 110 (5), 109 (12), 96 (10), 95 (6), 83 (7), 82 (14),
81 (17), 79 (6), 67 (6), 55 (59), 54 (16), 53 (10), 41 (11), 39 (12).

Komponente koje su derivati karotenoida (apokarotenoidi ili norizoprenoidi) su

zastupljeni sa skoro ¥4 (24,8%) od ukupnog uzorka MA-2, dok su komponente ove klase bili

prisutni samo sa 1,4% u uzorku ulja iz svezih listova M. alba. Tako, ne samo relativni sadrzaj

frakcije karotenoida, nego i njen kvalitativni sastav, pokazuju razliku izmedu uzoraka

etarskih ulja iz svezih i osuSenih listova M. alba (MA-1 i MA-2; Tabela 14). Generalno, ukus

biljnog materijala je jedna od glavnih organoleptickih karakteristika koja se koristi u njenoj
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selekciji, prihvatanju i ingestiji (Preedy, 2013). Otkrivene razlike, na primer povecan sadrZaj
karotenoidnih derivata, sugeriSe da proces susenja ima kljucnu ulogu za postojanje poznatog
ukusa ¢aja (infuz sa vodom) pripremljenog od osusenog lis¢a M. alba. Komponente
karotenoidnih derivata se karakterisu veoma niskim pragom za miris (upadljivi primeri su
neobi¢no snazni mirisi f-jonona i f-damascenona sa pragom za miris od 0,007 ppb i 0,002
ppb, respektivno (Winterhalter P, Rouseff R.,2001), i spadaju u potencijalno najaktivnije
aromati¢ne biljne metabolite (Preedy, 2013). Na primer, f-jonon (miris ljubiCice, drveta,
cvetni, voéni ukus), prisutan u oba uzorka M. alba etarskog ulja (MA-1 i MA-2; Tabela 14),
je glavni nosilac aroma ruze, uprkos niskim koncentracijama u ulju ruze (Berger i sar., 1989).
Pored (E)-S-jonona, druge identifikovane komponente karotenoidnih derivata verovatno
doprinose aromi lis¢a M. alba (na primer Safranal (slatkast, drven, fenolni, oStar, vocni,
biljni), geranil aceton (ruza, cvetni, magnolija, aldehidni, voéni), farnezil aceton (voéni, miris
vina, cvetni, kremast), (E)- i (Z)-f-damascenon (vo¢ni, medeni) i svi stercoizomeri
megastigma-4,6,8-trien-3-ona (slatkasti)) (Preedy, 2013). Osim toga, oksidativni proizvodi
karotenoida imaju vazne bioloSke funkcije. U biljnim organima, apokarotenoidi obavljaju
funkcije hormona, pigmenata, privlace insekte i imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti (npr.
antigljivi¢no, antibakterijsko delovanje) (Giuliano i sar., 2003). Dalje, geranil aceton, koji je
identifikovan samo u etarskom ulju osusenog lis¢a M. alba (9,8%), pokazuje znacajno
germicidno i antimikrobno dejstvo (Bonikowski i sar., 2015). Dakle, sa efektom poboljsanja
organoleptickih karakteristika osuSenog liS¢a, veca koli¢ina karotenoidnih derivata, kao
rezultat procesa suSenja, moZe znafajno da poboljSa bioloski i/ili farmakoloski potencijal
lis¢a M. alba.

Znacajne razlike medu uzorcima etarskih ulja svezeg i osuSenog lis¢a duda su
verovatno rezultat daljeg uklanjanja isparljivih sastojaka etarskih ulja (etarsko ulje osusenog
biljnog materijala je sadrzalo samo ~50% sastojaka koji su bili prisutni u uzorcima etarskog
ulja svezeg liS¢a) ili usled biohemijskih transformacija koje su se desile nakon sakupljanja
materijala (npr. kvalitativne i kvantitativne razlike karotenoidnih derivata i diterpenoida u
etarskom ulju dobijenom iz svezeg i osuSenog biljnog materijala, posebno kod M. alba).
Povecana koli¢ina i velika strukturna raznolikost apokarotenoida pronadenih u osuSenom
lis¢u M. alba, mogu biti dovedene u vezu uglavnom zbog raznolikosti katalitickih enzima iz
grupe Carotenoid Cleavage Dioxygenases (CCDs) koji katalizuju sintezu isparljivih
apokarotenoida (El Hadi i sar., 2013; Simkin i sar., 2004). CCDs predstavljaju veliku grupu
enzima i pokazuju visok stepen regiospecificnosti na poziciji dvostruke veze njihovih

supstrata (Yahyaa i sar., 2013). Kako CCDs ¢esto produkuju visestruke proizvode iz jednog
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supstrata, $to verovatno doprinosi raznolikosti apokarotenoida nadenih u prirodi (Auldridge i
sar., 2013), nije iznenadujuce S§to veéina identifikovanih apokarotenoida iz uzorka MA-2
mogu biti produkti iz jednog biosintetskog puta, sa po¢etkom od fitoena.

Predlozeni biosintetski put, koji povezuje vecinu identifikovanih apokarotenoida iz
osuSenog lis¢a M. alba sa zajedni¢kim prekursorom (fitoenom), opisan je na Slici 13. Na
osnovu struktura biosintetizovanih apokarotenoida (Cis-norizoprenoida - f-jonona, 3,4-
dihidro-f-jonona, safranal, f-damascenona i svih dijastereoizomera megastigma-4,6,8-trien-
3-ona), izgleda da je reakcija bio-oksidativnhog razdvajanja koja ukljucuje 9,10 (9',10"-
dioksigenazu (CCD1, CCD?7 i/ili AtCCDI1 enzim, koji vrsi razdvajanje dvostruke veze na
poziciji 9,10 njihovog karotenoidnog substrata (Winterhalter P, Rouseff R., 2001), bila
dominantna. Prethodno je predlozen mehanizam u dva koraka za nadin delovanja ovog
enzima u cvetu ruza koji nije specifican za funkcionalne grupe karotenoida (Eugster, Marki-
Fischer, 1991). Takode, transformacija pocetnih karotenoida do apokarotenoida moze da se
odvija putem neenzimskog procesa koji obuhvata foto-oksidaciju, (auto)oksidaciju i termalnu
degradaciju (Winterhalter P, Rouseff R., 2001). Uprkos svemu, i pored dostupnih detaljnih
znanja o biosintetskom putu apokarotenoida kod biljaka u tri razradena koraka u biosintezi
apokarotenoida iz karotenoida (Winterhalter P, Rouseff R., 2001), ostaje nepoznato koji put
(enzimsko ili neenzimsko razdvajanje) je glavni kod brojnih biljnih vrsta. Ovo ukljucuje

trenutni slu¢aj biosinteze apokarotenoida u lis¢u M. alba.
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Slika 13. PredloZeni biosintetski put formacije apokarotenoida u etarskom ulju osusenog lis¢a
M. alba sa fitoenom kao pocetnim supstratom. ZCD je zeaxanthin cleavage dioksigenazai CCD

je carotenoid cleavage dioksigenaza (Radulovié i sar., 2017)

Uzorak etarskog ulja osuSenog lis¢a M. alba sadrzi komponentu koja eluira pri RI
1518 i zastupljena je sa 8,1% u ulju, a nije detektovana u drugim uzorcima. Prilikom
direktnog poredenja masenih spektara komponenata (molekulski jon pri m/z 180, osnovni pik
pri m/z 124, Slika 14) sa onima koji su dostupni u komercijalnim bibliotekama masenih
spektara (Adams (Adams, 2007), Wilez 6, NIST11 i MassFinder 2.3) nije se doSlo do
uspesnog reSenja. Iz iskustva, veoma slicna komponenta je nadena kao sastojak mnogih
etarskih ulja, ali je ostala neidentifikovana (na primer, u etarskom ulju osuSenog Geranium
sanguineum L. (Geraniaceae) (Radulovi¢ i sar., 2012)). Prvi tragovi koji su doveli do njene
identifikacije poticali su od sli¢nosti sa jednim od sastojaka koji je bio prisutan u istom
uzorku etarskog ulja. Naime, komponente dihidrobovolida, ¢ija je identifikacija izvrSena
poredenjem masenih spektara i retencionih indeksa iz MassFinder-a 2.3, eluira se (Rl 1512)
bas pre nego komponenta bovolid. Dihidrobovolid ima maseni spektar koji pokazuje jone pri
m/z vrednostima koje su 2 jedinice vi$i nego oni kod tada neidentifikovanog sastojka,
ukljucujuéi njegov molekulski jon (pri m/z 182). To je rezultovalo time da se uzme u obzir

moguénost da komponenta na RI 1518 predstavlja dehidro derivat dihidrobovolida.
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Pretragom literature doslo se do zakljucka da takva komponenta postoji: (E/Z)-3,4-dimetil-5-
pentilidin-2(5H)-furanon, poznata i kao (cis/trans)-bovolid (Slika 14). Poredenje objavljenih
(MacLeod G., 1991) masenih spektara i RI vrednosti, za kolone iste polarnosti, za bovolid sa
onima koje odgovaraju komponenti iz etarskog ulja osusenog lis¢a M. alba potvrduju okvirno
identitet. Tako je komponenta na Rl 1518 identifikovana kao jedan od geometrijskih izomera
bovolida.

