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Oksidativna degradacija masti i ulja u hrani dovddipromene mirisa i ukuséime
se naruSava njen nutritivni i senzorni kvalitetziobm na potencijalnu tok&most nastalih
jedinjenja (Gordon, 2001). Iz navedenog razlogagephodno dodavati antioksidante tokom
tehnoloSkog procesa prerade. Postoji osnovana sudmjsu ngese korigeni sintetéki
antioksidanti BHT 2,6-diterc-butil-4-metilfeno) i BHA (smeSa izomera trc-butil-4-
hidroksianizola i 3terc-butil-4-hidroksianizola) toksni, dok su prirodni antioksidanti, kao
Sto sua-, B-, y- i d-tokoferol, skupi i manje efikasni (Moure i sarQ(). Potreba zamene
sintetikih antioksidanata prirodnim, kao i zahtevi potk@saa upotrebom "prirodnih” aditiva
u hrani, inicirali su intenzivna ispitivanja anteantne aktivnosti sirovih i pticenih
ekstrakata biljnog materijala. Prva sistematskaistanja na 32 Zanske biljke ukazala su da
skoro sve poseduju antioksidativna svojstava (GHipaar., 1952, 1955, 1956).

Upotreba aromatnih i za&inskih biljaka kao prirodnih konzervanasa datir& ja
preantékih i antickih vremena. Naime, joS su stari narodi zapazilidddavanje zana ne
samo da poboljSava ukus i miris hrané vepre&ava njeno kvarenje i produzava odrzivost
namirnica. Kasnija istrazivanja dokazala su dénske biljke sadrze supstance sa izrazenim
baktericidnim i fungicidnim delovanjem (etarska ajljkao i supstance sa shaznim
antioksidantnim delovanjem, koje se de&fe pripisuje jedinjenjima fenolne strukture
(Mimica-Duki¢, 2003).

Primena lekovitih i aromatnih biljaka u prehrambenoj industriji dozZivela je
ekspanziju u poslednjih desetak godina, posebndkamth je kao svetski trend u ishrani
uvr&ena tkz. “funkcionalna hrana®, koja pored nutrittynposeduje i lekovita svojstva.
Moderne prehrambene tehnologije k®riste zéinske i lekovite biljke u proizvodnji mesa i
mesnih prerdevina, mienih i pekarskih proizvoda.

Da bi se mogli klasifikovati kao dijetetski suplemtiei aditivi, fitonutrijenti moraju
biti zdravstveno bezbedni. U ovu grupu jedinjenjarajpju se etarska ulja, kao smeSe
isparljivih netokstnih supstanci i fenolna jedinjenja radih struktura. U kombinaciji, ove
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supstance ispoljavaju antimikrobne i antioksidan&fekte na hranjivom supstratu, a
generalno pozitvno deluju na ukupno zdravstvenmjstkonzumenata. Ove uslove
ispunjavaju dole navedene poznatéizske i lekovite biljke.

Persun Petroselinum crispuniMill.) A.W. Nym. ex Hill, Apiaceae) je aromaina
biljka koja se destalo koristi u kulinarstvu i u terapeutske svi®eeze i osuseno &8, koren,
plod i seme ove biljke koristi se u farmaceutskamzmettkoj i prehrambenoj industriji za
proizvodnju zdina, etarskih ulja i droga. Ova biljka upotrebljas@kao karminativ, diuretik,
hipertenziv, hipotenziv, stomahik, abortificijenk&ao nutritivno sredstvo. Ona sadrzi velike
kolicine flavona apigenina, koji je prvenstveno prisutanformi apiina (70-apiosida).
Literaturni podaci ukazuju na pozitivhe efekte koamranja perSuna, odnosno na pozitivhu
korelaciju izmeéu unosa persuna i porasta aktivnosti superoksidutizze i katalaze, kao i na
smanjenje oksidacije proteina kod ispitivanih vaéwa (Nielsen i sar., 1999; Robbers i Tyler,
1999; Kreydiyyeh i Usta, 2002).

Krusina(Rhamnus frangul&., Rhamnaceae) je zbunasta biljka poreklom iz g&ro
zapadne Azije. U medicini se upotrebljava kao l&ksa obliku ¢ajeva, tableta ili ekstrakata.
Hemijski je klasifikovana kao antrahinonska biljkdjeni glavni sastojci su antrahinonski
glikozidi, flavonoidi i tanini. Antrahinoni i srodnjedinjenja ispoljavaju inhibitorni efekat na
oksidaciju linolne kiseline. Emodin poseduje spasxsth inhibicije stvaranja superoksid anjon
radikala, koja je u rangu aktivnosti kvercetina itvden Gorkom i sar., 1999; Thomson,
1997).

Menta ili pitoma nangMentha x piperitalL., Lamiaceae) je dobijena ve&kam
selekcijom (hibridMentha aquatica.. x Mentha spicatda..) i gaji se Sirom sveta (Scora |
Chang, 1997). Osusenod&nane od davnina se koristi za spravljaggeva koji se koriste
kod letenja prehlada, zubobolja i stoéméh tegoba. Etarsko ulje nane ima Siroku primenu u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozntkbtj industriji. Ono sadrzi mentol, menton, mentil
estre i druge monoterpenske derivate. Veliki bteyaturnih podataka ukazuje na jedinstvene
antioksidativne osobine mente. Veliku sposobnoskiilacije DPPH radikala korigenjem
ekstrakata mente n&uici dovode u vezu sa visokim sadrzajem fenolngekna i flavonoida.
Sve biljke iz familije Lamiaceae odlikuju se zamim sadrzajem ruzmarinske Kkiseline
(Guédon i Pasquier, 1994; Areias i sar., 2001;ntajphyllou i sar., 2001; Mimica-Dukii
sar., 2003; Bozinsar., 2006; Bozinsar., 2006; Mimica-Dukii sar., 2004; Mimica-Duki i
Bozin, 2007; Mimica-Duld i BozZin, 2008).
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Kim (Carum carviL., Apiaceae) je dvogodisnja biljka prijatnog reai Aromattno
seme se upotrebljava zacrgavanje hleba, kola, ribe, kobasica, sireva, supa, dok seelis
moze dodavati salatama i supama. Kim se kao lekdifikka koristi za stimulisanje varenja i
digestije. Ulje kima poseduje baktericidno dejst@avni sastojak etarskog ulja ploda je
karvon (50-60%) (Bellakhdar, 1997).

Obi¢na brezgBetula penduldroth., Betualceae) od davnina se koristi u tradiainoj
medicini. Koriste se kora, list, pupoljci, biljnok, u formicaja, ekstrakta, etarskog ulja itd.
Ona se primenjuje kod denja urinarnog trakta, bolesti koze, infekcija ialgp Osim toga,
etarska ulja breze su nasla Siroku primenu u kazk@®tindustriji, zahvaljujdi prijatnom
mirisu. RazlEita fitohemijska istrazivanja breze ukazuju na kisadrzaj fenola, flavonoida,
tanina, saponina, glikozida, sterola i terpenslghvéta (Hegnauer,1964; Pokhilo i Uvarova,
1988; Guenther, 1975; Demirci i sar., 2000a,b, DemBasser, 2003).

Kod izbora prirodnog aditiva velika paznja mora sesvetiti prirodi supstrata na
kome se ispituje antioksidativna aktivnost. Takonpr. vrlo visoka aktivnost ruzmarina i
Zalfije dokazana u slanini, dok karanfilispoljava najvéu aktivnost u emulziji ulje-voda
(Madsen i Bertelsen, 1995).

Odrzivost kvaliteta krekera, keksa i biskvita aikog je interesa zbog njihove Siroke
upotrebe i relativno dugog roka trajanja. Dokazgnaoa u biskvitima, dodatak migé¢enih
ekstrakata majorana, mente i bosiljka efikasno ¢gme oksidaciju lipida u podenju sa
efektom BHA (Bassiouny i sar., 1990). Smatra seadtoksidativha svojstva variraju u
zavisnosti od kompleksnih interakcija izdwerazliitih faktora, ukljwuji¢i tip i koncentraciju
aktivnih komponenti potencijanog antioksidantairqau ispitivanog matriksa hrane (Madsen
I Bertelsen, 1995; Schwarz i sar., 2001). Ta&k@e mora uzeti u obzir i ter¢ki tretman
primenjen u proizvodnji pekarskih ili braSneno-kaiadskih proizvoda.

Polazéi od pretpostavke da bi dodavanje opisaniliingkih i lekovitih biljaka u
konditorske proizvode zidajno unapredilo njihov kvalitet (nutritivni i lekdv potencijal i
odrzivost proizvoda), a uzimajuu obzir sve napred navedene relevantne faktorekviru

ove doktorske disertacije postavljeni su stedéjevi:
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¢ Da se izvrSi detaljna analiza fenolnih komponenagtanolnim ekstraktima ploda
perSuna, kore kruSine, lista mente, ploda kimataliobéne breze, pre i nakon

hidrolize.

¢ Da se ispitaju antioksidantne aktivnosti etanokitrakata navedenih biljaka pre
I nakon termike obrade, kao i ekstrakta smeSe radidivanja sinergistikog

efekta komponenata.

¢ Da se ispita sposobnost i kapacitet pulvisa irak& komercijalnog preparata na
bazi smeSe gore pomenutih biljaka, da vrSe inhibi@ksidacije lipida u

ispitivanom prehrambenom proizvodu.

U skladu sa postavljenim ciljevima, definisani saaadact

¢ Hemijska analiza ispitivanih biljnih ekstrakata:

» Kvantitativno odrdivanje i identifikacija fenolnih komponenata bilmki etanolnim

ekstraktima primenom spektrofotometrijskih i metde&ne hromatografije (HPLC).

¢ Ispitivanje antioksidativne aktivnosti etanolnihstakata bilja, na osnovu:

» odredivanja Fe (lll)-Fe (1) redoks kapaciteta (FRAP),

» odreiivanja Fe (ll) helatacione sposobnosti,

» spektrofotometrijskog oddévanja “skevindzer* aktivnosti na DPPiadikale,

« ESR "spin trap" spektroskopskog odikanja “skevindzer* aktivnosti naOH i O,
radikale,

» antioksidantne aktivnosti u sisterfitkaroten-linolna kiselina.

¢ Inhibicija oksidacije lipida u ispitivanom matriksia osnovu:

* rezultata hidroperoksidnog testa,
e odrealivanja TBA reaktivnih supstanci,

» odralivanja “skevindzer* aktivnosti na DPPliadikale.
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2.1 BIOSINTEZA SEKUNDARNIH BIOMOLEKULA

Istorija upotrebe biljaka u éenju tesno je povezana sa istorijom i razvojemslad)
drusStva. Najstariji pisani pomen o upotrebi lekovitog bila izradu lekova i za denje
pronaien je na sumerskoj glinenoj gloi iz Nipura staroj skoro 5000 godina. Ona sadZi
recepata za izradu lekova u kojima se pominje p23® razléitih biljaka. Kineska knjiga o
korenju i travama “Pen Tsao”, od Shen Nunga napisako 2900 god. p.n.e., koju neki
farmakoistortari smatraju najstarijom farmakopejom na svetue d@gjis 365 biljnih droga, od
kojih se mnoge i danas upotrebljavaju.

Prema podacima iz Biblije i svete jevrejske knjiggmuda, prilikom raztitih obreda
koji su pratili I&enje, kao i za k#enje, korigene su mirisne smole, &age mira (Myrrha) i
tamjan (Olibanum). U indijskim svetim knjigama, \&uda, spominje sedenje biljem, kojim
je ova zemlja bogate i raskosSne flore obilovalaolyknzéinske biljke poreklom su iz Indije:
morski ora8i¢, biber, karanfik i druge. Oslanjaji se ha Homerove epove “lljadu” i
“Odiseju”, nastale oko 800.god. p.n.e., saznajem®Z biljne vrste iz minojske, mikenske i
egipatsko-asirske farmakoterapije. Neke od njihildadu imena prema mitoloSkim likovima
iz ovih epova, kao na primer omdnyla heleniumi_., Asteraceae), nazvarcast lepe Helene
oko koje je vden trojanski rat. Za biljke iz rodartemisig za koje se verovalo da v&u
shagu icuvaju zdravlje, naziv je izveden iz koren&lgr reti artemis, Sto zna zdrav ili ¢io.
One su nazvane pwivenoj karijskoj carici Artemisi, koja je i sama ago istrazivala i gajila
lekovite biljke.

Neke biljne vrste su zbog lekovitosti i Siroke upbe prerasle u svete biljke, kao Sto
je to slkaj sa crnim i belim lukom, u koje su se zaklinjaljipatski lekaroapotekari, a
lukovice ovih biljaka stavljali su kao darove u gnice kraljeva. Zahvaljuji jakoj aromi,
koristili su ih u magijskim obredima, za teranjéhztiuhova, mada su u osnovi toga, i ne
znaji, koristili dezinfekciona i antibiotska svojstvarapornih jedinjenja (Pardii i Stupar,
2003).

Zahvaljuji&ei nawnim saznanjima, danas je poznato da je medicinskiag lekovitog
bilja u uskoj vezi sa sadrzajem sekundarnih biokdée od kojih neki ispoljavaju izrazito
snazne farmakolosSke efekte. Sekundarni biomolekiliaka, gledano sa ekoloSke strane,
nastali su evolucijom kao komponente hemijske aubrhiljaka od drugih biljnih vrsta,
insekata i Zivotinja (Gurib-Fakim, 2006).
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lako je do danas izolovano viSe od 1500 sekunddnioimolekula iz biljaka, smatra se
da je to manje od 10% hemijskih supstanci biljnagts. Karakteristika metabolizma
sekundarnih biomolekula je vrlo visoka sloZenosishitetskih puteva, koji su viSefazni i
ukljucuju veii broj enzima, multienzimskih sistema, regulatorahoenzima, i njihovu

¢elijsku organizaciju. Najzrajniji biosintetski putevi sekundarnih biomolekwalauhvataju:

e Put mevalonske kiseline, kojim nastaju izopren¢stiroidi i terpenoidi).

e Metabolki put Sikimske kiseline, kojim nastaju fenolna ijgdnja i aromatine
aminokiseline.

e Biosintezu iz acetata (acetogeninski put), kojinstap masne kiseline, voskovi,
fosfolipidi, eikosanoidi, poliketidi (antrahinoniaflatoksini, makrolidi), poliketidi
mesSovitog porekla (flavonoidi).

¢ Divergentni putevi biosinteze azotnih jedinjenjk#&éoida ) iz aminokiselina.

2.1.1Put mevalonske kiseline

Terpeni (terpenoidi, izopreni) predstavljaju najono grupu sekundarnih metabolita
biljaka, ¢ija je zajednika karakteristika da nastaju od aktivnih C5-jedinidj. "aktivnog
izoprena": izopentenilpirofosfata (IPP) i njegovizgmera dimetilalilpirofosfata (DMAPP)
(Zhang i Demain, 2005

Na slici 2.1. je prikazana biosinteza dimetilatifjosfata (DMAPP) i
izopentenilpirofosfata (IPP) iz acetil-CoA. Biossaa osnovne C-5 jedinice terpen&ipfe
Claisen-ovom kondenzacijom dva molekula acetil-Cia&ojih uz pomé enzima acetil-CoA
acetiltransferaze nastaje acetoacetil-CoAondenzacijom acetoacetil-CoA s jednim
molekulom acetil-CoA3-hidroksif3-metil-glutaril-CoA, pod dejstvom hidroksimetildauril-
CoA sintaze nastaje hidroksimetilglutaril-CoA, inda potom, pod dejstvom HMG-CoA
reduktaze, preko MVA-tiohemiacetala, nastaje mawla kiselina (MVA). Fosforilovanjem
mevalonske kiseline, pod dejstvom mevalonat kinaz®sfomevalonat kinaze nastaje
mevalonat-3-fosfat-5-pirofosfat ¢ijom dekarboksilacijom, pod dejstvom mevalonat-5-
difosfatdekarboksilaze nastaje izopentenil-pircdbgtPP), iz koga pod dejstvom izomeraze
nastaje dimetilalipirofosfat (DMAPP) (Okada i s&008).
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L. Ruzikka je 1925. godine sa Ingoldom utvrdio tzizdprensko pravilg po kom su
izoprenske jedinice u terpenima vezane po pringfva-rep (Nobelova nagrada 1939.
godine). Drugim ré&ima, DMAPP predstavlja getnu jedinicu na koju se adil®P (Rohdich
i sar., 2000) $lika 2.2. Ovakvim povezivanjem (glava-rep) nastaju fostmani (C5)n

alkoholi i to:

» geranilpirofosfat (GPP) kao prekursor monoterpen&10,

» farnezilpirofosfat (FPP) kao prekursor seskvitegpsa C15,

» geranilgeranilpirofosfat (GGPP) kao prekursormieéma sa C20,
» geranilfarnezilpirofosfat (GFPP) kao prekursortegsena sa C25.

Naknadnim reakcijama ciklizacije, udenjem razkitih funkcionalnih grupa i
reorganizacijom molekula, dolazi do stvaranja ogrogibroja razlitih jedinjenja u okviru
svake klase terpenoida (Zhang i Demain, 2005

Na osnovu broja ugljenikovih atoma osnovnog skgdet@dni terpeni su podeljeni na:

* monoterpene:

- regularne (isparljivi monoterpeni su sastojci ékagsulja i oleorezina, a
neisparljivi  monoterpeni su iridoidi, aglikoni gank heterozida i
valepotrijati),

- iregularne (javljaju se u piretrinima),

» seskviterpene (isparljivi seskviterpeni su sasta@tarskih ulja, a neisparljivi se
nage&e javljaju u obliku seskviterpenskih laktona),

» diterpene (sastojci su smola, a javljaju se i Kaalaidi),

» triterpene (sastojci su smola, a javljaju se i kkxdbodni, kao sapogenini saponozida i
aglikoni heterozida),

» tetraterpene (karotenoidi),

* politerpene (prave gume, kaik).

Na slici 2.3. su prikazani primeri jedinjenja néistdbiosintetskim putem mevalonske
kiseline, kao predstavnici raglih klasa terpenoida. Ida, u billkama, terpenoidi se javljaju

kao slobodna jedinjenja, heterozidi, saponozidinastho kao isparljivi sastojci biljaka.

9
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Takade, terpenski molekuli (sekologanin) su ukkai u sintezu i sastavni su deo molekula
nekih alkaloida (emetin, rezerpin...). Mnoga jedimga terpenske prirode poseduju &ajau

farmakoloSku aktivnost i nosioci su lekovitosti gao(Zhang i Demain,2005

0]

.
ﬁ c /‘B/‘T\ — 3
/('\SCoA =  HooC SCoA HOOC scoa’ MM
@\/SCOA acetoacetil-CoA

‘ @\/SEnz
0] EnzSH
aceti-coa B || HMG-CoA | NADPH
o) reduktaza
OH  NADPH ,9 H OHoH
HOOG - HOOC\>”\/\ - HOOCM
OH O Y SCoA
mevalonska kiselina (MVA) MVA-tiohemiacetal
2ATP
l P~

HO— P— O~ ADP

&QHJ lOH

izomeraza/&/\
opPP OPP

izopentenilpirofosfat dimetilalilpirofosfat (DMAPP)
IPP

Slika 2.1.Biosinteza dimetilalilpirofosfata (DMAPP) iz adeGoA.
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N geranil PP (GPP)

Slika 2.2.Biosinteza geranil-pirofosfata (GPP) kuplovanjempiznskih jedinica po principu
“glava-rep”.

