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LISTA SKRACENICA

AChE — acetilholinesteraza

Ala — alanin

Arg — arginin

Asn — asparagin

Asp — asparaginska kiselina

COX - ciklooksigenaza

5-CQA — 5-kafeoilhina Kiselina

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal
FC — Folin-Ciocalteu reagens

GAE - ekvivalent galne kiseline

AGyp — energija vezivanja

GIn — glutamin

Glu — glutaminska kiselina

Gly —glicin

His — histidin

HPLC — visokoefikasna te¢na hromatografija
ICso — koncentracija potrebna za inhibiciju 50% slobodnih radikala
Ile —izoleucin

Ki — konstanta inhibicije

LD — limit detekcije

Leu — leucin



LQ — limit kvantifikacije

MT — mikrotalas

Met — metionin

NSAIL — nesteroidni antiinflamatorni lekovi

OH — hidroksil radikal

PDB - proteinska banka podataka (engl. Protein data bank)
Phe — fenilalanin

QE — ekvivalent kvercetina

RSC - kapacitet hvatanja slobodnih radikala (engl. radical scavenging capacity)
RSD - relativna standardna devijacija

Rt — retenciono vreme

s.e. — suvi ekstrakt

Ser —serin

Thr - treonin

Trp — triptofan

Tyr —tirozin

UZ — ultrazvuk

UV — ultraljubicasto zracenje

Val — valin



1. UvOD

Upotreba biljaka u lec¢enju stara je koliko i ¢covecanstvo. Brojne lekovite biljke su
posluzile kao prirodne sirovine za razvoj mnogih danas Siroko primenjivanih lekova.
Kora vrbe (Salix sp.) se ¢esto smatra jednim od prvih primera savremenog razvoja lekova
iz lekovite biljke. Hemijska oksidacija salicina, sastojka kore vrbinog drveta, dovela je do
otkrica nove supstance — salicilne kiseline. Acetilovani derivat salicilne Kiseline
(acetilsalicilna Kkiselina, Aspirin®) postao je jedan od najuspe$nijih lekova u istoriji
medicine [1]. Otkri¢em aspirina i drugih nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL)
upotreba vrbe u terapijske svrhe se smanjuje, da bi se u novije vreme ponovo nasla u zizi
interesovanja. Terapija zapaljenskih bolesti, kao $to su reumatoidni artritis, osteoartritis,
zahteva dugotrajnu primenu NSAIL, ¢ime se opasnost od mogucih ozbiljnih neZeljenih
delovanja povecava. Stoga, sve se veca paznja usmerava na pronalazak efikasnih, a
bezbednijih alternativa prirodnog porekla [2].

Kora vrbe ispoljava antiinflamatorno, analgeti¢ko i antipireticko delovanje [3].
Koristi se u terapiji razlicitih vrsta bolova, ukljucujuéi reumatski bol, bol u ledima,
zubobolju i menstrualne gréeve. Takode se koristi za ublazavanje bolova u grlu, groznice
i glavobolje povezane sa infekcijama gornjeg dela respiratornog trakta i gripom [4].

Mnoge vrste roda Salix, uprkos Sirokoj rasprostranjenosti u prirodi, do danas su
nedovoljno ispitane. Osim toga, ne postoje podaci o hemijskom sastavu i bioloskim
aktivnostima vrba sa teritorije Republike Srbije. Sadrzaj sekundarnih metabolita od

farmakoloskog znacaja varira medu razliCitim vrstama, ali i unutar iste vrste vrbe u



zavisnosti od brojnih ¢inilaca [5-8]. Sadrzaj hemijskih supstanci u biljkama uslovljen je
kako genetskim tako i faktorima sredine. Biljke iste vrste koje rastu u prirodnom
okruzenju mogu da se razlikuju u sadrzaju aktivnih supstanci. Koncentracije sekundarnih
metabolita odreduju farmaceutsku i terapijsku primenjivost biljnog materijala i
izolovanih komponenti [9]. Kako svako geografsko podrucje ima svoje specifi¢nosti,
uocen je znacaj ispitivanja vrsta vrba ¢ije se prirodno staniSte nalazi na teritoriji nase
zemlje.

Postojeca istrazivanja se uglavnom odnose na koru vrbe, koja je oficinalna droga
prema farmakopeji, dok se list kao otpadni produkt uglavnom odbacuje nakon
sakupljanja kore. Stoga su podaci o hemijskom sastavu i sadrzaju aktivnih komponenti u
listu oskudni. Nusproizvodi prerade biljaka predstavljaju veoma perspektivne izvore
supstanci visoke vrednosti, sa posebnim naglaskom na pronalazenje bioaktivnih i
tehnoloski vaznih sekundarnih metabolita [10].

U novije vreme, razvijene su savremene metode za brzu i efikasnu ekstrakciju
bioaktivnih komponenata iz ¢vrstog matriksa, medu kojima mikrotalasna i ultrazvu¢na
ekstrakcija imaju najveéi potencijal kada je u pitanju izolovanje prirodnih proizvoda.
Mikrotalasna ekstrakcija se zasniva na upotrebi mikrotalasne energije za zagrevanje
rastvaraca koji je u kontaktu sa uzorkom, dok se prednosti ultrazvucne ekstrakcije
pripisuju mehanickom efektu kavitacije. U brojnim studijama na lekovitim biljkama obe
metode su znacajno skratile vreme i povecale prinos ekstrakcije [11-14]. U literaturi
postoji mali broj podataka o ekstrakciji aktivnih principa kore i lista vrbe klasi¢nim i
drugim metodama ekstrakcije. Kako je adekvatan postupak ekstrakcije osnhova za

dobijanje kvalitetnih ekstrakata, uo€en je znacaj njenog ispitivanja.



2. OPSTI DEO

2.1. Rod Salix

Rod Salix pripada porodici Salicaceae i obuhvata oko 450 vrsta koje su
rasprostranjene Sirom Sveta, pre svega u severnoj hemisferi. Prevashodno se mogu naci u
umerenom toplotnom pojasu i u arktiCkom pojasu, a prisutne su i u subtropskom i
tropskom toplotnom pojasu. Geografska lokalizacija vrba podrazumeva sve kontinente
izuzev Antarktika i Australije [15-17]. Naziv roda Salix poti¢e od keltske reci sallis, sto
znaci blizu vode. Vrbe su prilagodene Sirokom rasponu stanista, iako, kao $to i samo ime
roda sugeriSe, uglavnom rastu na vlaznim podru¢jima, uz reke ili na mo¢varnim mestima
[18]. U planinama Juzne Evrope i umerene klimatske zone Azije neke vrste se penju i do
3000 m nadmorske visine. Vrbe se mogu javiti u formi visokog drveca, kao §to su Salix
alba i Salix fragilis, malog drveca poput Salix daphnoides, velikog grmlja kao $to je Salix
purpurea ili patuljastog grmlja poput Salix retusa, ali i kao niske puzece drvenaste biljke,
kao $to je arkti¢ka vrsta Salix herbacea, koja maksimalno doseZe visinu od 6¢m [15, 19].

Drvo je meko i uglavnom savitljivo. Listovi su karakteristicno izduZeni, mogu biti
okruglog do ovalnog oblika, uglavnom zasiljeni na vrhu, ¢esto sa nazubljenim ivicama,
tamno zelene boje sa lica, a nesto svetlijeg nali¢ja, goli ili dlakavi, na kratkim lisnim
peteljkama. Vrbe su uglavnom dvodome biljke, sa jednopolnim cvetovima. Listiéi

cvetnog omotaca su redukovani. Muske cvetove Cine 2-5 prasnika u pazuhu brakteje, a



zenske tucak u pazuhu brakteje. Cvetovi su skupljeni u cvasti — mace. Plod je Caura sa
velikim brojem semena [20].

U Republici Srbiji raste 18 vrsta vrba. Najcesce se javljaju kraj voda ili na
vlaznijim mestima, bez veée vezanosti za odredenu geolosku podlogu [21].

Taksonomski polozaj roda Salix prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1. Taksonomija roda Salix [22].

Carstvo (regnum) Plantae
Razdeo (divisio) Tracheophyta
Podrazdeo (subdivisio) Spermatophytina
Klasa (class) Magnoliopsida
Nadred (superordo) Rosanae
Red (ordo) Malpighiales Bercht. & J. Presl
Porodica (familia) Salicaceae Mirb.
Rod (genus) Salix L.

2.2. Karakteristike vrsta

2.2.1. Salix alba L.

Jedna od najpoznatijih i najvisih vrba, dostizué¢i visinu od 30 m i 1 m ili vie u
precniku, bela vrba se karakteriSe gracioznom kro$njom sa vrhovima grana savijenim

prema dole. Njene grancice, pupoljci i uski listovi su gusto prekriveni svilenkastim




dladicama, dajuci joj srebrni izgled lako uoéljiv iz daljine — otuda poti¢e njen naziv.
Prirodno je rasprostranjena je Sirom Evrope (izuzev nordijskih zemalja), Male Azije i
zapadnog Sibira, a prisutna je i u severnoj Africi. Moze se na¢i od nivoa mora pa ¢ak do
2400 m nadmorske visine. S. alba je vrsta kojoj pogoduje umerena klima sa blagim
zimama, toplim letima i kratkotrajnom letnjom susom. Povremene snezne padavine mogu
da ostete grane i krosnju. Medutim, ima visok stepen tolerancije na polusuvu klimu 1
relativno hladne zime. Nastanjuje re¢ne doline i mo¢varna podruéja, sa preferencijom ka
peskovitim, silikatnim, karbonatnim ili ¢ak relativno siromasnim zemljistima. Jedna je od
glavih vrsta na obalama reka, gde ¢esto formira Sumarke protezuc¢i se kilometrima. Bela
vrba je $iroko kultivisana i prostire se daleko izvan svog prirodnog stanista, stoga je teSko
proceniti obim prirodnih podru¢ja. Tokom sedamdesetih godina proslog veka
najznacajnije populacije su se nalazile u dolini reke Dunav i njenim pritokama, prostiruci
se na teritoriji biv§e Jugoslavije i Rumunije.

U mnogim oblastima, to je jedna od naj¢es¢ih biljaka koje se gaje u parkovima, na

imanjima, stambenim zonama i obalama reka [23].

2.2.2. Salix amplexicaulis Bory. (syn. Salix purpurea subsp. amplexicaulis)

Vrsta Salix amplexicaulis je zbun visine 2-5 m [24]. Listovi su sede¢i ili skoro
sedeci, srcaste ili koso odrezane osnove, naspramno rasporedeni [21] (Slika 1).
Rasprostranjena je na zapadnom Balkanu, u Italiji, Francuskoj i Turskoj. Naseljava

vlazne obale reka i obode jezera [25].



Slika 1. Salix amplexicaulis Bory

(© Dipartamento di Scienze della Vita, Universita degli Studi di Trieste by Andrea Moro,

Licence CC BY-SA 4.0; Preuzeto sa http://dbiodbs.units.it/carso/cercapiante01)

2.2.3. Salix babylonica L.

Salix babylonica (zalosna vrba) je listopadno drvo, poreklom iz Kine, koje dostize
visinu od 20 m. Ima otvorenu kros$nju i duge visece grane. Kora je sivo-crna. Listovi su
lancetasti do linearno lancetasti, 9-16 cm dugi i 0,5-1,5 cm Siroki, po obodu nazubljeni,
blago sjajni, tamno zeleni sa lica i sivo-zeleni sa nali¢ja. Lisna drska je pubescentna i
duga 5-10 mm. Cvetovi su dvopolni, u obliku visecih resa, pojavljuju se u aprilu-maju
istovremeno sa lis¢em. Zalosnoj vrbi pogoduje vlazna sredina i najéeie se javlja uz
obalu reka, jezera, na peskovitim 1 mocvarnim staniStima. Dobro podnosi plavljenje. S.
babylonica je vrsta koja zahteva suncevu svetlost, tako da tesko opstaje u zaseni. lako je
relativno osetljiva na zimske hladnoce, i dalje je jedno od najSire kultivisanih drveca

Sirom sveta [23, 26].



2.2.4. Salix eleagnos Scop.

Zbun ili malo drvo visine do 10 m, glatke sive kore. Granéice su tanke i lomljive.
Listovi su lancetasti do linearni, duzine 5-12 c¢m i Sirine 0,5-1 cm, sa blago talasastim ili
podvijenim obodom, prema vrhu su sitno testerasti, pri osnovi i ka vrhu postepeno
zaSiljeni (Slika 2). Rasprostranjena je u srednjoj i juznoj Evropi i Maloj Aziji. U

Republici Srbiji je narocito Cesta kraj reénih tokova u zapadnom delu zemlje [21].

Slika 2. Salix eleagnos Scop.

(© Dipartamento di Scienze della Vita, Universita degli Studi di Trieste by Andrea Moro,

Licence CC BY-SA 4.0; Preuzeto sa http://dbiodbs.units.it/carso/cercapiante01)

2.2.5. Salix fragilis L.

Drvo visine do 25 m sa Sirokom kroS$njom. Kora starog stabla je uzduzno
ispucala. Grancice su savitljive i pri osnovi se lako lome uz karakteristi¢an zvuk. Listovi

su lancetasti do elipti¢ni, dugi 5-16 cm i Siroki 2-4 cm, nazubljeni po obodu. Mladi listovi


http://dbiodbs.units.it/carso/cercapiante01

su svilenkasto maljavi, starenjem postaju glatki. Zreli listovi su tamnozeleni i sjajni sa
lica, svetliji i bez sjaja sa nali¢ja. Rasprostranjena je u Evropi, Maloj Aziji, Iranu i
zapadnom Sibiru. Raste na vlaznim mestima, uz reke i potoke. Siroko rasprostranjena u

Republici Srbiji [21, 23].

2.2.6. Salix purpurea L.

Osrednji do visoki zbun ili malo drvo visine 1-2 m, doseze i do 4 m. Prirodno
rasprostranjena u Evropi i severnoj Africi, raste uz obalu reka i potoka, vlaznim livadama
i vlaznom pesku. Grane purpurne vrbe su duge, tanke, smede do maslinasto zelene i 0,6-
1,5 cm debele. Grancice su crvenkasto smede do maslinaste, potpuno gole, glatke i sjajne.
Ispod kore je svetlo zuto drvo. Listovi su promenljive veli¢ine sa veoma kratkim
dr8kama. Nektarije su ve¢inom svetlo ljubicaste. Filamenti u muskim cvetovima povezani
su sa ljubicastim prasnicama, odakle i poti¢e naziv vrste. S. purpurea se uzgaja Sirom

susu [23].

2.2.7. Salix triandra L.

Salix triandra (bademolisna vrba) je Siroko rasprostranjena u Evroaziji. Raste na
obalama reka i potoka, a povremeno i na sekundarnim stani$tima kao Sto su jarci i
vododerine. Njena vertikalna distribucija seze od nizija do umerenih planinskih visina; na
Pirinejima se penje do 1700 m. Bademolisna vrba je visoki zbun ili rede, manje drvo

visine do 10 m, kratkog stabla i Siroke kroS$nje. Kora je glatka, sivkasta, otpada u vidu
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ljuspa. Granéice su gole, zelenkaste ili crvenkasto-smede. Listovi su promenljivog oblika
i veli¢ine, 3,5 — 7,5 puta duzi nego $to su Siroki. Usko cilindri¢ne i pomalo povijene rese
nalaze se na dugoj drSci. Muski cvetovi sadrze tri prasnika [21, 23, 27].

U Republici Srbiji rasprostranjena je u ravnicarskim predelima uz obalu reka i1
potoka ili mo¢varnim stanistima, rede u brdskim predelima. Pored reke se javlja i na

preko 1000 m nadmorske visine [21].

2.3. Upotreba vrbe kroz istoriju

Upotreba vrbe kao lekovitog sredstva datira iz daleke proSlosti. Asirci 1 Sumeri su
koristili koru vrbe jo§ 4000 godina p.n.e. protiv bolova u miSi¢ima kao 1 za snizavanje
poviSene telesne temperature. Drevni Egipéani (1300 god. p.n.e.) su koristili koru bele
vrbe u lecenju bola i upale, a liS¢e vrbe je naslo upotrebu kao antipiretik, protiv bolova u
zglobovima i za smanjenje bola i upale kod rana. Hipokrat (400 god. p.n.e.) i Dioskorid
(100. godina) su preporucivali upotrebu kore vrbe kao leka kod reumatskog oboljenja
zglobova, za ublaZavanje porodajnih bolova i groznice, ali se njena upotreba znacajno
smanjila u toku srednjeg veka [28].

Godine 1763. Edvard Stoun je opisao terapijsku upotrebu praha kore vrbe za
le¢enje malarijske groznice. Francuski farmaceut, Henri Leroux izolovao je salicin 1826.
godine, a 1838. godine Rafael Piria je otkrio strukturu salicina kao glikozida salicil
alkohola i oksidacijom salicil alkohola sintetisao salicilnu kiselinu. 1899. godine je
nemacka kompanija Bayer zastitila acetilsalicilnu kiselinu pod nazivom ,,Aspirin‘‘ [28-

30].



Danas je kora vrbe jedan od mnogih sastojaka biljnih lekova i dijetetskih
suplemenata koji ispoljavaju analgeticko, antipireticko i antiinflamatorno delovanje, a
deo su ¢ak i preparata za pospeSivanje gubitka telesne tezine [31]. Nemacka Komisija E
propisuje preparate na bazi kore vrbe za leCenje febrilnih stanja, reumatskih tegoba i
glavobolje u dnevnoj dozi od 60-120 mg ukupnog salicina [32]. Monografija Evropske
naucne kooperacije za fitoterapiju (ESCOP) preporucuje ekstrakte odgovarajucih Salix
vrsta za simptomatsku terapiju febrilnih stanja, blagih reumatskih tegoba i bolova,

ukljuéujudi i glavobolju u dozi do 240 mg salicina dnevno [33].

2.4. Droga i osnovne aktivne komponente

Prema Sestoj Evropskoj Farmakopeji (2007) oficinalna droga je kora vrbe - Salicis
cortex. Droga se definiSe kao cela ili fragmentisana osuSena kora mladih grana ili celi
osuseni delovi gran¢ica iz tekuce godine razliCitih vrsta roda Salix ukljucujuéi S.
purpurea L., S. daphnoides Vill. i S. fragilis L. Droga treba da sadrzi najmanje 1,5%
ukupnih salicilnih derivata, izrazenih preko salicina, raCunatih u odnosu na masu osusene
droge [34].

Vrbe stvaraju i akumuliraju Sirok spektar sekundarnih metabolita. Najznacajnije
komponente pripadaju razli¢itim grupama fenolnih jedinjenja, pre svega derivatima
salicilnog alkohola, flavonoidima, jednostavnim fenilpropanoidima i proantocijanidinima
[35]. Salicin i njegovi derivati su hemotaksonomski markeri roda Salix i smatraju se
odgovornim za farmakolosku aktivnost Salix vrsta [36]. Medutim, rezultati klinickih
studija su pokazali da salicilni derivati nisu jedine komponente odgovorne za lekovita

svojstva vrbe, ve¢ da i druge prisutne supstance kao Sto su polifenoli (flavonoidi, flavan-

10



3-oli) i jednostavni fenoli (fenolne kiseline) doprinose ukupnom terapijskom efektu kore
vrbe [31, 37, 38]. Pretpostavlja se da je ovaj efekat rezultat sinergisticke interakcije
izmedu fenolnih jedinjenja i salicina [39]. U Tabeli 2 dat je literaturni pregled hemijskog

sastava kore S. purpurea.