Bovolid je prvi put izolovan i identifikovan iz putera, i dobio je naziv zbog porekla iz
govedine (Boidingh, Taylor, 1962; Lardelli, 1966). Ranije, je potvrdeno da bovolid i
dihidrobovolid nastaju tokom biohemijskih transformacija nakon branja biljnog materijala
pod dejstvom svetlosti iz pocetnih biljnih metabolita, koji obi¢no prate proces biljnog
materijala (Horita 1 sar., 1985). lako je moguce postojanje dva diastereoizomera bovolida
((2)- 1 (E)-3,4-dimetil-5-pentilidin-2(5H)-furanon), za samo jedan se zna da nastaje kao
rezultat takve transformacije iz polaznih metabolita koji su povezani sa masnim kiselinama.
Dominantno nastajanje Z izomera je prethodno objavljeno u literaturi (Park i sar., 2012), i ta
¢injenica se moze shvatiti u smislu ocigledno velike razlike u minimalnim potencijalnim
energijama dva dijastereoizomera. Da bi se ovo potvrdilo, koris¢en je ChemBio 3D Ultra
12.0 softver, pri MM2 nivou teorije, izra¢unata je AE vrednost izmedu konformacija sa
minimalnim energijama dva dijastereoizomera. Dobijena je vrednost od = 4 kcal/mol (9,4635
i 13,6868 kcal/mol za (Z)-3,4-dimetil-5-pentilidin-2(5H)-furanon i (E)-3,4-dimetil-5-
pentilidin-2(5H)-furanon, respektivno). Radi poredenja, E izomer 3-heksana je za samo 0,21
kcal/mol stabilniji nego Z (razlika je racunata na isti na¢in). Takva razlika u stabilnosti
sugeriSe da se, u ravnotezi izmedu izomera, pri sobnoj temperaturi, moze ocekivati
dominacija (Z)-bovolida vise od 99,99% u stanju ravnoteze. Dakle, identifikovani izomer
bovolida je najverovatnije termodinamicki stabilniji oblik, Z-izomer.

Bovolid 1 dihidrobovolid, koji nisu povezani sa regularnim metabolickim putem
biosinteze masnih kiselina (Boidingh, Taylor, 1962; Lardelli i sar., 1966), prethodno su
indentifikovani kod mnogo razlicitih ¢ajeva (Horita i1 sar., 1985), ili kao sastojak duvana
(Demole, Berthet, 1972), ulja nane (Sakata, Hashizume, 1973), Lycium Chinese (Sannai i
sar., 1983) i Carphephorus corymbosus etarskih ulja (Karlsson i sar., 1972). Obe komponente
poseduju jaku aromu, sli¢nu celeru, i patentirani su proizvodi koji se koriste u svrhu
poboljsanja ukusa duvana (Boidingh, Taylor, 1962, Lardelli, 1966). Interesantno je to §to se
njihovo prisustvo Kkoristi kao marker za ekspoziciju biljnog materijala svetlu (Horita i sar.,
1985).
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Slika 14. Maseni spektar i struktura cis-bovolida ((Z)-3,4-dimetil-5-pentilidin-2(5H)-furanon)

4.6 Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata plodova vrsta roda Morus L

Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata ploda M. alba i M.

nigra prikazani su u Tabeli 16.

Tabela 16. Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije testiranih metanolnih ekstrakata

(MIC/MBC u mg/cm?) protiv patogenih bakterija

Bakterijski soj Morus nigra L Morus alba L.
Bakterijski sojevi uzroc¢nici nastajanja akni
Gram (+) Poreklo
Staphylococcus aureus Brisevi rana 125,05/ >251,00 100,00/ >100,00
Staphylococcus aureus ATCC6538 62,52/251,00 100,00/100,00
Staphylococcus epidermidis  Brisevi rana 62,52/251,00 100,00/100,00
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 62,52/125,05 100,00/ >100,00
Streptococcus pyogenes Brisevi rana 31,26/ >251,00 >100,00/ >100,00
Streptococcus pyogenes ATCC19615 31,26/251,00 100,00/100,00
Propionibacterium acnae ATCC11827 125,05/ >251,00 100,00/ >100,00
Bakterijski sojevi uzrocnici infekcija

Gram (+)
Enterococcus faecalis Brisevi rana 125,05/ >251,00 100,00/ >100,00
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Tabela 16. —nastavak—

Enterococcus faecalis ATCC19433 125,05/251,00 >100,00/ >100,00
Gram (-)

Escherichia coli Brisevi rana 125,05/ >251,00 100,00/ >100,00
Escherichia coli ATCC9863 125,05/251,00 >100,00/ >100,00
Pseudomonas aeruginosa Brisevi rana 125,05/ >251,00 >100,00/ >100,00
Pseudomonas aeruginosa ~ ATCC9027 125,05/251,00 >100,00/ >100,00
Acinetobacter spp. Brisevi rana 125,05/125,05 100,00/ >100,00
Acinetobacter boumanii ATCC196060 125,05/251,00 100,00/ >100,00
Proteus mirabilis Brisevi rana 62,52/125,05 >100,00/ >100,00
Proteus mirabilis ATCC12453 125,05/251,00 >100,00/ >100,00
Klebsiella spp. Brisevi rana 125,05/ >251,00 100,00/ >100,00
Klebsiella pneumoniae ATCC10031 125,05/ >251.00 >100,00/ >100,00

Vrednosti antimikrobne aktivnosti test antibiotika protiv koriS¢enih bakterijskih

sojeva prikazane su u Tabeli 17.

Tabela 17. Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije referentnih antibiotika

(MIC/MBC u mg/cmd) protiv patogenih bakterija

Bakterijski soj

Test antibiotici

Metronidazol Doksiciklin Ciprofloksacin ~ Gentamicin
Bakterijski sojevi uzro¢nici nastajanja akni
Gram (+) Poreklo
Staphylococcus aureus Brisevi rana 3,91/15,62 7,81/7,81 1,26/1,26 0,60/0,60
Staphylococcus aureus ATCC6538 15,62/31,25 7,81/15,61 1,26/2,52 0,60/0,60
Staphylococcus Brisevi rana 7,81/31,25 3,91/3,91 0,63/0,63 0,30/0,30
epidermidis
Staphylococcus ATCC12228 7,81/62,50 3,91/7,81 0,63/0,63 0,30/0,30
epidermidis
Streptococcus pyogenes Brisevi rana 7,81/7,81 0,06/0,12 0,16/0,16 0,30/0,30
Streptococcus pyogenes ATCC19615 0,98/15,62 0,06/0,12 0,16/0,16 0,30/0,30
Propionibacterium acnae =~ ATCC11827 0,98/15,62 15,61/15,6 2,50/ >20,00 2,50/
1 >20,00
Bakterijski sojevi uzrocnici infekcija
Gram (+)
Enterococcus faecalis Brisevi rana 7,81/62,50 0,25/0,25 0,30/0,30 0,08/0,08
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Tabela 17. —nastavak—

Enterococcus faecalis ATCC19433 3,91/62,50 0,25/0,49 0,30/0,30 0,16/0,16
Gram (-)

Escherichia coli Brisevi rana 15,62/31,25 7,81/7,81 2,50/2,50 2,50/20,00
Escherichia coli ATCC9863 31,25/31,25 7,81/15,61 2,50/2,50 2,50/20,00
Pseudomonas aeruginosa Brisevi rana 15,62/62,50 7,81/15,61 0,02/0,63 2,50/10,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 31,25/31,25 15,61/15,61 0,02/0,63 2,50/10,00
Acinetobacter spp. Brisevi rana 1,95/62,50 15,61/15,61  10,00/20,00  10,00/20,00
Acinetobacter boumanii ATCC196060 15,62/15,62 15,61/15,61  10,00/20,00  10,00/20,00
Proteus mirabilis Brisevi rana 7,81/7,81 7,81/15,61 10,00/20,00 1,25/5,00
Proteus mirabilis ATCC12453 62,50/125,00 7,81/15,61  10,00/20,00  5,00/10,00
Klebsiella spp. Brisevi rana 31,25/125,00  15,61/1561  0,63/20,00 2,50/10,00
Klebsiella pneumoniae ATCC10031 31,25/62,50 15,61/15,61  10,00/20,00  10,00/20,00