L dr ot
= 7
N Limonen  Kamfor 2

Guma Monoterpeni B-Karoten

/ Izl)pren \

Triterpeni

COOH Steroidi
Seskviterpeni
O,
HO |

Gliciretinska kiselina Zingiberen Skvalan

Slika 2.3. Primeri jedinjenja nastalih biosintetskim putem m@ilewnske kiseline, kao
predstavnici razéitih klasa terpenoida.
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2.1.2Metaboli¢ki put Sikimske kiseline

Biljne fenole kao hemijska jedinjenja karakteriSgmmanje jedan arométi prsten
(C6) za koji je vezana jedna ili viSe hidroksilgtupa. U biljkama je do danas identifikovano
viSe hiljada fenolnih jedinjenja.

Metaboltki put Sikimske kiseline predstavlja glavni hemizdnosinteze fenolnih
jedinjenja u biljkama, pri¢emu pored nastajanja arondaith aminokiselina kao
meduproizvoda nastaje galna, protokatehinska i cimé&tselina Slika 2.4). Ciklus p@inje
reakcijom fosfoenolpiruvata (PEP) i D-eritroza-4fata u kojoj nastaje 3-dezoksi-D-arabino-
7-fosfat-heptulosonska kiselina (DAHP). Nizom veorszZenih biohemijskih reakcija
nastaje Sikimska kiselina iz koje nastaje fenilala(Dewick, 2002). Fenilalanin, nastao
tokom ciklusa Sikimske kiseline, deaminacijom uspstvu fenilalaninamoniumliaze daje
cimetnu kiselinu, koja se dalje transformiSe daalistCs—C; fenilpropanoida, kumarinske,
kafene, ferulne i sinapinske kiseline i njihovihrigata (Parr i Bolwell, 2000)Slika 2.5).
Kumarini nastaju iz cimetne kiseline prek@ans-2 kumarinske kiseline, ciklizacijom koja
obuhvata neenzimsku transformaciju prirodtr@gs-oblika ucis-izomer. Redukcijom ferulne

kiseline nastaje koniferil alkohol, vazan prekursgnina.
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Slika 2.4.Biosinteza fenolnih jedinjenja ciklusom Sikimskisekine.
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IZOFLAVONOIDI
KONDENZOVANI TANINI

Ciklus Sikimske kiseline
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I
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Slika 2.5. Sematski prikaz porekla raglinh fenolnih jedinjenja iz jednostavnih
fenilpropanoida.

2.1.3Acetogeninski put biosinteze

Osim metabotikim putem Sikimske kiseline, fenolna jedinjenja ijkama mogu
nastati i acetogeninskim putem. Na ovajinaastaju hromoni, izokumarini, orcinoli, depsidi,
depsidoni, ksantoni, hinoni.

Malonil-CoA nastaje karboksilovanjem acetil-CoA dpodejstvom acetil-CoA
karboksilaze. Kondenzacijom jednog molekula ad@tA sa tri molekula malonil-CoA,
nizom reakcija katalizovanih enzimima, nastaje-pelia-ketoestaiSlika 2.6)

Poli-beta-ketoestar, nastaodetiri acetatne jedinice, moze da se uvija na dw@aa
A i B. Kod uvijanja tipa A jonizacijar-metilenske grupe omogava aldolnu adiciju na C-
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atomu udaljenom za Sest mesta u lancu, ¢ddgrcijarni alkohol.

Dehidratacijom nastaje

alken, a dalja enolzacija je favorizovana zbog ajasfja aromathog prstena. Hidrolizom

tioestarske grupe nastaje orselinska kiselina.

Kod uvijanja tipa B, nastali poliketoestar dozvefaKlajzenovu reakciju, koja

zavrSava odvajanjem tioestarske grupe. Enolizacgioheksatriona nastaje floroacetofenon

(Shen, 2003).

SCOA
\W/ SCoA . \/\/\/\/SEnz
o O o O
acetll CoA malonil-CoA poli-beta-ketoestar - _
aceil-CoA C.-~ A/,/" B A
e Wi
H* )
COOH 5 SEnz
OH OH OH Sknz
) 0] KIanenov
aldolna reakcua
-3H,0 reakcij
R
ARV AV AN (o
COOH
[H] SEnz SEnz
H
R\/\/\/\COOH dehidrataciji
MASNA KISELINA
B\I\/ﬁliIi&/SEnz
hidroliza enolizacija
H
HO
COOH
OH
ORSELINSKA KISELINA FLOROACETOFEDN

Slika 2.6.Acetogeninski put: biosinteza orselinske kiselifierioactofena.
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Poli-beta-ketoestar, moze se redukovati i do makisilna (reakcioni put C). U tom
slieaju kondenzacija sa molekulima acetil-CoA se modstaviti do niza od 16 ili 18 C-
atoma (palmitinska ili stearinska kiselina).

Koris¢enjem acetata sa obeleZerfit@-atomom je dokazano da acetogeninskim putem
nastaju i poliketidi (antrahinoni, aflatoksini, miakdi) (Bick i Rhee, 1965).

Emodin je tipéan poliketidni antrahinon, koji je ujedno i Sirokasprostranjen u
gliivama i liSajevima, kao i u viSim biljkama gde po sada identifikovan u 17 familija
(Rhamnaceae, Liliacea¥itaceae, Actinidiaceae...) (Izhaki, 2002). Sa sta$ta biosinteze,
emodin je klj&ni intermedijer pri biosintezi velikog broja jedamja, kao Sto su monomerni i
dimerni antrahinoni, ksantoni i benzofenoni (Chesai., 1992)Tokom biosinteze emodina,
nastaje emodinantron kao C16 ciklizacioni proizaebthketometilenskog intermedijera, koji
se oksidacijom konvertuje do emodirslika 2.7) (Chen i sar., 1992)Dsim na ovaj n&n,
hinoni u billkkama mogu nastati i putem mevalonskefizminske kiseline, kao i putem 4-

hidroksibenzoeve kiseline (Chen i sar., 1992).

CH3CO-SCoA o)
+ % CO-SCoA

Slika 2.7.Biosinteza emodina poliketidnim putem.
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2.1.4 Biosinteza flavonoida

Flavonoidi su zbog mnogobrojnih funkcija u prirodiSiroke rasprostranjenosti u
biljlnom svetu da sada najbolje pteni sekundarni molekuli biljaka. Od ukupnog uglan
kojeg biljke iskoriste u fotosintezi, 2% ulazi ustsav flavonoida i njihovih derivate. lako 40
do 50% mahovina i liSajeva sintetizuje flavonoidei se uglavhom nalaze u biljkama dita
od 460 miliona godina i Sto je evolutivni stadijubijne vrste viSi véa je | tendencija
biosinteze flavonoida (Mimica-Dukj 1992).

Flavonoidi nastaju meSovitim biosintetskim putemrstéh A i C nastaju
acetogeninskim putem, a prsten B putem Sikimskelikis. Prvi prekursori tokom biosinteze
flavonoida su nestabilni halkoni, koji izomerizaei) daju odgovarajie flavanone $lika
2.8). Daljim slozenim biohemijskim reakcijama, u p8swu tri razltite oksigenaze, nastaju i
ostale grupe flavonoida (Lea i Leegood, 1999).

Strukturna raznolikost flavonoida rezultat je bibjmimodifikacija osnovne skeletne
strukture koje su uslovljene reakcijama hidroggeacihidroksilacije, O-metilacije
hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanja neorglarg sulfata i glikolizacijom hidroksilnih
grupa (O-glikozidi) ili flavonoidnog jezgra (C-glikidi) (Mimica-Duki¢, 1992).

Metabolicki putevi sekundarnih biomolekula su izuzetno stiZzeNageXe
objedinjuju viSe raztitih mehanizama koji se rdasobno prepéu. Enzimi ukljweni u ove
mehanizme uglavnom su pod uticajem spoljasnjihofakta putevi regulacije ovih enzima
danas predstavljaju z&&no podrdje nawnih istrazivanja, budii da su mnogi produkti
sekundarnog metabolizma biljaka od vrlo velike \@stn posebno za farmaceutsku i

prehrambenu industriju (Zhang i Demain, 2005).
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Slika 2.8.Biosinteza flavonoida u biljkama.
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2.2 LEKOVITE BILIKE - HEMIJSKI SASTAV |
BIOLOSKA AKTIVNOST

2.2.1Rhamnus frangula L. (Rhamnaceae)- kruSina

KruSina, u narodu jo$ poznata i
kao trusljika, je listopadno drvo u obliku
Zbuna, visine 3-6 m, poreklom iz Evrope
i zapadne Azije. Listovi su naizmeni,
izduzeno eliptini, dug&ki 12-13 cm,
Siroki 7 cm. Liska je pri vrhu naglo
suzena, zaSiliena ili zaobljena, sa
klinolikom ili zaobljenom osnovom, sa
celim obodom, na ndju sa izrazenom
perastom nervaturom. Cvetovi su sitni,
zvonasti, neugledni i belo zeleni. Cveta u

maju i junu. Plodovi su okrugli, oko 7

mm u préniku, najpre zeleni, potom
crveni i najzad crni.

Kora je glatka i sjajna, crna ili sivo mrka i kataksténo ukraSena mnogobrojnim
vodoravnim, svetlim, balastim lenticelama. KruSina se lako gaji, najbrajjednostavnije
vegetativnim putem: mladicama, mladim gfi@ama, skno zovi, vrbi i jablanu. Kora
(Frangulae cortexse skida sa mladih stabala i debljih grana kregeme | p@etkom proléa
pre nego Sto kruSina olista i odmah se suSi. Isskw vrpce dug&e oko 30 cm i ljuste.
Dozvoljeno je skinuti maksimalno 30% kore sa biljk® sledéeg sakupljanja treba da piw
najmanje tri godine. Pre upotrebe kora kruSineareh odstoji godinu dan&uva se u
jutanim vr&ama.

Frangula se daje u oblikucteog ili suvog ekstrakta ili dekokta (5 do 25 g mdaplitra
vode) kao pouzdan laksativ (Evans, 1996; Brunet®@9), nardito protiv hronénog zatvora.
Njen ukus je manje neperijatan od purSijane, z&egp je bolesnici tle uzimaju. Prave se
¢ajevi za bol u predelu srca, nagomilavanje vazdutizelucu ili crevima, kolike u Zmoj

kesi, izostale menstruacije i protiv hrémbg zatvora (Blumenthal i sar.,2000).
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2.2.1.1 Hemijski sastav

KruSina je klasifikovana kao antrahinonska biljkgi, udeo varira od 3 do 7% (Van
den Gorkom i sar.,, 1999; Thomson, 1997). Najadji antrahinoni kruSine su
glukofrangulini A i B (bis-glikozidi) kao i monodtozidi frangulin A (emodin-83-ramnozid)

I frangulin B (emodin-82-apiozid). Pored ovih zastupljeni su i emodin, rdinzofanol i
aloe-emodin, kao i njihovi glikozidi (Gao i sarQ@) Slika 2.9). Osim toga, kao sastavne
komponente prisutni su i diantroni, flavonoidi intai, kao i male koliine alkaloida

(frangulanin i franganin).

OR;, O OH
R ~ R3
@)

Aglikoni
R, R, R3 Naziv
H OH CHs Emodin
H H CH;s Hrizofanol
H OCH; CH;s Fiscion
H H CH,OH Aloe-emodin
H H COOH Rein
Glikozidi
glukoza OH CH Emodin 80-glukozid
H O-ramnoza CH Frangulin A
glukoza O-ramnoza CH Glukofrangulin A
H O-apioza CH Frangulin B
glukoza O-apioza CH Glukofrangulin B

Slika 2.9. Antrahinonska jedinjenja krusSine.

U sveZoj kori kruSine antrahinonski glikozidi sdaze u redukovanoj formi, u obliku
antronO-glikozida, za koje je dokazano da nakon oralnm@ne dovode do niza nezeljenih
efekata. Kako bi se omogila njihova oksidacija, neophodno je da kora kraSwodstoji
najmanje godinu dana. Tokom perioda stajanja odingodlana dolazi i do delirtme
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razgradnje glukofrangulina do frangulina ili emodAO-glukozida, kao i do slobodnog

aglikona emodina.

2.2.1.2 BioloSka i farmakolosSka aktivhost

Antrahinonske biljne droge se od davnina koriste kaksativi. Purgativni efekat
antrahinona je uslovljen postojanjem hidroksilnibga u polozaju 1 i 8 aromatiog prstena
(Paneitz i Westendorf, 1999). Antrahinon glikozs&i ne apsorbuju u crevima sisara; se
transportuju do debelog creva, gde se pod dejstvmakterijskih B-glikozidaza vrSi
oslobatanje aglikona, kao i njihova redukcija do antronantranola, koji se delirmo
apsorbuju. Ne postoje precizni podaci o daljojrdbsiciji antrahinon aglikona po organima,
ali je dokazano da se njihova ekskrecija vrSi putanina u vidu glukuronida ili sulfata.
Derivati 1,8-dihidroksi-antracena ispoljavaju nazniji laksativni efekatFrangulae cortex
spada u stimulativne laksative. Dokazano je daahmoni stimuliSu pokretljivost creva, kao i
da spréavaju resorpciju vode i elektrolita (NaCl) u epitelnecelije creva. Istovremeno
dolazi i do sekrecije vode u lumenu creva zbog gtar@ermeabilnosti epitela debelog creva
(Rauwald 1998; Mueller i sar., 1999; Van der Gorkamral, 1999).

Veliki broj podataka ukazuje na raznovrsnu biologktivnost emodina, koji ute na
imuni i vazomotorni sistem, na razne metatia@iprocese kao i na interakcije izioebiljka i
zivotinja (Trial i Dimond 1979; Wells i sar., 1975 Molekularni mehanizmi delovanja u
vedini slu¢ajeva nisu poznati ili su podaci kontradiktornin@ki, 2002).

Tako, na primer, Huang i sar. (1992) ukazuju nanosupresivnu, dok Boik (1995 )
ukazuje na imunostimulativhu aktivhost emodina. IGear. (1991), Dwivedi i sar. (1988 ) i
Chang i sar. (1996) emodinu pripisuju antiinflaamat i analgetinu, dok Westendorf i sar.
(1990), Mueller i Stopper (1999) i Van den Gorkosar. (1999) emodinu pripisuju mutagenu
i genotokstnu aktivnost.

Chang i sar. (1999) su utvrdili da emodin moze d& veparaciju Stete na DNA
uzrokovane UV-zréenjem.

Takade, postoje i relevantni na&ni dokazi za postojanje laksativhe (de Witte, 1993;
Rauwald, 1998; Van den Gorkom i sar., 1999), ditmet (Zhou i Chen, 1988),
vazorelaksativhe (Huang i sar., 1991), kardiostatiuhe (Dwivedi i sar., 1988 ), antitumor
(Koyama i sar., 1988; Su i sar., 1995 ; Sun i s200Q0) aktivnosti emodina. Osim toga

pokazano je da emodin vrSi indukciju kontrakcijeSikda (Cheng i Kang, 1998 ), da je
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inhibitor protein tirozin kinaze (Jayasuriya i $éf992), da je depresant centralnog nervnog
sistema (Dwivedi i sar., 1988; Ram i sar., 1994) kda potpomaze oslatanje kalcijuma u
¢elije mozga (Lin i Jin, 1995).

Pojedini nadni dokazi ukazuju da emodin smanjuje sadrzaja dipighoboljSava rad
jetre (Boik 1995; Yutao i sar., 2000 ). Veliki bn@gdova sved® i o antimikrobnoj aktivnosti
emodina, koja ukljtuje antibakterijsku, antifungalnu, antiparazitskantiviralnu aktivnost
(Anke i sar., 1980; Kawai i sar.,1984 ; Le Van, 49Barnard i sar., 1992; Singh i sar., 1992;
Wang, 1993; Wang i Chung,1997).

2.2.1.3 Antrahinoni kao antioksidanti i oksidanti

Literaturni podaci vezani za antioksidantna sv@stantrahinona su taie
kontradiktorni. Poznato je da fotoekscitacijom ahtnoni prelaze u polkdeno tripletno stanje
(Levin i Kuzmin, 1987) koje moze izazvati oksidacgoromene na DNA i RNA (Armitage i
sar., 1994). Pokazano je da transferom elektrondAaH mogu nastati antrahinon anjon
radikali, koji mogu izazvati nastajanje superokaigon radikala i vodonik peroksida (Reszka
I sar., 1988). Osim toga, prenosom energije iddtig stanja, antrahinoni mogu izazvati i
nastanak singlet kiseonika.

Suprotno ovome, pokazano je da emodin posedujeobpost inhibicije stvaranja
superoksid anjon radikala, koja je u rangu aktitinkgercetina (Ng i sar., 2003), kao i da
antrahinoni inhibiSu peroksidaciju linolne kiselifgen i sar., 2000). U svojim n&um
radovima Yuan i Gao (1997) i Yen i sar. (2000 )otek ukazuju na antioksidantna svojstva

antrahinona.
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2.2.2 Mentha x piperita L. (Lamiaceae) — pitoma nana ili menta

Dobijena vestkom selekcijom (hibrid
Mentha aquaticaL. x Mentha spicatal.),
pitoma nana je viSegodiSnja zeljasta biljka
jakog i oStrog mirisa sa snaznim rizomima.
Stabljike su uspravne, visoke 30-100 cm,
razgranate Ketvorouglastegesto crvenkaste.
Agregati cvasti su isprekidani, klasoliki ili
glavicasti. Cvetovi su ljulgiasti, sterilni
(obicno su prasnici abortirali). Cveta od aprila
do juna. Listovi su dugki 3-9 cm, jajasto-

kopljasti, tanki, sa gornje strane tamnozeleni, a

sa donje blé, pri dnu se suzavaju u drske
dugake do 1 cm.

Po obodu su nejednako zsti. Glavni nerv je vrlo istaknut. Nana je vrlorisimna,
osobito list, jer u njemu ima najviSe etarskog ,ubd ¢ega uglavnom i patu lekovitost i
prijatan miris ove biljke. Nana se gaji Sirom sy&aora i Chang, 1997), a kod nas, @aoou
Banatu, Bakoj i centralnoj Srbiji. Kao i ostali hibridi, i ppma nana se ne razmnozava
semenom, nego samo vegetativhim putem: stalonirad. 4€ jednom primi, nana secsb
jagodi, brzo Siri i pokrije zemlju mnogobrojnim Edcima izraslim iz razgranatih podzemnih
stabala, rizoma. SuviSe mlada nana daje ulje sldwadjteta s malo mentola, a mnogo
mentona. Precvetala biljka daje manje ulja i lapkealiteta (Jai¢ i sar., 1995). Menta se
gaji uglavnom radi listaMenthae piperitae foliuin stabljike s listovimaNlenthae piperitae
herbg, odnosno etarskog uljaMénthae piperitae aetheroleymEtarsko ulje se dobija
destilacijom sveZe herbe nane.

Tradicionalno, pitoma nana se upotrebljava kaoatai), blag i neskodljiv lek za
umirivanje, protiv gasova, nadimanja icgva, protiv teSkog varenja. Kao stomahik, nana
ulazi u sastakajeva za léenje z@i. Nanino ulje ima slaba anestda svojstva i prijatan
miris koji osvezZava, zbogdega se upotrebljava i protiv d¢enja i povréanja. Rastvor ulja u
alkoholu koristi se protiv bolova od neuralgijeumegatizma i nazeba. Mentol drazi nerve u

kozi, lako isparava i zbog toga hladi. Pitoma ngnpotpuno neskodljiva, korisna je protiv
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mucnine tokom putovanja, Sto je od posebnogéajeza osobe s pored@mim varenjem,
grécevima, neprijatnim zadahom iz usta (Bisset i Wich@l01).