Tabela 2. Literaturni pregled hemijskog sastava kore vrste Salix purpurea

Klasa Komponenta Reference

Salicin
Salikortin
Tremulacin
2’-O-acetilsalicin
2’-O-acetilsalikortin

Salicilni glikozidi Salirepozid
Fragilin
Populin
Saliciloilsalicin
Saliciloiltremuloidin
Tremuloidin

Purpurein
Siringin
Ampelopsin
Vimalin

Fenolni glikozidi

Flavoni Apigenin-7-0O-glikozid

Eriodiktiol-7-glikozid [9, 32, 40-49]
Flavanoni (+) i (-) — naringenin-5-glikozid
Naringenin

Rutin
Kvercetin
Miricetin

Izokvercitrin
Kemferol-3-O-glikozid
Kemferol-3-O-ramnozid

Flavonoli

Galokatehin
Katehin
Flavan-3-oli Epikatehin
Katehin-3-O-(1-hidroksi-6-0kso-2-
cikloheksen-1-karboksilna kiselina)-estar

Galna kiselina
Fenolne kiseline Hlorogenska kiselina
Siringinska kiselina
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Salicilna kiselina
Protokatehinska kiselina
a-rezorcinolna kiselina

B1 (epikatehin-(4p—8)-katehin)
B3 (katehin-(40—8)-katehin)

Procijanidini Epikatehin-(4p—8)-katehin-(40—8)-katehin
Epikatehin-(4p—8)-epikatehin-(4p—8)-
katehin
Halkoni Izosalipurpozid

Salicilati se nalaze u mnogim vrstama roda Salix (S. nigra, S. daphnoides, S.
purpurea, S. fragilis...) koje su cesta zamena za koru bele vrbe (Salix alba) u
komercijalnim proizvodima. Sadrzaj salicilata je visi u kori S. fragilis (1-10%), u kori S.
purpurea (4-8%), u liséu S. repens (5-12%) i u lis¢u S. rosmarinifolia (7-10%) a nizi je u
kori bele vrbe (0,5%). Koncentracija salicilata i njihova dostupnost takode variraju unutar
vrste u zavisnosti od lokaliteta, zivotnih uslova, gajenja i obrade [4, 32]. Salicin i
salikortin su primarni salicilati kore bele vrbe [50]. Za razliku od acetilsalicilne kiseline
dobijene sintetskim putem, prirodni sastojak salicin (prekursor salicilne kiseline) ne
dovodi do ireverzibilne inhibicije agregacije trombocita $to smanjuje rizik od krvarenja.
Pored toga, ne izaziva ni iritaciju sluznice zeluca [51-53]. Salicin i salikortin se
metaboliSu dejstvom crevne flore do saligenina, koji se apsorbuje u krvotok 1 dalje se u
jetri metaboliSe u salicilnu kiselinu. Eliminacija se prevashodno odvija putem bubrega.
Preko 80% salicina se apsorbuje nakon oralne primene. Zbog vremena koje je potrebno
za metabolisanje salicilata vrbine kore, terapijski efekat je sporiji nego pri primeni
sintetskih salicilata. Salicilnu kiselinu je odobrila FDA za topikalnu primenu u tretmanu
bradavica, zuljeva, kurjih o¢iju i u okviru nekih lekova koji se izdaju bez lekarskog

recepta u terapiji akni [32, 54].
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Pored derivata salicina, fenolne kiseline su vazni konstituenti vrba, medu kojima
su posebno =znaCajne kafena, ferulna, hlorogenska, galna, cimetna, vanilinska,
kumarinska, p-hidroksibenzojeva kiselina. Takode je znacajno i prisustvo flavonoidnih
jedinjenja, kao Sto su rutin, kvercetin, miricetin, katehin, epikatehin, naringenin i dr.
(Slika 3). Smatra se da fenolne kiseline i flavonoidi svojim antioksidativnim potencijalom
doprinose ukupnom antiinflamatornom i analgetickom delovanju vrba [31, 55-58]. Pored
prethodno pomenutih klasa jedninjenja, vrbe se odlikuju 1 visokim sadrzajem

kondenzovanih tanina [3, 59].
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Slika 3. Strukture fenolnih i flavonoidnih jedinjenja: a) salicin; b) hlorogenska kiselina;

¢) galna kiselina d) p-hidroksibenzojeva kiselina; e) vanilinska kiselina; f) kafena
kiselina; g) ferulna kiselina; h) p-kumarinska kiselina; i) trans-cimetna kiselina; j)

epikatehin; k) katehin; 1) rutin; m) miricetin; n) kvercetin; o) naringenin.
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2.5. Delovanja
Brojne farrmakoloSke studije su dokazale da je klinicka efikasnost preparata
vrbine kore zasnovana na njenim analgetskim, antiinflamatornim, antipiretickim i

antioksidativnim svojstvima. Osim toga, dokazan je i efekat zaStite hrskavice [60].

2.5.1. Analgetsko delovanje

Terapijska efikasnost preparata na bazi kore vrbe za smanjenje bolova u ledima i
bolova uzrokovanih osteoartritisom potvrdena je u vise klinickih studija.

Chrubasik i saradnici su ispitivali sposobnost ekstrakta kore vrbe da ublazi
hroni¢ni bol u donjem delu leda. U randomizovanoj, dvostruko slepoj studiji na 210
pacijenata sa pogorSanjem hroni¢nih bolova u ledima, cCetvoronedeljna terapija
ekstraktom kore vrbe u dnevnoj dozi kojoj odgovara 120 mg ili 240 mg salicina dovela je
do znacajnog smanjenja bolovau odnosu na placebo. U poslednjoj nedelji terapije bez
bolova je bilo 39% ispitanika koji su primali visu dozui 21% koji su dobijali nizu dozu,
dok je svega 6% bilo u placebo grupi. Stavise, efekat primene ekstrakta sa visom dozom
salicina je bio uo€ljiv ve¢ nakon prve nedelje. Osim toga, znafajno manjem broju
pacijenata u ekstraktom tretiranim grupama (4% i 14%) je bio potreban dodatno tramadol
u odnosu na placebo grupu (47%). Kod jednog pacijenta je uocena alergijska reakcija
[61].

U ispitivanju na 228 pacijenata sa akutnim pogorSanjem hroni¢nog bola u ledima,
ekstrakt kore vrbe u dnevnoj dozi ekvivalentnoj 240 mg salicina pokazao se jednako

efikasnim kao i inhibitor COX-2, rofekoksib (12,5 mg/dan) [62].
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Efikasnost ekstrakta kore vrbe u terapiji bolova izazvanih osteoartritisom
pokazana je u randomizovanom, dvostruko slepom klinickom istrazivanju Schmidta i
saradnika.Istrazivanje U trajanju od 2 nedelje obuhvatiloje 78 pacijenata sa
osteoartritisom, kojima je dodeljen placebo ili ekstrakt kore vrbe u dozi od 240 mg
salicina dnevno. Osecaj bola se smanjio za 14% kod ispitanika koji su primali ekstrakt,
dok se u kontrolnoj grupi povecao za 2%. Rezultati studije su pokazali da ekstrakt kore
vrbe ima umereni analgeticki efekat u terapiji osteoartritisa i dobru podnosljivost [63].

Efikasnost ekstrakta kore vrbe potvrdena je i u studiji na 333 pacijenata sa
sindromom lumbalne i1 vratne ki¢me ili gonartrozom. Kod dve trefine pacijenata
efikasnost je bila uporediva sa ibuprofenom ili diklofenakom [60].

Efikasnost i podnoSljivost ekstrakta kore vrbe ispitivane su u otvorenoj,
multicentricnoj opservacionoj studiji u trajanju od 6 nedelja na pacijentima sa artrozom
kolena i kuka. Rezultati studije su doveli do zakljucka da je ekstrakt kore vrbe jednako
efikasan kao i standardna terapija za ove indikacije, uz mnogo bolju podnosljivost. Zbog
dobre tolerancije, narocita korist primene ekstrakta kore vrbeje potvrdena kod hroni¢nih

bolesnika koji su na dugotrajnoj terapiji [64].

2.5.2. Antiinflamatorna aktivnost

Khayyal i saradnici su ispitivali antiinflamatorno delovanje standardizovanog
vodenog ekstrakta kore vrbe na dva modela inflamacije u poredenju sa antiinflamatornom
dozom acetilsalicilne kiseline, kao neselektivnog COX inhibitora, i celekoksibom, kao
selektivnog COX-2 inhibitora. Na bazi mg/kg, ekstrakt je bio najmanje toliko efikasan

kao acetilsalicilna kiselina u redukciji inflamatornih eksudata i inhibiciji infiltracije
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leukocita, kao i u spre¢avanju porasta nivoa citokina. Ekstrakt kore vrbe je bio efektivniji
od acetilsalicilne kiseline u supresiji leukotriena, a jednako efikasan u inhibiciji
prostaglandina. Ekstrakt je ispoljio jace dejstvo na COX-2 od acetilsalicilne kiseline.
Rezultati su pokazali da vodeni ekstrakt kore vrbe znacajno podize nivo radukovanog
oblika glutationa, koji igra znacajnu ulogu u sprecavanju lipidne peroksidacije. Efekat
ekstrakta je bio jaci u poredenju i sa acetilsalicilnom kiselinom i sa celokoksibom. Vece
doze ekstrakta su takode smanjile nivo malonilaldehida i pokazale odredenu superiornost
u odnosu na acetilsalicilnu kiselinu 1 celekoksib u zastiti orgnizma od oksidativnog stresa
[37]. Na Slici 4 Sematski je prikazano uceS¢e enzima ciklooksigenaze u biosintezi

prostaglandina [65].
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Slika 4. Mehanizam biosinteze prostaglandina
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In vitro ispitivanja Bonaterra i saradnika su pokazala da ekstrakt kore vrbe i
njegova vodena frakcija ispoljavaju zna¢ajnu antiinflamatornu aktivnost preko inhibicije
proinflamatornih citokina (TNF-a), COX-2 i translokacije nuklearnog transkripcionog
faktora (NF-kB) u aktiviranim humanim monocitima [66].

U studiji Freischmidt i saradnika ispitivana je sposobnost komercijalnog ekstrakta
kore vrbe S. purpurea da inhibiSe TNF-a indukovanu ekspresiju intracelularnog
adhezionog molekula-1, kao mere antiinflamatorne aktivnosti u humanim
mikrovaskularnim endotelnim ¢elijama. Rezultati su naveli na zakljuéak da
antiinflamatornoj aktivnosti kore vrbe doprinose i katehin i flavonoidi, a ne samo salicin
[67].

Ishikado i saradnici su pokazali da je frakcija ekstraktakore vrbe bez salicina
indukovala antioksidantne enzime i prevenirala oksidativni stres preko aktivacije
nuklearnog faktora eritroid-2 povezanog faktora 2 (Nrf-2) u endotelnim ¢elijama humane
pupcane vene. Ove studije su doprinele dodathom saznanju o mehanizmu delovanja kore
vrbe da su za aktivnost zasluzne i komponente mimo salicina [68].

Ispitivanje Shakibaei i saradnika je pokazalo da ekstrakt kore vrbe ispoljava
antiinflamatorni 1 anaboli¢ki efekat na artikularnim hondrocitima pasa preko
kompleksnog mehanizma nishodne regulacije COX-2 i metaloproteinaza [69].

Vodeni ekstrakt kore vrbe je ispoljio jafe antiinflamatorno delovanje na
smanjenje produkcije interleukina-6 i TNF-a od apigenina, kvercetina i salicilne kiseline
u makrofagima humane akutne monocitne leukemije [70]. Ispitivanje uticaja etanolnog

esktrakta vrbe na oslobadanje inflamatornih medijatora in vitro su pokazala da je ekstrakt
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inhibisao lipopolisaharidom indukovano oslobadanje interleukina-1p i interleukina-6 iz
humanih monocita [71].

Ispitivanje analgetskog i antiinflamatornog delovanja metanolnog ekstrakta S.
alba na albino miSevima je pokazalo da ekstrakt ispoljava slican, ¢ak i jaci efekat od
aspirina. Osim toga, intraperitonealna aplikacija ekstrakta u dozi od 100 mg/kg je

izazvala antiinflamatorno delovanje preko smanjenja edema Sapica miSeva [72].

2.5.3. Antipireticko delovanje

AntipiretiCka aktivnost ekstrakta kore vrbe ispitana je u razli¢itim modelima
inflamacije u odnosu na acetilsalicilnu kiselinu i Cisti salicin. Ekstrakt se pokazao
jednako efikasnim kao acetilsalicilna kiselina, iako je 100 mg ekstrakta sadrzavao
koli¢inu salicina koja je ekvivalentna dozi od samo 15, 4 mg acetilsalicilne kiseline, $to je

navelo na zakljucak da i drugi sastojci vrbine kore doprinose antipiretickom efektu [60].

2.5.4. Antikarcinogena aktivnost

Ekstrakt kore vrbe i njegove razliCite frakcije suprimirale su in vitro rast i
indukovale apoptozu humanih malignih ¢elija debelog creva i plu¢a. Antiproliferativnu
aktivnost su ispoljile salicinska, flavonoidna i proantocijanidinska frakcija [73].

U drugoj studiji ispitivana je antineoplasticna aktivnost vodenog ekstrakta lista
vrbe na tri razlicite Celije karcinoma in vivo i in vitro. Oralna primena ekstrakta vrbe
produzila je zivot i redukovala rast tumora na miSevima nakon intraperitonealne injekcije
¢elija Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma. In vitro, ekstrakt je ubio 75-80% malignih ¢elija
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limfoblastne leukemije i akutne mijeloidne leukemije uzetih od pacijenata. Nisu
identifikovane pojedinacne komponente ekstrakta odgovorne za ova delovanja. Frakcija
ekstrakta lista vrbe dobijena polarnim organskim rastvara¢ima (voda i 70% etanol)
ispoljila je najjaci inhibitorni efekat na maligne ¢elije pomenutih karcinoma. Fenolna
jedinjenja, uglavnom glikozidi, i mnoge vrste tanina su rastvorljivi u vodi i etanolu, pa se
pretpostavlja da se u ovoj grupi jedinjenja nalazi glavni aktivni sastojak odgovoran za
uniStenje kancerskih celija. Salicin je primarna komponenta u listovima vrbe koja je
rastvorna u vodi i etanolu. Moguce je da je salicin glavna komponenta koja ispoljava
antitumorsko delovanje, ali i druge prisutne supstance mogu da pojacaju efekat vrbinog
ekstrakta u poredenju sa ¢istim salicinom [74]. Istrazivanja grupe autora iz Koreje su
pokazala da salicin dozno-zavisno inhibiSe angiogenu aktivnost endotelnih c¢elija, da
smanjuje produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i aktivaciju ekstracelularnim signalom

regulisane kinaze, kao i da suprimira rast i angiogenezu tumora [75].

2.5.5. Antimikrobno delovanje

Semi-kvantitativno ispitivanje antimikrobne aktivnosti zakiseljenog vodenog
ekstrakta kore Salix alba na agarnoj plo¢i pokazalo je da ekstrakt deluje inhibitorno na
bakterije Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i Escherichia
coli, pri ¢emu je efekat najizrazeniji na prve dve bakterije, dok na Salmonella enteritis
nije delovao. Kvantitativno odredivanje antibakterijskog delovanja ekstrakta kore bele
vrbe u teénom medijumu je imalo za rezultat 100% inhibitorni efekat tokom 24 casa
inkubacije na sve pomenute bakterijske vrste, a naroCito na Bacillus cereus i

Staphylococcus aureus. Kao zaklju¢ak ovog istrazivanja se navodi moguénost primene
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ekstrakata kore bele vrbe u prehrambenoj industriji kao prirodnog konzervansa i
bioloSkog dezinficijensa protiv Sirokog spektra bakterija, koje mogu da kontaminiraju
prehrambene proizvode [76].

U drugom ispitivanju antimikrobnog delovanja razli¢itih koncentracija etanolnog
ekstrakta kore Salix alba difuzionom metodom, inhibitorni efekat je bio najja¢i na
Candida albicans, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, redom, pri
koncetraciji ekstrakta od 80 pg/ml. Etanolni ekstrakt kore bele vrbe nije uticao na rast

Escherichia coli i Klebsiella pneumonia [77].

2.5.6. Antiholinesterazna aktivnost

Metanolni ekstrakti razli¢itih granulometrijskih klasa praha kore Salix alba
ispoljili su sposobnost inhibicije enzima acetilholinesteraze, koja je u snaznoj korelaciji
sa sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja. Visoko znacajna korelacija izmedu
antiholinesterazne aktivnosti i bioaktivnih komponenata salicina, katehina, galokatehina,
procijanidina B1, B2, C1 1 hlorogenske kiseline navela je na zakljucak da ova jedinjenja
doprinose pomenutom delovanju. Inhibicija acetilholin esteraze ekstraktima Salix alba
bila je bliska efektima galantamina, ukazuju¢i na potencijal primene ekstrakata praha
kore kao moguceg sastojka prirodnog leka u terapiji Alchajmerove bolesti [78]. Na Slici

5 prikazan je mehanizam delovanja acetilholinesteraze.

22



HO-C-

Acetilholin Il Siéetna kiselina
CHS | SCH, m
+N=CH,CH;O-C-CH, &  +
Elektrostatitko Earﬁ-'laﬁenje : C H?:-Is C H3
. - . \ /
\®/ anjonsko H? N Holin
mesto Serin — |
estarsko mesto C H2 C Hon
Acetilholin esteraza

Slika 5. Mehanizam delovanja acetilholinesteraze

(Preuzeto sa https://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5)

2.5.7. Profilaksa migrene

Salix alba i Tanacetum parthenium bilo pojedinacno ili u kombinaciji ispoljili su
snazno inhibitorno delovanje na 5-HT2a2c receptore, dok je samo Salix alba delovala i na
5-HTip receptore. Pretpostavljeno je da Salix alba u kombinaciji sa Tanacetum
perthenium pruza superiorniju profilaksu migrene. Prospektivna, otvorena studija na 12
pacijenata sa dijagnozom migrene bez aure u trajanju od 12 nedelja pokazala je izuzetnu
efikasnost kombinacije ova dva fitopreparata u smanjenju ucestalosti napada migrene,

intenziteta bola i njene duzine trajanja [79].

2.5.8. Gubitak telesne teZine i poboljSanje sportskih performansi

Ekstrakt kore vrbe i salicilati se Siroko koriste u preparatima za mrSavljenje i

pospesivanje sportskih performansi. Medutim, nedovoljan je broj dobro kontrolisanih

23


https://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5

studija koje procenjuju specifiéne efekte ekstrakta kore vrbe i salicina na gubitak telesne
tezine 1 sportski uc¢inak. Njihovi pozitivni efekti se mogu pripisati povecanju tolerancije
na bol, kao i antioksidativhom i antiinflamatornom delovanju. S obzirom na to da
gojaznost 1 intenzivne fizicke vezbe ukuljucuju inflamatorne procese, smanjenje bolova

povecéava pokretljivost, izdrZljivost i potrosnju energije [80].

2.5.9. Antioksidantno delovanje

Poslednjih godina posebna paznja se posvecuje bolestima koje su povezane sa
oksidativnim stresom, medu kojima vodee mesto zauzimaju kardiovaskularna,
neurodegenerativna, metabolicka i maligna oboljenja [81]. Istrazivanja pokazuju da
postoji obrnuta veza izmedu unosa hrane bogate antioksidansima i incidencije bolesti
ljudi. Sintetski antioksidansi kao §to su butilovani hidroksitoluen (BHT) i butilovani
hidroksianizol (BHA) se $iroko koriste kao antioksidansi u prehrambenoj, kozmetic¢koj i
farmaceutskoj industriji [82]. Medutim zbog postojanja sumnje u potencijalnu toksi¢nost
1 kancerogenost ovih derivata, sve je vece interesovanje za izolovanje 1 upotrebu
prirodnih antioksidanasa [83, 84]. Antioksidansi prirodnog porekla imaju veliki
potencijal primene zahvaljujuci visokoj kompatibilnosti sa dijetarnim unosom bez Stetnih
efekata po ljudski organizam, kao i niskim troskovima [82].

Slobodni radikali su nestabilne, visoko reaktivne molekulske vrste koje sadrze
nesparene elektrone u atomskoj orbitali. Imaju sposobnost da ostecuju bioloski znacajne
makromolekule u jezgru i celijskoj membrane. Za pravilnu funkciju organizma
neophodno je postojanje ravnoteze izmedu slobodnih radikala 1 antioksidanata. Ukoliko

stvaranje slobodnih radikala nadmasuje sposobnost organizma da ih neutraliSe, nastaje
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stanje poznato kao oksidativni stres. Slobodni radikali nastaju u normalnim metabolickim
procesima u ljudskom organizmu ili pod uticajem spoljasnjih faktora, kao Sto su zracenje,
duvanski dim, zagadivaci zivotne sredine i hemikalije [82].

Antioksidansi su supstance koje u malim koncentracijama odlazu, sprecavaju ili
uklanjaju oStecenja nastala oksidacijom molekula DNK, proteina, lipida i ugljenih hidrata
[85, 86]. Antioksidansi imaju sposobnost da direktno hvataju slobodne radikale,
indirektno pospese antioksidativnu odbranu organizma ili sprece stvaranje slobodnih
radikala [87]. Antioksidansi postoje u enzimskom i ne-enzimskom obliku u intra- i
ekstracelularnoj sredini. Organizam se §titi od slobodnih radikala preko enzimskih
antioksidantnih mehanizama. Enzimski antioksidansi (superoksid dismutaza, katalaza,
glutation peroksidaza kao najznacajniji) razgraduju i uklanjaju slobodne radikale na taj
nacin Sto pretvaraju Stetne produkte oksidacije u vodonik peroksid, a zatim u vodu, u
visestepenom procesu koji se odvija u prisustvu kofaktora kao $to su bakar, cink, mangan
1 gvozde. Ne-enzimski antioksidansi prekidaju slobodno radikalske lanc¢ane reakcije.
Neki od primera ne-enzimskih antioksidanasa su vitamin C, vitamin E, biljni polifenoli,
karotenoidi i glutation [88].