U ovom testiranju, korisc¢en je celokupan ekstrakt. To je u skladu sa pretpostavkom da
aditivni 1 sinergisti¢ki efekat fitohemikalija poti¢e od svih supstanci jedne lekovite biljke koja
se koristi za leCenje (Liu, 2003). Rezultati dobijeni u testiranju antimikrobne aktivnosti
metanolnih ekstrakata pokazuju da je ekstrakt biljne vrste M. nigra aktivniji od ekstrakta M.
alba. Ekstrakt ploda M. nigra ima MIC=31,26-125,05 mg/cm® i MBC=125,05-251,00
mg/cm?® na testiranim bakterijskim sojevima. Antimikrobna aktivnost M. nigra je pokazana i
u testiranju njegovog soka (Khalid i sar., 2011), tako da se moze re¢i da je ovaj rezultat
o¢ekivan. Najvecéa testirana koncentracija ekstrakta nije pokazala antimikrobnu aktivnost
prema bakterijskim sojevima izolovanim sa rana pacijenata, medu kojima su: S. aureus, S.
pyogenes, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa i Klebsiella sp.. Izostala je i aktivnost protiv
ATCC bakterijskinh sojeva P. acnae i K. pneumoniae. Medutim, najbolja antimikrobna
aktivnost je zapazena protiv soja ATCC 12228 S. epidermidis i P. mirabilis sa izolata rane,
MIC/MBC=62,52/125,05 mg/cm?. Ovi razultati se razlikuju od literaturnih, u smislu da
pokazuju aktivnost protiv bakterija koje su u drugim istrazivanjima bile rezistentne (Digrak i
sar., 1999). Razlog tome moze biti taj Sto biljni materijal poti¢e sa razli¢itog geografskog
podrucja (Turska), a u prilog tome govore i rezultati koji su dobijeni testiranjem biljnog
materijala sa podrucja Srbije (Dimitrijevi¢, 2014). Protiv bakterijskog soja S. pyogenes
ATCC 19615, ekstrakt M. nigra je imao MIC/MBC=31,26/251,00 mg/cm?®. Ekstrakt M. alba
je pokazao slabiju inhibitornu aktivnost pri najvecoj koncentraciji protiv 73% testiranih
bakterijskih sojeva. Dejstvo je ostvareno protiv sojeva S. aureus, S. epidermidis i S.s
pyogenes (MIC=MBC=100 mg/cm?). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su dobili i
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drugi autori testiranjem na bakterijskim sojevima (Dimitrijevi¢, 2014; Wang i sar., 2012).
Zasluge za antibakterijski efekat protiv ovih bakterijskih sojeva, mogu se pripisati jedinjenju
kuwanon G, za koje je utvrdeno da ima antimikrobni efekat i da je sastojak M. alba (Park i
sar., 2003). Za razliku od ostalih istrazivaca, u ovom istrazivanju je koris¢en veéi broj
razli¢itih bakterijskih sojeva, tako da se moze rec¢i da je dobijen kompletniji antibakterijski

profil metanolnih ekstrakata.
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Slika 15. Poredenje antimikrobne aktivnosti metanolnog ekstrakata M. nigra sa

referentnim antibioticima

Odnos koncentracija potrebnih za postizanje MIC/MBC metanolnog ekstrakta ploda
M. nigra i referentnih antibiotika prikazan je na Slici 15. Poredenjem vrednosti dobijenih za
antimikrobnu aktivnost metanolnih ekstrakata 1 referentnih antibiotika moze se izvesti
zakljucak o efikasnosti ekstrakata. Bila je potrebna 11 puta veca koncentracija ekstrakta
ploda M. nigra u odnosu na potrebnu koncentracije metronidazola, 13 puta u odnosu na
doksiciklin, 76 puta u odnosu na ciprofloksacin i oko 100 puta u odnosu na gentamicin za
postizanje inhibitornog efekta protiv bakterijskih sojeva koji su uzro¢nici nastajanja akni. Za
postizanje baktericidnog efekta protiv istih sojeva bila je potrebna 9 puta veca koncentracija
ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol, 32 puta u odnosu na doksiciklin, 64 puta u

odnosu na ciprofloksacin i 60 puta u odnosu na gentamicin.
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Za postizanje inhibitornog efekta protiv bakterijskih sojeva uzro¢nika ostalih infekcija

bila je potrebna oko 6 puta veca koncentracija ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol,

12 puta u odnosu na doksiciklin, 25 puta u odnosu na ciprofloksacin i skoro 30 puta u odnosu

na gentamicin. Za postizanje baktericidnog efekta protiv istih sojeva bila je potrebna 4 puta

veca koncentracija ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol, skoro 19 puta u odnosu na

doksiciklin, 22 puta u odnosu na ciprofloksacin i 19 puta u odnosu na gentamicin.

4.7 Antimikrobna aktivnost aglikona ekstrakata plodova vrsta roda Morus L.

U ovom eksperimentu kori$¢ene su iste vrste bakterijskih sojeva (19 sojeva — 9 Gram

(+) 110 Gram (-)), kao i kod analize antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata. Testirane

su koncentracije aglikona M. alba su od 942,05 do 0,46 mg/cm?, a M. nigra od 971,6-0,48

mg/cm?. Rezultati dobijeni u ovom eksperimentu prikazani su u Tabeli 18.

Tabela 18. Rezultati antimikrobnog delovanja aglikonskih komponenti metanolnih ekstrakata

M. alba i M. nigra (MIC/MBC u mg/cm?) protiv patogenih bakterija

Bakterijski soj Aglikonska komponenta Aglikonska
Morus nigra L. komponenta
Morus alba L.
Bakterijski sojevi uzrocnici nastajanja akni
Gram (+) Poreklo
Staphylococcus aureus Brisevi rana 60,73/485,80 29,44/58,88
Staphylococcus aureus ATCC6538 30,36/242,09 29,44/58,88
Staphylococcus Brisevi rana 60,73/242,09 29,44/29,44
epidermidis
Staphylococcus ATCC12228 60,73/121,45 14,72/29,44
epidermidis
Streptococcus pyogenes Brisevi rana 30,36/485,80 58,88/58,88
Streptococcus pyogenes ATCC19615 30,36/242,09 29,44/58,88
Propionibacterium achnae =~ ATCC11827 30,36/485,80 58,88/117,76
Bakterijski sojevi uzrocnici infekcija
Gram (+)
Enterococcus faecalis Brisevi rana 121,45/485,80 58,88/58,88
Enterococcus faecalis ATCC19433 121,45/242,09 58,88/58,88
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Tabela 18. —nastavak—

Gram (-)

Escherichia coli Brisevi rana 121,45/485,80 29,44/942,05
Escherichia coli ATCC9863 121,45/242,09 29,44/942,05
Pseudomonas aeruginosa  Brisevi rana 121,45/485,80 58,88/942,05
Pseudomonas aeruginosa ~ ATCC9027 121,45/242,09 58,88/471,02
Acinetobacter spp. Brisevi rana 121,45 /121,45 29,44/471,02
Acinetobacter boumanii ATCC196060 121,45/242,09 58,88/471,02
Proteus mirabilis Brisevi rana 60,73/121,45 117,76/235,51
Proteus mirabilis ATCC12453 121,45/242,09 29,44/117,76
Klebsiella spp. Brisevi rana 121,45/485,80 58,88/235,51
Klebsiella pneumoniae ATCC10031 121,45/485,80 58,88/235,51

Na osnovu dobijenih rezultata se moze do¢i do zakljucka da je aglikonska
komponenta metanolnog ekstrakta ploda M. nigra aktivnija protiv Gram (+) bakterija.
MIC/MBC aglikona M. alba je bila u opsegu 14,72-58,88/29,44-117,76 mg/cm?®. Najniza
koncentracija bila je potrebna za dejstvo na S. epidermidis. Vrednosti za aglikon M. nigra
bile su MIC/MBC u opsegu 30,36-121,45/121,45-484,80 mg/cm®. Na osnovu dobijenih
rezultata izvodi se zakljuCak da aglikon metanolnog ekstrakta M. alba poseduje veéu
antimikrobnu aktivnost u poredenju sa aglikonom M. nigra na Gram (+) bakterije. Kada je
re¢ o rezultatima antimikrobnog delovanja na Gram (-) bakterijama, koncentracije MIC/MBC
aglikona M. alba su bile u opsegu 29,44-117,76/117,76-942,05 mg/cm®, a M. nigra 60,73-
121,45/121,45-484,80 mg/cm®. Aglikonska komponenta ekstrakta M. alba je u nizim
koncentracijama ostvarila inhibicuju rasta, ali je sa druge strane bila potrebna niza
koncentracija aglikona M. nigra za postizanje baktericidnog efekta.

Imajuéi u vidu da u sastav bobica (jagoda, borovnica, malina, brusnica, aronija), u
koje spada i plod duda, ulaze jedinjenja kao $to su: antocijani (kojima su posebno bogate),
tanini (Hakkinen sar., 2000; Clifford i sar., 2000), flavonoidi (Hakkinen i sar., 1998;
Hakkinen i sar., 1999), fenolne kiseline (Hukkanen i sar., 2006; Mattila i sar., 2006) i dejstva
koja su potvrdena — antioksidativno, antimikrobno, antiinflamatorno, i druga po zdravlje
povoljna dejstva (Heinonen i sar., 2007), dobijeni rezultati za aglikonske komponente ne

iznenaduju.
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4.8 Formulacije sa ekstraktima ploda Morus vrsta

4.8.1 Organolepticka svojstva

Odredivanje organoleptickih svojstava emulzija koje sadrze metanolni ekstrakt ploda
M. alba i M. nigra su obuhvatala utvrdivanje karakteristi¢nih svojstava polu¢vrstih preparata
za primenu na kozu, kao $to su: izgled, boja, sjaj, miris, konzistencija, homogenost,
razmazivost 1 izgled filma koji proizvod ostavlja na koZzi. Proizvodi imaju karakteristiCan
izgled homogene emulzije (bez grudvica), bele (Slika 16), odnosno crvenkaste boje (Slika 17)
koja potice od boje ekstrakata, normalnog sjaja na sobnoj temperaturi, karakteristi¢cnog
mirisa. Proizvodi su fine, ujednacene, polucvrste konzistencije. U pogledu razmazivosti pri

upotrebi, utvrdeno je da se proizvodi dobro razmazuju po kozi.