2.2.2.1 Hemijski sastav

Biljka sadrzi oko 1,25 % etarskog ulja, a od tofad® 90 % je mentol i 5 do 20 %
menton. Rohloff (1999) je doSao do zak#km da se sadrzaj mentola, mentil acetata i
neomentola pov@va kod starijih, dok je sadrzaj mentona i izomeateei kod mlaiih
biljaka. Tokom biosinteze komponenata etarskog utjome nane Slika 2.10)
geranilpirofosfat se transformiSe u (-)-limonen, kaga preko (-)-izopiperitenona nastaje
pulegon, iz koga moze nastati menton i/ili mentafu{Dey and Harbone, 1997; Croteau i
sar., 2000; Davis i sar., 2005). Iz mentona nasta@mentol i mentol, koji se esterifikacijom
transformiSe u mentil acetat (Murray, 1972).

Sastav etarskog ulja u velikoj meri zavisi od gafgkih i klimatskih uslova sredine,
faze prikupljanja biljnog materijala, kao i od¢énaa susSenja i destilacije (Marotti i sar., 1993,
Mimica-Duki¢ i sar., 2003; Scavroni i sar., 2005).

Poznato je da vrste rodsletha sadrze veliki broj jedinjenja ukiujué¢i fenil
propanoide (Triantaphyllou i sar., 2001; Areiasar.s 2001; Guédon i Pasquier, 1994),
aglikone u formi glikozida ili acilovane flavonoid@reias i sar., 2001; Guédon i Pasquier,
1994; Voirin i Bayet, 1992; Voirin i sar., 1994)ad i steroidne glikozide (Ali i sar., 2002).
Fecka i Turek (2007) su analizom fenolnih jedingetista pitome nane ustanovili veliki
sadrzaj kafene kiseline i njenih derivata, kaositditospermina, ruzmarinska i hlorogenska
kiselina i metil rozmarinatiji sadrzaj dostize vrednost i do 7%. Flavonoidbpie nane su
zastupljeni u obliku lipofilnih polisupstituisanifiavon glikozida O-metilovani apigenin i
luteolin) i kao flavon i flavanon glikozidaiji sadrzaj ponekad doseze i do 17% (Mimica-
Duki¢ i Bozin, 2008). Dorman i sar. (2003) su ustanoddi su najzastupljenija fenolna
jedinjenja pitome nane eriocitrin (eriodiktolg~utinozid), luteolin-7©-glikozid i
ruzmarinska kiselinaSlika 2.11). Osim toga utvrdili su i prisustvo kafene kiselin
naringenin-70-glikozida, dok su slobodne aglikone apigenin,dlitei eriodiktol pronasli tek

u tragu.
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Jedinjenje Aglikon R R° R’
eriocitrin I O-rutinoza OH OH
eriodiktol 7-O-glukozid | O-glukoza OH OH
luteolin 7-O-rutinozid I O-rutinoza OH OH
narirutin I O-rutinoza H OH
hesperidin I O-rutinoza OH OGH
izoroifolin Il O-rutinoza H OH
diozmin I O-rutinoza OH OCHl

ruzmarinska kiselina

Slika 2.11.Fenolna jedinjenja pitome nane (Guédon i PasqlL894).
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2.2.2.2 BiolosSka i farmakoloSka aktivnost

Etarsko ulje nane pokazuje snaznu antimikrobnuva&st prema velikom broju
patogenih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterikao i prema razlitim sojevima
plesni (Mimica-Duké i sar., 2003; Mimica-Dukii Bozin, 2008). Antimikrobna aktivnost
ukljucuje i snazno delovanje protiv vrlo rezistentnih teala, Escherichia coli Streptococcus
pneumoniag Salmonella enteritidisand Salmonella typhiza koje je poznato da su vrlo
otporne ¢ak i na delovanje sintetskih preparata. Osim togeisko ulje nane pokazuje i
fungicidno 1 fungiostatsko delovanje narto prema vrstiCandida albicangGulluce i sar.,
2007). Postoje n&ni dokazi da mentol moze pruziti zaStitu i étkrpes simplewirusa
(Schuhmacher i sar., 2003).

Osim antimikrobne aktivnosti etarsko ulje nane, tokennjegovi derivati pokazuju i
zna&ajnu insekticidnu aktivnost, nafito protiv komaraca (Samarasekera i sar., 2008).

Etarsko ulje pitome nane &# na fiziologiju gastrointestinalnog trakta, past@dno
tome moZze uspeSno primenjivati kao antispazmoligiklikom tretiranja pacijenata
barijumovom kaSom u dijagnoskie svrhe, kao i kod pacijenata sa dispepsijom (btalzar.,
2004; Mizuno i sar., 2006).

Tradicionalna upotreba pitome nane, kao i upotrelzaanénoj medicini je u uskoj
vezi i sa velikim sadrzajem fenolnih jedinjenja. KA@ano je da fenolna jedinjenja nane,
prisutna u ekstraktima dajevima, takde ispoljavaju antimikrobnu aktivnost (Fuchs i sar.,
1999).

Ispitivanja su pokazala da ruzmarinska kiselina oljgpa antioksidantnu,
antiinflamatornu, antimutagenu, antibakterijskantiviralnu aktivnost (Parnham i Kesselring,
1985). Antiinflamatorna svojstva se pripisuju inhifp lipoksigenaza i ciklooksigenaza, kao i
inhibiciji citave kaskade reakcija (Parnham i Kesselring, 198&kaie, pretpostavlja se da
ruzmarinska kiselina igra vrlo vaznu ulogu u bitjka prilikom njihove odbrane od virusnih i
bakterijskih infekcija, kao i od predatora. Pretipeja se da ruzmarinska kiselina poseduje i
antikancerogenu funkciju, kao i mnoga druga jedijgeiz klase fenola. Antioksidantna
svojstva i vrlo niska tok&host ovog biomolekula g&ine izuzetno atraktivnim za

prehrambenu industriju (Petersen i Simmonds, 2003).
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2.2.2.3 Antioksidantna aktivnost

Etarsko ulje ne samo pitome nane¢ vestalih vrsta rod&enthapokazuje znéjnu
antioksidantnu aktivnost. lako mehanizam delovalgasada joS nije utden, smatra se da
antioksidantna aktivhost poé od prisustva monoterpenskih ketona i aldehidderiolnih
supstanci (Mimica-Dukii sar., 2003; Bozinsar., 2006; Bozinsar., 2006; Mimica-Duki i
sar., 2004; Mimica-Dukii Bozin, 2007; Mimica-Duld i Bozin, 2008).

Antioksidantna svojstva fenolnih jedinjenja pitomm@ane su potkrepliena velikim
brojem nadnih dokaza (Mimica-Dukiet al., 1994; Fuchs i sar., 1999; Kandttal., 2007).
Fenolna jedinjenja mente deluju kao “skevindzelgbsdnih radikala, helatori jona metala i
vrSe inhibiciju lipidne peroksidacije. Osim togakdaano je da ova jedinjenja podiZu i
intracelularni antioksidantni status, poseajti koncentraciju redukovanog glutationa i
aktivnost superoksid dizmutaze (Berdowska i sdQ72. Rezultatin vitro i in vivo studija
ukazuju na veliki nivo zastite ekstrakata naneiprétete izazvane radioaktivnim 2emjem,

lipidne peroksidacije, kao i ogtenja na DNA (Jagetia, 2007).
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2.2.3Betula pendula Roth. (Betulaceae) — breza

Breza je listopadno drvo, visoko do 30 m
sa vitkim stablom koje se pruza gotovo do vrha
kroSnje i tankim visam grarticama. Prenik
stabla u donjem delu moze biti do 60 cm. K
mladih izdanaka kora je crvenkasto siameKora
stabla i grana, dok su ndle, je bela i ljusti se u
horizontalnim trakama, kasnije u donjem delu je
crna i duboko vertikalno ispucala. Listovi su goli
na dugim peteljkama. U petku su malo lepljivi,
trouglasto jajasti ili trouglasto romboidni, pri

osnovi Siroko klinasti, na vrhu zaSiljeni, po obodu
dvostruko testerasti. Cveta od aprila do maja,
paralelno sa listanjem.

Breza je Siroko rasprostranjena na pdégrliEvrope, kao i na podéu jugozapadne
Azije, na planinama severne Turske i Kavkaza, geleto obrazujeiste brezove Sumice.
Takade, rasprostranjena je i na podw Kanade. Za uspesSno uzgajanje breze potrebna je
hladnija klima, sa povremenim sneznim padavinamaziOm da je koren breze relativho
plitak, breza zahteva navodnjavanje prilikom suSpegoda i najbolje uspeva na direkthnom
suncu ili proSaranoj hladovini (Madaus, 1988; Bitendsar., 2003).

Kao lekoviti delovi biljke, koriste se sok, reséstdvi i kora. Sok se vadi krajem
februara i marta, a k& (Betulae foliunh se bere za vreme cele vegetacije. Droga je
svojstvenog mirisa, gorkog i oporog ukusa. Kdbézt(llae cortex se prikuplja u prokee i
jesen. Lisni pupoljci Betulae gemmaesadrze mnogo etérnog ulja (oko 4%), ali ne i
vitamina C, koga ima u listovima. Etarsko ulje pligka povoljno deluje na disajne puteve.
Takade se koristi i ulje dobijeno iz smole sa koBe{ulae pix.

List i pupoljci upotrebljavaju se kao diuretici ntasseptici urogenitalnih puteva,
nagese u obliku infuza. List breze je jedan od najbobilinih lekova za léenje mokrénih
puteva, jer ima antibakterijsku foSpremaju s&ajevi za l€enje zapaljenja mokéaih

kanala, reumatizma, i zapaljenja bubrega sa powsermpritiskom. Zahvaljujdi
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karakteristthom prijatnom mirisu, proizvodi od breze, kao &oetarsko ulje, nalaze veliku

primenu u prehrambenoj i kozm#oj industriji (Lawless, 1992; Arctander, 1960).

2.2.3.1 Hemijski sastav

Razlkitim fitohemijskim istrazivanjima breze potieno je da ona sadrzi raznovrsne
biomolekule, uglavnom iz klase biljnih fenola. Bage klasifikovana kao flavonoidna biljka,
jer njihov sadrzaj doseze i do 3%. Dominantni fla®idl breze je hiperozid, a osim njega u
brezi su zastupljeni i kvercitrin, miricetin digktazid i drugi glikozidi, kao i lipofilni
flavonski metilestri. Takdée, poznato je da breza sadrzi i &gau kolcinu hlorogenske
kiseline, fenolkarbonskih kiselina i tanina (Hegeali964; Pokhilo i Uvarova, 1988;
Guenther, 1975; Demirci i sar., 2660Demirci i Basser, 2003).

kvercetin R=H R=H
hiperozid R=H R’ = galaktozil
kvercitrin R=H R = ramnozil
miricetin-digalaktozid ~ R= OH R = digalaktozil
H H
HO COOH
o
(F\_
HO OH

hlorogenska kiselina

Slika 2.12.Najzn&ajnija fenolna jedinjenja breze.
30



Doktorska disertacija Aleksandra MiSan

Na slici 2.12. su prikazana najziagnija fenolna jedinjenja breze. Ossipov i sar.
(1996) su osim hlorogenske, neo hlorogenske, g#iseline, (+) katehina, glikozida
kvercetina i miricetina u ekstraktima breze utvrdprisustvo niza drugih niskomolekularnih
fenolnih jedinjenja.

Demirci i sar. (2004) su analizom etarskog ulja zbreutvrdili prisustvo 53
komponente, od¢ega su najzastupljenije komponente bili seskvitesgieugljovodonici:a-
kopaen, germakren Dbtkadinen Slika 2.13).

a-kopaen germakren D o-kadinen

Slika 2.13. Najzastupljeniji seskviterpeni etarskog ulja breldijenog hidrodestilacijom iz
lisnih pupoljaka breze.

Osim seskviterpenskih ugljovodonika, u listovimaz® su zastupljeni i triterpeni
lupanskog i domaranskog tipa (Ricklingi GlombitZ993). Pojedinim istraZivanjima je
utvrdeno da su najzastupljenije komponente etarskogbugjae lupanski triterpeni, betulenoli
(Vershnyak i Stepen 1992; Demirci i sar., 20@emirci i Baser, 2003).

Najzastupljenija komponenta ekstrakta kore brezeiterpen betulin, sa udelom od
30% u suvom ekstraktiblika 2.5) (Green i sar., 2007). Uloga ovog biomolekula licbnije
poznata, ali je poznato da se on moZe konvertavabetulinsku kiselinu, jedinjenje sa

velikom bioloSkom aktivnadi (Slika 2.14).

2.2.3.2 BiolosSka i farmakoloSka funkcija

IstraZzivanja ukazuju na postojanje antivirusnejnaalfaricne, antiinflamatorne kao i

antikancer aktivnosti betulinske kiseline (Chowdhusar., 2002).
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Pokazano je da je betulinska kiselina selektivrinibitor humanog melanoma,
koris¢enjemin vitro i in vivotestova (Ji i sar., 2002), kao i da indukuje apoptkod nastanka
ove bolesti (Schmidt i sar., 1997). Tdlko utvideno je da je betulinska kiselina aktivha protiv
neuroektodermalnog i malignog tumora mozga, karoegajnika,celija leukemije HL-60
(Wick i sar., 1999; Jii sar., 2002; Zuco i saf02).

N N

OH

HO HO

*h “h

betulin betulindkaelina

Slika 2.14.Najzastupljenija triterpenska jedinjenja kore lerdzetulin i betulinska kiselina.

Damaranski triterpeneni izolovani iz listova bredemar-24-enee3123,20(S)-triol,
damar-24-ene;170,20(S)-triol, damar-23-ene-f20(S),25-triol-3-on, damar-24-ene-
30,12,170,20(S)-tetraol i damar-25-ene-323,17a,20(S),24-pentaol pokazuju snazno
citotoksino delovanje, koje se dovodi u vezu sa njihovonsspoogu da menjaju strukturu
¢elijske membrane (Prokof'eva i sar., 2002).

Imunoterapija polenom breze se potencijalno moZesti za ublazavanje alergijskih

tegoba kod pacijenata aletgih na polen trave (Cirla i sar., 2003).

2.2.3.3 Antioksidantna aktivnost

Osim navedenog, dokazana je i velika antioksidamiktasznost vodenih ekstrakata
breze, koja se dovodi u vezu sa visokim sadrzaguimjenja iz klase fenola: kvercetin 3-
rutinozida (rutina), kvercetin 3-galaktozida (hiper), kvercetin 3-glukuronida, kvercetin 3-
arabinopiranozida, kvercetin 3-arabinofuranozid&yercetin 3-ramnozida i miricetin 3-

galaktozida (Trouillas i sar., 2003).
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2.2.4Carum Carvi L. (Apiaceae) - kim

Kim je dvogodisnja biljka sa uglastom i
razgranatom stabljikom. Listovi su dvostruko
perasti, a mnogi sitni lisli su prsljenastog oblika.
Koren kima je beo oblika Sargarepe. Cvetovi su
bele boje, skupljeni u Stitac. Plod je duguljast i
rebrast. Ima pet uzduznih rebara &jim
udubljenjima su smesteni uljni kanali. Miris ploda
jako je aromatian. Ukus je aromatan, prijatan i
greje. Koren ima ista, ali neSto blaze izrazena

svojstva mirisa i ukusa. Raste kao samonikla biljka

na livadama. S obzirom na veliku potraznju uzgaja
se u vrtovima i na oranicama.

Biljka vodi poreklo iz centralne Evrope ili Azij®anas se najviSe uzgaja u Finskoj,
Holandiji, istainoj Evropi i Nemakoj, kao i u severnoj Africi, najvise u Egiptu. ©sen, u
vreme sazrevanja, bere se plod, a u geolé&oren.

Kim ima lagano podrazajna svojstva, greje¢ajazeludac, pospeSuje probavu i
izlu¢ivanje mokrée. Kim se posebno prepéwje Zenama, jer pospesSuje menstruaciju i
smiruje gteve materice, olakSava pdegne bolove i sam podaj, pospesSuje izltivanje za
vreme dojenja (Holtmann i sar., 2003;. Madischri,s2004; Thompson Coon i Ernst 2002).
Vodeni ekstrakt kima se koristi kao aperitiv, unuie sredstvo, karminativ, diuretik,
spasmolitik i afrodizijak (Bellakhdar, 1997), do& Kiljni ekstrakti i etarsko ulje koriste i kao
antiulcerogeni agensi (Khayyal i sar., 2001).

2.2.4.1 Hemijski sastav

Plod kima sadrzi od 25 do 35% azotnih jedinjenjd, I8 do 21% lipida sa
masnokiselinskim sastavom: palmitinska 3,6%; ol&arn0,7%; linolna 19,6% i petroselinska
17,0%, od 13 do 19% vlakana i vlage od 9-13% (%edia i sar., 2001 Osim toga, u plodu
kima je prisutno od 3% do 7% etarskog ulja. Glasastojci ulja su karvon (50 do 85%) i
limonen (20 do 30%). Ostale komponente: karvedijddokarveol,o- i B-pinen, sabinen i

perilil alkohol su od manjeg ztiaja Slika 2.15).
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Najzastupljenije fenolne komponente kima su glidokemferola i kvercetina (Suhaj i
sar., 2006), od kojih je izokvercitrin, sa sadri@j@d oko 80 mg/kg suve materije,
dominantno jedinjenjeSlika 2.16). Wojdyto i sar. (2007) su kvantitativnom analizé&ma,
nakon enzimske hidrolize, identifikovali kafenwsédinu, neohlorogensku kiselinu, ferulnu
kiselinu i izoramnetin kao glavne fenolne kompoeei@sim navedenih jedinjenja u kimu su

zastupljeni i kumarini, kao Sto su 5- i 8-psoralemnbeliferon, herniarin i skopoletin (Daniel,

2006).
f _ OH OH

S(+)-karvon limonen karveol dihidrokarveol
% ; H,OH
a-pinen B-pinen sabinen perilil alkohol

Slika 2.15.Najzastupljenija jedinjenja etarskog ulja kima.
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OH
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N T
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HO o)
R R>
H OH kvercetin
H,OH
f ° OH izokvercitrin
H H kemferol

Slika 2.16.Primeri flavonoida zastupljenih u plodu kima.

2.2.4.2 BioloSka i farmakoloSka funkcija

Eksperimentalni podaci ukazuju na to da kim possdujtitumorskuZheng i sar.,
1992), antiproliferativnu (Nakano i sar., 1998)tilaperglikeminu (Eddouks i sar., 2004) i
antimikrobnu aktivnosti (lacobellis i sar., 200Razzaghi-Abyaneh i sar. (2006) su ustanovili
i inhibitornu aktivnost etarskog ulja kima za prédiju aflatoksina od stranéspergillus
parasiticus Lahlou i sar. (2007) su n&wo potvdili ¢injenicu, odavno poznatu u
tradicionalnoj medicini, da vodeni ekstrakt kimaspduje diuretinu aktivnost.

Osim toga, ispitivanjem pojeditiaih komponenti etarskog ulja, postoje dokazi
predklinikih ispitivanja da limonen inhibira stvaranje kareenle&nih Zlezda (Homburger i
sar., 1971; Elegbede i sar.,1986; Haag i sar., 19&hanizam delovanja limonena i ostalih
terpenoida nije poznat, ali postoje dokazi da lieoizaziva programiranu smiglije (Shi i
Gould, 1997).