Studije su pokazale da ekstrakti kore vrbe smanjuju oksidativni stres i poviSavaju
nivo glutationa u nekoliko artriticnih Zivotinjskih modela. Smatra se da ekstrakti kore
vrbe smanjuju oksidativni stres hvatanjem slobodnih radikala i indukcijom
antioksidantnih enzima [89]. Suplementacija ekstraktom kore S. alba je efikasno smanjila
oksidativni stres u srcu i plu¢ima hiperholesterolemic¢nih zeceva preko pospeSivanja
aktivnosti enzima superoksid dismutaze i katalaze, povecanja nivoa redukovanog

glutationa i NO, i smanjenja nivoa malondialdehida. Ovaj efekat ekstrakta kore bele vrbe
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se moze pripisati njegovom polifenolnom sadrzaju i antioksidantoj aktivnosti. Ekstrakt
kore S. alba je pokazao znaCajnu sposobnost hvatanja slobodnih radikala koja je bila
koncentracijski zavisna [90].

Najefikasniji su oni antioksidansi koji prekidaju slobodno radikalsku lanc¢anu

reakciju. Ovi antioksidansi naj¢esc¢e sadrze aromaticni ili fenolni prsten, a deluju tako Sto
predaju H™ slobodnim radikalima nastalim tokom oksidacije, pri ¢emu i sami formiraju

radikal. Nastali radikal ne podleze daljoj oksidaciji jer je rezonantno stabilizovan
delokalizacijom elektrona unutar prstena i formiranjem hinonske strukture [87].

Prirodni antioksidansi koji se nalaze u lekovitim biljkama su uglavnom fenolna
jedinjenja, karotenoidi i vitamini. Ovi prirodni antioksidansi, narocito fenoli ispoljavaju
Sirok spektar bioloskih efekata, kao $to su antiinflamatorno, antibakterijsko, antiviralno i

antikancerogeno [89].

Glavni antioksidativni biljni fenoli se mogu podeliti u ¢etiri grupe:
1. fenolne kiseline
2. flavonoidi
3. fenolni diterpeni

4. etarsko ulje [87]

Fenolne Kkiseline se dele na derivate hidroksibenzojeve (CsC1) i derivate
hidroksicimetne kiseline (CsC3) [91]. Antioksidantna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od
broja i polozaja hidroksilnih grupa u odnosu na karboksilnu. Antioksidantna aktivnost se

povecava sa porastom stepena hidroksilacije, $to je slucaj kod trihidroksilovane galne
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kiseline, koja ispoljava jako antioksidantno delovanje. Derivati hidroksicimetne kiseline
ispoljavaju jaCu antioksidantnu aktivnost od odgovaraju¢ih derivata hidoksibenzojeve
kiseline [92]. Fenolne kiseline ispoljavaju antioksidantno delovanje hvatanjem slobodnih
radikala, dok su flavonoidi i hvataci slobodnih radikala i helatori metala [87]. Kompleks
flavonoida sa jonima bakra ili gvozda spreCava stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
Stitit DNK od oS$te¢enja uzrokovanih hidroksilnim radikalima [88]. Zajednicka
karakteristika flavonoida je osnovna flavanska struktura sastavljena od 15 C-atoma
(C6C3Cs), koji su rasporedeni u tri prstena (A, B i C) [87]. Flavonoidi se dele u razlicite
podgrupe u zavisnosti od ugljenikovog atoma prstena C na koji je vezan prsten B i
stepena nezasic¢enosti i oksidacije prstena C. Flavonoidi kod kojih je prsten B vezan u
polozaju 3 prstena C nazivaju se izoflavoni. Oni ¢iji prsten B je vezan u polozaju 4 su
neoflavonoidi, dok se flavonoidi ¢iji je prsten B vezan u polozaju 2 dalje dele u nekoliko

klasa u zavisnosti od strukturnih karakteristika prstena C. Klase su: flavoni, flavonoli,

flavanoni, flavanonoli, flavanoli, anticijanidini i halkoni [93] (Slika 6).
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Slika 6. Klasifikacija flavonoida

Individualne komponente unutar klase razlikuju se po supstituentima u
prstenovima A i B, ¢iji raspored uti¢e na stabilnost fenoksil radikala i antioksidantna
svojstva supstance. Sposobnost prirodnih polifenolnih jedinjenja da hvataju slobodne
radikale zavisi od broja 1 poloZaja slobodnih hidroksilnih grupa na flavonoidnom skeletu.
Flavonoidi sa ve¢im brojem hidroksilnih grupa imaju jace antioksidantno delovanje od
onih sa jednom. Prisustvo orto-3,4-dihidroksi strukture u prstenu B pojacava
antioksidantnu aktivnost [87]. Ovo se objasnjava time S§to orto-dihidroki struktura u
prstenu B omogucava vecu stabilnost radikalskog oblika i uces¢e u delokalizaciji
elektrona. Antioksidantno delovanje potencira i dvostruka veza izmedu poloZaja 2 i 3 u

konjugaciji sa 4-okso funkcijom u prstenu C, jer omoguéava delokalizaciju elektrona iz
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prstena B. Pri reakciji sa slobodnim radikalom nastaje fenoksil radikal koji je stabilizovan
rezonantnim efektom aromati¢nog jezgra. Za maksimalni potencijal hvatanja slobodnih
radikala neophodno je prisustvo 3- i 5-OH grupa sa 4-okso funkcijom u prstenovima A i
C [94].

Antioksidativno delovanje biljnog ekstrakta u mnogome zavisi od samog
postupka ekstrakcije, koji uti¢e na sastav ekstrakta [87]. Antioksidativni potencijal
fenolnih jedinjenja direktno zavisi od vrste rastvaraca upotrebljenog za ekstrakciju, ali i

od porekla biljke, uslova njenog rasta/uzgajanja, berbe i skladistenja [81].

2.6. Ekstrakcija
Cvrsto-teéna ekstrakcija je proces u toku kojeg jedna ili vise komponenata iz

¢vrstog materijala prelaze u te¢ni rastvara€. Do ekstrakcije dolazi tako Sto u kontaktu
¢vrstog poroznog materijala 1 te€nog rastvaraca, rastvara¢ prodire u pore Cvrstog
materijala. U opstem slucaju, ekstrakcija se sastoji iz tri odvojena procesa:

1. promena faznog sastava rastvorene komponente (rastvorak) njenim rastvaranjem

u rastvaracu;

2. difundovanje rastvorka kroz rastvara€ koji se nalazi u porama ¢vrstog materijala

na povrsinu ¢vrste Cestice;

3. prenoSenje rastvorka iz rastvora, koji je u kontaktu sa ¢vrstim materijalom u masu

rastvaraca.
Na prenos mase u sistemu cvrsto-te€no uti¢u brojni faktori kao $to su: oblik 1 veli¢ina
Cestica, hemijski sastav komponenata ¢vrstog materijala, njegova unutraS$nja struktura,

kao 1 veli¢ina i oblik pora. Prinos i sastav ekstrakta, kao i brzina ekstrakcije zavisi od
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polaznog biljnog materijala, rastvaraca koji se koristi za ekstrakciju, procedure izrade i
aparature [95].

Bioaktivne sastojke iz biljnog materijala moguée je ekstrahovati razliitim
klasi¢nim tehnikama. Vecina ovih tehnika se zasniva na ekstrakcionoj moci rastvaraca i
upotrebi toplote i/ili meSanja. Klasi¢ne tehnike ekstrakcije obuhvataju Soksletovu
ekstrakciju, maceraciju i hidrodestilaciju [96].

Soksletova ekstrakcija se Siroko primenjuje za ekstrakciju bioaktivnih
komponenata iz razli¢itih prirodnih izvora. Koristi se kao standard sa kojim se porede
nove alternativne tehnike ekstrakcije [96]. Glavni nedostatak Soksletove ekstrakcije je
dugo vreme potrebno za ekstrakciju i velika koli¢ina utroSenog rastvaraca, koja osim
vecih troskova za odlaganje predstavlja i dodatan ekoloski problem. Takode nepogodna
je za ekstrakciju termolabilnih supstanci, jer se ekstrakcija izvodi na temperaturi
kljuCanja rastvaraca u toku duzeg vremenskog perioda $to moze dovesti do njihove
razgradnje [97].

Maceracija predstavlja jednokratnu ekstrakciju propisano usitnjene droge
odgovarajuc¢im rastvaraéem pri sobnoj temperaturi [95]. Hidrodestilacija je tradicionalna
metoda za ekstrakciju etarskog ulja 1 bioaktivnih komponenata iz biljaka. Ne ukljucuje
upotrebu organskih rastvaraca, a vru¢a voda i1 vodena para su glavni faktori za
oslobadanje aktivnih materija iz biljnog tkiva. Zbog visoke temperature na kojoj se izvodi
ekstrakcija nepogodna je za izolovanje termolabilnih supstanci [96].

Efikasnost ekstrakcije svih konvencionalnih metoda najviSe zavisi od izbora
rastvaraca. Polarnost zeljenih komponenti je glavni faktor za odabir rastvaraca. Osim

toga, treba uzeti u obzir i molekularni afinitet izmedu rastvorka i rastvaraca, transfer
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mase, upotrebu korastvaraca, toksi¢nost i bezbednost za ljude i Zivotnu sredinu, kao i
finansijsku isplativost [96].

Za dobijanje biljnih ekstrakata u farmaceutskoj industriji teZi se pronalazenju $to
efikasnijih metoda ekstrakcije, koje su oslobodene toksi¢nih rastvaraa. Razvijaju se

metode koje koriste biorazgradive i netoksicne rastvarace poput vode i etanola.

2.6.1. Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasi su elektromagnetno zraCenje frekvencije izmedu 0,3 i 300 GHz.
Mikrotalasni uredaji koji se koriste u industriji i domacinstvu najcesc¢erade pri frekvenciji
od 2,45 GHz [98]. Mikrotalasna ekstrakcija je relativno nova tehnika ekstrakcije i
predstavlja kombinaciju mikrotalasa i tradicionalne ekstrakcije rastvara¢ima [99]. Za
ekstrakciju aktivnih komponenata iz biljaka, mikrotalasna ekstrakcija je efikasnija u
poredenju sa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije poput Soksletove ekstrakcije,
ekstrakcije uz refluks i maceracije. Njene prednosti se ogledaju u kra¢em vremenu
ekstrakcije, smanjenoj upotrebi rastvaraca, dobijanju vec¢ih prinosa i1 kvalitetnijih
ekstrakata [98, 100, 101].

Ekstrakcija pod dejstvom mikrotalasa se zasniva na sposobnosti materije da
apsorbuje energiju mikrotalasa i prevede je u toplotu pomoé¢u dva istovremena procesa:
jonske provodljivosti i dipolne rotacije. Jonska provodljivost podrazumeva migraciju
naelektrisanih Cestica (najces¢e jona) pod uticajem elektriénog polja koje stvara
mikrotalas. Nastalo trenje izmedu pokretnih jona i medijuma dovodi do stvaranja toplote.
Dipolna rotacija nastaje usled teZnje dipolnih molekula da se orijentiSu shodno

elektriénom polju, Sto dovodi do sudara izmedu dipola i1 okolnih molekula i sledstvenog
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stvaranja toplote [102]. Zagrevanje ketanjem jona je mnogo jate od zagrevanja koje
potice od polarizacije dipola [103].

U toku mikrotalasne ekstrakcije sekundarnih metabolita iz biljaka, dolazi do
predavanja energije mikrotalasa rastvaracu i biljnom matriksu. Molekuli vode unutar
biljnog matriksa efikasno apsorbuju ovu energiju dovode¢i do drasticnog povecanja
temperature unutar biljne ¢elije. Unutrasnje pregrevanje moze prouzrokovati isparavnje
tecnosti unutar Celija 1 dovesti do rupture Celijskog zida i/ili plazmine membrane. S
obzirom na to da se mnostvo sekundarnih metabolita biljaka prirodno nalazi u ¢elijskom
zidu ili citoplazmi, oStecenje Celije olakSava transfer mase, odnosno difuziju rastvaraca u
biljni materijal i sekundarnih metabolita u rastvara¢, ¢ime je omoguéena efikasna
ekstrakcija [102, 104].

Na mikrotalasnu ekstrakciju aktivnih komponenata iz biljaka uticu brojni faktori
kao $to su sastav rastvaraca, odnos rastvaraCa i uzorka, temperatura na kojoj se izvodi
ekstrakcija, vreme trajanja ekstrakcije, snaga mikrotalasa, sadrzaj vlage i veli¢ina Cestica
biljnog materijala. Rastvara¢ se smatra jednim od najvaznijih parametara mikrotalasne
ekstrakcije od koga zavisi rastvorljivost komponenata od interesa i apsorpcija mikrotalasa
[102]. Etanol, metanol i voda su rastvaraci koji dobro apsorbuju mikrotalase. Pri odabiru
rastvaraCa, njegova toksi¢nost se takode mora uzeti u obzir. Voda je potencijalni
rastvara¢ 1 za polarne i nepolarne supstance, pri ¢emu je proces i ekoloski prihvatljiv
[100, 105].

Mikrotalasna ekstrakcija je najSiru primenu nasla za izolovanje polifenolnih
jedinjenja, prvenstveno flavonoida i to u pogledu povecanja prinosa, kvaliteta ekstrakata i

selektivnosti [105].
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2.6.2. Ultrazvuéna ekstrakcija

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija je jednostavna, jeftina i efikasna
alternativa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije. Glavna prednost upotrebe ultrazvuka
u Cvrsto-te¢noj ekstrakciji je povecanje prinosa i kinetike ekstrakcije [98]. Veci prinos i
efikasnost ekstrakcije se ostvaruju zahvaljuju¢i mehani¢kom efektu ultrazvuka odn.
delovanju kavitacija koje dovodi do:

1. smanjenja veli¢ine Cestica biljnog materijala i poveéanja dodirne povrSine izmedu
¢vrste 1 teCne faze;

2. oS$tecenja celijskog zida biljnog materijala olakSavajuci time pristup rastvaraca
¢elijskom sadrzaju i ispiranje aktivnih principa, ¢ime je pospeSen prenos mase [106-
108].

Ultrazvuéna ekstrakcija se uspe$no primenjuje za dobijanje vecih prinosa za krace
vreme u poredenju sa konvencionalnim metodama poput Soksletove pri ekstrakciji
fenolnih jedinjenja, antioksidanasa, etarskog ulja, prirodnih boja i pigmenata, masti i
proteina iz raznih biljaka [107]. Dodatna prednost ultrazvuéne ekstrakcije je moguénost
njene primene za poboljSanje ekstrakcije u vodenoj sredini 1 zamene organskih rastvaraca

sa manje toksi¢nim, odn. onima koji su generalno priznati kao sigurni [106].
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3. CILJEVI | RADNE HIPOTEZE

3.1. Ciljevi

1.

Utvrditi uticaj klasi¢ne i savremenih metoda ekstrakcije na bioloski potencijal 1
hemijski sastav dobijenih ekstrakata razlicitih vrsta vrba.

Utvrditi razlike u bioloskoj aktivnosti i sadrzaju aktivnih komponenata ekstrakata
kore i ekstrakata lista kod iste vrste vrbe.

Utvrditi razlike u antioksidantnoj aktivnosti i sadrzaju sekundarnih metabolita od

farmakoloskog znacaja kod ekstrakata razlicitih vrsta vrba.

3.2. Radne hipoteze

1.

Ekstrakti razli¢itih vrsta vrba dobijeni savremenim metodama ekstrakcije
pokazuju veci bioloski potencijal 1 bogatiji hemijski sastav u odnosu na ekstrakte
dobijene klasi¢nom metodom ekstrakcije.

Ekstrakti kore poseduju vecu bioloSku aktivnost i sadrzaj aktivnih sastojaka u
odnosu na ekstrakte lista iste vrste vrbe.

Ekstrakti razlicitih vrsta vrba pokazuju razli¢itu antioksidantu aktivnost 1 sadrzaj

sekundarnih metabolita od farmakoloskog znacaja.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Biljni materijal

Kora i list 8 predstavnika roda Salix su prikupljeni sa razli¢itih lokaliteta na
teritoriji Republike Srbije, determinisani su do nivoa vrste i vauceri su deponovani u
Herbarijumu BUNS (Departman za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematicki fakultet
Univerziteta u Novom Sadu) (Tabela 3). Biljni materijal je ¢uvan na suvom i tamnom

mestu, u dvostrukim papirnim vrecama do momenta ispitivanja.

Tabela 3. Ispitivane vrste vrba

Vrsta Lokalitet i vreme sakupljanja
Salix alba L. 1753 Pecenjevce, jun 2014.
Salix amplexicaulis Bory. 1838 Vlasinsko jezero, jul 2013.
Salix amplexicaulis Bory. 1838 Pecenjevce, jun 2014.
Salix babylonica L. 1753 Bosut, Morovi¢, septembar 2013.
Salix eleagnos Scop. 1772 subsp. eleagnos Klisura Belog Rzava, jul 2013.
Salix fragilis L. 1753 Vrdnik, jun 2013.
Salix purpurea L. 1753 subsp. purpurea Deli Jovan, avgust 2013.
Salix triandra L. 1753 Vlasinsko jezero, jul 2013.
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4.2. Hemikalije

e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Alfa Aesar (Nemacka);

e 2M Folin-Ciocalteu (FC) reagens, Merck (Darmstadt, Nemacka);

e apsolutni etanol, orto-fosforna kiselina, metanol (HPLC ¢&istoce), acetonitril (HPLC
Cistoce), sircetna kiselina (HPLC cistoce), tetrahidrofuran (HPLC cistoce) J. T. Baker
(Holandija);

e natrijum-karbonat, 95% metanol, p.a., POCH (Gliwice, Poljska);

e aluminijum-hlorid, Sigma Co. - St. Louis (SAD);

e galna kiselina (>97%), hlorogenska kiselina (>95%), p-hidroksibenzojeva kiselina
(>99%), kafena kiselina (>98%), vanilinska kiselina (>97%), siringinska kiselina
(>95%), sinapinska kiselina (>98%), rutin (>94%), naringenin (>95%), epikatehin
(>98%), trans- cimetna kiselina (>99%), Sigma — Aldrich, St. Louis (SAD); p-
kumarinska kiselina (>98%) Fluka (Svajcarska); kvercetin (>99%) Extrasynthese,
Genay Cedex(Francuska); salicin (>90%) Carl Roth GmbH(Nemacka);

e gvozde (IT)-sulfat heptahidrat, Centrohem (Srbija)

e vodonik peroksid (35%, v/v), J. T. Baker (Holandija)

e natrijum-salicilat, Lach-Ner, s.r.o. (Ceka Republika)

e dejonizovana voda.
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4.3. Aparatura

e clektri¢cni mlin Bosch (Nemacka)

e sito Retsch GmbH and Co KG (Nemacka)

e analiticka vaga

e mikrotalasna pe¢nica Midea (Kina)

e ultrazvucna kupatilo Labsonic Falc (Italija)

e Spektrofotometrijska merenja su radena na spektrofotometru Agilent 8453 UV-
Visible Spectroscopy System (Nemacka)

e Kvalitativno i kvantitativno odredivanje fenolnih i flavonoidnih jedinjenja u
ekstraktima vrba vrSeno je primenom visokoefikasne tecne hromatografije (HPLC),
koriséenjem te¢nog hromatografa HPLC-DAD model Agilent HP 1100 sistema sa

autosemplem injektorom (Nemacka)

4.4. Ekstrakcija kore i lista razli¢itih vrsta roda Salix
OsuSena kora 1 listovi vrba su najpre usitnjeni elektricnim mlinom. Veli¢ina
Cestica je odredena pomocu sita (d = 0,35 mm, a kod vrste S. amplexicaulis (2014) i d =2
mm). Ekstrakcija droge propisanog stepena usitnjenosti je vrSena slede¢im tehnikama:
1. Maceracija etanolom
2. Mikrotalasna ekstrakcija

3. Ultrazvucna ekstrakcija
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4.4.1. Maceracija etanolom

Maceracija je vrSena prelivanjem 0,5 g droge sa 5 ml rastvaraca, u trajanju od 30
min i 48 sati, zaSticeno od svetlosti. Kao ekstragens kori$¢ena je smeSa etanola i vode
(30% 1 70% etanol). Nakon isteka predvidenog vremena ekstrakcije, tecni ekstrakti su
filtrirani i upareni do suva. Nakon §to su ostavljeni 24 h u eksikatoru, izmerena je masa

suvih ekstrakata i izracunat je ukupan prinos ekstraktibilnih materija.