Slika 16. U/V emulzija sa ekstraktom M. Alba  Slika 17. U/V emulzija sa ekstraktom M. nigra

4.8.2 Reoloska svojstva

Merenja su radena sa uzlaznom krivom, pored inicijalne, silazne krive, da bi se
procenilo oporavljanje sistema nakon primenjenog stresa. U radu su odredivana reoloska
svojstva, tj. utvrdivan je tip teCenja za: uzorak P (sama podloga-baza), uzorak MNE (emulzija
sa metanolnim ekstraktom ploda M. nigra), MAE (emulzija sa metanolnim ekstraktom ploda

M. alba). Dobijeni rezultati su prikazani na Slikama 18-20.
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Slika 19. Promena viskoziteta emulzije sa metanolnim ekstraktom ploda M. nigra sa
gradijentom brzine smicanja
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Slika 20. Promena viskoziteta emulzije sa metanolnim ekstraktom ploda M. alba sa gradijentom

brzine smicanja

Sva 3 uzorka pokazuju pseudoplasti¢no tecenje (shear-thinning behavior), tj. da sa
porastom sile smicanja opada viskozitet, kao i tiksotropiju (tj. da sila smicanja razrusi
strukturu emulzija i da treba izvesno vreme da se ponovo uspostavi ta struktura). Emulzioni
sistemi sa pseudoplasti¢nim tecenjem stvaraju koherentan film na povrsini koze, koji je bitan
za bolju antioksidativnu zatitu (Di Mambro i sar., 2003). Cinjenica da emulzije pokazuju
pseudoplasti¢ni tip proticanja je pozeljna za dermokozmeticke tj. fitopreparate za primenu na
kozi jer omogucava lako nanosenje utrljavanjem po povrsini koze.

Sto se tiksotropije tice, vidi se da je najizrazenija kod same podloge (povrsina ispod
tiksotropne petlje je najveca). Sama tiksotropija kao pojava moze biti dizajnirana pri
formulaciji nekih proizvoda (na primer kod lakova za nokte) gde je pozeljno da prode
odredeno vreme kako bi se uspostavila inicijalna struktura proizvoda da bi film laka bio
gladak, tj. moguénost da se “izravna”). Kod drugih je jednostavno karakteristika sistema, kao
Sto je ovde slucaj.

Kod druga dva uzorka (MNE i MAE) tiksotropija je komparabilna. Uzorak emulzija
sa ekstraktima duda uti¢e na strukturu i karakteristike same podloge, moguce zbog toga §to
ima vise elektrolita u odnosu na samu podlogu. Na tiksotropiju emulzionih sistema uti¢u
faktori kao Sto su; pH, temperatura, koncentracija polimera (uguscivaca), promena polimera

kao i dodatak katjona i anjona (Lee i sar., 2009). Naime, u emulzijama sa ekstraktima je
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prisutan veci sadrzaj elektrolita nego u samoj podlozi, koji mahom poticu od katjona
makroelemenata. U prilog toj tezi, uradena su i merenja provodljivosti testiranih emulzija i
dobijeni su slede¢i rezultati: uzorak P ima elektricnu provodljivost 19 puS/cm; MNE ima
elektri¢nu provodljivost 113,5 uS/cm; MAE ima elektricnu provodljivost 128,2 uS/cm.
Vrednosti elektri¢ne provodljivosti za uzorke MNE i MAE su tipi¢ni za U/V emulzije,
dok je rezultat za uzorak P tipican za meSovite sisteme (Sto je i logi¢no, jer je podloga u
pitanju). Objasnjenje za rezultat koji pokazuje manju provodljivost emulzije sa ekstraktom M.
nigra moze se naci u tome Sto ekstrakt M. alba ima veci sadrzaj natrijuma. Kako je ekstrakt
rastvoren u spoljasnjoj — vodenoj fazi, u kojoj se nalaze i joni natrijuma, verovatno je da oni
uti¢u na povecanje provodljivosti. U svakom slu¢aju, razlika u viskozitetu izmedu uzorka

MNE i uzorka MAE nije od znacaja.

4.8.3 Fizi¢ka stabilnost
U cilju preliminarne procene fizicke stabilnosti formulisanih fitopreparata, izvrSena su
merenja pH vrednosti i1 elektricne provodljivosti direktnim uranjanjem sonde uredaja u

uzorke. Rezultati merenja 7, 45 i 90 dana nakon izrade su prikazani u Tabeli 19.

Tabela 19. Vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti za emulzije tipa U/V sa ekstraktima
ploda M. alba i M. nigra 7, 45 i 90 nakon izrade

Uzorak pH Elektri¢na provodljivost
(nS/cm)

MAE 5,48; 5,18; 5,35 128,2; 145,1; 148,9

MNE 5,31;5,43; 5,38 113,5;114,1; 115

P 5,9; 5,94; 5,98 19; 19,2; 19,2

Izmerene vrednosti pH podloge pokazuju blaga svojstva koris¢enog emulgatora.
Vrednosti pH za fitopreparate tipa emulzija U/V su u opsegu 3,5-8, i bliske su fizioloskim pH
koze. Povecanje vrednosti elektricne provodljivosti emulzija tokom vremena je u vezi sa
promenom u strukturi emulzionih sistemima koja potice od emulgatora. Medutim, ove
promene nisu znacajne te verovatno ukazuju na dobru fizi¢ku stabilnost emulzija. Vrednosti
pH 1 elektricne provodljivosti ukazuju da formulisani fitopreparati za primenu na kozu
poseduju dobre fizicko-hemijske karakteristike koje su u skladu sa vaze¢im Pravilnikom 0
uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti predmeta opSte upotrebe koji se mogu stavljati u

promet.
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4.8.4 Studija bezbednosti

U cilju testiranja bezbednosti primene formulisanih fitopreparata za lokalnu primenu
na kozi sprovedena je jednodnevna studija bezbednosti. Rezultati studije bezbednosti
fitopreparata, u formi hidrogela i emulzija sa ekstrakatima ploda duda prezentovani su na
Slikama 21 i 22.

Testirani hidrogeli, emulzioni sistemi, podloga i kontrole su oznafene na sledeci
naéin: mesto na kozi koje je bilo kontrolno mesto pod okluzijom (tj. iritirana a potom
netretirana koza) oznaceno je sa UCO; UCW je bilo mesto na kozi pod okluzijom na kom
nije vrSena iritacija; sa MNG je ozna¢eno mesto koje je bilo tretirano hidrogelom sa 2%
metanolnog ekstrakta M. nigra; MAG je oznaka za mesto na kozi koje je tretirano
hidrogelom sa 2% metanolnog ekstrakta M. alba; sa MNE je ozna¢eno mesto koje je tretirano
emulzijom koja sadrzi 2% metanolnog ekstrakta M. nigra; MAE je mesto na kozi koje je
tretirano emulzijom koja sadrzi 2% metanolnog ekstrakta M. alba. Statisticki znacajne razlike

oznacene su sa *.
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Slika 21. Rezultati studije bezbednosti za parametar eritema indeks
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Slika 22. Rezultati studije bezbednosti za parametar transepidermalni gubitak vode (TEWL)

Na osnovu dobijenih rezultata sprovedene studije bezbednosti koji se odnose na
vrednosti parametra eritema indeksa kao pokazatelja iritacije (Slika 21), moze se konstatovati
da je na mestu tretiranom hidrogelom sa 2% metanolnog ekstrakta ploda M. nigra (uzorak
MNG) doslo do statisticki znaCajnog povecanja vrednosti eritema indeksa nakon 24 h u
odnosu na vrednosti pre aplikacije. Na tom mestu je koza ispitanika bila crveno obojena
(Slika 23), koja se lako ispira nakon prvog pranja vodom. O¢igledno je da crvena prebojenost
koze potic¢e od boje ekstrakta, odnosno pigmenta ploda M. nigra prisutnog u ekstraktu, koji se
inace i koristi u farmaceutskoj industriji za bojenje (Singhal i sar., 2009), te se porast iritacije
u kontekstu merenja eritema indeksa ne moze smatrati relevantnim.

Obe emulzije koje su sadrzale ekstrakte plodova duda nisu pokazale statisticki
znacajne vrednosti promene parametra El, u odnosu na vrednosti pre aplikacije (bazalne

vrednosti).