Kim ima Siroku primenu u farmaceutskoj i prehrandgendustriji. Veliki broj radova
se bavi ispitivanjem metabolizma monoterpena kinNa osnovu rezultatain vivo
eksperimenata se pretpostavlja da se oba enantokavona u organizmu metaboliSu u

dihidrokarvonsku kiselinu, karvonsku kiselinu i tegpenolon (Engel, 2001). Pokazano je da i
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(4R,69)-(-)-karveol takde nastaje kao metabolit, ali u 2Zago manjoj kokini, redukcijom
karvona sa NADPH. Istim mehanizmom se S)t)-karvon redukuje do &69-(+)-
karveola (Jager i sar., 2000). Smatra se da seeakeije u najvéem delom odvijaju u jetri,
uz we&e Cyt P450 oksidaze i (+)ans-karveol dehidrogenaze.

Kim je svoju primenu nasao i u poljoprivredi. Wawmzk i Lamparski (2006) su
utvdili da se vodeni ekstrakt kima moze koristdi zetiranje krompira, kao “repelent* protiv
krompirove zlatice. Osim togaS(+)-karvon se vé intenzivno Kkoristi za sptavanje
prevremenog klijanja krompira (De Carvalho i Da &eca, 2006), dok je Z&(—)-karvon
pokazano da deluje kao “repelent” za komarce. Tiremje u postupku ispitivanje zahteva da
se R-(-)-karvon registruje kao pesticid. IspitivanjeSVEPA (US Environmental Protection
Agency, EPA, 2009).

2.2.4.3 Antioksidantna aktivnost

Zheng i Wang (2001) su u svojoj studiji, koja jeublatala 39 lekovitih i Zanskih
biljaka, utvdili da vodeni ekstrakt kima posedupeajnu antioksidantnu aktivnost na osnovu
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity Assayj}ate$Vojdyto i sar. (2007) su
antioksidantnu aktivnost kima dokazali na onovugope sposobnosti da uklanja ABTS
(2,2azinobis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselineDPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
radikale, kao i na osnovu njegovog *Fe&* redoks kapaciteta. Hinneburg i sar. (2006) su
takade utvdili antioksidantnu aktivnost ekstrakta kimabgenog hidrodestilacijom, koju

povezuju sa sadrZzajem kvercetin i kemferol glikazidisutnim u ekstraktu.
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2.2.5 Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Nym. ex Hill (Apiaceae) -
persun

PerSun je dvogodisnja biljka prijatnog
mirisa iz familije StitonoSa (Apiaceae), koja moze
da naraste u visinu od 30 cm do 70 cm. Ima
karakteristéan beli, tanak i repast koren. Listovi
mu izbijaju iz niske stabljike i razfitog su oblika.
Cvetni veri¢ je zuto zelene boje. Postoji vise
sorti perSuna, ali bi se podela mogla odrediti na

osnovu toga da li se uzgajaju za dobijanje korena

ili listova. Precizno vdenom natinom selekcijom
se kod pojedinih sorti povavala bujnost listova
ili se povéavala zapremina korena, &v@rema tome Sta je bio cilj. Upotreba perSuna seze
daleko u proSlost. Tako je poznato da se koristgtamoj G&koj i u doba Rimskoga carstva.
Zabelezeno je takie da je u Britaniju stigao tek u 16 veku. Prilikgmrvih klasifikacija od
strane botarkara je bilo zabelezeno nekoliko vrsta perSunaguti® u novije doba se
dokazalo da su to samo varijeteti jedne osnovne.sBersun je biljka koja je poreklom sa
bliskog istoka da bi se raSirila po celoj Evropprai kolonisti su je odneli i u Ameriku gde je
takade dobro prihvéena i gde je veoma popularna. Uglavhom gde godoensuna, veoma je
popularan i ljudi ga rado koriste (Simon i Quiniit988). U prolée i jesen se kopa koren.
Seme se sakuplja neposredno pre sazrevanja, bilfliedakad je u cvatu.

Koristi se za poboljSanje cirkulacije, za problemekrainih kanala {aj), za umirenje
nerava, za otklanjanje naduvenosti, za ublazaviaoleva, za préis¢avanje krvi, a pomaze
stvaranje crvenih krvnih zrnaca. Blagotvoran jeo#idanjanje groznice, upalatiqu, bolesti
bubrega, sufane mrlje i jetrene mrlje na kozZi, za ubode i ujétkekata i sfane tegobe.
Seme takde ima lekovita svojstva, jer sadrZi et ulja od kojih lekovito dejstvo ima apiol,
miristicin i terpeni. Esencijalna ulja perSuna stii$u uterus, pow&vaju koltinu mokrae,
smanjuju infekciju urinarnog trakta i uniStavajuktegije. Upotrebljava se kao karminativ,
diuretik, hipertenziv, hipotenziv, stomahik, abfictjent i nutritivno sredstvo (Robbers i
Tyler, 1999; Kreydiyyeh i Usta, 2002).
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2.2.5.1 Hemijski sastav

Persun je izuzetno bogat mineralima i vitaminima. $adrZaju vitamina C daleko
premasuje limun i pomorandzu - u 100 g perSunovsg ima 166 mg vitamina C. SadrZi
puno i provitamina A i grupu B vitamind&ak i B12 vitamina. Od minerala, kojih u 100 g lista
ima 1630 mg, najviSe sadrzi kalijum (1000 mg), gi®¥8 mg), kalcijjum (245 mg), fosfor
(128 mg), magnezijum, mangan i bak&xo i drugo zeleno pove, nadzemni deo biljke je
bogat hlorofilom, flavonoidima i vitaminima, a naio obiluje vitaminom C. Koren sadrZi
proteine, vitamine, minerale, flavonoide i drugeigoe sastojke (Peter, 2009).

U zavisnosti od porekla i varijeteta, plod perSsadrzi od 2-6%, dok koren sadrzi oko
0,5% etarskog ulja (Wichtl, 1994). Simon i sar984) su ispitivanjem etarskog ulja perSuna
utvrdili da su glavne komponente 1,38nentatrien, miristicinp-felandren i mircen, dok su
Zhang i sar. (2006) pronasli da su miristicin, &pigpinen if-pinen i aliltetrametoksibenzen
najzastupljenije komponent8lika 2.17).

CHs
/
=
CHs OCHs X
miristicin apiol ,3B{p-mentatrien
CHs
H3C CHs
OCHz

aliltetrametoksibenzen

Slika 2.17.Najzastupljenija jedinjenja etarskog ulja perSuna.
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H —
OH OH
apiin
HO.
7 o \
O O falkarinol

bergaptenR= —OCH;

izoimperatorinR= \O b
O

~

TN
1
1

oksipeucedanirR= ~o

Slika 2.18.Jedinjenja zastupljena u persunu.

Persun sadrzi velike kdlne flavona apigenina, koji je prvenstveno prisutaformi
apiina (7©O-apiosida) $lika 2.18) (Justesen i sar., 1998). Osim toga, tiémwou korenu
perSuna su zastupljeni furanokumarini, od kojih dora bergapten, izoimperatorin i
oksipeucedanin (Wichtl, 1994)Siika 2.18). Manderfeld i sar. (1997) su ispitivanjem
kumarina u perSunu utvrdili da se svojim sadrZajgtitiu psoralen i 8-metoksipsoralen, dok
su 5-metoksipsoralen i izopimpinelin prisutni u nagukoli¢ini. U korenu perSuna zastupljen
je i polinezasieni alkohol falkarinol (Wichtl, 1994)Slika 2.18).
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2.2.5.2 BiolosSka i farmakoloSka aktivnost

Postoje dokazi da apigenin ima antikancerogena (Wai., 1989; Birti sar., 1997),
antiinflamatorna (Lee sar. 1993)i antimutagena (Kud sar. 1992) svojstva. Zheng i sar.
(1998) su ukazali na kancer hemoprotektivhu ulogustitina, izolovanog iz etarskog ulja
persuna.

Pokazano je da furanokumarini perSuna posedujmémtibna svojstva, odnosno da
inhibiraju rastListeria monocytogene&. innocua Escherichia coliO157:H7,E. coli Bs-1 i
E. Carotovora(Manderfeld i sar., 1997).

PerSun se tradicionalno upotrebljava kao pémoo lekovito sredstvo prilikom
tretiranja dijabetesa. Ozcelik i sar. (2001) stitigali hipoglikemijsku aktivnost perduna i

ustanovili da on sptava porast koncentracijec&a u krvi.

2.2.5.3 Antioksidantna aktivnost

Nielsen i sar. (1999) su ukazali na pozitivhe eddidnzumiranja perSuna, odnosno na
pozitivnu korelacija izméu unosa perSuna i porasta aktivnosti superoksidnutizze i
katalaze, kao i na smanjenje oksidacije proteirg ikpitivanih volontera u bioloSkom testu.
Gazzani (1994) je utvrdio antioksidantnu aktivnpstSuna u kikiriki ulju pod raalitim
termickim tretmanima. Wong i Kits (2006) su ispitivanjemavitro antioksidantne aktivnosti
perSuna ustanovili antioksidantnu aktivnost metaihol vodenih ekstrakata, kao i Zfanu
"skevindzer" aktivnost etarskog ulja. Zhang i $2006) su utvrdili antioksidantnu aktivnost

etarskog ulja perSuna, koju dovode u vezu sa siganzapiola.
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2.3 ANTIOKSIDANTI

2.3.1 Slobodni radikali i oksidativni procesi

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, kojimaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni wzrok njihove visoke i neselektivhe
reaktivnosti. Veéina slobodnih radikala su kratkozite i veoma lako podlezu
monomolekularnim i bimolekularnim reakcijama radag (Halliwell i Gutteridge, 1999).
Slobodni radikali nastaju: termolizom, elektromaimoen radijacijom, redoks reakcijama,
enzimskim procesima i hemijskim procesima (Acwo003). Melu najreaktivnije hemijske
vrste ubrajaju se slobodni radikali, ali i neradskaoblici koji su takae oksidacioni agensi i
lako se konvertuju u radikale. NajvaZznije reaktiwmste kiseonika (reactive oxygen species —

ROS) su prikazane u tabeli 2.1.

Tabela 2.1.Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske i neraldike vrste kiseonika (Halliwell
i Whiteman, 2004).

SLOBODNI RADIKALI | NERADIKALSKI OBLICI
Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROYS)

Superoksid anjon radikal,,O Vodonik peroksid, kO,

Hidroksil radikal, OH Hipobromna kiselina, HOBr

Hidroperoksil radikal, HQ Hipohlorna kiselina, HOCI

Peroksil radikal, R@ Ozon, Q

Singletni kiseonik!>g* O, Singletni kiseonik;Ag O;

Alkoksil radikal, RO Organski peroksidi, ROOH

Ugljendioksidni radikal, C@® Peroksinitrit, ONOO

Ugljenmonoksidni radikal, CO Peroksinitritna kiselina, ONOOH

2.3.2Lipidna peroksidacija

Kiseonikovi slobodni radikali reaguju sa Sirokimeggrom biomolekula, izazivagiina
njima promene, odnosno o&mja. Reagujti sa lipidima, oni izazivaju oksidativnu
destrukciju nezaéenih, odnosno polinezasininh masnih kiselina, poznatu kao proces lipidne
peroksidacije (Cheeseman, 1993). Ovom procesu podako lipidi u biosistemima, tako i
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lipidi u hrani. Osnovni supstrat za oksidativnoedéhje lipida predstavljaju polinezésine
masne kiseline u fosfolipidima i glikolipidima, kadholesterol u bioloSkim membranama.
Lipidna peroksidacija se u bioloskim sistemima mogégravati enzimskim (pod dejstvom
lipooksigenaza) i neenzimskim putem. Ukoliko seidédsija odvija u prisustvu atmosferskog
kiseonika naziva se autooksidacija. Mehanizam kekgrle latane reakcije lipidne
oksidacije odvija se u tri faze (Yanishlieva-Masla, 2001).

| FAZA: Inicijacija LH+R — L +RH

Il Faza:Propagacija L"+0, — LOO
LOO +LH — LOOH + L
lll Faza: Terminacija
LOO + LOO — LOOL + O,
L"+ LOO — LOOL
L"+L — L-L
Sekundarna inicijacija LOOH — LO + OH
2 LOOH— LOO + LO +H;0

Kataliti ¢ka inicijacija LOOH + M"™ — LO" +OH + MM+
LOOH + M™Y* 5 LOO + H" + Mn*

Nastajanje malonildialdehida tokom oksidacije Igidoredstavlja osnovwtesto

primenjivanog TBA testa, kojim se odrge stepen oksidacije lipida u bioloSkim i priroani
sistemima (Guillén-Sans i Guzman-Chozas, 1988k4 2.19).
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Hidroliza ili zagrevanje
+ drugi proizvodi

Malonaldehid

Slika 2.19. Mehanizam nastajanja hidro-peroksida, ¢ikln  peroksida, kao i
malonildialdehida tokom oksidacije arahidonske lknge

Lancana reakcija autooksidacije se moze zaustavitioksilantima (AH), koji
uklanjaju slobodne radikale (LOQLO i L") itime ometaju fazu propagacije. "Skevindzeri"
radikala obino predaju jedan elektron nesparenom elektronuodinty radikala i redukuju

ga. Fenolna jedinjenja su veoma aktivha u ovomeuag|
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REAKCIJE INHIBICIJE LIPIDNE OKSIDACIJE:

LOO + AH — LOOH + A
LO + AH — LOH + A
L+AH—-LH+A

LOO + A" — LOOA

LO + A — LOA

L'+A — LA

2.3.3Antioksidanti

Antioksidanti su supstance koje, prisutne u matishicinama u odnosu na supstrat
koji je podlozan oksidaciji (lipidi, proteini, ugpi hidrati, DNK), zn&ajno inhibiraju ili

potpuno spré&avaju njihovu oksidaciju.
Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovogspoosti da (Aruoma, 1996):

» deluju kao "skevindzeri" slobodnih radikala, odnmsionori elektrona ili H-atoma;

* kompleksiraju jone metala, sgsyajti njihovu katalittku funkciju u procesima
razgradnje lipidnih hidro-peroksida i nastankibsidnih radikala;

e razgraiuju hidro-perokside lipida, transformi&uih u neradikalske vrste npr.
(alkohole);

* spreavaju dejstvo singletnih oblika kiseonika;

* inhibiraju neke enzime;

» pokazuju sinergistke efekte;

* redukuju neka jedinjenja;

Masti, ulja i hrana koja sadrzi lipide se zagreeamjili dugotrajnim skladiStenjem
kvare, jer pod navedenim uslovima podlezu degradani procesima. Glavni procesi koji se
pri tome odigravaju su reakcije oksidacije lipidaazlaganje oksidacionih proizvoda, koji
rezultuju smanjenjem nutritivne vrednosti, senzgrikwaliteta i na kraju, bezbednosti hrane
usled formiranja potencijalno toksih jedinjenja. Usporavanje ovih procesa oksidamje

vazno kako za proizvace tako i za potrosa.
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Oksidacija prehrambenih proizvoda se moze inhibpakovanjem u modifikovanu
atmosferu, kori&njem niskih temperatura, inaktivacijom enzima KaitaliSu oksidaciju,
shizenjem pritiska kiseonika i koégnjem odgovarajieg pakovanja (Yanishlieva-Maslarova,
2001).

U cilju zaStite od oksidacije koriste se speuaifi aditivi koji inhibiraju oksidaciju,
antioksidanti. Ova jedinjenja se veoma razlikuju lpemijskoj strukturi i imaju razlite
mehanizme delovanja.

Najvazniji mehanizam antioksidativne aktivnhostrgakcija jedinjenja koja inhibiraju
oksidaciju sa lipidnim slobodnim radikalima, premu nastaju neaktivni proizvodi. Ova
jedinjenja su pravi antioksidanti. Oni ¢ho reaguju sa peroksil ili alkoksil slobodnim
radikalima, koji nastaju razlaganjem lipidnih higesoksida. Drugi inhibitori stabiliSu lipidne
perokside, spk&vajlti njihovo razlaganje na slobodne radikale.

Prvi antioksidanti koji su se koristili za konzesanje hrane su bili 2ai. Oni su
medutim zamenjeni sintetskim supstancama koje sunj@ti utvidene cistoce i poseduju
ujedn&enija antioksidativha svojstva. Nagk'e kori€eni sintetski antioksidanti koji se
koriste u prehrambenim proizvodima su butilovandrbksianizol (BHA), butilovani
hidroksitoluen (BHT), propilgalat (PG) i terc-bditirohinon (TBHQ). Zbog toksikoloskih
razloga prekomerna upotreba sintetskih antioksi@apa dovedena u pitanje, a zahtevi
potroSa&a su usmereni ka kotdnju prirodnih antioksidanata (Moure i sar., 2001).

2.3.3.1 Antioksidantni enzimi

Detoksifikacija enzimima je moda ukoliko je konstanta brzine kisedne vrste
veoma niska, najmanje reda k-1. Zbog toga reakcijojima westvuju OH, 102, RO,
ROO’, HOO' nisu katalizovane enzimima, jer su oeema brze (k >> 108). Ove reakcije su
katalizovane biomolekulima koji sluze kao "skeviaedZ slobodnih radikala i razbia
(quenchers) aktiviranih oblika kiseonika. Od angidlantnih enzima do danas su najviSe
proweni superoksid dizmutaza, katalaza, glutation pedaiza, glutation reduktaza,

glutation-S-transferaza.
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Superoksid dizmutaza (superoksid: superoksid oksidoreduktaza; EC 1.1b.Je
multienzimski sistem koji postoji kod svih aerobniinganizama. Katalizuje dizmutaciju

superoksid anjon radikala do molekulskog kiseonikadonik peroksida.

O + QO +2H - H0; + O

Katalaza (H,O, : H,O, oksidoreduktaza, EC 1.11.1.6) je tetramerni heninekoji se
nalazi u svim aerobnim organizmima i ima ulogu daobrazgrduje HO,. Pokazuje
dvostruku funkciju u zavisnosti od koncentracijgOz Pri niskim koncentracijama 4,
(<10°® mol/dnt) katalaza deluje peroksidazno i oksiduje velildjltonora vodonika (etanol,

askorbinska kiselina...).

RH, + HO,— R + 2HO

Pri visokim koncentracijama supstrata katalaza wd&mutaciju HO, izuzetno
velikom brzinom.
Peroksidaze(EC 1.11.1.7) su grupa enzima koja vrSi razgradiyQ, uz oksidaciju

supstrata koji mogu biti veoma raznovrsni.

SH, + HO; — S + 2 HO

Njihova aktivnost se n&ge ispituje ucelijskim ekstraktima uz pondovesSta&kih
supstrata gvajakola, benzidina i o-dianizdina. €nu prisustvu kD, i peroksidaza oksiduju
pri ¢emu nastaju obojeni proizvodi (Capeille-Blandin,989 Auchére i Capeille-Blandin,
1999). Mnogi supstrati ovih peroksidaza koji deluju vivo uslovima nisu otkriveni.

Glutation reduktaza (EC 1.6.4.2) je flavoprotein koji katalizuje redbijk
oksidovanog glutationa (GSSG) u redukovani obliSK3 u prisustvu NADPH.

NADPH + H + GSSG— NADP" + 2GSH

Glutation peroksidaza (glutation: vodonik peroksid oksidoreduktaza, EC111.9) je

familija enzima, koja u aktivnom centru sadrzi selekoja kao supstrat koristi redukovani

46



Doktorska disertacija Aleksandra MiSan

glutation GSH, a koja katalizuje redukciju vodopiroksida do vode, ili redukciju organskih
peroksida do odgovarajin alkohola.

2GSH + BO,— GSSG + 2 KO

Glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) su enzimi koji katalizuju vezivanjeitgtiona
preko sulfhidrilnih grupa za elektrofilne centreliftfobnih molekula. Na ovaj tism molekuli
postaju lakSe rastvorljivi u vodi i lakSe se tram$pju do vakuole ili apoplasta. Me
supstratima ovih enzima se nalaze neki sekundaamdiekuli biljaka kao i veliki broj
ksenobiotika. Ovi enzimi su odgovorni za detoksififu elektrofilnih i veoma citotoksnih
proizvoda lipidne peroksidacije izazvane oksidativnstresom (Polidoros i Scandalios,
1999).