4.4.2. Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija je vrSena u mikrotalasnoj pecnici u trajanju od 5 minuta
(0,5 g droge preliveno sa 100 ml destilovane vode), nakon ¢ega su ekstrakti profiltrirani 1
upareni do suva. Nakon 24 h susenja u eksikatoru, izmerena je masa suvi ekstrakata i

izraCunat ukupan prinos ekstrakcije.

4.4.3. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvucna ekstrakcija je vrSena u ultrazvucnoj kadi tokom 30 min (0,5 g droge
preliveno sa 50 ml destilovane vode). Nakon isteka predvideng vremena ekstrakcije,
ekstrakti su profiltrirani i upareni do suva. Upareni filtrati su ostavljeni u eksikatoru da se

suse 24 h, a potom su izmerene mase suvih ektrakata i1 izraCunat je prinos ekstrakcije.

Od dobijenih suvih ekstrakata pripremljeni se metanolni ekstrakti rastvaranjem

suvog ekstrakta u 95% (v/v) metanolu u Zeljenoj koncentraciji. Pripremljeni metanolni
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ekstrakti su dalje koriS¢eni za odredivanje antioksidantne aktivnosti, sadrzaja ukupnih

fenolnih i flavonoidnih jedinjenja.

4.5. In vitro odredivanje antioksidativnog delovanja dobijenih ekstrakata

4.5.1. DPPH test

Antioksidantna aktivnost dobijenih ekstrakata je odredena pomo¢u DPPH metode
[109]. Za svaki metanolni ekstrakt je pravljena serija od pet razli¢itih koncentracija datog
ekstrakta koje su dalje koriS¢ene za odredivanje procenta neutralizacije DPPH radikala
(RSC vrednosti). Postupak se zasniva na tome da se u epruveti pomeSa odredena
zapremina prethodno pripremljenih metanolnih rastvora ekstrakata (10-100 pl) sa 1 ml 90
pmol/dm? rastvora DPPH i dopuni sa 95% metanolom do 4 ml. Apsorbance uzorka i
kontrole (1 ml DPPH i 3 ml metanola) dobijene su spektrofotometrijskim merenjem na
talasnoj duzini od 515 nm nakon 30 minuta, uz 95% metanol kao referentni rastvor.

Vrednost RSC izracunata je na osnovu jednacine:

%RSC:lOOX((Akontrola' Auzorka)/Akontrola)

Iz vrednosti RSC odredene su ICso vrednosti, putem regresione analize, na osnovu

linearne zavisnosti RSC vrednosti od razlicitih koncentracija ispitivanih ekstrakata.
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4.5.2. Inhibicija hidroksilnih radikala (OH)

Sposobnost dobijenih ekstrakata kore i lista vrsta roda Salix da inhibisu OH
radikale odredena je prema ranije opisanoj metodi uz manje modifikacije [110].
Reakciona smeSa (2,5 ml) je sadrzala 0,5 ml gvozde (II)-sulfata (1,5 mM), 0,7 ml
vodonik-peroksida (6 mM), 0,3 ml natrijum-salicilata (20 mM) i 1 ml metanolnog
ekstrakta razli¢ite koncentracije. Smesa je inkubirana 1h na temperature od 37°C, nakon
cega je merena apsorbanca hidroksilovanog salicilatnog kompleksa na 562 nm. RSC

vrednost je izracunata prema jadnacini:

RSC (%) =100 x (1 - =)

gde Ao predstavlja apsorbancu kontrole, A; apsorbancu sa uzorkom, a A> apsorbancu

kontrole bez natrijum-salicilata.

4.6. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je metodom po Folin-Ciocolteu. Postupak: U 0,1
ml ispitivanog ekstrakta odgovarajuce koncentracije dodato je 0,5 ml 0,2 M FC reagensa
(deset puta razblazen komercijalni FC reagens). Nakon 5 minuta muckanja, u epruvetu je
dodato 0,4 ml prethodno pripremljenog 7,5% rastvora natrijum-karbonata. Smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi 30 minuta, a zatim je ocCitana apsorbanca na 760 nm.
Kao slepa proba je koriS¢ena destilovana voda. Sve analize su radene u tri ponavljanja.
Rezultat je izrazen kao mg ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (GAE/g

s.e.), koris¢enjem standardne krive galne kiseline [111] (Grafikon 1).

40



0.7 1 y = 0,2559x + 0,3345

0.6 - R2=0,9963
c 0.5 1
(&S]
g 04 -
3 0.3 -
Q.
<02 -

0.1 -

O T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Koncentracija (pg/ml)

Grafikon 1. Kalibraciona kriva izradena pomocu standardnog rastvora galne kiseline

razlicitih koncentracija

4.7. Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida se zasniva na osobini flavonoida da sa
A" jonima grade Zuto obojen kompleks. Postupak: radna proba (RP) je pripremljena
mesanjem 1 ml metanolnog ekstrakta odgovarajuce koncentracije sa 1 ml 2% AICl3, dok
je kontrolna proba (K) pripremljena meSanjem 1 ml ispitivanog ekstrakta sa 1 ml
metanola. Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi izmerene su apsorbance radne
i kontrolne probe na 430 nm [112]. Kao slepa proba upotrebljena je destilovana voda. 1z
razlike apsorbanci radne i kontrolne probe izraCunate su apsorbance za svaki ispitivani
ekstrakt prema formuli:

Ae=Arp-Ak

Rezultat je izrazen kao mg ekvivalenata kvrecetina po gramu suvog ekstrakta (mg QE/g

s.e.), pomocu standardne krive kvercetina (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Kalibraciona kriva izradena pomo¢u standardnog rastvora kvercetina

razli¢itih koncentracija

4.8. Validacija analiticke metode za odredivanje hlorogenske kiseline (5-kafeoilhine

kiseline) u ekstraktima vrbe

Pri validaciji metode visokoefikasne te¢ne hromatografije (HPLC) za odredivanje
hlorogenske kiseline u ekstraktima vrbe odredeni su slede¢i parametri: selektivnost
(specifi¢nost), linearnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, tacnost (prinos),

ponovljivost (preciznost) i robustnost.

4.8.1. Selektivnost (specifi¢nost)

Selektivnost predstavlja sposobnost metode za tacno odredivanje analita u
prisustvu drugih komponenata u uzorku [113]. U cilju odredivanja selektivnosti HPLC
metode za odredivanje hlorogenske kiseline snimljen je hromatogram test rastvora koji

sadrzi hlorogensku kiselinu u poznatoj koncentraciji.
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4.8.2. Linearnost

Linearnost analiticke metode predstavlja mogucnost konstruisanja pravilnih
rezultata koji su direktno ili preko ta¢no definisanih matemati¢kih parametara linearno
proporcionalni koncentraciji analita u odredenom koncentracionom opsegu. Linearnost
se procenjuje merenjem najmanje pet uzoraka razliCitih koncentracija unutar
odgovarajuéeg opsega [113]. Koeficijent R? pokazuje da li i u kojoj meri postoji
korelacija izmedu merenog signala (odgovaora detektora) i koncentracije rastvora.
Vrednost R? > 0,99 se smatra kao dokaz prihvatljive linearnosti. Linearnost metode je
odredena konstruisanjem dijagrama zavisnosti povrSina ispod krivih na hromatogramu,
dobijenih propustanjem serije radnih standardnih rastvora hlorogenske kiseline, i

koncentracije hlorogenske kiseline (0,1-1,01 mg/ml).

4.8.3. Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije je najmanja koli¢ina analizirane supstance koja mozZe da se
detektuje odredenom metodom, odnosno ona koli¢ina supstance koja daje odgovor
detektora 3 puta ve¢i od signala Suma. Limit kvantifikacije je najmanja koli¢ina analita
koja se moze ta¢no kvantifikovati. U hromatografiji je to koli¢ina koja daje pik najmanje

10 puta veci od signala Suma [113].
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4.8.4. Tacnost i prinos

Tacnost se definiSe kao stepen slaganja rezultata dobijenih analizom sa teorijskim
vrednostima. Kada se konkretna HPLC metoda koristi za odredivanje analita u
kompleksnim matriksima, potrebno je odrediti vrednost prinosa. Odredivanje ove
vrednosti omogucava ispitivanje uticaja svih komponenata matriksa na separaciju,
detekciju i kvantifikaciju ispitivanog analita. Prinos je odreden poredenjem vrednosti
koncentracija hlorogenske kiseline dobijene eksperimentalno sa teorijskom vredno$céu

[113].

4.8.5. Ponovljivost (preciznost)

Ponovljivost (preciznost) analize je mera bliskog slaganja rezultata dobijenih za
viSe merenja istog uzorka. Ponovljivost uporeduje sve operacije na uzorku od strane
jednog analitiCara pod istim radnim uslovima u kratkom vremenskom periodu.
Ponovljivost (preciznost) metode je ispitana analizom tri razli¢ite koncentracije

hlorogenske kiseline u $est ponavljanja [113].

4.8.6. Robustnost

Robustnost (postojanost) metode pokazuje koliko su tacnost i preciznost stabilne
u odnosu na male promene njenih parametara, kao §to su npr. temperatura, protok, sastav

mobilne faze i dr. [113]. Robustnost metode je odredena ispitivanjem uticaja neznatno
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promenjenih uslova hromatografije: razli¢ite temperature kolone (£1°C), protok (+0,05

ml/min) i talasna duzina detekcije (3 nm).

4.8.7. Uslovi HPLC analize za odredivanje hlorogenske kiseline

U Tabeli 4 dati su uslovi HPLC analize za odredivanje hlorogenske kiseline u

uzorcima vrbe.

Tabela 4. Uslovi HPLC analize za odredivanje hlorogenske kiseline

Kolona: Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5um

veli¢ina Cestica)

Mobilna faza: 1.5% siréetna kiselina:metanol = 85:15
Protok: 0,8 ml/min

Temperatura: 25°C

Detekcija: UV-240 nm

Ukupno vreme trajanja: 15 min

4.8.8. Izrada rastvora za kalibraciju

Standardni rastvor hlorogenske kiseline: 100,1 mg hlorogenske kiseline je rastvoreno u

metanolu u normalnom sudu od 10 ml, dajuci rastvor koncentracije 10,1 mg/ml.

Radni standardni rastvori: dobijeni su uzimanjem alikvota standardnog rastvora od 0,1;

0,3; 0,6; 0,8 i 1 ml i dopunjavaju u normalnom sudu do 10 ml metanolom. Ovi rastvori
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odgovaraju koncentracijama hlorogenske kiseline od 0,101; 0,303; 0,606; 0,808 i 1,01

mg/ml.

4.9. Hemijska karakterizacija visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (HPLC)

Hemijska karakterizacija ekstrakata kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix vrSena
je odgovaraju¢im HPLC metodama. Sadrzaj salicina u ispitivanim ekstraktima odreden je
primenom ranije opisane metode uz manje modifikacije [115]. Separacija salicina
izvrSena je na koloni Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5Sum veli¢ina Cestica) na 25°C
primenom izokratske elucije. Kao mobilna faza koriS¢eni su bidestilovana voda,
tetrahidrofuran i ortofosforna kiselina u odnosu (97,7 : 1,8 : 0,5) (v/v/v), a njen protok je
iznosio 1 ml/min. Injektovano je 10 pl uzorka. Detekcija salicina vrSena je na 270 nm u
toku 12 min.

Fenolne kiseline i flavonoidi u ispitivanim ekstraktima odredeni su primenom

HPLC metode, ¢iji uslovi su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Uslovi HPLC analize za odredivanje fenolnih kiselina i flavonoida

Kolona: Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5um
veli€ina Cestica)

Mobilna faza: A: 0,1% Sir¢etna kiselina u dejonizovanoj
vodi

B: 0,1% Sirc¢etna kiselina u acetonitrilu,
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Gradijentna elucija: 3,25 min — 10% B; 8 min — 12% B,
15 min - 25% B, 15,8 min — 30% B,

25min —90% B, 25,4min — 100% B.

Injektovanje: 10 pl
Protok: 1 ml/min
Temperatura: 25°C
Pritisak: 134 bar
Detekcija: 280 nm
Ukupno vreme trajanja: 30 min

4.9.1. Izrada rastvora za kalibraciju

Osnovni standardni rastvori: 0,1 mg/ml kumarinske i trans-cimetne kiseline; 0,5 mg/ml

salicina, galne, hlorogenske, p-hidroksibenzojeve, vanilinske, siringinske, kafene
kiseline, epikatehina, rutina, kvercetina i naringenina. Pripremljeni su ta¢nim
odmeravanjem 2,5 mg odnosno 12,5 mg standarnih supstanci koje su kvantitativno

prenesene u normalni sud od 25 ml. Kao rastvarac se koristio metanol (95%, v/v).

Radni_standardni rastvori: dobijeni su uzimanjem 1, 3, 5, 7 ml osnovnog standardnog

rastvora, prenosenjem u normalni sud od 10 ml i dopunjavanjem istim rastvaracem do
crte u cilju dobijanja rastvora koncentracija od 0,01-0,1 mg/ml za kumarinsku i trans-

cimetnu kiselinu, odnosno 0,05-0,5 mg/ml za ostale standardne rastvore.
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Izrada kalibracione krive: 10 ul radnih standardnih rastvora je injektovano u HPLC

sistem. Na slici 7 prikazan je hromatogram smeSe standarda. Na osnovu dobijenih
povrsina ispod pikova na hromatogramu konstruisane su kalibracione krive i date su

regresione jednacine (koeficijenti pravca) (Grafikoni a-m).
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Slika 7. HPLC hromatogram smese standarda: a) galna kiselina; b) hlorogenska kiselina;
c) p-hidroksibenzojeva kiselina; d) vanilinska kiselina; e) siringinska kiselina; f) kafena
kiselina; g) epikatehin; h) kumarinska kiselina; i) rutin; j) rozmarinska kiselina; k)

kvercetin; 1) trans-cimetna kiselina; m) naringenin.
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Grafikoni a-m. Dijagram zavisnosti povr$ina ispod krivih od razli¢itih koncentracija
a) salicina, b) galne kiseline, c) hlorogenske kiseline, d) p-hidroksibenzojeve
kiseline, e) vanilinske kiseline, f) siringinske kiseline, g) kafene kiseline,
h)epikatehina, i) p-kumarinske kiseline, j) rutina, k) kvercetina, I) trans-cimetne

kiseline, m) naringenina

4.10. In silico ispitivanje inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2) i

acetilholinesteraze (AChE)

4.10.1. Priprema liganada za doking

Sve molekulske strukture koriS¢ene u ovom radu preuzete su iz PubChem baze
podataka (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Molekuli koji zadovoljavaju pravila

Lipinskog [116] podvrgnuti su doking ispitivanjima.
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4.10.2. Priprema makromolekula za doking

Trodimenzionalne struktura makromolekula preuzete su iz Protein Data Bank
(PDB) baze podataka (http://www.rcsb.org/). Koris¢eni su kompleks COX-1 sa
flurbiprofenom, pdb kod: 1CQE [117], kompleks COX-2 sa indometacinom, pdb kod:
4COX [118] i kompleks AChE sa fascikulinom 11, glikoziliranim proteinom, pdb kod:
1B41 [119]. AutoDock Tools i Discovery Studio Visualiser 4.5 programski paketi
koriS¢eni su za pripremu makromolekula za doking slede¢om procedurom: iz prethodno
navedenih kompleksa obrisani su ligandi i lanci B, C i D, u slu¢aju izoenzima
ciklooksigenaze, odnosno lanac B kod AChE, a zatim su uklonjeni molekuli vode,
dodeljeni polarni vodonikovi atomi 1 izraunato je naelektrisanje Gastejgerovim

metodom.

4.10.3. Molekularni doking

Doking je vrSen pomocéu programskog paketa AutoDock 4.2.3, metodom
Lamarkovog genetskog algoritma [120], po standardnoj doking proceduri za rigidni
receptor 1 fleksibilni ligand, sa 25 nezavisnih ponavljanja po ligandu. ReSetka je podeSena
na veli¢inu od 60 tacaka u X, y | zZ pravcu, a rastojanje izmedu tacaka reSetke iznosilo je
0,375A. Ostalim parametrima nisu menjana automatska podeSavanja. Konformacije
dokovanih struktura sa najnizom energijom vezivanja su smatrane za najpogodnije.
Conformations of docked structures with the lowest binding energy were considered as
the most favorable docking pose. Rezultati dokinga su graficki ispitani pomoc¢u AutoDock
Tools i Discovery Studio Visualiser 4.5.
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4.11. Statisticka obrada podataka

Podaci dobijeni u ovom radu su obradeni pomocu softverskih paketa Microsoft
Office Excel for Windows v. 2010 i IBM SPSS Statistics v. 22 operacijama deskriptivne,
univarijantne i test metodama statistike. Kao mera srednje vrednosti neke grupe podataka
odredena je aritmeticka sredina, a mera varijacije medu podacima izrazena je

standardnom devijacijom. Nivo verovatnoce p < 0,05 je smatran statisticki znacajnim.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA REZULTATA

5.1. Efikasnost ekstrakcije

Efikasnost ekstrakcije zavisi od brojnih faktora, poput vrste rastvaraca, njegove
koncentracije, temperature, vremena ekstrakcije, veli¢ine Cestica biljnog materijala i dr.
[121, 122]. Ispitan je uticaj maceracije, kao primera konvencionalne metode i
mikrotalasne 1 ultrazvucne ekstrakcije, kao savremenih metoda ekstrakcije, na koli¢inu
ekstrahovanih materija iz kore i lista razli¢itih predstavnika roda Salix. Na stopu
ekstrakcije bilo koje konvencionalne metode najvise uti€e izbor rastvaraca, odnosno
njegova polarnost [123]. SmesSe etanola i vode su pogodni rastvaraci za ekstrakciju,
budu¢i da mogu da rastvaraju $irok spektar fenolnih komponenti i prihvatljivi su za
ljudsku upotrebu [124]. U okviru maceracije ispitan je uticaj dve razliite koncentracije
etanola (30% i 70%, v/v) na ukupan prinos ekstrakcije u toku dva vremenska intervala
(30 min i 48h). Smatra se da se rastvorljivost fenolnih jedinjenja moze modifikovati
promenom koncentracije etanola, koja uti¢e na osobine ekstragensa, kao $to su gustina,
dielektri¢na konstanta, itd. [10].

Na Grafikonima 3 i 4 prikazani su rezultati ukupnog prinosa dobijenog razli¢itim

tehnikama i pri razli¢itim uslovima ekstrakcije kore i lista 8 predstavnika roda Salix.
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Grafikon 3. Prinos ekstrakcije kore razli¢itih vrsta roda Salix [g s.e./100 g droge]
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Grafikon 4. Prinos ekstrakcije lista razli¢itih vrsta roda Salix [g s.e./100 g droge]
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Ukupan prinos ekstrakcije kore kretao se u opsegu od 12,49-34,47 g s.e./100 g
droge, a lista od 14,85-38,26 g s.e./100 g droge. Najveci prinos ekstrakcije i kore i lista
gotovo svih Salix vrsta dobijen je mikrotalasnom ekstrakcijom. Visoki prinosi ekstrakcije
obe droge vecine vrsta vrba dobijeni su i ultrazvuénom tehnikom. Prinosi ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije uporedivi su sa onima dobijenim mikrotalasnom ekstrakcijom,
Sto potvrduje prednost savremenih tehnika ekstrakcije za postizanje vecih prinosa za
krac¢e vreme u odnosu na konvencionalne metode kao §to je maceracija [125].

Poredenjem rezultata maceracije etanolom razli¢itih koncentracija, kod kore je
ostvaren veci prinos kada je kao ekstragens kori§¢en 70% (v/v) etanol, dok je u slucaju
lista ve¢i prinos dobijen maceracijom 30% (v/v) etanolom, $to ukazuje na veéi sadrzaj
polarnih ekstraktibilnih komponenti u listu. Kada je u pitanju duzina trajanja maceracije,
bolji prinosi i kore i lista se ostvaruju nakon 48h ekstrakcije nego nakon 30 min, §to je u
saglasnosti sa literaturnim podacima da se sa porastom vremena ekstrakcije povecava i
prinos ekstraktibilnih materija kada se kao rastvara¢ primenjuje etanol [126].