93



Slika 23. Crvena obojenost koZe na podlaktici ispitanika

U slucaju analize parametra TEWL uocena je statisticki znacajna razlika na mestu
tretiranom hidrogelom koji sadrzi ekstrakt M. alba (Slika 22), u smislu smanjenja
transepidermalnog gubitka vode nakon aplikacije uzorka, Sto jeste pozeljno. Moze se
zakljuciti da hidrogel koji sadrzi 2% metanolnog ekstrakta ploda M. alba stvara neku vrstu
zastitnog filma na povrsini koze, spreCavaju¢i gubitak vode. Rezultat za hidrogel sa
ekstraktom M. nigra pokazuje da je doslo do povec¢anog odavanja vode u odnosu na vrednost
pre aplikacije, ali bez statistiCki znacajne razlike. To se eventualno moze tumaciti
nepovoljnim delovanjem nekog od sastojaka samog ekstrakta na barijernu funkciju koze.
Ipak, povecani sadrzaj odavanja vode moze se tumaciti odavanjem vode iz hidrogela koji je
0stao na povrsini koze.

Sa druge strane, kod studije bezbednosti dermokozmetic¢kih tj. fitopreparata tipa
emulzija sa ekstrakatima plodova duda, obe emulzije su pokazale malu promenu vrednosti
parametara TEWL, ali bez statisticki znacajne razlike. Nakon aplikacije svake od emulzija sa
ekstraktima duda doslo je do smanjenja vrednosti TEWL u odnosu na vrednosti pre njihove
aplikacije, Sto je i pozeljno. One verovatno formiraju neku vrstu zastitnog filma koji sprecava
odavanje vode sa povrsine koze, i na taj na¢in odrzavaju kozu hidriranom. Takode, moze se
pretpostaviti na osnovu odredenog sastava ekstrakata da oni uti¢u pozitivno na strukturu same
barijere SC.

Ipak, rezultati ove studije su pokazali dobar bezbednosni profil testiranih emulzija sa
2% metanolnim ekstraktom ploda duda u smislu izostanka iritacionog potencijala. Zbog toga,

kao i zbog pozeljnijih svojstava emulzija kao nosaca kozmeticki aktivne supstance u odnosu
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na hidrogele, dalja odredivanja efekata formulacija sa ekstraktima duda (dugotrajna studija)

su nastavljena sa njima.

4.8.5 Sedmodnevna studija efekata U/V emulzija na vestacki iritiranoj kozi

Medu mnogobrojnim formulacijama dermokozmetickih proizvoda najzastupljenije su
emulzije (Epstein, 2009), i one predstavljaju dobre nosace za proizvode koji se koriste u cilju
nege, ali i reparacije koze, tj. kozne barijere (Epstein, 2014). U njima se mogu
dispergovati/ugraditi i lipofilne i hidrofilne kozmeticki aktivne supstance/komponente (Otto i
sar., 2009; Epstein, 2014).

Zbog pretpostavljenih prednosti kao i zbog pokazane bezbednosti za primenu na koZi,
dalja testiranja su nastavljena sa emulzijama tipa U/V koje u sebi sadrze ekstrakte ploda vrsta
Morus. Ekstrakt ploda M. alba/M. nigra je inkorporiran u podlogu Unguentum emulsificans
anionicum aquosum, koja je oficinalna po Magistralnim Formulama 2008 (Magistralne
Formule, 2008). Ona se koristi kao podloga za lekovite supstance koje su kompatibilne sa
emulgatorima anjonskog tipa, kao hidrofilna U/V krema sa emolijentnim efektom na kozu
(MF 2008).

Dakle, u ovom delu testiranja je in vivo efekat tokom sedmodnevne aplikacije
emulzija (MNE i MAE) na kozu ispitanika koja je prethodno iritirana rastvorom NaLS. Ovaj
model iritacije koze upotrebom anjonskog tenzida (Tupker i sar., 1997) je Cesto koriséen za
odredivanje anti-inflamatornog potencijala preparata za lokalnu primenu na kozi, imaju¢i u
vidu ¢injenicu da izlozenost koze ovom tenzidu indukuje iritantni kontaktni dermatitis (ICD),
neimunolosku lokalnu inflamatornu reakciju (Kartono i sar., 2006). ICD je klinicki uocljiv
kao edem ili eritem i moze se meriti relevantnim biofizickim parametrima (Pinagoda i sar.,
1990; Tupker i sar., 1997; Berardesca i sar., 1997; Kyidonieus i sar., 1999).

U tom smislu, najpre je izvrSeno merenje parametara TEWL i El pre, a potom i nakon
izvrSene iritacije. Dobijeni rezultati su prikazani na Slikama 24-27 kao apsolutne razlike
vrednosti parametara nakon iritacije, u odnosu na vrednosti izmerene pre indukovane iritacije

(bazalne vrednosti).
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Apsolutna promena EI u odnosu na bazalne vrednosti

0.00

EI nakon iritacije

-5.00

-10.00

-15.00

-20.00
-25.00

-30.00

-35.00

-40.00

1 (UCO)

2(P)

3 (MNE)

4(N)

5 (UCW)

6 (MAE)

FI nakon
iritacije

-14.33

-13.78

-19.88

-36.22

-15.00

-7.33

Slika 24. Rezultati za parametar eritems indeks (El) nakon iritacije NaLS-om u poredenju sa

vrednostima pre iritacije

TEWL nakon iritacije
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Slika 25. Rezultati za parametar transepidermalni gubitak vode (TEWL) nakon iritacije

NaLS-om u poredenju sa vrednostima pre iritacije
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Apsolutna promena pH u odnosu na bazalne vrednosti
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0.40
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m pH nakon

iritacije

0.22

0.01
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0.22

-0.07

-0.05

Slika 26. Rezultati za parametar pH nakon iritacije NaLS-om u poredenju sa vrednostima pre

iritacije

Apsolutna promena vlaznosti u odnosu na bazalne vrednosti

5.00
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1.00
-1.00
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VlaZnost nakon iritacije

1 (UCU)
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4(N)
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6 (MAE)

EC nakon
iritacije

-4.47

-2.29

-2.80

0.13

-1.56

-3.93

Slika 27. Rezultati za parametar vlaZnost koZe nakon iritacije NaLS-om u poredenju sa

vrednostima pre iritacije
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Mogu se uociti promene merenih parametara nakon iritacije koze. Pri tom, kao S$to je i
ocekivano, dolazi uglavnom do porasta TEWL i pada nivoa hidratacije koZe na iritiranim
mestima, $to se objasnjava negativnim uticajem NaLS na barijeru SC tj. njenim oSteéenjem.
Tacnije, okluzija koze sa 6% rastvorom NaLS su rezultovale u smanjenju vlaznosti koze, sa
statistiCki znacajnom razlikom, u odnosu na stanje pre izazivanja iritacije. Ipak, neoc¢ekivano,
iritacija ne dovodi do porasta ve¢ do smanjenja vrednosti EI, mada ova smanjenja nisu bili
statisticki znacajna.

Kontrolna i testirana mesta na kozi ispitanika su oznacena na sledec¢i nac¢in: UCO je
oznaceno mesto gde je izvrSena iritacija koze ali nije bilo tretirano emulzijama; P je mesto na
kome je izazvana iritacija i tretirano je podlogom; MNE je mesto tretirano emulzijom sa 2%
ekstrakta ploda M. nigra; N je mesto na kome nije bila izvrSena iritacija i nije bilo tretirano;
UCW je mesto na kom je izvrSena iritacija ali nije bilo tretirano emulzijama; MAE je mesto
na kozi koje je tretirano emulzijom sa 2% ekstrakta ploda M. alba. Svi ispitanici su rekli da
su se pridrzavali datih uputstava.

Tokom tretmana iritirane koze sa testiranim formulacijama, doslo do poveéanja nivoa
vlaznosti koze. Treba imati u vidu da je prethodna iritacija rezultovala smanjenjem vlaznosti.
Poredenjem dobijenih vrednosti najbolje rezultate u smislu povecanja hidratacije koze su
pokazale emulzije sa ekstraktima ploda M. alba i M. nigra (uzorci MNE i MAE, Slika 28).
Nakon 72 h od tretmana, bilo je znacajne razlike izmedu vrednosti izmerenih na mestu N u
odnosu na P, MNE i MAE. Naime, hidratacija koja je postignuta formulacijama koje su
sadrzale biljne ekstrakte je bila veéa u odnosu na hidrataciju do koje je dovela sama podloga.
Rezultati merenja nakon 96 h pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu N u odnosu na P,
MNE, UCW i MAE. Kao i nakon 72h od pocetka aplikacije, formulacije sa ekstraktima su
pokazivale vecu sposobnost vlazenja koze u odnosu na podlogu i kontrolu. Merenje nakon
168 h od pocetka tretmana iritirane koze je takode pokazalo da je doslo do statisticki
znafajnog povecanja vlaZznosti koZe koja nije tretirana u odnosu na mesta tretirana
formulacijama. Formulacije sa ekstraktima su pokazala viSu sposobnost hidratacije koze u
odnosu na podlogu 1 kontrole ali bez statisticki znacajne razlike medu sobom. Znaju¢i da 1
sama okluzija moZe da dovede do povecane vlaznosti koze, rezultati za kontrole pod
okluzijom nisu iznenadujuce (Savi¢ i sar., 2009). Kako su formulacije sa ekstraktima imale
viSu vrednost hidratacije u odnosu na podlogu, taj rezultat se moze pripisati dejstvu
ekstrakata, s tim §to je nakon 72 i 96 h formulacija sa ekstraktom M. Nigra imala bolji u¢inak

u vlazenju koze, a nakon 168 h formulacija sa ekstraktom M. alba (Slika 28).
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Promena vlaznosti tokom 7 dana