2.3.3.2 Neenzimski antioksidanti

a-Tokoferol, glavni sastojak liposolubilnog vitamina E, je g@dod najzn&jnijih
prirodnih antioksidanata éelijskim membranama i lipoproteinima. Reakaijokoferola sa
peroksi-radikalima, perhidroksi-radikalima i singl&kiseonikom su osnova njegove
antioksidantne ulogeS(ika 2.20).

p-Karoten, jedan od najrasprostranjenijih karotena u biljr@ratu, deluje kao hvata
tiil-, nitroksid- i sulfenil radikala, sposobnih daiciraju peroksidaciju lipida, pdemu nastaju
B-karoten-katjon-radikali i radikal adukti (nastadterakcijomp-karotena i radikala) (Everett i
sar., 1996).

Fenolna jedinjenja ili polifenoli, u svojoj strukturi sadrze aromati prsten sa
jednom ili viSe hidroksilnih grupa (Croft, 1999)m&tra se da je antioksidantna aktivnost
fenola prvenstveno rezultat njihove sposobnostiutiu donori vodonika, nakaiega nastaju

manije reaktivni fenoksil radikali:

Ph-OH + ROO— Ph-O + ROOH

Relativno velika stabilnost fenoksil radikala sgadinjava delokalizacijom elektrona,

uz postojanje viSe rezonantnih forrilika 2.16).
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Slika 2.21.Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala.

Osim pomenutog mehanizma, biljni fenoli mogu i reliem jona metala spfié
njihovo katalittko dejstvo u produkciji ROS (Duh i sar., 1999).
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Slika 2.20.Mehanizam antioksidativhog delovanjdaokoferola.
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2.3.4Trendovi u prouc¢avanju prirodnih antioksidanata

Prirodni antioksidanti se u velikom broju &hjeva dobijaju iz biljaka, te se
bezuslovno smatraju bezbednim za upotrebu. Op&tlagb, mogénosti univerzalne primene
prirodnog antioksidanta su ograéene, jer je teSko predvideti efikasnost svakogoistdanta
u odretenom prehrambenom proizvodu (Yanishlieva-Maslar@@8,).

Polje bududih istrazivanja bi moglo biti ispitivanje interakeiizmeiu antioksidanta i
nutritivnin  komponenti u hrani. Fundamentalno pozrge i razumevanje mehanizma
antioksidativne aktivnosti bi mogao biti prvi korak odrelivanju optimizacije upotrebe
prirodnog antioksidanta. Ispitivanje ponaSanja aksiidanata na poviSenim temperaturama,
prilikom przenja, kao i iznalazenje novih prirodrahtioksidanata koji bi mogli gaprimenu
u prehrambenim proizvodima, je m@gupolje iz&avanja prirodnih antioksidananta (Chung,
1997). ToksikoloSka pra@avanja, zakonski propisi primene i standardiza@jrodnih
antioksidanata nisu sistematizovani. PredloZene nmtode i protokoli za procenu i

standardizaciju prirodnih antioksidanata (Becksar., 2004).
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2.4 FUNKCIONALNA HRANA

2.4.1 Razvoj koncepta funkcionalne hrane

Do relativno nedavno, ljudi su svoju hranu dobijdirektno iz prirode. Tek je u
poslednjih stotinu godina tehnologija preuzela glave i od izvornih namirnica razvijen je
neogranien broj prehrambenih proizvoda. Trend proizvodiiggmKcionalne hrane" ili hrane
koja poseduje povoljno dejstvo na zdravlje uz adéky nutritivno delovanje, temel; je
razvoja moderne prehrambene industrije Sirom sveta.

Smatra se da je moderni koncept funkcionalne hraret u Japanu 1984. godine, ali
shvatanje hrane kao leka zasigurno nije novijegrdat Otac medicine, Hipokrat, postavio je
ovu hipotezu joS pre 2500 godina, a drevnecrgagke civilizacije tradicionalno vezuju
pojedine namirnice sa spec¢iiim Wwincima na zdravlje.

Ipak, filozofija "hrane kao leka" nepravedno jenemarena tokom 19. veka zbog
procvata moderne terapije lekovima. Vazna ulogaarsté u prevenciji bolesti i unagienju
zdravlja ponovo dolazi u prvi plan petkom 20. veka. To je doba bilo u znaku mnogih
revolucionarnih otkia, poput otkiga vitamina i brojnih bolesti koje su nastajale kapultat
deficita odr@enih nutrijenata.

Nutrijenti dodati u osnovnu hranu mogu péag unos odréenog nutrijentaak i na
nivou cele populacije. Upravo je obdganje hrane Kkljanim nutrijentima na p&etku
dvadesetog veka odgovorno za iskorenjivanje bopegiut guSavosti, rahitisa, beri — beri-a i
pelagre. Jodirana so moZe se smatrati jednim oith piwnkcionalnih proizvoda” i kao takva
spada u "funkcionalne proizvode prve generacije" .

Sedamdesetih godina proSlog veka zariSte interesaaglo pomerilo sa deficita
nutrijenata na prekomernu telesnu masucefiee "potros&kog drustva" koje ima svoje
korene u tom vremenu danas @ @o u punom zamahu. Brojke govore same za sebse jer
smatra da u proseku 30-50% zapackggpopulacije ima problem sa prekomernom telesnom
masom, a svi podaci ukazuju da idemo ka globalpajemiji gojaznosti. Druga generacija
"funkcionalnih proizvoda" se pojavila kao reakcij@m preveliku zastupljenost zésinih

masn@a i S€era u ishrani. Ti proizvodi su imali smanjen sagitih sastojaka.
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Tokom sedamdesetih i osamdesetih godina proSlog vedntifikovan jecitav niz
fizioloski aktivnih supstanci poreklom iz biljak&ivotinja (fitohemikalija i zoohemikalija), s
potencijalno povoljnim delovanjem na prevencijeriapiju hrontnih bolesti.

Na paetku 21. veka, uprkos obilju koje vlada u razvijpreemljama, sugeni smo s
brojnim izazovima, poput povanja cena medicinskih usluga, produzenog Zivotnekay
novih nagnih saznanja i razvoja novih tehnologija Sto s\ailt)|a promenom zivotnog stila.
Nutricionizam, kao nauka 21. veka, usmerava serkdamju optimalne ishrane u skladu s
modernim Zivotnim stilom, fizioloSkim funkcijamaapak i genetskim nasfiem ¢oveka.

Na putu ka optimalnoj ishrani, Sto predstavlja adzni i dugor@ni cilj,
"funkcionalna hranatini se novim, interesantnim i stimulativhim konocept Ovaj koncept
trebao bi biti sagden nac¢vrstim nagnim temeljima, a pritom treba biti prepoznat i
prihvaten od strane potro&a (Leach, 1989; Kuhn, 1998; Wrick, 1995).

2.4.2Definicija funkcionalne hrane

Savremena nauka o ishrani podrazumeva multidiseipli pristup. Istraziwkim
radom na polju biologijeelije, biohemije, fiziologije, patologije i novihehnologija u
industriji hrane, stvorena je nova disciplina "naukfunkcionalnoj hrani".

Funkcionalna hrana se moze posmatrati kadatgeneracija hrane sa pozitivnim
efektom na zdravlje, iako trenutno ne postoji ogiavatena definicija ovog termina, kako
ni u Evropi tako ni u SAD. Razlog tome lezEmjenici da je ovaj termin potpuno nepoznat u
zakonskoj regulativi koja se odnosu na proizvodnjpreradu hrane, Sto u velikoj meri
komplikuje aktivnosti vezane za proizvodnju, kohirokvaliteta, izradu deklaracija i
zdravstvenih izjava ("health claims"), marketindjstribuciju ovih proizvoda.

U ovom trenutku, Japan je zemlja koja ima najpoijpuegulatorni sistem vezan za
funkcionalnu hranu, koji jasno definiSe procedurojokn prehrambeni proizvod dobija
oznaku FOSHU (Foods for Specified Health Use) (At8D6).

Usled nepostojanja adekvatnih definicifasto nastaje i velika konfuzija oko upotreba
termina funkcionalna hrana i nutraceutikali, kog 8esto koriste kao sinonimi. Re
nutraceutikal je prevod engleskecire nutraceutical, koja je nastala kombinovanjenii re
nutrition - ishrana i pharmaceutical - farmaceytskiodnosi se na komponente hrane koje

ispoljavaju farmakoloSko delovanje. Drugim¢ima, funkcionalna hrana je prehrambeni
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proizvod, dok su nutraceutikali, koncentrati dobije prehrambenih proizvoda, koji gesto
prodaju kao pilule, kapsule, tinkture, itd (Guriakim, 2006).

Veliki broj nawnih institucija je predlozio definicije termina fkcionalna hrana. The
Institute of Medicine's Food and Nutrition Boar@Ml/FNB, 1994) definiSe funkcionalnu
hranu kao "hranu, ili komponentu hrane, koja uzjswsnovnu nutritivnu namenu moze da
obezbedi i dodatnu zdravstvenu dobrobit".

TrziSte nutraceutika, suplemenata i svih ostalibizwoda koji se nalaze negde na
granici hrane i leka raste iz dana u dan. TeSkoogeediti cvrste granice izmiu
konvencionalne, funkcionalne hrane, organski priene hrane, suplemenata, nutraceutika,

gdecak i nagnici otezano barataju ovim pojmovima.

Stoga se u Siroki koncept funkcionalne hrane mdstejiti:

e prirodno nutritivno vredna hrana;

* hrana koja je obogana funkcionalnim sastojcima;

* hrana iz koje su uklonjene odene supstance;

* hrana u kojoj su izmenjena svojstva pojedinih kongrata;

* hrana u kojoj je bioraspolozivost jedne ili viSergonenata modifikovana;

» sve kombinacije navedenih magosti.

2.4.3 Funkcionalne komponente biljnog porekla

Ovas: Ovas je Zitarica izuzetno bogata dijetnim vlakninkaja se posebno kao
zn&ajan izvor B-glukana, intenzivno praava. Postoje mnogobrojni naui dokazi da
konzumiranje ove biljne vrste moze uticati na sreag ukupnog i LDL (low density
lipoprotein) holesterolag¢ime se indirektno smanjuje verovaéaood nastanka koronarnih
bolesti. Razmatrafii relevantne natne dokaze, obezbiene kroz 37 nezavisnih klitkih
testova na ljudima, FDA (the Food and Drug Admmaisbn) je 1997. nagradila prvu
zdravstvenu izjavu, speaifiu za prehrambeni proizvod ovas (DHHS/FDA, 1997)L(xio,
1983; Czop i Austen,1985; Goldman, 1988; Hasle®3)9
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car

Soja: Soja je 199dh bila u zizi interesovanja nanika ne samo zbognjenice da je
bogat izvor visokovrednih proteina,d/ezbog dokaza da ima preventivnu i terapeutskguw
kod razvoja kardiovaskularnih oboljenja, kera i osteoporoze (Anderson and Garner, 1¢

Efekat konzumiranja soje na smanjenje ukupnog taiels kod ljudi je potuten
nizom ispitivanja (Andersori sar, 1995) i dovodi se u vezu sa sadrzajem izoflay
genisteina i daidzeina (Potter, 199{Slika 2.22). Medutim, istrazivanjima Nestld sar.
(1997) i Hodgson i san1998), pozitivan efekat izoflavona na smanjenjéesterola nije

utvrden.

genisteil daidzeir

Slika 2.22 Izoflavoni soje genistein i daidZein.

Laneno seme:U porelenju sa ostalim uljaricama, laneno seme sadrziisej{b7%)
®-3 masnih kiselina. U novije vreme se mnogo pazojdamja i ispitivanju lignana lanenc
semena, za koje je pokazano da se pod dejstvomeraikroflore transformiSu u errodiol i
enterolakton (Setchell sar, 1981) Slika 2.23). Posto su i enterodiol i enterolakton
strukturi sléni estrogenim hormonima i pokazuju slabu estrogeantiestrogenu aktivnos
smatra se da mogu imati ulogu kod prevencije n&atanrmolr-zavisnintumora (Thompson i
sar, 1991; Thompson, 199!

HO OH
HO JH
&) &7,
o
HO =0 OH

Slika 2.23 Lignani sisara: enterodiol (1) i enterolakton
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Paradajz: Zahvaljujwi visokom sadrzaju likopena, parac privliaci veliku paznju
istrazivaa, jer je dokazano da se konzumiranjem « karotenoida Slika 2.24) smanjuje
verovatn@a od nastanka kancera prosi(Giovannucci i sar.1995), kancera dojke (Clinto
1998), koZe i verovatno karcinoma ¢du (Li i sar, 1997). IstraZivanjem mehanizr
delovanja likopena, doSlo se do pretposti da je antioksidantna aktivnost likope
odgovorna za ispoljavanje njegovog dejstva. Snegrda je likopen najaktivniji "quenche

singlet kiseonika u bioloskim sistemima (Di Masi sar., 1989).

T e P T TR TR TR TR TR T T Ty TR

Slika 2.24 Karotenoid paradajza, likopen.

Beli luk: Beli luk (Allium sativum je verovatno billka o kojoj se najviSe piSe
nawnoj literaturi (Nagourney, 1998; Stajri sar, 2008; Stajner i Popo;i 2009), obzirom n
mnogobrojne farmakoloSke efekte koje ispoljava,jugkiju¢i kancer hemopreventivn
antibiotsku, anthipertenzivnu, kao i pozitivne efekte na smanjergéesterola (Srivastavi
sar., 1995).

Brokoli i druge bil jke iz familije kupusa: EpidemioloSke studije ukazuju na ve
izmedu konzumiranja biljaka iz familije kupusa i smarggnrizika od nastanka kance
(Verhoeven i sar., 1996)Antikancer aktivnost kupusrja se dovodi u vezu sa veliki
sadrzajem glukozinolat jedinjenja za koje je dokazano da ih sadrzebdjlee ove familije.
Mirozinaza je biljni enzim koji vrSi hidrolizu gldeinolata, priéemu izme@u ostalih
produkata, nastaju i izotiocijanati i indoli. lakse ispostavilo da veliki broj sintetsk
izotiocijanata ispoljava antikancer delovar(Hecht, 1995), velika paZnja se po&ve
ispitivanju sulforafana, izotiocijanata iz brokalijSlika 2.25). Osim ovog jedinjenja, 3,-
diindolilmetan je takde jedinjenje za koje je pokazano da poseduje amtiédeaktivnost, a
nastaje u digestivhom traktu iz in-3-karbinola, koji osim kod brokolija, zastupljen ik

dugih biljaka ove familijeGong i sar., 2006).
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Slika 2.25 Antikancerogena jedinjenja iz brolija.

Citrusno voée: Veliki broj epidemioloskih studija ukazuju na kancer protekt
efekat citrusnog w@a. lako je odavno poznato da narandze, limun pfnej sadrZze zn@mjne
kolicine vitamina C, folata i vlakanéHasegawa i Miyake (1996) antikancaktivnost

citrusnog véa dovode u vezu sa sadrzajem limonoSlika 2.26).

Slika 2.26.Limonin-limonoid koji se nalazi u semenu narandze i limt

Brusnica: JoS je 1914. godine #eno da sok od brusnice pomaZe tefgu urinarnit
infekcija. Avorn i sar.(1994) je to i potrdio Kklinickim testovima. P&v od 2002. godin
velika paznja se poklanja ispitivanju sposobnostioinih komponenti brusnice da i
prevenciju nastanka kancera (Fergui sar, 2006; Neto, 2007), obzirom da se brusnic
porelenju sa drugim véem, zndajno istte sadrzajem biljnih fenoleVinson i sar., 2001).
Tanini brusnice su efikasni u spavanju nastanka dentalnog plakime spréavaju nastana
gingivitisa.

Caj: Po potrodnji,caj je napitak drugi na svetu, odmah iza vode. \fellaZnja je
posve&ena ispitivanju fenolnih jedinjenja, a pogotovu exalg ¢aja. Fenolna jedinjen]

sainjavaju i do 30% suve materije zelensgja (Harbowy i Balentine, 199. Utvrdeno je da
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su glavne fenolne komponente zeleraga katehini: epigalokatet-3-galat, epigalokatehin,
epikatehin-3galat i epikatehin Slika 2.27). Rezultati pojedinih istrazivanja konzumirai
zelenogéaja dovode u vezu sa smanjenim rizikom od nast&akadiovakularnih i malignih
oboljenja (Cabrera i sar2006)

OH
OH

HO O
. OH

OH OH

OH
OH

Slika 2.27.Najzn&jnije fenolno jedinjenje zelenatpja: epigalokateh-3-galat.

Grozde i vino: Termin "francuski paradoks" se odnosi dajenicu da ljudi L
Francuskoj relativno retko oboljevaju kardiovaskularnih bolesti, uprk@njenici da im je
ishrana bogata z&sinim mastima. Ovu pojavu je prvi putdm irski lekar Samuel Blac
1819. godine (Wikipedia). Kasnije je Masquelier radk da su proantocijanidin
najzastupljeniji polifenoli u crno vinu kao i u semenu grda, ma&ni antioksidanti zasluzi
za pozitivan efekat vina na zdravlje ljudi. Proamemnidini malih molekulskih masa
zadrzavaju u tkivima i plazmi-10 dana i pokazuju antioksidativhe osobine, Stope:
mehanizmu razlikuje od stalih antioksidanata rastvorljivih u vodi. Nasuprovim,
polikondenzovani proantocijanidini visokih molekkils masa su veoma snaziskevindzeri"
peroksil radikala, ali se oni ne apsorbuju, nitibsoloSki iskoristivi. Mefutim, oni pokazujt
antioksidatvnu aktivnost u digestivnom traktu i Stite lipidproteine i ugljene hidrate ¢
oksidativnih promena tokom varenja (Hagerri sar.,1998).

Lekovito bilje: Proizvodi na bazi lekovitog bilja pokrivaju 25% igta dijetetskil
suplemenata. Veoma je teSkoled nepostojanja adekvatne zakonske regulativeramdic
jasnu granicu izmi#u dijetetskog suplementa i funkcionalne hrane. f&itoaceutici st
proizvodi koji sadrze hemijsko jedinjenje, deXe smesu jedinjenja, koja pojedéma ili u

kombinaciji delujuna ljudski organizam u cilju prevencije nastankalitdh oboljenja,
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tretiranja bolesti ili u cilju duvanja zdravlja. Proizvodi u vidu infuza, dekokisalkoholnog
ekstrakta su tradicionalni &ia konzumiranja fitofarmaceutika. Potrégavake godine trosSe
milione dolara na ove proizvode, ali zapravo mataja o tome Sta kupuju. Vrldesto se
prepordéena doza istog suplementa razlikuje od praiata do proizvdaca, a zapravo se
malo zna o0 mehanizmu njihovog delovanja. Osim tbdgdna imati na umu da su sekundarni
biomolekuli biljaka, gledano sa ekoloske stranatalaevolucijom kao komponente hemijske
odbrane biljaka od drugih biljnih vrsta, insekatdivotinja. Evolutivho nastali kao otrovi,
sekundarni biomolekuli lekovitog bilja ne morajuekvbiti apsolutno neskodljivi po ljudsko
zdravlje (Gurib-Fakim, 2006).

U EU i SAD postoji shazna tendencija da se, kaad kinkcionalne hrane, trziSte ovih
proizvoda zakonski uredi. Talte postoji i velika potreba za standardizacijim opibizvoda,
u cilju iznalaZenja njihove optimalne doze.