Na uzorku lista vrste Salix amplexicaulis (2014) ispitan je uticaj dva razliCita
stepena usitnjenosti droge (sito 0,35 i 2 mm) na ukupan prinos ekstrakcije i dobijeni

rezultati su prikazani na Grafikonu 5.
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Grafikon 5. Ukupan prinos ekstrakcije lista S. amplexicaulissa dva stepena

usitnjenosti

Ako poredimo ukupan prinos ekstrakcije lista razliCitog stepena usitnjenosti,
znacajno veci prinosi se dobijaju pri ekstrakciji droge veceg stepena usitnjenosti (0,35
mm), §to je i ocekivano, jer se sa porastom stepena usitnjenosti povecavaspecificna
povrsina biljnog materijala i omogucéava intenzivniji kontakt sa ekstragensom. Razlika je
posebno uocljiva kod ekstrakata dobijenih maceracijom etanolom u trajanju od 30 min.
Takode, moze se primetiti da se priblizne vrednosti prinosa ekstrakcije dobijaju kod
droge stepena usitnjenosti 0,35 mm i vremena ekstrakcije 30 min i droge stepena
usitnjenost 2 mm i vremena ekstrakcije 48h. Dobijeni rezultati pokazuju da se
smanjenjem veli¢ine Cestica biljnog materijala moZe znacajno skratiti vreme ekstrakcije i

poboljsati njena efikasnost, sto je u saglasnosti sa literaturom [127].
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5.2. Rezultati antioksidantne aktivnosti

DPPH je stabilan slobodni radikal, ljubiasto obojen u etanolnom rastvoru, koji u
prisustvu antioksidanasa prelazi u zutu. Jedna od specificnosti ove metode je da
omogucava testiranje 1 lipofilnih 1 hidrofilnih jedinjenja, Sto je svrstava medu
najrasprostranjenije metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata.
Hidroksilni radikal se generiSe u Fentonovoj reakciji i jedan je od najmo¢nijih slobodnih
radikala koji je direktno ukljuéen u nepovratnu $tetu nastalu oksidativnim stresom.
Ukupni efekat hidroksilnih radikala izaziva mutagenezu, karcinogenezu i starenje [128].

Rezultati inhibicije 50% DPPH i OH radikala ekstraktima kore i lista ispitivanih
Salix vrsta, kao i uticaj razlicitih tehnika ekstrakcije na antioksidantnu aktivnost prikazani
su na Grafikonima 4-11. Sto je vrednost ICso niZa, to je antioksidantna aktivnost ekstrakta
veca. Rezultati pokazuju da svaki od ispitivanih ekstrakata poseduje antioksidativnu
akivnost. Moze se uociti da postupak ekstrakcije, vrsta vrbe, kao i biljni organ (kora ili
list) unutar iste vrste znacajno uti¢u na antioksidativni potencijal.

Kod vrste Salix alba koncentracije ekstrakata kore koje su dovele do inhibicije
50% DPPH radikala kretale su se u opsegu od 1,83 — 3,32 pg/ml, a lista od 2,43 - 12,24

pg/ml (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix alba [pg/ml]

Ekstrakti 1 kore i1 lista dobijeni maceracijom 70% etanolom pokazuju najjacu
aktivnost prema DPPH radikalu, pri ¢emu je ona izrazenija kod kore bele vrbe.
Antioksidantna aktivnost ispitivanih ekstrakata jaca je od antioksidantne aktivnosti kore
S. alba (15,5 pg/ml) dobijene u istrazivanju koje je sprovedeno u Alziru, gde je
ekstrakcija biljnog materijala vr§ena metanolom [129], §to ukazuje na veéu selektivnost
70% (v/v) etanola za ekstrakciju antioksidantnih materija.

Koncentracije ekstrakata i kore i lista S. alba potrebne za inhibiciju 50%
hidroksilnih radikala su vise od prethodno navedenih za inhibiciju DPPH radikala i
kretale su se u intervalu od 17,06 — 34,76 pug/ml i 15,34 — 56,77 pg/ml, kod kore i lista
redom. Ekstrakti i kore i lista dobijeni ultrazvuénom tehnikom inhibisali su OH radikale u

najvecoj meri u odnosu na ostale ekstrakte.
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Koncentracije ekstrakata kore i lista vrste Salix amplexicaulis (2013), dobijenih
razli¢itim postupcima ekstrakcije, koje su inhibisale 50% DPPH radikala bile su u

rasponu od 2,12 — 3,72 pug/ml (kora) i od 5,63 — 15,19ug/ml (list) (Grafikon 7).

Salix amplexicaulis 2013

Kora List

30% EtOH 30 min m30% EtOH 48h 70% EtOH 30 min
m70% EtOH 48h = MT mUz

Grafikon 7. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix amplexicaulis 2013

[ug/ml]

Maceracija 70% etanolom je omogucila dobijanje ektrakata i kore i lista sa
najjacom sposobnoscu inhibicije DPPH radikala, s tim S$to je ona izraZenija kod ekstrakta
kore S. amplexicaulis (2013). Sa produzenjem vremena maceracije rasla je i
antioksidativna mo¢ ekstrakata. 1Cso vrednosti neutralizacije OH radikala ekstraktima
kore kretale su se u opsegu od 33,48-52,70 pg/ml, dok su ekstraktima lista od 25,95 —
51,49 pg/ml. Ekstrakti i kore i lista dobijeni ultrazvuénom tehnikom ispoljili su najvecu

antioksidantnu aktivnost u OH-test sistemu.
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ICso vrednosti inhibicije DPPH radikala ekstraktima kore S. amplexicaulis (2014)

bile su u intervalu od 4,59 — 6,94ug/ml, dok su ekstraktima lista od 3,06 — 11,49 pg/ml

(Grafikon 8).
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Grafikon 8. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix amplexicaulis 2014
[ug/mi]

Maceracija 70% etanolom omogucila je dobijanje ekstrakata i1 kore 1 lista sa
najvecom sposobnoSc¢u neutralizacije DPPH radikala, pri ¢emu je ona jaca kod lista. Sa
povecanjem duzine trajanja ekstrakcije, rastao je 1 antioksidantni potencijal etanolnih
ekstrakata. Koncentracije ekstrakata koje su inhibisale 50% OH radikala kretale su se u
rasponu od 31,06 — 50,79 pg/ml kada je u pitanju kora, a 16,91 — 31,22 pug/ml kada je list.
Maceracija 30% etanolom u trajanju od 48 sati omogucila je dobijanje ekstrakta kore sa
najve¢im inhibitornim potencijalom prema OH radikalu, dok je u slucaju lista to bila
mikrotalasna ekstrakcija. Ekstrakti lista S. amplexicaulis (2014) dobijeni svim
primenjenim postupcima ekstrakcije pokazali su jace antioksidativno delovanje prema

OH radikalu u odnosu na ekstrakte kore iste vrste.
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Koncentracije ekstrakata kore Salix babylonica koje su neutralisale 50% DPPH

radikala bile su u intervalu od 2,59 — 4,29 ug/ml, a lista 4,43 — 44,29 pg/ml (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix babylonica [pg/ml]

Najjacu inhibiciju DPPH radikala ispoljili su 70% etanolni ekstrakti i kore 1 lista,
pri ¢emu je efekat daleko izrazeniji kod kore. 1Csovrednosti neutralizacije OH radikala
kretale su se u opsegu od 31,19 — 40,44 pg/ml kada je u pitanju kora i 27,20 — 44,61
pg/ml kada je ispitivan list S. babylonica. Najjaci antioksidantni potencijal prema OH

radikalu pokazali su ekstrakti dobijeni mikrotalasnom tehnikom i kore i lista.

ICso vrednosti inhibicije DPPH radikala ekstraktima kore Salix eleagnos bile su u

intervalu 1,98 — 2,34 pg/ml, dok su ekstraktima lista 5,40 — 7,34 pg/ml (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix eleagnos [pg/mi]

Koncentracije ekstrakata kore koje su neutralisale 50% OH radikala kretale su se
u opsegu od 28,34 — 43,18 pg/ml, a ekstrakata lista od 43,17 — 63,86 ug/ml. Medu
ekstraktima kore najjacu aktivnost prema DPPH i OH radikalu pokazao je mikrotalasni

ekstrakt, dok je medu ekstraktima lista to bio ultrazvuc¢ni ekstrakt.

Koncentracije ekstrakata kore Salix fragilis koje su inhibisale 50% DPPH radikala

bile su u rasponu od 4,11 — 7,35 pg/ml, a lista od 8,07 — 12,42 pg/ml (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix fragilis [pg/ml]

Najizrazeniju antioksidantnu aktivnost prema DPPH radikalu ispoljili su ekstrakti
dobijeni maceracijom 70% etanolom i kore i lista. ICso vrednosti neutralizacije OH
radikala kretale su se u intervalu od 18,42 — 23,95 pg/ml i 23,79 — 25,99 pg/ml, za
ekstrakte kore i lista redom. Ekstrakti i kore i lista S. fragilis dobijeni ultrazvu¢nom

tehnikom pokazali su najjacu antioksidantnu aktivnost u OH testu.

Kod vrste Salix purpurea koncentracije ekstrakata kore koje su dovele do

inhibicije 50% DPPH radikala kretale su se u opsegu od 3,55 — 7,15 pg/ml, a lista od 7,34

— 13,19 pg/ml (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix purpurea [pg/ml]

Ekstrakt kore sa najveéim potencijalom neutralizacije DPPH radikala dobijen je 48-
casovnom maceracijom 30% etanolom, dok je u slucaju lista to bila ekstrakcija 70%
etanolom. ICso vrednosti inhibicije OH radikala ekstraktima kore S. purpurea bile su u
intervalu od 24,26 — 54,85 pg/ml, dok su ekstraktima lista bile u rasponu od 27,22 —
90,27 pg/ml. Najizrazeniji antioksidanti potencijal prema OH radikalu pokazali su
ultrazvucni ekstrakti i kore i lista S. purpurea. Sposobnost ekstrakata S. purpurea da
neutraliSu OH radikale u ovom radu je znacajno veéa u poredenju sa rezultatima
inhibicije OH radikala ekstraktima S. purpurea (=15 mg/ml) u ranije publikovanoj studiji

[130].

Koncentracije ekstrakata kore Salix triandra koje su neutralisale 50% DPPH
radikala bile su u intervalu od 4,32 — 13,38 pg/ml, a lista od 1,95 — 6,73 pg/ml (Grafikon

13).
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Grafikon 13. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix triandra [pg/ml]

Medu ekstraktima kore S. triandra najjacu antiradikalsku aktivnost prema DPPH ispoljio
je ultrazvuéni ekstrakt, dok su u slucaju lista to 70% etanolni ekstrakti. Ekstrakti lista su
pokazali ja¢i antioksidantni potencijal u DPPH testu od ekstrakata kore S. triandra. I1Cso
vrednosti inhibicije OH radikala ekstraktima kore S. triandra bile su u opsegu od 26,77 —
36,85 pg/ml, dok su se u ekstraktima lista kretale od 28,21 — 47,31 pg/ml. Najvecu
sposobnost neutralizacije OH radikalima medu ekstraktima kore ima ultrazvuc¢ni ekstrakt,

dok medu ekstratima lista to ekstrakt dobijen mikrotalasnom tehnikom.

Uticaj stepena usitnjenosti (sito 0,35 i 2 mm) na antioksidantni potencijal
ekstrakata dobijenih razli¢itim postupcima ekstrakcije ispitan je na uzorku lista vrste S.
amplexicaulis (2014) i prikazan je na grafikonima 14 i 15. Moze se uociti da je inhibicija

i DPPH (Grafikon 14) i OH radikala (Grafikon 15) veca §to je droga usitnjenija nezavisno
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od tehnike ekstrakcije. Sto su &estice biljnog materijala sitnije, to je veéa kontaktna
povrSina sa rastvaraCem i ekstrakcija antioksidantnih materija je intenzivnija, $to je u
saglasnosti sa literaturom [131]. Razlika je narocito izrazena kod inhibicije OH radikala
etanolnim ekstraktima dobijenim pri kratem vremenu maceracije. Antiradikalski
potencijal ekstrakta lista stepena usitnjenosti 0,35 mm je 4 do 6 puta jac¢i od
antioksidantnog delovanja droge stepena usitnjenost 2 mm kod ekstrakata dobijenih

maceracijom 70% i 30% etanolom u toku 30 minuta, redom.
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Grafikon 14. Inhibicija DPPH radikala ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) dva

stepena usitnjenosti
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Grafikon 15. Inhibicija OH radikala ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) dva

stepena usitnjenosti

5.3. Rezultati ukupnih fenola
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m70% EtOH 48h = MT 5 min = UZ 30 min

Grafikon 16. Ukupni fenoli u ekstraktima kore razli¢itih Salix vrsta [mg GAE/g s.e.]
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Grafikon 17. Ukupni fenoli u ekstraktima lista razli¢itih Salix vrsta [mg GAE/g s.e.]

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta

vrba, dobijenim razli¢itim tehnikama ekstrakcije, prikazani su na Grafikonima 16 i1 17.

U ekstraktima kore koli¢ina ukupnih fenola kretala se u opsegu od 4,97— 103,27

mg GAE/g s.e. Najveéi sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti dobijen je u 30%

etanolnom ekstraktu kore S. purpureanakon 48h maceracije. Medu ekstraktima kore svih

ispitivanih vrsta vrba, izuzev S. purpurea i S. triandra, najvecéa koli¢ina ukupnih fenola

dobijena je 48-Casovnom maceracijom 70% etanolom, §to je u saglasnosti sa literaturnim

podacima da sa povecanjem vremena ekstrakcije i koncentracije etanola, raste i prinos

ukupnih fenolnih jedinjenja [10]. U poredenju sa sadrzajem ukupnih fenola u kori S alba

iz ispitivanja gde je ekstrakcija vrSena 70% metanolom [129] i 80% metanolom [132],
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dobijene vrednosti u ekstraktima kore u ovom radu su znatno nize, $to potvrduje da su
polarniji rastvarac¢i pogodniji za ekstrakciju fenolnih jedinjenja [133]. Uzimajuéi u obzir
toksi¢nost metanola, etanol kao rastvara¢ ima prednost u odnosu na metanol jer je
bezbedan za ljudsku upotrebu [134]. Koli¢ina ukupnih fenola u vrstama vrba ispitivanim
u ovom radu je niza od sadrZzaja ukupnih fenola u vrsti S. aegyptiaca [55], $to se moze
pripisati razli¢itom postupku ekstrakcije, ali i genetskim faktorima i uslovima rasta
razliCitih vrsta vrba.

U ekstraktima lista sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je u rasponu od 0,49 —
87,06 mg GAE/g s.e. Ekstrakt lista vrste S. triandra dobijen 48-¢asovnom maceracijom
70% etanolom je najbogatiji ukupnim fenolnim komponentama. Sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u 70% etanolnom ekstraktu lista vrsta S. alba, S. amplexicaulis, S. purpurea i
S. triandra je veci u odnosu na vrednost ukupnih fenola (27,5 mg GAE/g s.e.) dobijene
istrazivanjem u kome je ekstrakcija lista S. alba vr§ena 70% (v/v) acetonom uz magnetnu
mesalicu [132], ukazujuéi na vecéu selektivnost 70% etanola za izolovanje fenola iz ovih
vrsta vrba.

Uticaj stepena usitnjenosti droge na sadrzaj ukupnih fenola u listu S.

amplexicaulis prikazan je na grafikonu 18.
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Grafikon 18. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) sa dva

stepena usitnjenosti

Rezultati pokazuju da se veci sadrzaj fenolnih jedinjenja dobija $to je droga veceg
stepena usitnjenosti bez obzira na primenjenu tehniku ekstrakcije. Sadrzaj ukupnih fenola
u drogi stepena usitnjenosti 0,35 mm je veci 2-2,5 puta od sadrzaja fenola u drogi stepena
usitnjenosti 2 mm kada je ekstrakcija vrSena mikrotalasnom i ultrazvuénom tehnikom,
dok je razlika jo§ izrazenija kod maceracije etanolom gde je veci i 3 do ¢ak 154 puta.
Najveéa razlika u koli¢ini ukupnih fenola se uocava kod ekstrakata dobijenih
maceracijom 30% etanolom u toku 30 min. Rezultati pokazuju da se smanjenjem veliine
Cestica biljnog materijala, ¢ime se povecava specificna povrsina i skrac¢uje razdaljina za
prenos mase, moze znacajno poboljSati efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja, Sto je u

skladu sa literaturom [127].

71



5.4. Rezultati ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima kore 1 lista u ispitivanim vrstama roda

Salix, dobijenim razli¢itim tehnikama, prikazani su na Grafikonima 19 i 20.

40 -
35 -

mg QE/g s.e.

m 30% EtOH 30 min m30% EtOH 48h  ®70% EtOH 30 min
m70% EtOH 48h  ®mMT 5 min = UZ 30 min

Grafikon 19. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima kore razli¢itih Salix vrsta [mg

QE/gs.e]

U ekstraktima kore koli¢ina ukupnih flavonoidnih komponenti bila je u rasponu
od 1,28 — 34,67 mg QE/g s.e. (Grafikon 17). Ekstrakt kore vrste S. purpurea dobijen 48-
casovnom maceracijom 30% etanolom je sadrzao najvecu koli¢inu ukupnih flavonoida.
Pored kore vrste S. purpurea znacajna koncentracija ukupnih flavonoidnih jedinjenja
nalazi se i u kori vrste S. amplexicaulis, dok u kori ostalih vrsta vrba koli¢ina flavonoida

dostize maksimalno oko 7 mg QE/g s.e.
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U ekstraktima lista ispitivanih Salix vrsta koncentracija ukupnih flavonoida bila je

nesto visa nego u kori i kretala se u intervalu od 1,45 - 49,79 mg QE/g s.e.(Grafikon 18).

60 -

50 - d

mg QE/g s.e.

m 30% EtOH 30 min m30% EtOH 48h  ®70% EtOH 30 min
m70% EtOH 48h  ®mMT 5 min ® UZ 30 min

Grafikon 20. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima lista razli¢itih Salix vrsta [mg

QE/gs.e.]

Najbogatiji ukupnim flavonoidima je 70% etanolni ekstrakt lista vrste S.
amplexicaulis (2014). Pored vrste S. amplexicaulis i ekstrakti lista S. purpurea i S.
triandra se isticu visokim sadrzajem flavonoidnih jedinjenja. U listu vecéine vrsta najveca
koli¢ina ukupnih flavonoida ostvarena je maceracijom 70% etanolom, dok se
mikrotalasna tehnika pokazala kao efikasnija za izolovanje flavonoidnih jedinjenja iz lista

S. triandra i S. eleagnos.
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Ako posmatramo ekstrakte dobijene klasi¢nim postupkom maceracije etanolom,
uocava se da sa povecanjem koncentracije etanola od 30% do 70% raste i sadrzaj ukupnih
flavonoida. lzuzetak je kora S. purpurea gde se veci sadrzaj ostvaruje ekstrakcijom 30%
etanolom, ukazujuéi na ve¢i udeo polarnih komponenti u dobijenom ekstraktu. Takode,
sa povecanjem duzine trajanja maceracije, raste 1 koncentracija ekstrahovanih
flavonoidnih jedinjenja.

Koli¢ina ukupnih flavonoida u ekstraktima i kore i lista svih ispitivanih vrsta vrba
u ovom radu veca je u odnosu na sadrzaj flavonoida (1,13 mg QE/g ekstrakta) u kori S.

alba koji je dobijen u istrazivanju gde je ekstrakcija vr$ena 70% (v/v) metanolom [129].

Na grafikonu 21 prikazan je uticaj stepena usitnjenosti na sadrzaj ukupnih

flavonoida u listu S. amplexicaulis (2014).
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Grafikon 21. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) sa

dva stepena usitnjenosti

74



Koncentracija ukupnih flavonoidnih jedinjenja je znacajno veca §to je biljna droga
usitnjenija, nezavisno od tehnike ekstrakcije. Razlika je najizraZenija pri maceraciji 30%
etanolom u trajanju od 30 min, gde je sadrzaj ukupnih flavonoida 20 puta ve¢i u drogi
veceg stepena usitnjenosti. Smanjenjem veliCine Cestica biljnog materijala pre ekstrakcije
povecava se dodirna povrSina, Sto poboljSava prenos mase aktivnih principa iz biljne

droge u rastvara¢ [131].