18
16
14
12
o 10
- 8
6
4
2 -
0 J
-2
Uco P MNE N UCW MAE
72h nakon iritacije 5.76 7.67 11.26 0.30 5.10 9.78
M 96h nakon iritacije 437 8.42 873 -1.03 5.35 3.46
M168h nakon iritacije] 8.57 10.25 15.36 2.08 9.71 15.41

Slika 28. Uticaj testiranih formulacija na in vivo merenu hidratisanost koZe tokom

sedmodnevnog tretmana nakon iritacije koze

Imajué¢i u vidu da oksidativni stres moze da promeni stanje hidratisanosti ¢éelija
(Krutmann i Yarosh., 2006), od velikog je znacaja da dermokozmeticka formulacija poseduje
u svom sastavu komponentu koja ima antioksidativni potencijal. U takvoj formulaciji,
antioksidans sprecava dejstvo slobodnih radikala koji uniStavaju kolagen i elastin, i taj nacin
narusavaju strukturu koze te mogu dovesti do njene dehidratacije. Kafena kiselina pokazuje
kako in vitro tako i in vivo antioksidativna svojstva, zastitni efekat protiv UVB indukovanog
eritema (Sato i sar., 2011). Rutin se u dermokozmeti¢kim proizvodima koristi kao
antioksidans i emolijens (Russo i sar., 2000; Ng i sar., 2000).

Preparati koji vlaze kozu spadaju u najbrojniju 1 najkoriS¢eniju klasu
dermokozmetickih proizvoda. Formulisani kao emulzije, oni su najceS¢e preporucivani
preparati u dermatolo$skim ordinacijama. Koriste se preventivno, kao mono i dopunska
terapija namenjena tretmanu brojnih patoloskih stanja koZe, posebno ihtioze, atopijskog
dermatitisa i raznih dermatoza (Lodén, 2003). Efekat vlazenja koze nije samo povrSinski
proces, nego Cesto posledica funkcionalnih promena u SC i zbog toga se proizvodi sa ovim
dejstvom svrstavaju u klasu dermokozmetickih proizvoda (Fendler, 2000).

Efikasna hidratacija koze podrazumeva poveéanje sadrzaja vode u SC, Sto je

uglavnom u vezi sa obnavljanjem lipidne barijere, odrzavanjem integriteta i lepog izgleda
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koze. Dud sadrzi razli¢ite aktivne sastojke kao S§to su limunska kiselina, vitamin C,
palmitinska Kkiselina i antocijani (Chen i sar., 2006), koji imaju sposobnost hidratacije te se
efekti fitopreparata izmereni u sedmodnevnoj studiji mogu objasniti dejstvom upravo ovih
sastojaka na kozu. Kako su kozi potrebni voda i lipidi, kada je liSena svojih prirodnih
hidratacionih faktora, koza gubi vlaznost i elasti¢nost (Jeanette i Howard, 2006). Smanjenje
sadrzaja vlaznosti koze moze dovesti do smanjenja njene elasti¢nosti. Anjonski tenzid (kao
Sto je NaLS) moze direktno da interaguje sa bioloskim membranama i da ukloni lipide iz
intracelularnog prostora stratum corneum-a i da dovede do dehidratacije. Povecanje
apsorpcije vode, jaCanje strukture 1 oporavak barijere iritirane koze nakon aplikacije
fitopreparata sa ekstraktom duda se mogu dovesti u medusobnu vezu. Poveéanje vlaznosti
koze, koje je detektovano u ovoj studiji, zabelezili su i drugi istrazivaci (Akhtar i sar., 2012)
koji su ispitivali emulziju sa ekstraktom duda,s tim $to je u pitanju bio drugaciji sastav
formulacije.

Parametar TEWL (Slika 29) meren tokom ove studije je u vezi sa hidratacijom koze
(Slika 28). Nakon izazvane iritacije doslo je do povecanja TEWL. To se moze tumaciti time
Sto je doslo do naruSavanja funkcije kozne barijere koja spreCava odavanje vode. lzmerene
vrednosti nakon 3, 4 i 7 dana tretmana (uzorcima MNE i MAE) od izazvane iritacije koze, su
bile vece od onih koje odgovaraju vrednostima za obe kontrole, netretirano mesto i podlogu,
ali bez statisticke znacajnosti. To se moze tumaciti pove¢anom apsorpcijom vode iz
emulzionih sistema, koju je koza potom bila u stanju da odaje. TEWL je veli¢ina ¢ije
vrednosti reflektuju stepen kontinualne difuzije vode iz unutrasnjosti koze, kroz SC, ka
spoljasnjoj sredini (Rogiers, 2001). Kako je na osnovu rezultata za elektri¢nu kapacitivnost
zakljuceno da je doslo do povecanja vlaznosti, moZze se pretpostaviti da se upravo to
dogodilo. Takode, poznato je da i sama okluzija moze da dovede do povecane vlaznosti i

povecanog odavanja vode sa povrSine koze (Savi¢ i sar., 2009).

100



Promena TEWL tokom 7 dana

12
10
8
:'?]—‘ b
= 4
DA O W W S
k1
-2
-4
Uuco P MNE N UCW MAE
72h nakon iritacije -1.13 3.69 8.63 2.70 2.58 3.33
B 96h nakon iritacije -3.14 1.76 0.24 1.57 0.58 0.99
M 168h nakon iritacije 1.03 2.99 3.16 9.92 3.48 3.06

Slika 29. Uticaj testiranih formulacija na in vivo mereni transepidermalni gubitak vode tokom
sedan dana nakon iritacije

lako iritacija NaLS nije doveda do ocekivanog porasta vrednosti EI na iritiranim
mestima na kozi, primena testiranih uzoraka na iritiranu kozu dovela je do smanjenja eritema
tokom sedmodnevnog tretmana, mereno kao El (Slika 30). Emulzija sa ekstraktom ploda M.
alba je pokazala najbolji rezultat u smislu smanjenja vrednosti ovog parametra nakon 168 h
od vestacki izazvane iritacije u poredenju sa podlogom i obe kontrole. EI meren na mestu
koje je nakon iritacije bilo tretirano emulzijom sa ekstraktom ploda M. nigra je pokazala
manji El nego netretirano mesto. U poredenju sa hidrogelom koji je sadezao isti ekstrakt,
emulzioni sistem sa ekstraktom M. nigra nije uzrokovao crvenu obojenost koze.

MozZe se pretpostaviti da su neke od komponenti inkorporiranog ekstrakta odgovorne
za ovakav efekat. Verovatno su u pitanju limunska kiselina i flavonoidi za koje je prethodno
utvrdeno da imaju antiinflamatorno dejstvo (James i Mary, 2002), a koji se nalaze u dudu.
Cijanidin-O-B-glukozid poseduje anti-inflamatorno dejstvo (Min i sar., 2010). Rutin ima
sposobnost da spreci pojavu bora, kao 1 da smanji pojavu znakova starosti (npr. pega po kozi)
(Lee i sar., 2012). Hlorogenska kiselina sprecava foto-starenje koze i pomaze kozi da obnovi
svoju strukturu i vlaznost (Velazquez i sar., 2009).

Emulzija sa ekstraktom lista duda je testirana od strane drugih autora u cilju brzeg

zarastanja rana, a upotrebljena formulacije je bila drugacijeg sastava od testirane u ovom
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radu. Dobijeni su rezultati koji pokazuju reparirajuci efekat emulzije sa ekstraktom duda u
zarastanju rana (Bhatia i sar., 2014). U studiji emulzije sa drugom vrstom ekstrakta duda i
drugacijim sastavom emulzije (Akhtar i sar., 2012) pokazan je efekat smanjenja iritacije.
Dakle, rezultati studije koja je radena u ovom radu su u saglasnosti sa rezultatima

postignutim od strane drugih autora.