Prirodni antioksidanti: Veliki broj nawnih radova antioksidantnu aktivnostéaoi
povréa, lekovitog bilja i z&8ina povezuje sa sadrzajem biljnih fenola. Unos l@rmutem
ishrane povezan je sa smanjenjem rizika za nastaimakrazltitih oboljenja (Cabrera i sar.,
2006). Dokazano je da fenoli Stite lipide serumaabddidacije, glavhog uzroka nastanka
ateroskleroze. Osim navednog, postoje i relevan@uiéni dokazi o antikancerogenom
delovanju biljnih fenola (Birt i sar., 2001).

Budwa istrazivanja bi trebalo usmeriti u pravcudauanja inhibitornih/aktivacionih
efekata na kljtne enzime koji su uklgeni u patogenezu ateroskleroze i kancera, kao i na
prouwavanje mehanizama poihokojih fenoli uttu na ekspresiju gena.

U cilju kreiranja funkcionalnih proizvoda neophodsa dodatna istrazivanja koja bi
objasnila ne samo molekularne mehanizme pozitivefegta fenola na zdravlje ljudi, ¥e
kompleksne interakcije u samom matriksu koje ugwaju stepen bioraspoloZivosti biljnih

fenola iz hrane (Yanishlieva-Maslarova, 2001).
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2.4.4 Funkcionalne komponente zivotinjskog porekla

lako je ve&ina supstanci za koje je dokazano da povoljno detaj zdravlje poreklom
iz biljnih sirovina, postoji i veliki broj fizioloki aktivnih materija u namirnicama zivotinjskog
porekla.

Riba: Riblje ulje je bogat izvomw-3 masnih kiselina, za koje je dokazano da imaju
znaajnu ulogu u spravanju nastanka kardiovaskularnih bolesti (Albesan., 1998).

Mle¢ni proizvodi: Danas ne postoji sumnja u funkcionalnost ¢mile proizvoda.
Poznato je da su oni najbolji izvor kalcijunggim unosom se spava hastanak osteoporoze
i verovatno raka creva. Danas se velika paZnjagmklispitivanju fermentisanih ndieih
proizvoda, kao zri@jnog izvora probiotika (Oberreuther-Moschner i,s2004).

Govedina. Antikancerogena masna kiselina, poznata kao kowjgg linolna kiselina
(CLA) je prvi put izolovana 1987. godine izg@mog govdeg mesa (Ha i sar., 1987). Termin
CLA se odnosi na smesu pozicionih i geometrijskibmera linolne kiseline (18:2 n-6), kod

koje su dvostruke veze konjugovane, umesto da jostedvojene metilenskom grupom.

2.4.5Zdravstvene izjave

Zdravstvene izjave, (engl. health claims) koje segm ist&i na funkcionalnim
namirnicama moraju biti zasnovane nadraon dokazima, biti istinite i ne smeju da dovode u
zabludu potro&s. U SAD uobiajene izjave koje prate ovu vrstu namirnica, megsvrstati
u dve kategorije:

(1) 1zjave o odnosu strukture i funkcije (engl.stture and function claims),
moraju da budu istinite i da ne dovode u zabludingdaa. Ove izjave ne moraju da
budu odobrene od strane FDA.

(2) zdravstvene izjave (engl. health claims iliedise-specific claim) moraju da
budu autorizovane od FDA i da poseduju éaau nadnu potvrdu (Hill-ovi
kriterijumi).

Prema Vodiu Evropskog Saveta za r@w verifikaciju zdravstvenih izjava za
funkcionalnu hranu, neophodno je rangiranje dokazécitih tipova studija koje podrzavaju

zdravstvenu izjavu.
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Najce&e studije su:

1. eksperimentalne humane studije (klka ili interventne studije)
a) randomizovane kontrolisane interventne studije
b) delimigno kontrolisane interventne studije
2. opservacione humane studije (epidemioloske jsfudi
a) prospektivne kohortne studije
b) retrospektivhe kohortne studije
c) studije sldaja (uvek retrospektivne)

3. biohemijske, celularne ili studije na zivotinjam

2.4.6Biomarkeri

U Evropi je 1999. uspostavljen konsenzus poznat Kaoientific Concepts of
Functional Foods in Europe" (FUFOSE). Konsenzusudwnt FUFOSE koncepta daje radnu
definiciju funkcionalne hrane, a poseban akcenawljst na krittnu procenu naino
potvidenih rezultata o pozitivnom delovanju odeaih nutrijenata i komponenata hrane na
pojedine funkcije organizma.

Hrana se moZe smatrati funkcionalnom ukoliko jec¢naupotvdeno da pozitivho
utice na odrdene funkcije u organizmu, pored njenog wanog nutritivnog dejstva, a u
smislu promocije zdravlja i smanjenja rizika pojawaesti. Funkcionalna hrana uvek mora
biti u obliku hrane, a pozitivan efekat na zdravijpora da se ispolji konzumiranjem
uobicajene kokine hrane.

Da bi se ilustrovao koncept funkcionalne hraneenngn&aj u unapréenju zdravlja
potrebno je pokazati koji su to speéifi nutrijenti i komponente hrane koje ciljano pozib
deluju na odréene fizioloSke funkcije organizma (Aswell, 2002).

Biomarker moze biti svaki parametar koji ukazuje p@menu u biohemijskom
procesu, strukturi ili funkciji, a koja je rezultanterakcije izmdu bioloSkog sistema i
komponente hrane (Milner, 2000).

Dobar biomarker mora biti merljiv, validan, reprdgivan, senzitivan i specifan.
Postoji nekoliko klasa biomarker&lika 2.28).
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1. Markeri izloZzenosti, na oshovu koji se proceajudigestibilnost,
fermentabilnost, apsorpcija ili bioloSka raspolaai

2. Markeri ciljane funkcije ili bioloSkog odgovor&ao Sto su promene u
telesnim ténostima, nivoi metabolita, proteina ili enzima, ntiarkeri koji se odnose
na promenu oddene fizioloSke funkcije (maksimalna miga snaga, maksimalni
utroSak kiseonika, i sl).

3. Markeri poboljSanja zdravstvenog stanja i/iliangenja rizika od bolesti.
Ovde se radi o merenju bioloskog procesa (didemje sadrzaja hemoglobina kod
anemija, ili debljine zida krvnog suda u &ju kardiovaskularnog oboljenja). Markeri

mogu bio biohemijski (promena enzima) ili fizioleSkpromena funkcije nekog
organa).

konzumiranje

funkcionalne

hrane

markeri ciljne

markeri za markeri

funkcije/biolo3ki

izloZzenost indikatora

odgovor

sastojku bolesti

smanjen

poboljSana
rizik od

cilina

funkcija bolest

izjava za smanjenje

izjava za poboljSanje

rizika od bolesti
funkcije

Slika 2.28.Nauwna osnova za zdravstvene izjave (FUFOSE Consensus).

Razvoj koncepta funkcionalne hrane i nova saznargoaktivnim komponentama,
mehanizmima njihovog delovanja, kao i otkrivanjevihoi pouzdanih biomarkera dopriée
boljem razumevanju k&a na koji hrana wte na zdravlje pojedinca, uvazaudjunjegov

genetski potencijal.

61



3 Materijal | metode



Doktorska disertacija Aleksandra MiSan

Eksperimentalni deo ove disertacije dea je u laboratorijama Instituta za
prehrambene tehnologije u Novom Sadu, dok su dihrja vezana za antioksidativha
svojstava, elektron spin rezonantnom (ESR) spekbmigppm, vrSena na katedri za organsku

hemiju TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu.

3.1 MATERIJAL

3.1.1Biljni materijal

Biljne sirovine korigene u radu, prikazane u tabeli 3.1., su proizvodtituta za
prouwavanje lekovitog bilja “Dr Josif P&rt” iz Beograda.Sirovine su obezldene delom iz
spontane flore, a delom iz plantazne proizvodnjeauisnosti od vrste, a kontrolisane su
prema vazém propisima u ovoj oblasti. Ulazna kontrola sviljrith sirovina obuhvatila je:
utvrdivanje indentiteta, kontrolu senzornih svojstavdredivanje stepenaistoce (vlaga,
pepeo, sitne primese), vrednovanje (ddrenje sadrzaja aktivnih materija) i ispitivanje

zdravstevene ispravnosiigbele 3.2. i 3.3.

Tabela 3.1. Biljne sirovine korigene u radu

Uzorak Vrsta Organ Droga
List pitome nane Mentha x piperiteL.  List Menthae  piperitae
folium

Plod perSuna Petroselinum Plod Petroselini fructus
crispum(Mill.) A.W.
Nym. ex Hill

Plod kima Carum carviL. Plod Carvi fructus

Kora krusine Rhamnus frangula. Kora Frangulae cortex

List breze Betula pendul&roth. List Betulae folium

Vitalplant® smesa Krangulae cortex(35 %) Menthae piperitae foliuni20%),

Carvi fructus(20 %),Petroselini fructug25 %))
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Tabela 3.2. Karakteristike biljnih droga koje su koégne u radu.

Naziv droge Senzorne SadrZaj SadrZaj Sadrzaj

karakteristike vlage (%) pepela (%) etarskih

ulja (%)
Frangulae cortex Odgovara Ph. 9,30 5,31 -
Eur.
Menthae piperitae Odgovara Ph. 12,03 10,87 2,26
folium Eur.
Carvi fructus Odgovara Ph. 5,73 4,95 2,35
Eur.
Petroselini Odgovara Ph. 3,38 9,86 1,90
fructus Eur.
Betulae folium Odgovara Ph. 8,94 9,46 -
Eur.

Mlevenje i prosejavanje pojedigrdh biljnih sirovina obavljeno je uz kotiénje
odgovarajde opreme (mlin, sejalica) i na tajdma su biljne sirovine predene i usitnjene do

veli¢ine ¢estice od 3 mm.

Tabela 3.3. Karakteristike komercijalnog preparata Vitalpfant

Parametar Vitalplafitpulvis
Sadrzaj vlage (%) 7,91
SadrZaj pepela (%)6,71

Granulacija 0,75

Dodatne analize*  Odgovara Ph. Eur.

* mikrobioloSki kvalitet, ostaci pesticida, sadrZaj
mikotoksimadioaktivnost.
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3.1.2Hemikalije i reagensi

Linolna kiselina (99%),B-karoten (95%), Tween 40, 1,1-difenil-2-pikrilhidra
radikal (DPPH), natrijumova so 5,6-difenil-3-(2-piridil)-1,2,4zin-4,4"-disulfonske
kiseline (Ferrozine), trihlorsietna kiselina (TCA), Folin-Ciocalteau's reagenttilbuani
hidroksitoluen (BHT), 5,5-dimetil-pirolin-N-oksid DMPO), ruzmarinska Kkiselina,
hlorogenska kiselina, galna kiselina, rutmstokoferol, apigenintranscimetna kiselina i
luteolin su proizvedi kompanije Sigma-Aldrich GmbS&ternheim, Germany, dok su metanol
HPLC cistoce (gradient grade), mravlja kiselina za HPLC, kakveércetin pribavljeni iz
kompanije Merck, Darmstadt, Germany.

Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u pgsmentalnom radu bili su anaditie
Cistoce, poreklom od raalitih proizvadata. Ultratista voda je dobijena u laboratoriji,

koris&¢enjem sistema Millipore, Elix UV i Simplicity Wat&turification System-a.
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3.2 METODE

3.2.1Postupak ekstrakcije i termi¢ckog tretmana biljnog materijala

Bilini ekstrakti su dobijeni postupkom maceracijgri ¢emu je biljni materijal
ekstrahovan smeSom etanol:voda (80:20, v/v), u sand:10 (w/v), tokom 24 h uz
povremeno mékanje. Nakon izvrSene ekstrakcije i filtriranja krivalitativnu filter hartiju,
rastvaré je uparen na rotacionom vakuum upativao suva, pri temperaturi neéeg od 40
°C. Prinos osuSenog ekstrakta je ¢argat na osnovu merenja mase suvog ostatka i iznazen
procentima.

Dobijeni biljni ekstrakti su ponovo rastvoreni mesSi etanol:voda (80:20, v/v) i
kvantitativno preneti u odmerni sud, koji je dopemjdo crte ekstragensom. Jednake porcije
svakog ekstrakta su preneta u dva nova odmerng pudgemu je prvi dopunjen do crte, a
drugi je izlozen termtkom tretmanu, na klgalom vodenom kupatilu, u trajanju od 15 min
(Arabshahi-D i sar., 2007). Nakon ti&nja je i ovaj sud dopunjen do crte.

Ovim postupkom je za svaku biljnu komponentu dabigkstrakt i terndki tretiran
ekstrakt.

3.2.2Aplikacija biljnih sirovina i ekstrakata u keks

Osnovna receptura za pripremu testa, odnosno raeekdntrolnog uzorka obuhvatila
je: 600 g belog brasna (Tip 500), 180 gesa, 300 g hidrogenizovanog biljnog ulja i potrebnu
koli¢inu vode (~ 24 g). Testo je istanjeno do debljime5omm, i is€éeno u pravougaone
komade, smesteno na aluminijumski pleh u kom séodgkmin na 180°C.

Keksovi su pripremljeni u dve serije: sa dodatkoilin® smese Vitalplaff i sa
dodatkom etanolnog ekstrakta biljne smese Vitalfladobijenog na nan opisan u 3.2.1.
Svaka serija je obuhvatila tri nivoa supstitucijé.provom sldaju, keksovi su pripremljeni sa
dodatkom biljne smeSe na nivou 2%, 4% i 6% supstgupSentnog brasna. Odnosno,
receptura kontrolnog uzorka je izmenjena dodatk@n?2 i 36 g biljne smeSe.

Druga serija je obuhvatila supstituciju p3gmg brasna ekstraktima, dobijenim iz
identiénih koli¢ina biljnog materijala upotrebljnih u seriji jedabrugim r&ima, za pripremu
keksova serije dva formulaciji kontrolnog keksa abdu ekstrakti dobijeni iz 12, 24 i 36 ¢
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biljne meSavine, po postupku opisanom u 3.2.1. kehatekstu ovi keksovi su ozéeni kao
keksovi sa dodatkom 2%, 4% i 6% ekstrakta.

Keksovi sicuvani tokom 6 nedelja u aluminijumskoj foliji, natsoj temperaturi.

3.2.3 Ispitivanje hemijskog sastava

3.2.3.1 Odredivanje ukupnih fenolnih jedinjenja u biljnim ekstr aktima
(Metoda po Folin-Ciocalteu)

Metoda po Folin-Ciocalteu (FC metoda) je zasnovawaa merenju redukugeg
kapaciteta polifenolnih jedinjenj&ijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni amjdoji
redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojejpag (Fenol-MoW:0.0)*:

NaWO,/NaMoO, + Fenol— (Fenol-MoW 1040)*
Mo (VI) (Zuto obojen) + e— Mo (V) (plavo obojen)

Rastvori i reagensi:

1. 20% NaCOs;: 3 g NaCGQOs rastvoreno je uz zagrevanje u 12 ml vode.
2. Folin-Ciocalteu reagens

3. Standardni rastvor galne kiseline.

Odredivanje:

Reakciona smesa je pripremljena meSanjem: 0,1 anlo&tiog rastvora ekstrakta, 7,9
ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensl,5 ml 20% NgCOs;. Uporedo je
pripremljena slepa proba: 8 ml destilovane vodg, | Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml
20% NaCOs. Nakon 2 h izmerenu su apsorbancé.ra 750 nm (spektrofotometar Jenway
6405 UV/Vis) (Singleton i sar., 1999.)

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracioneekstandardnog rastvora galne
kiseline odrdena je masena koncentracija (mg/ml) polifenolnidifgenja, korigenjem
dobijene jedn&ine prave (c = 97.107 x A + 0.010 ¥ 0,9984) , a zatim je sadrZaj
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polifenolnih jedinjenja u biljnom materijalu izrai&kao ekvivalent galne kiseline (mg galne

kiseline/g ekstrakta ili biljnog materiala).

3.2.3.2 Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima (Metoda po Markhamu)

Flavonoidi i flavonglikozidi imaju osobinu da sa taéma daju odgovarafe metalo-
komplekse. Nardito je vazan Al* kompleks Slika 3.1).

Slika 3.1.Struktura rutina i njegov kompleks sa aluminijumom

Rastvori i reagensi:

e Rastvor za ekstrakciju: U 14 ml MeOH se doda 5 g 1 ml cc CHCOOH

¢ Reagens AIGt Rastvori se 13,3 mg Algk 6 HO i 40 mg CHCOONa u 10 ml kO.

e Standardni rastvor rutina: 50 mg rutina je rastaore metanolu, preneto u odmernu
tikvicu od 50 ml koja je dopunjena do crte. Iz ov@vora je pripremljena serija

razblazenja pomiw koje je konstruisana kalibraciona kriva.

Priprema ekstrakata:

Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj3.2.1. su razblazeni rastvorom za
ekstrakciju u odmernoj tikvici od 25 ml.
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Spektrofotometrijsko odredivanje:

U 5 ml ekstrakta dodato je 1 ml vode i 2,5 ml remzeAlCl;. Paralelno je
pripremljena i slepa proba: 3,5 ml vode i 5 ml eddsta (bez dodavanja Alg)l Apsorbanca
radne (Ar) i slepe probe (As) suiane nakma= 430 nm (spektrofotometar Jenway 6405
UV/Vis).

Na osnovu razlike apsorbanci radne i slepe probeAr —As) sa kalibracione krive
rutina, koja je pripremljena u sedamsafa (m (ug) = 0,002 x A - 0,0016°=p,9998)
odreiena je masena koncentracija flavonoida u ekstraktpptom je prefanat i sadrzaj

flavonoida u biljnom materijalu i izrazen u %.

3.2.3.3 HPLC analiza etanolnih ekstrakata lekovitog bilja

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktihe&ovitog bilja, dobijenih po
postupku 3.2.1. je odden tehnikom téne hromatografijom visoke rezolucije (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) na aparAfaLC Agilent 1200 serije.
Koris¢ena je kolona Agilent, Eclipse XDB-C18, 1uB, 4,6 x 50 mm.

Detekcija razdvojenih pikova je izvrSena pamaletektora sa serijom dioda (Diode
Array Detector, DAD) na 280, 330 i 350 nm, a absmmpi spektri komponenata su snimljeni
u opsegu od 190 do 400 nm, R 500/100 nm.

U cilju razdvajanja 17 komponenti u jednoj analiazvijena je metoda. Kao mobilna
faza korigen je sistem rastvata: A — metanol (HPLC gradient grade) i B — 1% mjavl
kiselina u ultraéistoj vodi (v/v). Razdvajanje komponenti je izvedeprimenom sledesg
linearnog gradijenta: 0-10 min, 10 -25 % A; 10-2n25 - 60 % A; 20-30 min, 60-70 % A.
ZavrSetak analize, odnosno “stop time* je pode&ASmin, nakorkega je koloni ostavljeno
vreme da se uravnotezi na¢etne uslove 10% A, time Sto je “post time* podesari0 min.
Protok mobilne faze je iznosio 1 ml/min. Injektowaje 5l rastvora uzorka, automatski,
koris¢enjem autosampler-a. Kolona je termostatirana mgéeaturi od 30 °C.