5.5. Validacija analiticke metode za odredivanje sadrzaja 5-CQA u ekstraktima

vrbe

Procedure koje su koris¢ene za validaciju HPLC metode za odredivanje 5-CQA u
uzorcima kore i lista vrbe su opisane u literaturi [135-138]. Pri datim hromatografskim
uslovima injektovani su i propustani kroz kolonu radni standardni rastvori hlorogenske
kiseline. Na osnovu dobijenih povrsina ispod krivih na hromatogramu (Slika 8)
konstruisan je dijagram zavisnosti povrsine ispod krive (mAU*s) i koncentracije (mg/ml)

hlorogenske kiseline i data regresiona jednacina (Tabela 6, Grafikon 22).

mAU
100+
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-25

-50

-757

Slika 8. HPLC hromatogram razlicitih koncentracija standarda hlorogenske kiseline
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Tabela 6. Retenciono vreme i povrSine razli¢itih koncentracija hlorogenske kiseline pri

HPLC-analizi
Redni broj - Povrsina ispod Koncentracija
standarda krive [MAU*s] [mg/ml]
1 13,324 25,1911 0,101
2 13,428 74,8446 0,303
3 13,378 151,1112 0,606
4 13,511 201,6691 0,808
5 13,355 254,3282 1,010
_ 300
g 250
E 200
2 . y=251.8x-0,994
= 10 r=0,999
=
=100
= 50
-
3 v
D T T
0 0,5 1 1.5
koncentracija (mg/ml)

Grafikon 22. Dijagram zavisnosti povrsina ispod signala od razlicitih koncentracija

hlorogenske kiseline

Visoka vrednost koeficijenta r=0,999 pokazuje da postoji dobra korelacija izmedu

koncentracije hlorogenske kiseline i1 povrSina ispod krivih. Statistickom obradom podataka
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dobijeni su i limit detekcije (LD=0,0026 mg/ml) i limit kvantifikacije (LQ=0,0087
mg/ml).

Poredenjem  vrednosti  koncentracija  hlorogenske  kiseline  dobijene
eksperimentalno sa teorijskom vredno$¢u dobijene su vrednosti za prinos, na osnovu kojih
se moze reci da razradeni postupak odredivanja hlorogenske kiseline u uzorcima vrbe ima

dobru ta¢nost (Tabela 7).

Tabela 7. Rezultati ta¢nosti odredivanja hlorogenske kiseline

Eksperimentalno

Teorijske koncentracije .
J J odredene koncentracije

hIorog(enrlzl/(ren:;iseline hlorogenske kiseline Prinos (%)
(mg/ml)
0,101 0,0991 + 0,0009 98,12
0,303 0,2889 + 0,0014 95,35
0,606 0,6001 + 0,0016 99,03
0,808 0,8151 + 0,0022 100,88
1,010 0,9655 + 0,0009 95,59
Prinos + 2SD (%) 97,79 + 4,68

Preciznost — ponovljivost metode je ispitana analizom tri razli¢ite koncentracije u Sest

ponavljanja (Tabela 8).
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Tabela 8. Rezultati preciznosti-ponovljivosti odredivanja hlorogenske kiseline

Teorijske . .
" . . Povrsina ispod pika
koncentracije Retenciono vreme (min)
(mAU*s)
(mg/ml)
0,101 13,323 + 0,009 25,222 £ 0,154
0,606 13,382 + 0,006 151,188 £ 0,228
1,01 13,359 + 0,004 254,389 + 0,435
RSD (%) 0,029-0,067 0,15-0,61

Vrednosti relativnih standardnih devijacija (RSD) za povrsine ispod signala i retenciona

vremena (<1,2%) pokazuju da metoda ima zadovoljavajuéu ponovljivost.

Poredenjem hromatograma standarda hlorogenske kiseline i hromatograma

uzoraka vrbe i proverom spektara dobijenih signala, ustanovljeno je da nema drugih

signala €ija retenciona vremena odgovaraju retencionom vremenu standarda hlorogenske

kiseline, §to navodi na zakljuCak da je metoda selektivna/specifiéna (Slika 9).

Ispitivanjem uticaja neznatno promenjenih uslova hromatografije, kao Sto su razliCite

temperature kolone (x1°C), protok (0,05 ml/min) i talasna duzina detekcije (£3 nm),

potvrdena je postojanost metode.
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Slika 9. HPLC hromatogram ultrazvu¢nog ekstrakta lista S. triandra

5.5.1. Ispitivanje sadrzaja 5-CQA u ekstraktima lista i kore

Sadrzaj 5-CQA odreden primenom validovane metode u odabranim ekstraktima

kore i lista vrba prikazan je u Tabeli 9.

Tabela 9. Sadrzaj hlorogenske kiseline u ekstraktima kore 1 lista vrba

Ekstrakt

5-CQA [9/100 g droge]

S. eleagnos kora (UZ)
S. eleagnos list (UZ)
S. fragilis kora (MT)
S. fragilis list (UZ)
S. triandra kora (MT)
S. triandra list (UZ)

4,72 +0.20¢
2,41 +0.25°
1,15 +0.03"
1,03 +0.03
0,61 +0.012
8,89 + 0.34°
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Rezultati prikazani u Tabeli 9 pokazuju znacajnu varijabilnost sadrzaja
hlorogenske kiseline u ispitivanim ekstraktima u zavisnosti od vrste vrbe, kao i biljne
droge unutar iste vrste. Najveca koli¢ina 5-CQA odredena je u ultrazvu¢nom ekstraktu
lista vrste S. triandra, dok je najmanja u mikrotalasnom ekstraktu kore iste vrste. S.
triandra je ujedno i vrsta vrbe u kojoj je najizraZenija razlika u sadrZzaju hlorogenske
kiseline izmedu ekstrakata kore 1 lista, pri ¢emu je kolic¢ina 5-CQA u kori 14,5 puta veca
u listu nego u kori. Koncentracija 5-CQA je priblizno jednaka u ekstraktima kore i lista S.

fragilis, dok je kod vrste S. eleagnos ona oko 2 puta visa u ekstraktu kore nego u listu.

5.6. Hemijska karakterizacija visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (HPLC)
Hemijski sastav ekstrakata kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix, dobijenih
razli¢itim postupcima ekstrakcije, odreden je HPLC analizom. Prisutne komponente bile
su salicilni glikozid — salicin, fenolne kiseline - galna, hlorogenska, p-hidroksibenzojeva,
vanilinska, siringinska, kafena, p-kumarinska i trans-cimetna kiselina, kao i flavonoidna
jedinjenja - epikatehin, rutin, kvercetin i naringenin. Na Slikama 10-13 prikazani su

reprezentativni hromatogrami ekstrakata lista i kore vrbe.
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Slika 10. Hromatogram ultrazvuénog ekstrakta lista S. amplexicaulis (2014): S — salicin.
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Slika 11. Hromatogram ultrazvu¢nog ekstrakta lista S. fragilis: 1 — galna kiselina; 2 —
hlorogenska kiselina; 3 — vanilinska kiselina; 4 — siringinska kiselina; 5 — kafena kiselina;
6 — epikatehin; 7 — p-kumarinska kiselina; 8 — rutin; 9- kvercetin; 10 — trans-cimetna

Kiselina; 11 — naringenin
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Slika 12. Hromatogram mikrotalasnog ekstrakta kore S. purpurea: S — salicin.
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Slika 13. Hromatogram mikrotalasnog ekstrakta kore S. purpurea: 1 - hlorogenska
kiselina; 2 - kafena kiselina; 3 - epikatehin; 4 - p-kumarinska kiselina; 5 — rutin; 6 —

kvercetin; 7 — trans-cimetna kiselina; 8 — naringenin.
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Aktivne komponente ekstrakata identifikovane su poredenjen njihovih retencionih
vremena i UV spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda svake
komponente. Kvantitativna analiza sadrzaja identifikovanih supstanci vrSena je metodom

spoljasnjeg standarda.

5.6.1. Salicin
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Grafikon 23. Sadrzaj salicina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix
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Grafikon 24. Sadrzaj salicina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix

Salicin i njegovi derivati su taksonomski markeri roda Salix [115]. Salicin je
detektovan i u kori i u listu svih ispitivanih Salix vrsta, ali je primetna varijabilnost
sadrzaja izmedu vrsta, unutar iste vrste u zavisnosti od dela biljke i primenjene tehnike
ekstrakcije. Koncentracije salicina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta vrba
dobijene razli¢itim tehnikama ekstrakcije prikazane su na Grafikonima 23 i 24. U
ekstraktima kore sadrzaj salicina kretao se u opsegu od 0,26 — 1,46 g/100 g suve droge,
dok je u listu bio u rasponu od 0,15 — 2,15 g/100 g suve droge. Najveca koli¢ina salicina
detektovana je u ekstraktu lista vrste S. amplexicaulis (2014) dobijenom ultrazvuénom
tehnikom, a visok sadrzaj pomenute komponente u listu date vrste ostvaren je i
mikrotalasnom ekstrakcijom. Ove vrednosti su bliske rezultatima ranije publikovanog
istrazivanja u kome je sadrzaj salicina u listu vrste S. amplexicaulis muskog pola iznosio

1,72% [115]. Visokom koncentracijom salicina istiu se i ekstrakti lista vrste S. purpurea
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pripremljeni mikrotalasnom 1 ultrazvu¢nom tehnikom, a znacajna koli¢ina je prisutna i u
70% etanolnom ekstraktu. Rezultati dobijeni za pomenute ekstrakte su visi u odnosu na
ranije publikovan sadrzaj salicina u lis¢u S. purpurea iz Centralne Evrope (0,1 — 1,6%)
[139]. S druge strane, dobijene vrednosti su sli¢ne ili neSto niZze u odnosu na ranije
ispitivanje gde se sadrzaj salicina u listu S. purpurea kretao od 2 - 4%, dok su rezultati
kvantifikacije salicina u kori ove vrste u saglasnosti sa ranijim studijama [140]. Sadrzaj
salicina u listu ostalih ispitivanih vrsta opada redosledom S. amplexicaulis (2013) > S.
eleagnos > S. babylonica > S. fragilis > S. alba > S. triandra. U listu vrste S. alba salicin
je prisutan samo u mikrotalasnom ekstraktu, dok u etanolnim i ultrazvuénom ekstraktu
nije detektovan. Njegova koli¢ina je visa u odnosu na istrazivanje gde je list S. alba
ekstrahovan acetonom [141], ukazuju¢i na prednost mikrotalasne tehnike. Nizak sadrzaj
salicina je odreden u kori iste vrste, a mikrotalasna tehnika se i u ovom slu¢aju pokazala
kao najefikasnija. Koli¢ina salicina u ekstraktu kore S. alba je u saglasnosti sa rezultatima
ranijih istraZivanja u kojima uzorci kore ove vrste sadrze od 0,1-1% (w/w) [142] i od
0,57-0,66% salicina [143]. Medutim, koncentracije salicina u ekstraktima kore S. alba
niZe su u odnosu na drugo ispitivanje u kome je sadrzaj salicina u kori ove vrste bio u
rasponu od 1,29 — 1,87% [144]. Kada posmatramo koncentraciju salicina u kori
ispitivanih Salix vrsta, ona je najvisa u mikrotalasnom ekstraktu S. purpurea i S.
amplexicaulis (2013), a zatim u ultrazvuénim ekstraktima ovih vrsta. Koli¢ina salicina u
kori S. amplexicaulis niza je u odnosu na ranije istrazivanje u kome je sadrzaj salicina bio
1,75% 1 2,05% (ekstrakcija vrSena metanolom) [115], a viSa u odnosu na ispitivanje u
kome je koncentracija ove fenolne kiseline bila 0,66% u kori iste vrste, pri ¢emu je i u

ovom slucaju kao ekstragens koriS¢en metanol [145]. Mikrotalasna i ultrazvuéna
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ekstrakcija bile su najpogodnije tehnike za izolovanje salicina iz kore i lista vecine
ispitivanih vrsta roda Salix, sa izuzetkom lista S. babylonica i kore i lista S. triandra gde
je maceracija 30% etanolom omogucila izdvajanje najveée koli¢ine salicina.
Koncentracija salicina u kori S. triandra bliska je vrednostima (0,66-0,86%) dobijenim u
ispitivanju sprovedenom u Poljskoj [146], a viSa je u odnosu na istrazivanje gde je
sadrzaj salicina u Kkori ove vrste bio < 0,1% [140]. Rezultati kvantifikacije salicina u
ekstraktim lista su u suprotnosti sa ranijom studijom gde salicin nije bio prisutan u listu S.
triandra [140]. Medutim, dobijeni sadrzaj salicina u ekstraktima lista S. triandra visi je u
odnosu na drugo istraZivanje u kome je koncentracija salicina bila 0,07% 1 0,089% u listu
ove vrste [115]. Rezultati dobijeni za ekstrakte kore i lista S. fragilis odgovaraju ranije
publikovanim, gde se sadrzaj salicina u kori i listu ove vrste kretao od 0,1-1% [140].
Evropska farmakopeja propisuje da se kao droga koristi kora mladih grana ili
izdanci vrsta roda Salix, ukljucuju¢i S. purpurea L., S. daphnoides Vill.i S. fragilis L.
Droga treba da sadrzi najmanje 1,5% salicilnih derivata izrazenih preko salicina [34].
Rezultati su pokazali da nijedan od dobijenih ekstrakata kore ispitivanih Salix vrsta ne
zadovoljava ovaj kriterijum. Koncentracija salicina u mikrotalasnom ekstraktu kore vrste
S. purpurea je blizu grani¢ne vrednosti, ali je ipak ne prelazi, dok je u ekstraktima kore S.
fragilis dva do pet puta manja od potrebne. Pored vrste vrbe, na sadrzaj sekundarnih
metabolita uticu brojni faktori kao §to su pol biljke, njena starost, klimatski uslovi i doba
dana kada je sakupljena [5]. Poznato je da koli¢ina fenolnih jedinjenja u biljnim tkivima
moze da varira u zavisnosti od doba dana, tako da su vrednosti vise rano ujutru, a da
opadaju u toku dana. Uoceno je da se koncentracija fenola u vrsti S. fragilis u toku dana

smanjuje za 20%, a u vrsti S. purpurea za ¢ak 40%. Takode, sa staro$c¢u biljke dolazi do
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promene u stvaranju fenolnih jedinjenja, pa se tako kod S. purpurea smanjuje ukupna
koncentracija fenolnih komponenti $to je starija [140]. Nasuprot kori, mikrotalasni
ekstrakti lista vrste S. amplexicaulis (2013 i 2014), ultrazvu¢ni ekstrakti lista S.
amplexicaulis (2014) i mikrotalasni, ultrazvuéni i 70% etanolni ekstrakti lista S. purpurea
ispunjavaju zahteve farmakopeje u pogledu sadrzaja salicina. Dobijeni rezultati ukazuju
na potencijal primene lista odgovaraju¢ih Salix vrsta kao lekovite sirovine i izvora

salicina.

5.6.2. Galna kiselina
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Grafikon 25. Sadrzaj galne kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix
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Rezultati kvantitativnog odredivanja galne kiseline u ekstraktima kore i lista
ispitivanih Salix vrsta prikazani su na Grafikonu 25. Sadrzaj galne kiseline u ekstraktima
kore kretao se u rasponu 15,4 — 69,62 mg/100 g suve droge, dok je u eksraktima lista bio
u intervalu 15,46 — 101,6 mg/100 g droge. Najveca koncentracija galne kiseline je
odredena u ultrazvuénom ekstraktu lista S. fragilis. Ultrazvu¢na ekstrakcija je ujedno i
jedina tehnika kojom je galna kiselina izolovana iz listova S. fragilis. S druge strane,
ultrazvu¢nom tehnikom galna kiselina nije ekstrahovana iz kore i lista S. alba. U slu¢aju
lista S. alba, pomenuta fenolna kiselina je odredena samo u mikrotalasnom ekstraktu.
Analogno listu S. fragilis, i kod lista S.eleagnos ultrazvuéna tehnika je jedina omogudéila
ekstrakciju galne kiseline iz ove droge. Pored ultrazvucne, galna kiselina je ekstrahovana
i mikrotalasnom tehnikom iz kore S. eleagnos, dok maceracijom etanolom razli¢itih
koncentracija ova fenolna kiselina nije izolovana ni iz kore ni iz lista pomenute vrste
vrbe. U Kkori i listu vrsta S. amplexicaulis (2014) i S. purpurea galna kiselina nije
detektovana, kao ni u kori S. amplexicaulis (2013). Kada je u pitanju list vrste S.
amplexicaulis (2013), ova fenolna kiselina bila je prisutna u etanolnim ekstraktima, dok u
mikrotalasnim i ultrazvuénim nije. Nasuprot tome, u listu vrste S. triandra galna kiselina
je detektovana u mikrotalasnom 1 ultrazvu¢nom ekstraktu, dok u etanolnim nije. 1z kore
S. triandra galna kiselina jedino nije ekstrahovana 30% etanolom. S. babylonica je jedina
vrsta iz koje je ova fenolna kiselina izolovana pomocu svih primenjenih tehnika
ekstrakcije, pri Cemu je njena koncentracija vefa u ekstraktima dobijenim
nekonvencionalnim metodama u odnosu na ekstrakte dobijene maceracijom. U

ekstraktima svih ispitivanih vrsta vrba u kojima je galna kiselina kvantifikovana, njen
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sadrzaj je veci nego u kori (0,69 mg/g s.e.) i listu (0,04 mg/g s.e.) vrste S. aegyptiaca

[55].
5.6.3. Hlorogenska kiselina
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Grafikon 26. Sadrzaj hlorogenske kiseline u ekstraktima kore i ispitivanih vrsta roda

Salix
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Grafikon 27. Sadrzaj hlorogenske kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix

Rezultati kvantifikacije hlorogenske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih
vrba, dobijenim razli¢itim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 26 i 27.
Moze se uociti da koli¢ina hlorogenske kiseline varira u zavisnosti od primenjene tehnike
ekstrakcije, analiziranog dela biljke, kao i vrste vrbe. Sadzaj hlorogenske kiseline u kori
ispitivanih Salix vrsta kretao se u intervalu od 0,028 — 0,514 g/100 g suve droge, dok je u
listu bio u rasponu od 0,014 - 0,853 g/100 g suve droge. Najveta koncentracija
hlorogenske kiseline u kori nalazi se u mikrotalasnom ekstraktu vrste S. triandra, dok se
medu uzorcima lista u ultrazvuénom ekstraktu vrste S. fragilis. Savremene tehnike
ekstrakcije, bilo mikrotalasna bilo ultrazvuéna, pokazale su se kao najefikasnije za
izolovanje najvece koli¢ine hlorogenske kiseline iz gotovo svih ispitivanih vrsta vrba.

Izuzetak su kora S. eleagnos gde je maceracija 30% etanolom dala najbolji prinos ove
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fenolne kiseline, kao i list S. babylonica i kora S. purpurea gde je to bila ekstrakcija 70%
etanolom. Veéi sadrzaj hlorogenske kiseline u kori nego u listu dobijen je u vrstama S.
babylonica, S. purpurea (osim 70% etanolnog ekstrakta), etanolnim ekstraktima S.
amplexicaulis (2013 i 2014) i 30% etanolnim ekstraktima vrsta S. eleagnos i S. fragilis.
Visa koncentracija hlorogenske kiseline u listu u odnosu na koru utvrdena je u vrstama S.
alba, S. triandra, mikrotalasnim i ultrazvu¢nim ekstraktima S. amplexicaulis (2013 i
2014) i preostalim ekstraktima vrsta S. eleagnos i S. fragilis.
Dobijena vrednost za sadrzaj hlorogenske kiseline u ultrazvucnom ekstraktu lista S.
fragilis u saglasnosti je sa koncentracijom ove fenolne kiseline u listu pomenute vrste iz
Finske, dok u istom istrazivanju hlorogenska kiselina nije detektovana u listovima vrsta
S. purpurea i S. triandra [147]. Sadrzaj hlorogenske kiseline u ekstraktima lista S.
triandra, S. fragilis, mikrotalasnim i ultrazvu¢nim ekstraktima S. eleagnos i S.
amplexicaulis (2014), kao i mikrotalasnom ekstraktu S. alba nalazi se u opsegu
koncentracija hlorogenske kiseline u listovima vrste S. myrsinifolia [148].