Promena EI tokom 7 dana

10
5
0
3 B
. 10
= 15
20
25
30
35
40
UCo P MNE N UCW MAE
72h makon iritacie]  3.30 9.40 1.80 7.40 21.30 | -11.80
M96h nakon iritaciie, -18.33 | -23.00 7.00 0.22 15.78 | -26.89
M 168h nakon iritacije|  -13.00 | -21.44 8.22 9.22 33.00 | -30.44

Slika 30. Uticaj testiranih formulacija na in vivo mereni eritema indeks tokom sedmodnevnog

tretmana nakon iritacije koze

Nakon eksperimentalno izazvane iritacije, nije bilo vece razlike u promeni pH koze u
odnosu na vrednosti pre izazvane iritacije. Prema rezultatima ove studije, aplikacija emulzije
sa ekstraktom ploda M. alba je smanjila vrednosti pH koze koja je prethodno
eksperimentalno iritirana, u manjoj meri nego sama podloga i emulzija sa ekstraktom ploda
M. nigra (Slika 31). Testirane emulzije su bile u stanju da smanje pH vrednost koze bez
istovremene iritacije, §to je od zmacaja ako se ima u vidu da je smanjenje vrednosti pH kozZe
Cesto praceno iritacijom (Smith, 1994). Medutim, promene pH vrednosti nisu bile statisticki
znacajne u poredenju sa vrednostima nakon izazvane iritacije, a ulogu u postizanju takvih

rezultata imao je verovatno i sam puferski potencijal koze (Pavlovi¢ i sar., 2013).
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Promena pH tokom 7 dana

0
0 —
0 |
:g 0 — |
0 —
-1 —
-1
-1
Uuco P MNE N UCW MAE
72h nakon iritacije|  -0.56 -0.55 -0.59 -0.51 -0.51 -0.44
M 96h nakon iritacije| -0.32 -0.37 -0.39 -0.33 -0.31 -0.20
M 168h nakon iritacije.  -(0.34 -0.32 -0.36 -0.37 -0.37 -0.28

Slika 31. Uticaj testiranih formulacija na in vivo merene vrednosti pH koZe tokom

sedmodnevnog tretmana nakon iritacije
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ZAKLJUCAK

ICP-OES analizom ekstrakata biljnog materijala M. alba i M. nigra utvrdeno je da list
M. nigra sadrzi najvise Ca (27,4 mg/g) i Si (9,1 mg/g) i to duplo vise u poredenju sa
M. alba, za koji je karakteristi¢éno da ima znatno veci sadrzaj K (8,2 mg/g) i P (2,8
mg/g). Ekstrakti plodova M. alba i M. nigra, po pitanju sadrzaja elemenata, ne
pokazuju neku znatnu razliku. U njima su najzastupljeniji od makroelemenata K (13,4
mg/g) pa Ca (3,9 mg/g), a od mikroelemenata P (3,8 mg/g), dok su ostali registrovani
elementi prisutni u znatno manjoj koli¢ini. U pogledu maksimalnog sadrzaja teskih
metala (olova 0,096 mg/kg i kadmijuma 0,023 mg/kg, ispod MDK utvrdeno je da su
plod i list M. alba i M. nigra bezbedni za upotrebu.

. Utvrdeno je da ekstrakti plodova duda poseduju antioksidativnu aktivnost, obzirom da
imaju sposobnost neutralizacije DPPHe radikala. Odredene su IC50 vrednosti od
0,048 mg/cm? za suvi ekstrakt ploda M. alba, do 0,059 mg/cm? za ekstrakt ploda M.
nigra. Metanolni ekstrakti plodova oba analizirana duda pokazuju manju
antiradikalsku aktivnost od komercijalno koris¢enih BHT i BHA.

Masenom spektrometrijom, u metanolnim ekstraktima plodova M. alba i M. nigra
detektovana su sledeca jedinjenja: cijanidin-3-O-arabinozid, peonidin-3-O-arabinozid,
delfinidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-galaktozid ili glukozid, peonidin-3-O-
glukozid ili galaktozid ili malvidin-3-O-arabinozid, delfinidin-3-O-glukozid ili
galaktozid, petunidin-3-O-glukozid ili galaktozid, malvidin-3-O-glukozid ili
galaktozid, hininska kiselina, galna kiselina, apigenin, naringenin, apigenin, katehin,

kvercetin, hlorogenska kiselina, miricetin, rutin, luteolin.

. HPLC analizom je utvrden kvalitativni sastav metanolnih ekstrakta. Identifikovano je
18 razli¢itih komponenti, koje imaju povoljan efekat na fiziolosko stanje koze.
Identifikovana jedinjenja u ekstraktima — kafena kiselina, hlorogenska kiselina, rutin i
cijanidin-O-B-glukozid, doprinose efekatu vlazenja, smanjenja iritacije i povecane

hidratisanosti koze.

. GC i GC/MS analizom uzoraka etarskih ulja svezeg i osuSenog lis¢a M. alba i M.

nigra, dobijenih hidrodestilacijom, identifikovano je oko 130 konstituenta.
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Najzastupljenije klase identifikovanih jedinjenja su alkani i diterpenoidi, koji zajedno
¢ine viSe od 60% uzorka. Preostale identifikovane isparljive komponente pripadaju
karotenoidima (1,4 — 24,8%) ili jedinjenjima masnih kiselinama (u tragovima —
8,1%). Povecan broj karotenoidnih derivata i (Z)-bovolida u etarskom ulju lis¢a M.
alba je rezultat procesa suSenja, §to moze znaCajno da utiCe na organolepticke

karakteristike 1 bioloSko/farmakoloski potencijal analiziranog biljnog materijala.

. Bovolid, novoidentifikovana supstanca, ¢ije je prisustvo potvrdeno samo u osusenom

lis¢u duda, moze se koristiti u proceni svezine biljnog materijala.

U in vitro uslovima je ispitana antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata ploda M.
alba i M. nigra na bakterijskim ATCC sojevima kao i na izolatima rana. Rezultati su
pokazali da je metanolni ekstrakt M. nigra aktivniji od ekstrakta M. alba. Najbolja
antimikrobna aktivnost je zapaZzena protiv soja ATCC 12228 Staphylococcus
epidermidis i Proteus mirabilis iz izolata rane, MIC/MBC=62,52/125,05 mg/cm?.
Protiv bakterijskog soja Streptococcus pyogenes ATCC 19615, ekstrakt M. nigra je
imao MIC/MBC=31,26/251,00 mg/cm®. Ekstrakt M. alba je pokazao slabiju
inhibitornu aktivnost pri najvecoj koncentraciji protiv 73% testiranih bakterijskih
sojeva. Dejstvo je ostvareno protiv sojeva Staphylococcus aureus, Streptococcus
epidermidis i Streptococcus pyogenes (MIC=MBC=100 mg/cm?).

Rezultati antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata ploda M. alba i M. nigra su
uporedeni sa test antibioticima: metronidazol, doksiciklin, ciprofloksacin, gentamicin.
Potrebna je 11 puta veca koncentracija ekstrakta ploda M. nigra u odnosu na potrebnu
koncentracije metronidazola, 13 puta u odnosu na doksiciklin, 76 puta u odnosu na
ciprofloksacin i oko 100 puta u odnosu na gentamicin za postizanje inhibitornog
efekta protiv bakterijskih sojeva koji su uzro¢nici nastajanja akni. Za postizanje
baktericidnog efekta protiv istih sojeva bila je potrebna 9 puta veca koncentracija
ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol, 32 puta u odnosu na doksiciklin, 64
puta u odnosu na ciprofloksacin i 60 puta u odnosu na gentamicin. Za postizanje
inhibitornog efekta protiv bakterijskih sojeva uzro¢nika ostalih infekcija  bila je
potrebna oko 6 puta veca koncentracija ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol,
12 puta u odnosu na doksiciklin, 25 puta u odnosu na ciprofloksacin i skoro 30 puta u

odnosu na gentamicin. Za postizanje baktericidnog efekta protiv istih sojeva bila je
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potrebna 4 puta veca koncentracija ekstrakta M. nigra u odnosu na metronidazol,
skoro 19 puta u odnosu na doksiciklin, 22 puta u odnosu na ciprofloksacin i 19 puta u

odnosu na gentamicin.

Utvrdeno je da je aglikonska komponenta metanolnog ekstrakta ploda M. nigra
aktivnija protiv Gram (+) bakterija. MIC/MBC aglikona M. alba je bila u opsegu
14,72-58,88/29,44-117,76 mg/cm?®. Najniza koncentracija bila je potrebna za dejstvo
na Stafilococcus epidermidis. Vrednosti za aglikon M. nigra bile su MIC/MBC u
opsegu 30,36-121,45/121,45-484,80 mg/cm?®. Aglikon metanolnog ekstrakta M. alba
poseduje vecu antimikrobnu aktivnost u poredenju sa aglikonom M. nigra na Gram
(+) bakterije. Kada je re¢ o rezultatima antimikrobnog delovanja na Gram (-)
bakterijama, koncentracije MIC/MBC aglikona M. alba su bile u opsegu 29,44-
117,76/117,76-942,05 mg/cm®, a M. nigra 60,73-121,45/121,45-484,80 mg/cm?®.
Aglikonska komponenta ekstrakta M. alba je u nizim koncentracijama postizala
inhibicuju rasta. Bila je potrebna niza koncentracija aglikona M. nigra za postizanje

baktericidnog efekta u odnosu na aglikon M. alba.

Izradeni su fitopreparati za lokalnu primenu na kozi (tipa hidrogela i U/V emulzija) sa
metanolnim ekstrakatom ploda Morus kao aktivhom supstancom u procentu od 2%.
Za izradu emulzija U/V tipa kori$¢ena je podloga Unguentum emulsificans anionicum
aquosum, koja je oficinalna po Magistralnim Formulama 2008. Hidrogel sa ekstrakom
M. nigra dovodi do crvene obojenosti koze koja se uklanjala nakon jednog spiranja
vodom te se pokazao kao neadekvatan za koris¢enje. Hidrogel sa ekstraktom M. alba
postigao smanjenje transepidermalnog gubitka vode. Formulisani hidrogeli i
emulzioni sistemi sa ekstraktima su bezbedni za dermalnu primenu. Emulzije su se

pokazale kao prikladni nosaci za ispitivane ekstrakte.