Za HPLC odrdivanja su korigeni rastvori etanolnih ekstrakata biljaka masnih
koncentracija 10,0 -15,0 mg/ml, pripremljni rasesgiem u smeSi metanola i 1% mravlja
kiselina u vodi u odnosu 50:50. Pre injektovanjaragtvori su profiltrirani kroz filtere sa
velicinom pora 0,20um (Nylon filters, Rotilabo-Spritzenfilter 13 mm, Bp Karlsruhe,

Nemaka).
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U cilju analize aglikona izvrSena je kisela hidrali etanolnih ekstrakata biljaka.
Hidroliza je vrSena nakon rastvaranja suvog ostatk@ ml 62,5% metanola i dodatka 5 ml, 6
mol/dn? HCI, 2h uz refluks na 90°C. Nakon isteka vremesmdr&aj je prenet u odmerni sud
od 50 ml i dopunjen metanolom do crte, ggmu je masena koncentracija etanolnih
ekstrakata iznosila oko 8 mg/ml.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su ideotrilke poréenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vnemmei spektrom standarda za svaku
komponentu. Kori&ni su standardi: galne kiseline, ruzmarinske kiselferulne kiseline,
protokatehinske kiseline, hlorogenske kiselinegkafkiseline, vanilinske kiseline, siridge
kiseline, trans cimetne Kkiseline, kvercetina, rutina, apigeninagrimgenina, luteolina,
kemferola, miricetina i aloe-emodina.

Za potvrdu identifikacije komponente je utena i ¢istoca pika. Kvantifikacija
komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg stdad@ia svaki pojediai standard je
pripremljen osnovni rastvor standarda masene kdrage 1,0 mg/ml, rastvaranjem u
metanolu. Od ovog rastvora je pripremljena ser§ablaZzenih rastvora standarda masenih
koncentracija u opsegu 0,002 — 0,030 mg/ml.

Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki staddaa osnovu dobijenih povrSina
pikova u zavisnosti od masene koncentracije staladalz dobijene jed@ae linearne

zavisnosti izréunate su masene koncentracije komponenti u uzorcima
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3.2.41spitivanje antioksidantne aktivnosti

3.2.4.1 ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakatana stvaranje i
transformaciju superoksid anjon radikala

Rastvor koji sadrzi superoksid anjon radikale pgpnavljen rastvaranjem KQ
kraun-etar (10 mM / 20 mM) u bezvodnom dimetilskfillu (DMSO). Reakciona smeSa se
sastojala od 5ul ove smeSe, 500 pl osuSenog DMSO iub rastvora DMPO u
dimetilsulfoksidu (2 M). Uticaj biljnih ekstrakataa formiranje DMPO-OOHadukata je
ispitivan dodavanjem biljnih ekstrakata u obliku BMastvora, u opsegu od 0,001-2,00
mg/ml.

Pripremljene smeSe su nakon toga prenete u kvaigetu za vodene rastvore ER-
160FT, i 2 min nakon meSanja, snimljeni su spaldrEMX Bruker (Rheinstetten, Germany)
spektrometeru, koré&njem Tho, Supljine, pri sledé@m uslovima: modulacija polja 100 kHz,
amplituda modulacije 4,00 G,gaa struje 1 x 1% vremenski opseg merenja 327,68 ms,
vremenska konstanta 40,96 ms, centar polja 3440ukBpan opseg merenja 100 G,
frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz, snaga 20 mW, tematura 23 °C.

“Skevindzer* aktivnost na superoksid anjon radiK&8&0o, ) je definisana:

% SAQ "= 100 x (I — hy) / ho

gde su:
ho- visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adwepe probe
hs- visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adykobe sa ekstraktima.

Konstruisana je zavisnost izehe SAG = u procentima i koncentracije rastvora
ekstrakta u cilju odrivanja vrednosti 16, izrazene u mg ekstrakta/ml. stCvrednost je
definisana kao ona masena koncentracija ekstradphodna da inhibira nastajanje DMPO-

OOH spin adukta za 50% u odnosu na kontrolu (Seeeérsar., 2009).
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3.2.4.2 ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na stvaranje i
hidroksil radikala

Hidroksil radikali su dobijeni Fentonovom reakcijpin detektovani primenom "spin
trapping” tehnike, u model sistemu koji je dobifesanjem 20@l FeCh koncentracije 0,3
mM, 200ul H,O; koncentracije 2 mM, 200l N,N-dimetilformanida (DMF) i 20ul DMPO
koncentracije 112 mM, kao "spin trap-a" (slepa pjoliJticaj biljnih ekstrakata na koinu
hidroksil radikala stabilizovanih u prisustvu DMR®ispitivan dodavanjem biljnih ekstrakata
rastvorenih u DMF, u opsegu od 0,005-0,200 mg/nbREspektri su snimani, nakon
reakcionog perioda od 2,5 min, na spektrometru 8r800E (Rheinstetten, Germany), pri
sled&im uslovima: amplituda modulacije 0,512 Giije struje 1 x 1) vremenska konstanta
81,92 ms, vremenski opseg merenja 163,84 ms, cquigm 3440,00 G, ukupan opseg
merenja 100 G, frekvencija mikrotalasa 9,64 GHagsn20 mW, temperatura 23 °C.

“Skevindzer" aktivnost na hidroksil radikal (94) definisana je kao:

% SAon =100 x (B—hy) / ho

gde su:
ho- visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adugdtepe probe
h«- visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adulirobe sa biljnim

ekstraktima.

Konstruisana je zavisnost izdie SAon U procentima i koncentracije rastvora
ekstrakta u cilju odrivanja vrednosti 16, izrazene u mg ekstrakta/ml. stCvrednost je
definisana kao ona masena koncentracija ekstradphodna da inhibira nastajanje DMPO-
OH spin adukta za 50% u odnosu na kontr6letkovié i sar., 2008).

3.2.4.3 Odredivanje "skevindZer" aktivnosti na DPPH" radikale

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH je stabilan radikal sa maksimumom
apsorpcije na 517 nm. Antioksidanti, donori vodenik reakciji sa DPPHradikalima vrse
njihovu redukciju do 2Zuto obojenog difenilpikrilvekzina, Sto dovodi do smanjenja
apsorbancije na 517 nm.
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Priprema ekstrakata:

Etanolni biljni ekstrakti dobijeni po proceduri spnoj u 3.2.1. su razblazeni
metanolom, tako da je svaki pripremljercetiri koncentracije u opsegu od 0,03 do 1 mg
ekstrakta/ml. Metanolni ekstrakti keksa su pripramacetiri koncentracije, ekstrakcijom ~
259,509, 7,5 gi 10 g samlevenog keksa sa 40 metinola tokom 24 h, na sobnoj
temperaturi (Fan i sar., 2007). Kao referentne tsuqge u ovom testu su karé&hi etanolni

rastvori komercijalnih antioksidanata BHT-a-tokoferola, pri koncentraciji od 0,100 mg/ml.

Rastvori i reagensi:

Rastvor 90uM DPPH’ : 22,5 ml 0,4 mM DPPH" (Mr= 394.32), 0,025 DPPH je

odmereno u odmernu tikvicu od 100 ml i dopunjen8%&6 MeOH do crte.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Kontrola je pripremljena tako Sto je u epruvetuskefdrzi 3 ml metanola dodat 1 ml

rastvora DPPH(90 uM). Radna proba je pripremljena mes$anjem 0,1 mtrak&s, 2,9 ml

metanola i 1 ml rastvora DPPKDO uM). Reakciona smesa je ostavljena na tamnom mestu,
na sobnoj temperaturi, 60 min. Absorbancad#ana na 515 nm (spektrofotometar Jenway
6405 UV/Vis), a kao referentni rastvor je kégé metanol. "SkevindZer" aktivnost na DPPH

radikale (% RSC) je oddena na osnovu jedtiae:

% RSC= 100-(%; X 100/Acny)

gde je:
Az - apsorbanca uzorka,
Aiont - apsorbanca kontrole.

ICs0 vrednost je definisana kao masena koncentracijagpoj je neutralisano 50 %

radikala, a dobijena je ¢anski iz jednaine linearne regresije (Espin i sar., 2000).
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3.2.4.4 Odredivanje Fe**/Fe** redoks kapaciteta (FRAP)

Fe*/Fe** redoks kapacitet je pokazatelj sposobnosti anitiaksa da predaje elektron.

Odredivanje se zasniva na reakciji:

[Fe(CN)] * + € — [Fe(CN)] +
Fe’* + [Fe(CN)}] * + K" — KFe[Fe(CN}]
Prusijsidavo

Intenzitet plave bojedtan na 700 nm je upravo proporcionalan redukcionaji.
Priprema ekstrakata:

Etanolni biljni ekstrakti dobijeni po proceduri spnoj u 3.2.1. su razblazeni
etanolom, tako da je svaki priprnemljertetiri masene koncentracije u opsegu od 0,030 do
10,0 mg ekstrakta/ml. Kao kotrola je kae#® rastvor butilovanog hidroksitoluena (BHT),

koji je pripremljen takde ucetiri masene koncentracije (0,0051-0,24 mg/ml).
Rastvori i reagensi:

1. K3[Fe(CN)] (1 %)

2. Na - fosfatni pufer 0,2 M pH 6,6: 9,9968 g JN®O, i 15,552 g NakPQ, je
rastvoreno u odmernoj tikvici od 1 I, koja je dopmra vodom do crte.

3. TCA- trihlorsircetna kiselina, 10%

4. FeCk-0,1%
Spektrofotometrijsko odredivanje:
Ispitivani ekstrakti (0,5 ml) su dodati u 2,5 mkfatnog pufera 0,2 M pH 6,6 i 2,5 ml
rastvora K[Fe(CN)] (u Slifovanim epruvetama). Slepa proba je sddrBsb ml etanola, 2,5

ml fosfatnog pufera 0,2 M pH 6,6 i 2,5 ml rastvérdFe(CN)]. Sadrzaj je inkubiran 20 min
na 50 ° C, u vodenom kupatilu. Nakonddaja, u epruvete je dodato po 2,5 ml 10% TCA. U
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nove epruvete je odmereno po 2,5 ml supernatarbam? dest.vode i 1 ml 0,1% rastvora
FeCk.

Apsorbanca je merena na 700 nm (spektrofotometavale 6405 UV/Vis). Na osnovu
dobijenih vrednosti z&etiri koncentracije, za svaki ispitani uzorak sengtouiSe zavisnost
A700 nm0d koncentracije (Oyaizu, 1986; Juntachote i Befgh 2005).

ICs0 vrednost je definisana kao masena koncentracij&qjoj je vrednost Ao nm

jednaka 0,500, a dobijena jeuaski iz jednaine linearne regresije (MiSan i sar., 2009).

3.2.4.5 Odredivanje Fe?" helatacione aktivnosti

Odretivanje helatacione aktivnosti se zasniva na spasstbrantioksidanta da vrSi

inhibiciju stvaranja kompleksa Feferozin:

Fe" + ferozin— F&*-ferozin

apsorbuje na 562 nm

NiZza apsorbanca na 562 nm odgovaréyenhelatacionoj aktivnosti ekstrakta.

Priprema ekstrakata:

Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoBl2.1. su razblazeni etanolom, tako
da je svaki pripremljen detiri koncentracije u opsegu od 0,080 do 2,00 rkgtrakta/ml.
Kao kontrola je kori&n rastvor dinatrijum etilendiamintetraacetat didid (NaEDTA x 2

H,0), koji je pripremljen u Sest koncentracija oddB@,015 mg/ml.

Rastvori i reagensi:

1. ferozin 5 mM, Mr= 492.46: priprema se rastvaranj@/2462 g ferozina u 100 ml
vode.

2. 2 mM FeSQ, Mr= 278,01: priprema se rastvaranjem 0,0556 §dzex 7 H,O u 100
ml vode.

3. N&EDTA : priprema se rastvaranjem 0,0150 gBRTA x 2 H,O u 100 ml vode.
Dobijeni rastvor je dalje razblazen 10, 20, 40 igoita.
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Spektrofotometrijsko odredivanje:

Radna proba je pripremljena tako Sto je u eprudeidat 1 ml ekstrakta ili rastvora
NaEDTA, 3,7 ml dejonizovane vode, 0,1 ml rastvora ®g¢$ 0,2 ml rastvora ferozina.
Kontrola je pripremljena na isti ti@, osim Sto je umesto ekstrakta pipetirano 1 rahela.

Da bi se izvrSila korekcija apsorbance koja gtbd ekstrakta, za svaki uzorak je
pripremljena i slepa proba, kod koje je umesto j2rastvora ferozina pipetirano 0,2 ml
vode. Pripremljeni rastvori su inkubirani 20 mins@bnoj temperaturi, nakamga je ditana
apsorbanca na 562 nm (spektrofotometar Jenway B¥08is).

Helataciona aktivnost sedna po formuli:

Ha (%) = (1-((Aes2 nmuzorka- Ags2 nmslepe probe) / &, nmkontrole)) x 100

Na osnovu dobijenih vrednosti z#tiri koncentracije, za svaki ispitani uzorak se
konstruiSe zavisnosts nm 0d koncentracije (Decker i Welch 1990; Juntachd@erghofer,
2005).

ICs0 vrednost je definisana kao masena koncentracija kdgovara helatacionoj

aktivnosti od 50%, a dobijena je¢tmski iz jednaéine linearne regresije.

3.2.4.6 Odredivanje antioksidantne aktivnosti p-karoten metodom

Antioksidantna aktivnost biljnih ekstrakata jeratbna na osnovu oksidativhe
degradacijep-karotena u emulzijB-karoten-linolna kiselina (Moure i sar., 2000), &gge

pratena spektrofotometrijski i kolorimetrijski na EIAS itacu.

Priprema ekstrakata:

Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj3i2.1. su razblazeni metanolom,
tako da je svaki pripremljendetiri koncentracije u opsegu od 0,800 do 8,00 nsjrakta/ml.

Kao kontrola je kori&n rastvor butilovanog hidroksitoluena (BHT), k@gi pripremljen
takade ucetiri koncentracije (0,005-0,510 mg/ml).
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Rastvori i reagensi:

1. Emulzija B-karotena i linolne kiseline: 2 m@-karotena je rastvoreno u 10 ml
hloroforma i 1 ml tog rastvora je pomeSan sa 20lim@ne kiseline i 200 mg Tween
40 u odmernoj tikvici od 50 ml. Hloroform je odstfan u struji azota. Ostatak je
dopunjen destilovanom vodom do crte.

2. Emulzija linolne kiseline za slepu probu: 20 mglime kiseline i 200 mg Tween 40 je

odmereno u odmernu tikvicu od 50 ml i dopunjenooradio crte.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Ispitivani ekstrakti (0,2 ml) su dodati u 5 ml erxijg p-karotena i linolne kiseline (u
Slifovanim epruvetama). Kontrola je sadrzala 0,2vode i 5 ml emulzijg-karotena i linolne
kiseline. Apsorbanca jec¢mana odmah po dodatku ekstrakata u emulziju na 40
(spektrofotometar Jenway 6405 UV/Vis), i teitavanje je oznéeno kao t=0. Nakon toga,
epruvete su smesStene u vodeno kupatilo na 50 fSdrhanca je @tana ponovo nakon 120
min.

Slepa proba, koja se koristila za podeSavanje spe&trofotometra, se sastojala od 0,2
ml vode i 5 ml emulzije linolne kiseline za slepwipu.

Brzina degradacij@-karotena je izré&unata na osnovu kinetike jedi@e prvog reda

po sledéoj formuli:

In(a/b) x 1/t = brzina degradacije uzorka

gde su:

In - prirodni log

a - vrednost apsorbance (470 nm) u t = 0 min
b - vrednost apsorbance (470 nm) u t =120 min

t - vr.eme (min).
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Antioksidantna aktivnost (AOA) je izrazena kao %ibicije u odnosu na kontroli
koristeli jedn&inu (Al-Saikhari sar., 1995):

AOA = (Vi - W) X 100 N\
gde su:
Vi- brzina degradacije kontie

v~ brzina degradacije uzor.

ICso vrednost je definisana keamasena koncentracijpotrebna da izvrSi inhibicij
degradacijep-karotena50 % u odnosu na kontrolu, pri postavljenim eksperntalnim

uslovima, a dobijena je ¢ganski iz jednaine linearneregresije.

Kolorimetrijsko odre divanje:

200 pl rastvora iz Slifovanih epruveta pripremlfenza spektrofotometrijsk
odredivanje je preneto u plastie"bunarice” prikazane na slici 3.2., koji su preneti u Ther
Electron Corporation Multiscan AscenLISA c¢ita¢. Program na udaju je podeSen tako (
se inkubacija na 50°C tokom 120 min vrSi u stroplog vazduha, kao i da se€itavanje
apsorbance vrsi na filteru od 450 nm, u vremen@tsin i t = 120 min. Na osnovu dobijer
o¢itanja je na identian n&in kao i kod spektrofotometrijskog odiiganja izra&unatalCsg

vrednost za svaki ekstrakt.

Slika 3.2. Izgled 'bunarta" sa reakcionim smeSama ekstrakta u &dirh koncentracijama
nakon inkubacije od 120 m
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3.2.5Ispitivanje oksidativnih promena na lipidima u keksu

3.2.5.1 TBA test za odralivanje stepena lipidne peroksidacije u keksu

TBA (Tiobarbiturna kiselina, TBA) test je zasnovara spektrofotometrijskom
odrelivanju ruztasto obojenog kompleksa koji nastaje nakon reaktigonildialdehida
(MDA) sa dva molekula TBA. Test je primenjen u wilpdretivanja stepena lipidne
peroksidacije u uzorcima keksa sa dodatkom lekgvitdja i ekstrakata lekovitog bilja,
opisanih u poglavlju 3.2.2.

H
H H _
M+ ZS;\I\&ZHZO gl / / //NQ
© H 0 S/J\N/\OH N S
malonildialdehid TBA MDABA adukt

Slika 3.3.Reakcija stvaranja MDA-TBA adukta.

U radu je korigen modifikovani TBA test (Hodges i sar., 1999; Fa002) za uzorke
koji sadrze interferirajte supstance.

Priprema ekstrakata:
U Slifovane erlenmajere od 100 ml je odmereno ok® @ uzorka keksa, koji je
predhodno samleven, zatim je dodato 25 ml sme$®letada (80:20, v/v). Ekstrakcija TBA-

rektivnih supstanci je vrSena na ultragzram kupatilu 5 min. Filtriranjem kroz kvalitativnu

filter hartiju dobijeni su ekstrakti koji su direld kori&eni u daljem radu.
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Rastvori i reagensi:

1. etanol:voda 80:20, v/v

2. reagens A (20 % TCA (w/v) +0.01% BHT) je pripremlj@dmeravanjem 80 g
trinlorsircetne kiseline (TCA) i 0.04 g butilovanog hidroksitena (BHT), i
rastvaranjem u 400 ml vode.

3. reagens B (20 % TCA (w/v) + 0.01% BHT + 0.69% TBAf® pripremljen
odmeravanjem 1,3 g TBA u odmerni sud od 200 miguwigavanjem istog reagensom
A do crte.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Slepa proba je pripremljena meSanjem 2 ml reagArsa2 ml reagensa B u epruveti
sa Slifovanim zapugam. Za svaki uzorak je pripremljena kontrola, kegasastojala iz 2 ml
ekstrakta i 2 ml reagensa A. Radna proba je prijpe@a meSanjem 2 ml ekstrakta i 2 ml
reagensa B.

Pripremljeni rastvori su inkubirani 30 min u vodem&upatilu, na 70° C, nakafega
su centrifugirani na 3000 g 10 min ili filtriranikoliko je bilo potrebno.

COcitavanje apsorbance je vrSeno na 532, 440 i 60Qspektrofotometar Jenway 6405
UV/Vis).