Na Grafikonu 28 dat je uporedni prikaz sadrzaja hlorogenske kiseline u
odabranim ekstraktima kore i lista vrba dobijen validovanom metodom za odredivanje 5-

CQA (Metoda 1) i metodom za odredivanje fenolnih jedinjenja (Metoda 2).
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Grafikon 28. Uporedni prikaz sadrzaja hlorogenske kiseline u ekstraktima vrba odreden

pomocu dve razli¢ite metode

Rezultati prikazani na Grafikonu 28 pokazuju da je znaCajno veci sadrzaj
hlorogenske kiseline u svim analiziranim ekstraktima vrba dobijen validovanom
metodom za odredivanje 5-CQA u odnosu na metodu gde je hlorogenska kiselina
odredena zajedno sa drugim fenolnim jedinjenjima, Sto potvrduje vecu selektivnost
validovane metode za datu komponentu. Razlike u koncentracijama hlorogenske kiseline
dobijenim primenom dve metode su najizrazenije kod ekstrakata lista S. triandra i kore S.

eleagnos, gde je sadrzaj 10 i 16,5 puta visi kada je kori$¢ena validovana metoda.
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5.6.4. P-hidroksibenzojeva kiselina

m30% EtOH m70% EtOH =MT mUZ

Grafikon 29. Sadrzaj p-hidroksibenzojeve kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta

roda Salix
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Grafikon 30. Sadrzaj p-hidroksibenzojeve kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta

roda Salix
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Rezultati kvantifikacije p-hidroksibenzojeve kiseline u ispitivanim vrstama roda
Salix prikazani su na Grafikonima 29 i 30. Koncentracije ove fenolne kiseline u kori vrba
bile su u opsegu 12,87 — 133,76 mg/100 g droge, dok su se u listu kretale od 12,85 —
79,38 mg/100 g droge. Najvisi sadrzaj date fenolne kiseline u kori je odreden u
ultrazvu¢nom ekstraktu S. amplexicaulis (2014), a u listu u mikrotalasnom ekstraktu iste
vrste. U vrstama S. purpurea i S. triandra p-hidroksibenzojeva kiselina nije detektovana
ni u kori ni u listu, a nije prisutna ni u listu S. fragilis. U sluc¢aju kore vrsta S. alba, S.
amplexicaulis (2013), S. eleagnos i S. fragilis mikrotalasna tehnika se pokazala kao
najefikasnija za izolovanje p-hidroksibenzojeve kiseline, dok je kod kore S. babylonica
maceracija etanolom razliitih koncentracija imala prednost u odnosu na
nekonvencionalne tehnike ekstrakcije. Kada je u pitanju list, mikrotalasna tehnika je dala
najve¢i prinos p-hidroksibenzojeve kiseline kod wvrste S. amplexicaulis (2013),
ultrazvuéna kod S. eleagnos, dok je maceracija 70% etanolom bila najpogodnija kod vrsta
S. alba i S. babylonica. Iz lista S. alba p-hidroksibenzojeva kiselina nije izolovana
mikrotalasnom i ultrazvuénom tehnikom ekstrakcije. Na osnovu ranijih istrazivanja je
poznato da se p-hidroksibenzojeva kiselina javlja u drvetu vrsta S. nigra, S. babylonica i
S. eriocephala, a njeno prisustvo je potvrdeno i u kori vise vrsta roda Salix [31]. U

literaturi nisu pronadeni podaci o sadrzaju ove fenolne kiseline u listovima Salix vrsta.
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5.6.5. Vanilinska kiselina
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Grafikon 31. Sadrzaj vanilinske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda
Salix

Vanilinska kiselina je detektovana u ekstraktima kore i lista vrste S. fragilis, dok u
ostalim ispitivanim vrstama vrba nije bila prisutna. Rezultati kvantitivnog odredivanja
vanilinske kiseline prikazani su na grafikonu 31. Sadrzaj ovog fenolnog jedinjenja u
ekstraktima kore S. fragilis bio je u rasponu od 8,74 — 21, 57 mg/100 g droge, dok je u
ekstraktima lista od 9,98 — 19,54 mg/100 g droge. Najveta koncentracija date
komponente u kori dobijena je u 70% etanolnom ekstraktu, $to je 2,5 puta viSe u odnosu
na 30% etanolni ekstrakt. Mikrotalasnom ekstrakcijom kore izdvojena je koli¢ina
vanilinske kiseline koja je nesto niza, ali bliska sadrzaju u 70% etanolnom ekstraktu, za

znaajno kraCe vreme. Najveci sadrzaj date fenolne supstanceu listu ostvaren je u
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ultrazvuénom ekstraktu, $to je 1,5 i 2 puta viSe u odnosu na koli¢inu u 70% 1 30%
etanolnom ekstraktu, redom. Koli¢ina vanilinske kiseline veca je u kori u odnosu na list,
izuzev kod ekstrakata pripremljenih postupkom maceracije 30% etanolom.Sadrzaj date
komponente u etanolnim ekstraktima kore 1 lista priblizna je koli¢ini vanilinske kiseline u
drvetu vrste S. caprea (0,1 mg/g suvog drveta) [149], dok je u ekstraktima dobijenim
savremenim tehnikama ekstrakcije 1 do 2 puta visi. Vanilinska kiselina je detektovana i u
drvetu vrsta S. nigra, S. babylonica i S. eriocephala, kao i u kori S. daphnoides i S.

sachalinensis [31].

5.6.6. Siringinska kiselina
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Grafikon 32. Sadrzaj siringinske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda

Salix
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Rezultati odredivanja sadrzaja siringinske kiseline u ekstraktima ispitivanih Salix
vrsta dobijenih razli¢itim tehnikama prikazani su na Grafikonu 32. Siringinska kiselina je
detektovana u niskim koncentracijama u kori i listu vrsta S. alba, S. babylonica, S.
eleagnos, S. fragilis i listu S. triandra i kretala se u rasponu od 10,73 — 39,80 mg/100 g
droge i od 5,71 — 23,72 mg/100 g droge, u ekstraktima kore i lista redom. Najveca
koli¢ina siringinske kiseline dobijena je mikrotalasnom ekstrakcijom kore S. alba. Medu
ckstraktima lista najvec¢a koncentracija siringinske kiseline bila je prisutna u ekstraktu
vrste S. elaeagnos dobijenom mikrotalasnom tehnikom. Ova tehnika ekstrakcije se
pokazala kao najefikasnija i u slucaju kore S. eleagnos i lista S. fragilis. Veca
koncentracija siringinske kiseline u kori nego u listu detektovana je u vrstama S. alba i S.
babylonica nezavisno od tehnike ekstrakcije. U vrstama S. eleagnos i S. fragilis tip
ekstrakcije odreduje u kojoj drogi je sadrzaj siringinske kiseline dominantniji. U
ekstraktima dobijenim maceracijom etanolom razli¢itih koncentracija, koli¢ina
siringinske kiseline je veca u listu u odnosu na koru S. eleagnos, dok je u mikrotalasnom i
ultrazvu¢nom ekstraktu sadrzaj vec¢i u kori. Nasuprot tome, kod vrste S. fragilis veci
sadrzaj siringinske Kiseline u kori dobijen je postupkom maceracije, a savremenim
tehnikama u listu.

Iz kore i lista S. amplexicaulis (2013 i 2014), S. purpurea i kore S. triandra pomenuta
fenolna kiselina nije izolovana. Siringinska kiselina je prisutna u drvetu vrsta S. nigra, S:

babylonica i S. eriocephala [31].
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5.6.7. Kafena kiselina
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Grafikon 33. Sadrzaj kafene kiselineu ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix

Rezultati kvantifikacije kafene kiseline u ekstraktima ispitivanih vrsta roda Salix,
dobijenim razli¢itim tehnikama prikazani su na Grafikonu 33. Kafena kiselina nije
detektovana ni u kori ni u listu vrsta S. alba, S. amplexicaulis (2013 i 2014), S.
babylonica i S. triandra, kao ni u kori S. fragilis ni u listu S. purpurea. Pomenuta fenolna
kiselina nije izlovana ni iz lista S. eleagnos maceracijom etanolom razliitih
koncentracija, a ni mikrotalasnom tehnikom. Koncentracija kafene kiseline u ekstraktima
kore u kojima je detektovana kretala se u intervalu od 48,54 — 105,19 mg/100 g droge.
Najveci sadrzaj kafene kiseline dobijen je u 70% etanolnom ekstraktu kore S. purpurea.
U ekstraktima lista S. fragilis i kore S. eleagnos veca koli¢ina kafene kiseline dobijena je
mikrotalasnom 1 ultrazvu¢nom tehnikom wu odnosu na maceraciju etanolom.

Koncentracije kafene kiseline u ekstraktima kore i lista odredene u vrstama S. eleagnos,
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S. fragilis i S. purpurea daleko su vece u odnosu na njen sadrzaj u kori i listu S.
aegyptiaca [55]. Nedostatak kafene Kiseline u vrsti S. babylonica u suprotnosti je sa
rezultatima ranijeg istrazivanja u kome je ova fenolna kiselina kvantifikovana u listu
pomenute vrste [150]. Prisustvo kafene kiseline potvrdeno je i u kori Sest vrsta roda Salix

[31].

5.6.8. Epikatehin

m30% EtOH m70% EtOH =MT mUZ

Grafikon 34. Sadrzaj epikatehina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix
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Grafikon 35. Sadrzaj epikatehina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix

Rezultati kvantifikacije epikatehina u ekstraktima kore i lista ispitivanih Salix
vrsta, dobijenim razli¢itim ekstrakcionim tehnikama prikazani su na Grafikonima 34 i 35.
Sadrzaj epikatehina u ekstraktima kore bio je u intervalu od 35,59 — 503,43 mg/100 g
suve droge, a u ekstraktima lista od 20,64 — 484,49 mg/100 g droge. Najniza
koncentracija ovog flavonoidnog jedinjenja detektovana je u 30% etanolnom ekstraktu
lista vrste S. alba, dok je najvisa u mikrotalasnom ekstraktu kore S. amplexicaulis (2013).
Iza mikrotalasnog, ekstrakti kore S. amplexicaulis (2013) dobijeni maceracijom 30%
etanolom 1 ultrazvu¢nom tehnikom sadrze najvecu koli¢inu epikatehina u poredenju sa
ekstraktima kore ostalih ispitivanih vrsta. Za razliku od kore S. amplexicaulis (2013),
epikatehin je iz lista ove vrste izolovan jedino mikrotalasnom tehnikom ekstrakcije i to u
desetostruko nizoj koncentraciji. Visokim sadrzajem ovog flavan-3-ola isti¢u se 1 70%
etanolni i mikrotalasni ekstrakt lista vrste S. purpurea.
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5.6.9. P-kumarinska kiselina
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Grafikon 36. Sadrzaj p-kumarinske kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda
Salix
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Grafikon 37. Sadrzaj p-kumarinske kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda
Salix
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Rezultati odredivanja sadrzaja p-kumarinske Kiseline u ekstraktima kore i lista
ispitivanih vrsta roda Salix, dobijenim razli¢itim ekstrakcionim tehnikama prikazani su na
Grafikonima 36 i 37. Koncentracija p-kumarinske kiseline u ekstraktima kore kretala se u
intervalu od 4 — 259,01 mg/100 g suve droge, a u ekstrsktima lista od 5,80 — 242,19
mg/100 g droge. Medu ekstraktima kore najvec¢a koliCina ove fenolne kiseline
detektovana je u mikrotalasnom ekstraktu vrste S. amplexicaulis (2014), dok je medu
ekstraktima lista u mikrotalasnom ekstraktu S. purpurea. Takode, ako posmatramo
sadrzaj p-kumarinske kiseline u kori razli¢itih vrsta dobijen istom tehnikom ekstrakcije,
najveca koli¢ina je izolovana iz vrste S. amplexicaulis (2014) svakim pojedina¢nim
postupkom ekstrakcije, a najmanja iz kore vrste S. fragilis. Kada je u pitanju
koncentracija p-kumarinske kiseline u listu, medu svim ispitivanim vrstama najveéa je
dobijena u listu S. purpurea svim ekstrakcionim tehnikama, dok je najniza u listu S.
babylonica. Mikrotalasna tehnika se pokazala kao najefikasnija za ekstrakciju p-
kumarinske Kiseline i iz kore i iz lista gotovo svih ispitivanih vrsta vrba, sa izuzetkom
lista S. triandra, gde je ultrazvucna ekstrakcija, kao i kore i lista S. babylonica i kore S.
purpurea gde je maceracija 70% etanolom omogucila izdvajanje najvece koliine ove
fenolne kiseline. U poredenju sa sadrzajem p-kumarinske Kkiseline u kori i listu vrste S.
aegyptiaca [55], visi je dobijen u kori i listu S. purpurea i S. amplexicaulis (2014),
priblizno jednak u kori S. alba, S. amplexicaulis (2013), S. babylonica, S. eleagnos, dok
je nizi u ekstraktima lista navedenih vrsta. Koncentracija p-kumarinske kiseline je nizaiu
kori vrste S. fragilis, dok je u listu sli¢na vrednosti dobijenoj u vrsti S. aegyptiaca [55].

Prisustvo p-kumarinske kiseline je potvrdeno i u kori drugih predstavnika roda Salix [31].
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5.6.10. Rutin
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Grafikon 38. Sadrzaj rutina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix
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Grafikon 39. Sadrzaj rutina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix
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Rezultati kvantitativnog odredivanja rutina u ekstraktima kore 1 lista razlicitih
vrsta roda Salix prikazani na Grafikonima 38 i 39. Koncentracija rutina u ekstraktima
kore kretala se u opsegu od 0,09 — 0,53 ¢g/100 g droge, dok je u ekstraktima lista bila u
intervalu od 0,07 — 2,19 ¢/100 g droge. Najvec¢i sadrzaj rutina detektovan je u
mikrotalasnom ekstraktu lista vrste S. eleagnos. U poredenju sa ostalim vrstama, rutin je
iz lista pomenute vrste vrbe izolovana u najvecoj koli¢ini svakom ekstrakcionom
tehnikom.

Kod vecine vrsta roda Salix mikrotalasna ekstrakcija je omogucila izdvajanje
najveceg sadrzaja rutina i iz kore i iz lista, izuzev kod vrste S. babylonica, gde prednost
ima maceracija etanolom, sto je slucaj i kod kore S. eleagnos i lista S. triandra.

Ako se posmatra koncentracija rutina u ekstraktima kore i ekstraktima lista iste vrste
vrbe, uocava se da je ona visa u ekstraktima lista vrsta S. amplexicaulis (2013, 2014), S.
elaeagnos, S. fragilis i S. purpurea, skoro jednaka kod vrste S. alba, dok je visa u
ekstraktima kore S. babylonica. Kod vrste S. triandraveci sadrzajje dobijen u kori kada je
ekstrakcija vrsena 30% etanolom i mikrotalasnom tehnikom, dok je veca koncentracija u
listu ostvarena maceracijom 70% etanolom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom.

Pored vrste S. eleagnos, visokim sadrzajem rutina isti¢u se i S. amplexicaulis (2014) i S.
purpurea. Vrbe ispitivane u ovom radu sadrze vec¢u koli¢inu rutina u odnosu na vrstu S.

aegyptiaca (4,59 mg/g s.e.), pri ¢emu u listu pomenute vrste rutin nije ni detektovan [55].
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5.6.11. Kvercetin
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Grafikon 40. Sadrzaj kvercetina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix
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Grafikon 41. Sadrzaj kvercetina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix
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Rezultati kvantifikacije kvercetina u ekstraktima kore i lista ispitivanih Salix
vrsta, dobijenim razli¢itim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 40 i 41.
Moze se uocCiti da koli¢ina kvercetina varira u zavisnosti od primenjene tehnike
ekstrakcije, od vrste vrbe i biljne droge. Mikrotalasna ekstracija ima prednost u odnosu
na ostale tehnike za izolovanje kvercetina iz kore i lista S. alba, kore S. eleagnos i lista S.
fragilis. Ultrazvu¢na i mikrotalasna tehnika su efikasnije od maceracije etanolom za
ekstrakciju kvercetina iz kore i lista vrste S. triandra. Ekstrakcija 70% etanolom je
omogucila izdvajanje najvece koli¢ine kvercetina u odnosu na ostale tehnike iz lista S.
amplexicaulis (2013), kore i lista S. amplexicaulis (2014) i S. babylonica, kore S. fragilis
i S. purpurea, dok je 30% etanolom iz kore S. amplexiculis (2013), lista S. eleagnos i S.
purpurea. Koncentracije kvercetina u ekstraktima kore bile su u rasponu od 20,61 —
168,16 mg/100 g droge, dok su u ekstraktima lista bile u intervalu od 17,40 — 168,42
mg/100 g droge.Medu ekstraktima kore, najveca koli¢ina kvercetina prisutna je u 70%
ekstraktu kore S. amplexicaulis (2014), a zatim u 70% ekstraktima kore S. eleagnos i S.
purpurea. Medu ekstraktima lista, kvercetinom je najbogatiji 30% ekstrakt lista vrsteS.
purpurea, a visokim koncentracijama ovog flavonoida isticu se i ekstrakti lista S.
amplexicaulis (2013) i S. eleagnos. Ako posmatramo sadrzaj kvercetina u kori i listu iste
vrste vrbe, uo¢avamo da je on vec¢i u kori S. alba (osim kod 30% ekstrakata), S.
babylonica, S. eleagnos i S. triandra. List vrste S. amplexicaulis (2014) i S. fragilis sadrzi
vise kvercetina od kore, dok kod vrsta S. amplexicaulis (2013) i S. purpurea sadrzaj u
kori i listu varira u zavisnosti od primenjene tehnike ekstrakcije.
Koli¢ina kvercetina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta vrba vec¢a je u odnosu na

koncentraciju ovog flavonoidnog jedinjenja u kori vrste S. aegyptiaca (1,47 mg/g s.e.)
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[55]. Za razliku od lista S. aegyptiaca, kvercetin je detektovan u svim ekstraktima lista

Salix vrsta ispitivanih u naSem radu.

5.6.12. Trans-cimetna Kkiselina
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Grafikon 42. Sadrzaj trans-cimetne Kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda
Salix

107



180 -
160
140
120
100
80
60
40
20

mg/100 g droge

m30% EtOH m70% EtOH =MT mUZ

Grafikon 43. Sadrzaj trans-cimetne Kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda
Salix

Rezultati kvantitativnog odredivanja trans-cimetne kiseline u ekstraktima kore i
lista ispitivanih vrsta vrba prikazani su na Grafikonima 42 i 43. Moze se uociti da
primenjena tehnika ekstrakcije znacajno utie na sadrzaj ove fenolne kiseline u dobijenim
ekstraktima. Postupak ekstrakcije koji omogucava izolovanje najvece koliCine trans-
cimetne kiseline zavisi kako od ispitivane vrste roda Salix, tako i od vrste biljne droge.
Koncentracija trans-cimetne kiseline u ekstraktima kore bila je u rasponu od 1,92-105,31
mg/100 g droge, dok je u ekstraktima lista bila u intervalu od 3,27-167,24 mg/100 g
droge. Nezavisno od primenjene tehnike ekstrakcije najniza koli¢ina trans-cimetne
kiseline nalazi se u vrsti S. purpurea. Najveci sadrzaj ove fenolne kiseline je dobijen u
ultrazvuénom ekstraktu lista i kore vrste S. fragilis. Ultrazvucna ekstrakcija je omogucila

dobijanje najveceg sadrzaja trans-cimetne kiseline i iz lista S. eleagnos, a i kore i lista S.
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fragilis u poredenju sa ostalim postupcima ekstrakcije. Mikrotalasna tehnika je
najpogodnija kod kore i lista vrste S. alba, kao i kore vrsta S. babylonica i S. eleagnos.
Mecaracija 70% etanolomse pokazala najpodesnijom metodom kod lista S. babylonica,
kore S. purpurea, kao i kore i lista S. triandra, dok je 30% etanolom kod lista S.
purpurea.

Vedi sadrzaj u listu nego u kori utvrden je u vrstama S. alba, S. eleagnos (izuzev pri
mikrotalasnoj ekstrakciji), S. fragilis, S. purpurea i S. triandra (osim pri maceraciji 30%
etanolom). Veca koncentracija ove fenolne kiseline u kori nego u listu odredena je u vrsti
S. babylonica. U vrsti S. amplexicaulis trans-cimetna kiselina nije detektovana ni u kori

ni u listu.

5.6.13. Naringenin
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Grafikon 44. Sadrzaj naringenina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix
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Grafikon 45. Sadrzaj naringenina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix

Sadrzaj naringenina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix,
dobijenim razli¢itim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 44 i 45. Iz
dobijenih rezultata moze se uociti da tehnika ekstrakcije znacajno uti¢e na koli¢inu ove
flavonoidne supstance. Mikrotalasna i ultrazvucna ekstrakcija su najpogodnije za
izolovanje naringenina iz vrsta S. alba, S. babylonica i S. triandra. Mikrotalasna tehnika
je najefikasnija za ekstrakciju novog flavanona iz kore S. eleagnos, kore i lista S. fragilis,
kao i lista S. purpurea. Maceracija 70% etanolom je najpodesnija za dobijanje najvece
koli¢ine naringenina iz kore i lista vrste S. amplexicaulis (2013, 2014), lista S. eleagnos i
kore S. purpurea. Koncentracije naringenina u ekstraktima kore bile su u rasponu od
17,04 — 99,65 mg/100 g droge, dok su u ekstraktima lista bile u opsegu od 18,11 — 101,79
mg/100 g droge. Najveéi sadrzaj ispitivanog flavanona i u kori i u listu dobijen je u vrsti
S. purpurea. Koli¢ina ovog flavonoidnog jedinjenja veca je u listu nego u kori u vrstama
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S. amplexicaulis (2013, 2014), S. eleagnos, S. fragilis i S. purpurea (izuzev 70%
ckstrakta). Veéi sadrzaj naringenina u kori u odnosu na list nalazi se u S. babylonica i S.
triandra, dok su koncentracije priblizne u obe droge vrste S. alba.