U/V emulzije sa metanolnim ekstraktima ploda duda poseduju zadovoljavajuce i
pozZeljne reoloSke karakteristike — pokazuju pseudoplasti¢no tecenje koje omogucava
stvaranje koherentnog filma na povrsini koze, kao 1 tiksotropiju. Takode, imaju
oc¢ekivane organoleptickie karakteristike — homogen izgled bez grudvica, blag miris

na upotrebljene sastojke i sjajnu povrsinu.
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Formulisani fitopreparati tipa U/V emulzija za lokalnu primenu na kozi ispunjavaju
odredbu Pravilnika o uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti predmeta opste
upotrebe koji se mogu stavljati u promet koja se ti¢e pH vrednosti. Na osnovu fizi¢kih

osobina smatraju se preliminarno stabilnim.

Od formulisanih fitopreparata za lokalnu primenu na kozi se o¢ekuje da odgovaraju
odredbi Pravilnika o uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti predmeta opste
upotrebe koji se mogu stavljati u promet koja se tice maksimalne koli¢ine teskih

metala koji smeju biti otpusteni iz proizvoda koji dolaze u kontakt sa kozom.

Testiranjem delovanja fitopreparata tipa emulzionih U/V sistema za lokalnu primenu
na kozi sa metanolnim ekstraktom ploda Morus vrsta i in vivo merenjem biofizi¢kih
parametara koze ispitanika, zakljueno je da imaju pozitivho dejstvo na stepen
hidratacije koze. Takode, zabelezeni su efekti kao §to su smanjenje odavanja vode sa
povrsine tretirane koze, smanjenja iritacije i smanjenja pH vrednosti tretirane koze na
kojoj je prethodno eksperimentalno izvrSena iritacija, mada bez statisticki znacajne

razlike u odnosu na vrednosti nakon izvSene iritacije.
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Mpunor 1.
M3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBrbyjem aa je pokTopcka avceprauuja, nog HacnoBom

,PasBoj cutonpenapara 3a AepMaTonowKy NpUMeHy Ha 6asu ekcTpakaTa nnoaa w
nucta ourbHUX BpcTa poaa Morus L. (Moraceae)”

® pe3ynTtaT CONCTBEHOr UCTpaXuBadkor paga,

* [a npefnoxeHa gucepTauuja, HU y UEnuWHW, HW y AenoBumMa, Huje Buna
npeanoxeHa 3a pobujake Ouno Koje Aunnome, npema  CTYAWJCKUM
nporpamvMa apyrmux BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA,

e [aCy pe3ynTatu KOPeKTHO HaBeaeHU u

* [fa HUCaM KpLIMO ayTopcka npasa, HWTW 3MoynoTpebuo WHTenekTyanHy
CBOjUHY ApYrux nuua.

Y Huwy,

AyTop aucepTaumje:

BojkaH M. Murskosuh
MoTnuc aokTopaHaa:

[Z)ol cak Mule efut
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Mpunor 2.

M3JABA O UICTOBETHOCTU LUTAMMNAHE U ENNIEKTPOHCKE BEP3WUJE
NOKTOPCKE OUCEPTALUJE

Mme un npesume aytopa:

BojkaH Murbkosu

CTtyaujckun nporpam:

TEexXHOMNOLWKO MHXEeHEPCTBO

Hacnos papa:

,Pa3Boj putonpenapara 3a gepmaTornoLLKy npuMeHy Ha 6asu ekcTpakara nnoga u
nucta BurbHux Bpcta poga Morus L. (Moraceae)"

MeHTOp:

npod. Aap NopaH C. Hukonuh

M3jaBrbyjem pna je wramnaHa Bep3avja Moje [OKTOopcke auceprauuje
NCTOBETHA EeNEeKTPOHCKOj] Bep3uju, Kojy caMm npefao 3a yHowewe y [urutanHu
peno3uTopujym
YHuBep3uTteTa y Huuwy.

[ossorbaBam fa ce objaBe Moju NUYHKU Nodaum, Koju cy y Be3u ca gobujarem
akaZleMcKor 3Baka [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W npe3aume, roauHa U Mecto
pohewa u patym oabpaHe paga, u To y kaTanory Bubnuoteke, [urutanHom
E'enosmopvuymy YHuBepauteta y Huwy, kao u y nybnukaumjama YHusepsuteTa y

uwy.
Y Huwy,

AyTop AucepTtauuje:

BojkaH M. Murekosuh
MoTnuc gokTopaxaa:

(ojuay Nupuefut
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Mpwunor 3.
N3JABA O KOPULWLREHY

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Hukona Tecna“ aa, y [Jurutantu
penosvTopujym YHuBepauteTa y Huwy, yHece Mojy JOKTOpCKY Auceprtauumjy, noa
HacrnoBoMm:

,PasBoj puTonpenapata 3a AepMaTonoWKy NpuMeHy Ha 6asn ekcTpakaTta nnoga u

nucta GurbHux Bpeta poaa Morus L. (Moraceae)” koja je Moje ayTopcko Aeno.

Aviceptauujy ca cBuM npunosuma npefao cam y enekTPOHCKOM copmary,
NOroAHOM 3a TpajHO apxuBupare.

Mojy nokTopcky AucepTauuvjy, YyHeTy y [urutantu pPeno3nTopujym
YHuBep3uTeTa y Huuwy, mory KopucTUTWM CBU KOjU MOWTYjy oapeabe cappxaHe y
opabpaHom TNy nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a KOjy cam
ce OANY4Mo.

1. AyTopcTBo _

2. AyTOpCTBO — HeKomepLuujanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUMjanHo — AenuTK Nog UCTUM yCroBima

5. AytopcTBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AEnUT! NOZ UCTUM YCroBUMA
(Monumo fa noAByYeTe camo jeaHy of LEeCT NOHYREHUX NuUeHUM; KpaTak onuc
NULUEHUW je HacTaBKy TekcTa).

Y Huwwy,

AyTop aucepTtauuje:

Bojkan M. Murbkosuh

MoTnuc AokTopaHaa:

Bojwomt  Mukuol vt
i

147

147



TUNOBW NULIEHLIA

1. AytopctBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBarwe, AUCTpUbyuujy W jaBHO
caonwitaBarke Aena, v npepage, ako ce HaBefe ume aytopa, Ha HauuH ofpeheH of
ayTopa unv gasaoua nuueHLe, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja
oA ceux nuueHun (CC BY 3.0).

2. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBarte yMHOXaBamwe, AMcTpubyumjy
W jaBHO caonwiTaBarwe Aena, WU npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa, Ha Ha4yuH
oapeheH on aytopa unu pgasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa
komepumjanHy ynotpeby gena (CC BY-NC 3.0).

@ AyTOpCcTBO — HekomepuujanHo — 0e3 npepage. [losBorbaeare
yMHOXaBake, AUCTpubyunjy W jaBHO caonwTasBawe pfena, 0e3 npomeHa,
npeobnukosawa mnu ynotpebe Bawer fgena y genuma Apyrux ayrtopa, ako ce
HaBefe MMe ayTopa, Ha HauuH ogpefeH of ayTopa wnu aasaoua nuueHue. Osa
nvueHua He fo3BorbaBsa KomepuujanHy ynotpeby aena.

Y opHOCy Ha cBe ocTane NuueHLe, OBOM JNMLEHLOM ce orpaHuyasa Hajsehu obum
npasa kopuwhena gena (CC BY-NC-ND 3.0).

4. AyTOpCTBO — HeKoMmepuujanHo -— AenuTtu noa  WUCTUM  yCrnoBUMa.
[losBorbaBaTe yMmHOXaBawe, AucTpubyunjy K jaBHO caonwTaBawe pfena, wu
npepage, ako ce HaBefe ume ayTopa, Ha HaduH ofdpefeH of ayTopa unu faBaoua
NULEHLE, M aKo ce npepaaa aAvcTpubyvpa nofd UCTOM Unu cnM4HoM nuueHuomM. Oea
nuueHua He Ao3BorbaBa koMmepuuwjanHy ynotpeby gena u npepage (CC BY-NC-SA
3.0).

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBarte ymMHOXaBawe, AUCTpUbyLvjy 1
jaBHO caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara wnu ynotpebe Baluer
[ena y genuma Apyrux aytopa, ako ce HaBefe MMe aytopa, Ha HauuH oapefeH of
ayTopa unu aaeaoua nuuerue. OBa nuueHua A03BorbaBa Komepumjandy ynotpedy
fena (CC BY-ND 3.0).

6. AyTOpCTBO — AenUTWU NoAa UCTUM ycrosBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe gena, U npepage, ako ce Haseae ume aytopa,
Ha HayuH opapefeH op ayTopa wnu fAaeaoua nuueHue, W ako ce npepaga
avetpubympa nog WMCTOM MMM cnnyHOM nuvueHuom. Oea nuueHua [o3Borbasa
komepuumjanHy ynotpefy aena v npepaga. CnuyHa je codTBepckMM nuLeHuama,
0QHOCHO NuueHuama oTeopeHor koga (CC BY-SA 3.0).
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