Naringenin je karakteristi¢an sastojak kore S. alba [151]. Priustvo naringenina potvrdeno
je i u kori S. purpurea [9]. U ranije publikovanoj studiji sadrzaj naringenina u drvetu i

¢vorovima vrste S. caprea kretao se u intervalu od 0,5-1,5 mg/g suvog drveta [149].

5.7. In silico ispitivanje inhibitornog delovanja izolovanih komponenti na enzime

COX-1i1COX-2

5.7.1. Pravila Lipinskog

Sli¢nost leku (,,druglikeness®) komponenti izolovanih iz kore 1 lista analiziranih
vrsta roda Salix ispitana je prema pravilim Lipinskog i prikaz njihovih osobina dat je u
Tabeli 10. Jedan molekul je slican leku ukoliko ima molekulsku masu manju od 500 Da,
podeoni koeficijent oktanol-voda logP<5, broj akceptora vodonika manji od 10, a donora
atoma vodonika manji od 5 [116]. Od analiziranih komponenti ekstrakata kore i lista
vrsta roda Salix pravila Lipinskog ne zadovoljava jedino rutin i on je iskljucen iz dalje

doking studije.
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Tabela 10. Svojstva Lipinskog komponenata ekstraktata kore i lista vrba (vrednosti koje

ne zadovoljavaju pravila Lipinskog su zatamnjene)

Komponente logP Mr (Da) C‘Eggf‘ziz vgggr?irlia
Hlorogenska kiselina -0,4 354,31 9 6
P-hidroksibenzojeva kiselina 1,6 138,12 3 2
Siringinska kiselina 1,0 198,17 5 2
Kafena kiselina 1,2 180,16 4 3
Epikatehin 0,4 290,27 6 5
P-kumarinska kiselina 1,5 164,16 3 2
Rutin -1,3 610,52 16 10
Kvercetin 15 302,24 7 5
Trans-cimetna kiselina 2,1 148,16 2 1
Naringenin 2,4 272,26 5 3
Salicin -1,2 286,28 7 5

5.7.2. Molekularni doking

Rezultati doking analize komponenti koje zadovoljavaju pravila Lipinskog sa
COX-1 predstavljeni su u Tabeli 11, a sa COX-2 u Tabeli 12. Vrednosti energije
vezivanja (AGp) i konstante inhibicije (Ki) ocitane su programom AutoDock Tools, dok
su medumolekulske interakcije graficki prikazane pomocu programa Discovery Studio

Visualiser.
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Tabela 11. Rezultati doking analize komponenata ekstrakata kore i lista vrba i

makromolekula COX-1

] AGp
Ligand Ki Vodonic¢ne veze
[kcal/mol]
Hlorogenska kiselina -5,29 132,54 uM Arg120; Tyr385
P-hidroksibenzojeva
o -4,39 602,75 pM Met522; Ser530
kiselina
Siringinska kiselina -4,51 494,94 uM [1e523; Ser530; Tyr385
Kafena kiselina -5,46 98,75 UM Tyr355; Tyr385; Ser530
Epikatehin -7,38 3,87 UM Tyr355; Met522
P-kumarinska kiselina -4,89 260,27 uM Arg120; Tyr355; Met522
Kvercetin -6,56 15,62 uM Arg120; Met 522; Ser530
Trans-cimetna kiselina -4,94 240,23 uM Tyr355
Naringenin -7,97 1,44 uM Arg120; Tyr355; Met522
o Tyr385; Met522; 11e523;
Salicin -5,57 82,44 uM

Ser530
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Tabela 12. Rezultati doking analize komponenata ekstrakata kore i lista vrba i

makromolekula COX-2

_ AGp
Ligand Ki Vodonic¢ne veze
[kcal/mol]
o His90; GIn192; Trp387;
Hlorogenska kiselina -6,69 12,53 uM

Phe518: Met522

P-hidroksibenzojeva
-5,08 190,04 uM Tyr385; Met522; Ser530

kiselina
Siringinska kiselina -5,45 101,06 uM Tyr385; Met522; Ser530
Kafena kiselina -5,73 63,17 uM Arg120; Tyr355; Ser530
Epikatehin -7,78 1,99 uM Leu352; Ser353; Val523
P-kumarinska kiselina -5,31 127,25 uM Arg120; Tyr355; Ser530
His 90; GIn192; Val349;
Kvercetin -8,76 380,78 nM Leu352; Ser353; Met522;
Ser530
Trans-cimetna kiselina -5,52 89,35 uM Ser530
) ) His90; Ser353; Tyr385;Met522;
Naringenin -8,4 693,73 nM
Ser530
o Arg120; Met522; Val523;
Salicin -5,22 150,37 uM

Ser530

Ispitivana su jedinjenja fenolne strukture izolovana iz kore i lista analiziranih
vrsta roda Salix u cilju odredivanja glavnih komponenti odgovornih za inhibiciju COX-1

i COX-2. Analizom rezultata molekularnog dokinga prikazanih u Tabelama 11 i 12
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uocava se da svi ispitivani sastojci ekstrakata kore i lista vrba ostvaruju interakciju sa
izoenzimima ciklooksigenaze. Od ispitivanih jedinjenja najveéi potencijal inhibicije
ostvaruju flavonoidi kvercetin, naringenin i epikatehin. Primecuje se da ove komponente
nisu selektivni inhibitori, a da ostvaruju neznatno jacu inhibiciju izoenzima COX-2.
Posebno se istice inhibitorni potencijal kvercetina i naringenina prema COX-2. Na
Slikama 14 i 15 prikazane su interakcije kvercetina i naringenina sa ispitivanim

makromolekulima.
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Slika 14. Levo: trodimenzionalni (3D) prikaz interakcije ligand-receptor kvercetina sa
COX-1. Desno: Sematski dvodimenzionalni (2D) prikaz. Isprekidanim zelenim linijama
predstavljene su vodonicne veze, dok su ljubiastom i ruzi¢astom bojom prikazane Van

der Valsove interakcije.
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Slika 15. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor naringenina sa COX-2. Desno:
Sematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodoni¢ne veze, dok

su ljubicastom i ruzZi¢astom bojom prikazane Van der Valsove interakcije.

Najvaznije aminokiselinske rezidue na kompleksu COX-1-kvercetin su Val 116,
Arg 120, Val 349, Leu 352, Met 522, Gly 526, Ala 527, Ser 530 and Leu 531. Vecina
ovih interakcija je hidrofobna i aromati¢na po prirodi, izuzev interakcija Arg 120, Met
522 i Ser 530 koje sa kvercetinom grade vodoni¢ne veze. Relevantne aminokiseline u
kompleksu COX-2-naringenin su His 90, Ser 353, Tyr 385, Trp 387, Met 522, Val 523 i
Ser 530. Vecina interakcija se ostvaruje preko vodoni¢ne veze, dok su veze sa Trp 387 i

Val 523 hidrofobne. Vecina ovih aminokiselinskih rezidua je utvrdena za jedinjenja koja
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ostvaruju snazne interakcije sa izoenzimima ciklooksigenaze i odgovaraju aktivnom

mestu vezivanja nesteroidnih antiinflamatornih lekova [152-154].

Osim flavonoida, veliki potencijal inhibicije poseduje i hlorogenska kiselina, koja
postize niske vrednosti energije vezivanja sa ispitivanim izoenzimima, dok su ostale

komponente ekstrakata slabi inhibitori COX-1 i COX-2.

Dobro poznata dejstva salicina, kao proleka salicilne kiseline, u literaturi se
objasnjavaju uticajem salicilne kiseline na ekspresiju gena za sintezu ciklooksigenaze, te
su i rezultati doking studije u kojima salicin ne ostvaruje jaku inhibiciju aktivnog mesta

izoenzima ciklooksigenaze u skladu sa navedenom teorijom [155].

S obzirom na ¢injenicu da postoji odreden stepen nepouzdanosti in silico metoda,
dobijene rezultate potrebno je potvrditi in vitro i in vivo ispitivanjima. Ta¢no definisanje
delujuc¢ih komponenti moglo bi dovesti do formulacije novih farmaceutskih preparata na
bazi flavonoida i drugih polifenola kao farmaceutski aktivnih supstanci. Pored
mehanizma inhibicije COX enzima, drugim ispitivanjima potvrden je antiinflamatorni

efekat flavonoida razli¢itim ¢elijskim mehanizmima [66, 67, 69, 70].

5.8. In silico ispitivanje inhibitornog delovanja dominantnih komponenti na enzim

acetilholinesterazu

Primenom metode molekularnog dokinga ispitane su interakcije i afinitet
vezivanja dominantnih komponenata ekstrakata kore i lista vrbe prema enzimu

acetilholinesterazi. Rezultati doking analize su prikazani u Tabeli 13.
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Tabela 13. Rezultati doking analize dominantnih komponenata ekstrakata kore i lista vrba

i enzima AChE
. AGp . N
Ligand Ki Interakcije
[Kcal/mol]
Asp 74, Trp 86, Asn 87, Gly
) ] 121, Tyr 124, Ser 125, Glu
Epikatehin -8.54 551.1 nM _
202, Ser 203, Tyr 337, His
447
Asp 74, Thr 83, Trp 86, Asn
87, Gly 121, Gly 122, Tyr
Salicin -7.33 4.23 um 124, Ser 125, Glu 202, Ser
203, Tyr 337, Phe 338, His
447
GIn71, Tyr 72, Asp 74, Trp
86, Asn 87, Gly 121, Tyr
Hlorogenska
o -6.74 11.54 um 124, Ser 125, Tyr 133, Glu
kiselina
202, Ser 203, Tyr 337, Tyr
341, His 447
Donepezil -7.63 2.53 um

Epikatehin, salicin i hlorogenska kiselina su pokazali dobar afinitet prema
acetilholinesterazi u poredenju sa standardnim inhibitorom donepezilom. Medu
ispitivanim ligandima, epikatehin ima najnizu energiju vezivanja. Takode, ova tri liganda
ostvaruju interakcije sa vaznim aminokiselinskim reziduama na aktivnom mestu

acetilholinesteraze kao $to su Asp 74, Trp 86, Gly 121, Tyr 124, Ser 125, Glu 202, Ser

118



203, Tyr 337 i His 447 [156]. Na Slikama 16-18 dat je trodimenzionalni i

dvodimenzionalni prikaz interakcija liganada sa aktivnim mestom acetilholinesteraze.

TYR
TYRI24 * A TYR A:449
PRO A:126 A:337 HIS
A:83 &
TRP
A:86 ,- PRO
XD ; o H A:446
H
A:87 d
0 GLY
X_’% H / A:448
: b
ASP i
TYR & 0
A:72 T o
& A:202
TYR GLY
A:124 A121 SER
A:203

Slika 16. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor epikatehina sa AChE. Desno:
Sematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodoni¢ne veze, dok

su hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama.

Epikatehin ostvaruje vise vodoni¢nih veza sa istaknutim aminokiselinskim reziduama
anjonskog mesta acetilholinesteraze, a to su Trp 86, Ser 125 i Glu 202. Interakcije
epikatehina sa Ser 203 1 His 447, znacajnim aminokiselinsim reziduama katalitickog
mesta acetilholinesteraze, su hidrofobne i preko vodoni¢nog vezivanja, redom. Dodatno,
epikatehin pokazuje hidrofobne interakcije sa nekima od vaznih aminokiselinskih rezidua

perifernog anjonskog mesta acetilholinesteraze, poput GIn 71, Tyr 72 i Asp 74.
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Slika 17. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor salicina sa AChE. Desno: Sematski
2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodoni¢ne veze, dok su

hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama.

Najnizi  energetski konformer salicina ostvaruje hidrofobne interakcije sa

aminokiselinskim reziduama katalitickog mesta, Ser 203 1 His 447. Vecina interakcija
izmedu salicina 1 znacajnih  aminokiselinskih rezudua anjonskog mesta
acetilholinesteraze, kao $to su Trp 86, Ser 125 and Tyr 337, ostvarene su preko
vodoni¢nih veza, dok su interakcije izmedu salicina i Phe 338 hidrofobne. Takode, salicin
gradi vodonic¢ne veze sa Tyr 72 1 Asp 74, kao 1 hidrofobne veze sa Tyr 124, koje su sve

vazne aminokiseline perifernog anjonskog mesta.
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Slika 18. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor hlorogenske kiseline sa AChE.
Desno: sematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodoni¢ne

veze, dok su hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama.

Hlorogenska kiselina ostavruje viSe vodoni¢nih veza sa znacajnim aminokiselinskim
reziduama anjonskog mesta acetilholinesteraze, a to su Trp 86, Ser 125, Tyr 133, Glu 202
i Tyr 337. Interakcije hlorogenske kiseline sa istaknutim aminokiselinskim reziduama
katalitickog mesta, Ser 203 1 His 447, su po prirodi hidrofobne. Vecina interakcija
izmedu hlorogenske kiseline 1 vaznih aminokiselinskih rezidua perifernog anjonskog
mesta, kao $to su Gln 71, Asp 74 i Tyr 341, je hidrofobna, dok sa Tyr 72 gradi vodoni¢nu
vezu. Dobijeni rezultati su u saglanosti sa zaklju¢cima Zaitera i saradnika (2016), koji su
utvrdili znacajnu in vitro inhibitornu aktivnost ekstrakata kore S. alba prema enzimu

acetilholinesterazi i dobru korelaciju izmedu antiholinesterazne aktivnosti i bioaktivnih
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komponenata salicina, katehina, galokatehina, procijanidina B1, B2, C1 i hlorogenske

kiseline, potvrduju¢i ulogu ovih supstanci u pomenutom delovanju [78].
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6. ZAKLJUCAK

e Uslovi (vreme ekstrakcije, polarnost rastvaraa i stepen usitnjenosti), kao i
tehnika ekstrakcije pokazuju znaCajan uticaj na ukupan prinos ekstrakcije,
antioksidativnu aktivnost i sadrzaj ukupnih fenolnih i flavonoidnih jedinjenja u
ekstraktima kore i lista osam predstavnika roda Salix.

e Klasi¢na metoda maceracije 70% etanolom (v/v) bila je pogodnija od ultrazvucne
i mikrotalasne za dobijanje ekstrakata sa ja¢im antioksidativnim potencijalom
prema DPPH radikalu kod gotovo svih ispitivanih Salix vrsta, sa izuzetkom S.
eleagnos gde su prednost imale savremene ekstrakcione tehnike.

¢ Jacu inhibiciju hidroksilnog radikala ispoljili su ekstrakti dobijeni ultrazvu¢nom i
mikrotalasnom metodom u odnosu na klasi¢énu maceraciju kod svih analiziranih
vrsta vrba.

e Prinos ekstrakcije 1 sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida je rastao sa porastom
vremena ekstrakcije kao i1 sa stepenom usitnjenosti biljnog materijala jer je veca
kontaktna povrSina sa rastvaratem 1 ekstrakcija antioksidantnih materija je
intenzivnija.

e Razvijena je brza i pouzdana analiticka metoda odredivanja sadrZaja hlorogenske
kiseline (5-CQA) u biljnim ekstraktima primenom HPLC i pokazala je visoku
selektivnost, linearnost, tacnost, preciznost, ponovljivost 1 postojanost.
Ispitivanjem sadrZaja 5-CQA u odabranim ekstraktima vrba moze se zakljuciti da
je najveca koli¢ina 5-CQA odredena u ultrazvu¢nom ekstraktu lista vrste S.

triandra, dok je najmanja u mikrotalasnom ekstraktu kore iste vrste.
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U svim ekstraktima ispitivanih vrsta vrba identifikovan je 1 kvantifikovan Sirok
spektar fenolnih jedinjenja. Prisutne fenolne kiseline bile su galna, hlorogenska,
p-hidroksibenzojeva, vanilinska, siringinska, kafena, p-kumarinska i trans-
cimetna kiselina, flavonoidi epikatehin, rutin, kvercetin i naringenin, kao i
salicilni glikozid — salicin. Hemijski sastav i sadrzaj sekundarnih metabolita u
razli¢itim vrstama vrba varirao je u zavisnosti od primenjene tehnike ekstrakcije.
Iz svake analizirane vrste veci broj pojedina¢nih komponenata u najvisoj
koncentraciji izolovan je mikrotalasnom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom u poredenju
sa maceracijom etanolom.

Utvrdene su razlike u bioloskoj aktivnosti izmedu ekstrakata kore i ekstrakata
lista iste vrste vrbe. Antioksidanto delovanje ekstrakata kore i lista zavisilo je od
vrste radikala koju su neutralisali. Kod veéine Salix vrsta jaci antioksidantni
potencijal prema DPPH radikalu ispoljili su ekstrakti kore, dok su kod vrsta S.
amplexicaulis (2014) i S. triandra to bili ekstrakti lista. Ekstrakti lista vrsta S.
alba, S. amplexicaulis (2013, 2014) i S. babylonica inhibisali su hidroksilne
radikale u vecoj meri nego ekstrakti kore istih vrsta, dok su kod vrsta S. eleagnos,
S. fragilis, S. purpurea i S. triandra dominantniji bili ekstrakti kore.

Utvrdene su razlike u sadrzaju aktivnih sastojaka izmedu ekstrakata kore i
ekstrakata lista iste vrste vrbe. Veéi sadrzaj pojedinacnih jedinjenja u ekstraktima
kore ili lista zavisio je od same vrste vrbe. Komponente prisutne u vecoj koli¢ini u
listu nego u kori u svim ispitivanim vrstama roda Salix bile su rutin, a sa

izuzetkom vrste S. babylonica i hlorogenska kiselina. U kori vrsta u kojima je

124



detektovana, koncentracija p-hidroksibenzojeve Kkiseline i epikatehina (sa
izuzetkom S. purpurea) bila je ve¢a nego u listu.

Utvrdene su razlike u antioksidantnoj aktivnosti i sadrzaju sekundarnih metabolita
od farmakoloskog znacaja kod ekstrakata razliCitih vrsta vrba.Sposobnost
inhibicije DPPH radikala medu ekstraktima razli¢itih vrsta opadala je redosledom:
S. alba>S. triandra>S. eleagnos>S. amplexicaulis (2013) > S. babylonica>S.
amplexicaulis (2014) >S. purpurea>S. fragilis. Potencijal ekstrakata razli¢itih
vrsta da neutraliSu hidroksilne radikale smanjivao se redosledom: S. alba>S.
amplexicaulis (2014) >S. fragilis>S. purpurea>S. amplexicaulis (2013) >S.
triandra >S. Dbabylonica>S. eleagnos. U pogledu hemijskog sastava
najraznovrsnija vrsta bila je S. fragilis. U pomenutoj vrsti sadrzaj galne,
hlorogenske, vanilinske i trans-cimetne kiseline bio je najve¢i u poredenju sa
ostalim analiziranim vrstama roda Salix. Koncentracija p-hidroksibenzojeve, p-
kumarinske kiseline, kvercetina i salicina bila je najvisa u vrsti S. amplexicualis
(2014), dok je epikatehina bila u S. amplexicaulis (2013). U wvrsti S. purpurea
koli¢ina kafene kiseline 1 naringenina veca je u odnosu na ostale vrste vrba.
Sadrzaj rutina je bio najveci u vrsti S.eleagnos, a siringinske kiseline u S. alba.

In silico analizom utvrdena je antiinflamatorna aktivnost ekstrakata kore i lista
vrba i glavne komponente odgovorne za inhibiciju izoenzima ciklooksigenaze.
Flavonoidne komponente kvercetin, naringenin i epikatehin, kao i hlorogenska
kiselina medu fenolkarbonskim kiselinama, ostvaruju najnize energije vezivanja
sa COX-1 i COX-2, ukazuju¢i na jak inhibitorni potencijal prethodno navedenih

jedinjenja.
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Rezultati analize metodom molekularnog dokinga pokazali su da dominantne
komponente ekstrakata kore i lista vrba poseduju inhibitornu aktivnost prema
enzimu acetilholinesterazi. Epikatehin, salicin i hlorogenska kiselina ostvaruju niz
jakih vodoni¢nih veza i hidrofobnih interakcija sa znaCajnim aminokiselinskim
reziduama na aktivnom mestu acetilholinesteraze, ¢ime se moze objasniti

potentnost ovih jedinjenja.
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