Koli¢ina MDA u ekstraktu je kanata na osnovu jedéiae:

(Abs 532 +7BA-ADS 600+TBA)-(ADS 532.TBA-ADS 600-TBA) = A
(AbS 440+1BA- AbS600+1BA) X 0,0571)= B
MDA (nmol ml™*)= ((A-B)/157000)16

gde su:
- Absss; +18a— @psorbanca radne probe na 532 nm
- Abseoo+Tea— @psorbanca radne probe na 600 nm
- Abs 440+18a— @psorbanca radne probe na 440 nm
- Absssotea— apsorbanca kontrole na 532 nm

- Absgoo-tea— @psorbanca kontrole na 600 nm
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3.2.5.2 Metoda za odralivanje peroksidnog broja u keksu

Peroksidni broj u uzorcima keksa sa dodatkom lakgvbilja i ekstrakata lekovitog
bilja, opisanih u poglavlju 3.2.2., je oden jodometrijski, u potpunosti prema metodi
A.O.C.S. (Official Method Cd 8-53), polageod 5,0 g uzorka mlevenog keksa. Ovom
metodom se oddelju peroksidi i skni produkti nastali oksidacijom masti, koji oksiduKJ
pod datim reakcionim uslovima. Peroksidni broj (AxjaZen u miliekvivalentima peroksida

u 1000 g uzorka, se izZranava prema sledej jedn&ini:

= (S-B)-N-1000
W

P

gde su :

S - zapremina rastvora N&03 utroSenog za titraciju uzorka, u ml;

B - zapremina rastvora N&0; utroSenog za titraciju slepe probe, u ml;
N - koncentracija standardnog rastvora$&s, u mol/l;

w - masa uzorka za ispitivanje, u gramima.

Standardni rastvor N&0O3 koncentracije 0,1 mol/dije pripremljen i standardizovan
po metodi A.O.A.C. Method #942.27.

3.2.6 Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u najmanje tri porenj, a rezultati predstavljeni kao
srednja vrednost. Odiena je standardna devijacija (SD). Za pojedinerpatee je urdena
analiza varijanse, koeficijenti korelacije izdueparametara, kao i Duncan-ov test viSestrukih
intervala. Podaci su obtani primenom softverskog paketa Microsoft Excel Wéindows i

StatSoft Statistica (data analysis software systearsion 7.1.
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4.1 HEMIJSKI SASTAV BILJNIH SIROVINA

4.1.1 Prinosi ekstrakcije etanolom

U cilju ekstrakcije biljnih fenola i drugih antisidanata, n&g&%e se koriste tri
ekstrakcione tehnike: ekstrakcija rastwawen, ekstrakcija nacvrstoj fazi (solid-phase
extraction) i superkritna ekstrakcija. Koéina biljnih fenola u ekstraktu, kao i sastav
ekstrakta u velikoj meri zavisi od &ina ekstrakcije, kao i tipa i polarnosti rastuargMoller
I sar., 1999). Jedinjenja iz klase biljnih fenola geoma razlikuju po svojoj kiselosti i
polarnosti, od izuzetno hidrofobnih do hidrofilngiKa vrednosti ovih jedinjenja variraju od 8
do 12, dok se njihovi podeoni koeficijenti za sistalje:voda kréu od 6 x 10 do 1,5 (Rodis
I sar., 2002).

Prirodni antioksidanati iz lekovitog bilja i #@a se najee ekstrahuju metanolom
(Suhaj, 2006). Antocijani se r@&e ekstrahuju na hladno, metanolom ili amil-alkomolo
koji sadrzi malu kollinu kiseline. Takde, pokazalo se da je metanol i najefikasniji
ekstragens za katehine, dok se najbolji prinosamptacijanidina dobijaju sa 70% acetonom.
Ollanketo i sar. (2002), su utvrdili da se antioksiti Zalfije najefikasnije ekstrahuju toplom
vodom pod poviSenim pritiskom, zatim maceracijom 3§8% etanolom, potom
hidrodestilacijom i na kraju ultrazvukom sa metano kao ekstragensom . Keindnen (1993)
je poredio kratkotrajnu ekstrakciju na hladno, eMstiju po Soxlet-u i ekstrakciju uz refluks
lista breze, raziitim rastvargima. Rastvarée: aceton, metanol i etanol je koristio kao
apsolutne i u smesSi sa vodom (80% etanol, metamaeton). Isti autor je pokazao da je
ekstrakcija rastvatéma koji sadrZze vodu efikasnija od ekstrakcije dyigsom rastvaréima i
zakljwio da je ekstrakcija na hladno 80% etanolom nagb&fpmpromisno reSenje izide
efikasnosti i bezbednosti rastvéaa

U ovom radu izbor rastvata za ekstrakciju, smeSe etanol:voda (80:20, vk), j
prvenstveno izvrSen na osnovu niske tohssti, a zatim na osnovu pretpostavljene

efikasnosti.
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Tabela 4.1.Prinosi ekstrakcije izrazeni u %.

Uzorak Prinos ekstrakta
(%, vrednost £ SD)

List pitome nane 17,2 £ 0,750
Kora kruSine 22,0 £ 0.890

List breze 26,1 + 0,820

Plod kima 19,5+ 0,730

Plod perSuna 11,6 £ 0,620
Vitalplant® 17,3 + 0,540

U Tabeli 4.1. su prikazani dobijeni prinosi ekstaitgk Dobijene vrednosti su se kretale
oko 20%, pricemu je list breze dao najiea plod kim najmanji prinos.

Nesto vée prinose ekstrakcije za persun (19,6%) i kim (24),dobili su Hinneburg i
sar. (2006) prtemu se njihov ekstrakcioni postupak zasnivao neaolestilaciji. U naSem
predhodnom eksperimentu, prilikom ekstrakcije \fitaht® biljne meSavine 96% etanolom,
prinos ekstrakcije je iznosio 10,07% (MiSan i s&007). Dorman i sar. (2003) su nakon

hidrodestilacije, dobili prinos ekstrakta mente332 mg/g suve materije.

4.1.2 Sadrzaj ukupnih rastvorljivih fenola u etanolnim ekstraktima

Rezultati spektrofotometrijskog odfiganja sadrzaja ukupnih rastvorljivih fenola u
etanolnim ekstraktima, terdki netretiranim i tretiranim, pripremljenim kao S opisano u
poglavlju 3.2.1., prikazani su u tabeli 4.2. Dehbij rezultati preré&unati su i na masu
polaznog uzorka. Rezultati su prikazani u tabdi 4.

Folin-Ciocalteou metoda za odreanje sadrzaja ukupnih rastvorljivih fenola
zasnovana je na redukcionoj sposobnosti fenolrdinoksilnih grupa. Nedostatak metode je
njena nedovoljna spedatfiost, jer se biljni fenoli detektuju sa r&#om osetljivosti. U ovom
radu, sadrzaj ukupnih rastvorljivih fenola u isgathim ekstraktima je izraZzen kao ekvivalent
galne kiseline (GAE).
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Tabela 4.2.Sadrzaj ukupnih fenola u etanolnim ekstraktimegaen u GAE.

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu

netretiran ternki tretiran
Uzorak (%, vrednost £ SD) (%, vrednost £ SD)
List pitome nane 18,4 + 0,001 18,7 + 0,318
Kora krugine 6,6 + 0,080 16,6 + 0,080
List breze 13,9 + 0,360 15,3 + 0,296
Plod kima 2,89 + 0,020 3,01 £0,118
Plod per§una 7,13 + 0,860 6,32 + 0,140
Vitalplant® 13,2 + 0,950 12,8 + 0,840

Brojevi oznéeni razltitim slovima ¢ u koloni se signifikantno razlikuju kada se
koristi Duncan-ov test viSestrukih intdeyg<0,05.

KoriS¢enjem Duncan-ovog testa viSestrukih intervala (Taade2.) jasno se wavaju
razlike izmelu sadrZzaja ukupnih rastvorljivih fenola u etanolnekstraktima uzoraka.
Najmanji sadrzaj biljnih fenola u ekstraktu uten je kod kima, dok je najéesadrzaj dobijen
kod pitome nane. Svi uzorci se na nivou ekstraigfaifkantno razlikuju.

Termickim tretmanom u w@ni slucajeva ne dolazi do ztajne promene na nivou
ekstrakta Tabela 4.2), osim u sldaju breze i perSuna. Porast u sadrzaju fenola tokom
termickog tretmana bi se mogao objasniti hemijskim proanesa u strukturi fenola, dok bi
smanjenje moglo biti posledica njihove direktnerdegcije (Nicoli i sar., 1999).

Ako se razlike razmatraju na nivou uzorka biljnogterijala, uzimajéi u obzir
statisttke parametre, kruSina i breza su uzorci sa gajvesadrZzajem biljnih fenola, dok je
kim i ovog puta uzorak sa najmanjim sadrzajem.

Dobijene vrednost sadrzaja ukupnih biljnih fenda uporedive sa literaturnim
podacima. Nakon ekstrakcije metanolom, Muchuwséri (2007) su dobili vrednost sadrzaja
ukupnih fenola za persSun od oko 8,00 mg GAE/g uaodok su znatno nizi sadrzaj od nas,
dobili kod mente (~12,00 mg GAE/g uzorka). Liu r.s@008) su ekstrakcijom mente, 60%
etanolom, takde dobili nizi sadrzaj fenola (13,17 £ 0,04 mg GAl#aprka), dok su Dorman i
sar. (2003) nakon hidrodestilacije nane izmeriddmost od 230,8 mg GAE /g ekstraktaive
sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na na$ rezultatoididrodestilacije kima, Hinneburg i
sar. (2006) su dobili v sadrzaj fenola u ekstraktu (37,4 £ 0,04 mg GA&Kgtrakta), dok su
kod perSuna izmerili manji sadrzaj (29,2 + 0,44 GRE/g ekstrakta).
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Tabela 4.3.SadrZaj ukupnih fenola etanolnih ekstrakata bajgkergunat na masu polaznog
uzorka, izrazen u GAE.

SadrZaj ukupnih fenola u uzorku

netretiran terndki tretiran

Uzorak (%, vrednost £ SD) (%, vrednost + SD)
List pitome nane 3,18 + 0,001 3,22 + 0,050

Kora krugine 3,66 + 0,020 3,66 + 0,020

List breze 3,61 + 0,090 4,00 + 0,078

Plod kima 0,563 + 0,005 0,586 + 0,020

Plod persuna 0,830 +0,100 0,735+ 0,017
Vitalplant® 1,14 + 0,086 1,11 + 0,076

Brojevi ozn&eni razliitim slovima € u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test viSestritktervala,p<0,05.
Varijacije sadrzaja fenolnih jedinjenja biljaka posledica delovanja velikog broja
faktora, koji pored genetskih, ukfuju i podri&je kultivacije kao i mnogobrojne faktore

Zivotne sredine (Dorman i sar., 2003).

4.1.3Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima

Rezultati spektrofotometrijskog odiiganja sadrzaja ukupnih flavonoida u etanolnim
ekstraktima, tern¢ki ne tretiranim i tretiranim, pripremljenim kaooSje opisano u poglavlju
3.2.1., prikazani su u tabeli 4.4. Dobijeni reatilprer&unati su i na masu polaznog uzorka.
Rezultati su prikazani u tabeli 4.5.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktseakretao od 0,510 do 2,05%, pri
¢emu je ekstrakt Vitalplant® biljne meSavine bio najbogatiji flavonoidima, dpkekstrakt
perSuna imao najmaniji sadrza;.

Statistéki parametri ukazuju na to da se svi ispitani eldgtrznaajno razlikuju u
pogledu sadrzaja flavonoida, kao i na to da t&iretman dovodi do njihovog ztajnog
smanjenja u svim stiajevima osim kod persuna.

Ukoliko se sadrzaj ukupnih flavonoida razmatra reowm biljnog uzorka, svojim

najvesim sadrzajem se isg breza i biljna meSavina Vitalpl&ht dok znaajnost razlike
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izmediu mente i kima ovom metodom nije aema. Takde, perSun je pokazao najmanji

sadrzaj ukupnih flavonida i na nivou uzorka.

Tabela 4.4.Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstrakfinzaazen u ekvivalentima
rutina.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktu

netretiran terntiki tretiran

Uzorak (%, vrednost £ SD) (%, vrednost + SD)
List pitome nane 1,97 + 0,047 1,51 + 0,300

Kora krugine 1,33 + 0,200 1,04 + 0,016

List breze 1,43 + 0,004 1,30 + 0,066

Plod kima 1,78 £ 0,070 0,610 + 0,140

Plod perSuna 0,510+0,010 0,550 + 0,050
Vitalplant® 2,05 + 0,060 1,90 + 0,050

Brojevi ozn&eni razliitim slovima € ® u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test viSestritktervala,p<0,05.

Imajuéi u vidu veliku raznovrsnost jedinjenja koja spadaj klasu flavonoida, kao i
¢injenicu da se w@na nalazi vezana u obliku glikozida, teSko je @@ndealnu metodu za
odredivanje njihovog ukupnog sadrzaja. Kao i ucsliw metode za odderanje ukupnih
fenola i ova metoda pokazuje nejednaku selektivippetma jedinjenjima ove klase, jer
pozitivhu rekciju daju samo ona jedinjenja koja jmalostupneo-dihidroksifenolne, 3-
hidroksihromonske, 5-hidroksihromonske a-hidroksikarbonilne funkcionalne grupe.
Publikovan je veliki broj metoda za odreanje flavonoida. U novije vreme, sve viSe se
insistira na primeni hromatografskih metoda (MerkeBeecher 2000; Sakakibara i sar.,
2003).

Veliki broj istrazivanja ukazuje da uslovi gajemjgasnijeg tretiranja biljnih sirovina u
zn&ajnoj meri utée na sadrzaj flavonoida. Pokazano je da je sadi@apnoida direktno
zavisan od UV zrgenja i koncentracije C{Q(Caldwell i sar., 2005; Daniel i sar., 1999).

Uzimaji u obzir sve varijacije, velike razlike u sadrzajkupnih flavonoida koje se
sretu u literaturi za stine uzorke, nisu zZadujuée. Ipak, u prvom redu je sadrzaj i sastav

flavonoida genetski uslovljen.
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Tabela 4.5. Sadrzaj ukupnih flavonoida etanolnih ekstrakatgaka, prergunat na biljni
uzorak, izraZzen u ekvivalentima rutina.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku

netretiran terndiki tretiran
Uzorak (%, vrednost £ SD) (%, vrednost £ SD)
List pitome nane 0,341 + 0,006 0,261 + 0,005
Kora krusine 0,292 + 0,050 0,229 + 0,002
List breze 0,375 + 0,001 0,338 + 0,014
Plod kima 0,346 + 0,013 0,118 + 0,027
Plod perSuna 0,059 + 0,002 0,063 + 0,008
Vitalplant® 0,355 + 0,018 0,329 + 0,008

Brojevi ozna&eni razltitim slovima ¢ 9 u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test viSestraktervala p<0,05.

4.1.4 HPLC analiza etanolnih ekstrakata biljaka

Kvantitativno odrdivanje fenolnih jedinjenja samo po sebi predstadjaaliticki
izazov s obzirom da je procenjeno da postoji pr@keon ovih jedinjenja, koja se u biljkama
nalaze u obliku glikozida, sa velikom raznovrsinog broju, vrsti i n&inu vezivanja Se&ernih
ostataka (Herrmann, 1976; Wollenweber i Dietz, 1981

Objavljen je veliki broj HPLC metoda za odreanje fenolnih jedinjenja u biljnim
matriksima. U osnovi, one su prilatgne odrdivanju sadrzaja najzastupljenijin fenola u
jednoj biljnoj vrsti ili odretenog broja jedinjenja ove klase u raznovrsnim rksitma (Harnly
i sar., 2006).

U literaturi je zastupljen veliki broj radova ke odnose na ispitivanje sastava fenola
breze, perSuna, pitome nane, kima kao i antrahikomgine (Dallenbach-Tdlke i sar., 1987;
Ossipov i sar., 1996; Voirin i sar., 1999; Sakakébiasar.,2003; Gao i sar., 2009).

U pogledu analize flavonoida, objavljeni su radeai metodama koje pokrivaju pet
klasa flavonoida (Merken i Beecher 2000; Sakakibaraar., 2003). U oba diaja,
kvantifikacija je urdena nakon hidrolize glikozida na osnovu komparasgedostupnim
eksternim standardima aglikonderken i Beecher (2000) su objavili metod za razaivie
17 aglikona, predstavnika pet klasa fenola. Flaidirsu nakon ekstrakcije podvrgnuti kiseloj
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hidrolizi u metanolu uz refluks. Aglikoni su zatirazdvojeni na HPLC uz DAD detekciju.
Pomenuti autori su take dosli do zakljtka da hidroliza delintho dovodi i do degradacije
aglikona. Merken i sar. (2001) su primenili kik&ti metod pseudo prvog reda u cilju
odrelivanja flavona, flavonola i antocijana. Degradadiavanona i flavan-3-ola je bila
suviSe brza da bi se odredila ovom metodom, tetggasnjihovo odréivanje vrSeno bez
hidrolize.

Imajwi u vidu radove ovih autora, u naSoj laboratorijncs razvili HPLC metod
primenljiv za razdvajanje fenolnih jedinjenja u revispitivanim ekstraktima. Razdvajanje
komponenata je vrSeno iz etanolnih ekstrakataKailjahidrolizata, pripremljenih kao Sto je
opisano u poglavlju 3.2.5. Na slici 4.1. je prikazaomatogram smeSe standarda na 280, 330
i 350 nm.

Redosled eluiranja komponenti pri opisanim hromedtskim uslovima je: galna
kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselimanilinska kiselina, hlorogenska kiselina,
siringicna kiselina, ferulna kiselina, rutin, miricetin, zmarinska kiselinatrans-cimetna
kiselina, kvercetin, naringenin, luteolin, kemferapigenin i aloe-emodin. Razdvajanje ovih
komponenti je postignuto za 22 min.

Identifikacija slobodnih fenolnih kiselina i aglika u ekstraktima i hidrolizatima je
vrSena na osnovu pakenja retencionih vremena i spektara, na 280, 3330 nm sa
odgovarajdim vrednostima dobijenim za standag&lika 4.2). Na slikama 4.3.-4.5. u Prilogu
dati su apsorpcioni spektri ostalih kvantifikovajedinjenja.

Kvantifikacija je vrSena metodom eksternog staddapricemu je za svako dostupno
jedinjenje konstruisana kalibarciona krivacatiri tatke. Stepen linearnosti konstruisanih
krivih je bio izuzetno velik (R> 0,9995).
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Slika 4.1. Hromatogram smeSe standarda: A-na 280 nm, B-330 6A350 nm. Redosled
eluiranja jedinjenja:1-galna kiselina, 2- protokatska kiselina, 3-kafena kiselina, 4-
vanilinska kiselina, 5-hlorogenska kiselina, 6rgjitna kiselina, 7-ferulna kiselina, 8-rutin, 9-
miricetin, 10-ruzmarinska kiselina, 1iranscimetna kiselina, 12-kvercetin, 13-naringenin,
14-luteolin, 15-kemferol, 16-apigenin i 17-aloe-afimo
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Slika 4.2. Primeri preklapanja spektara standarda i uzo-rutina (nehidrlizovani ekstrakt

kima), 2+uzmarinske kiseline (nehidrolizovani

ekstrakt negnt &-siringicne  kiseline

(hidrolizovani ekstrakt krusSine),-kafene kiseline (nehidrolizovani i hidrolizovani stkakt

breze).

Kao Sto se moze videti sa hromatograrSlika 4.1), svi ispitani standardi imaj

odziv na 280 nm, gde smo postigli uspesno razdjgjswvih komponenti, osim kvercetin:
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naringenina. Taj problem smo prevazisli njihovinradivanjem na 330 nm, gde su i oni
uspesno razdvojeni i detektovani.
U tabelama 4.6. i 4.7. su prikazani rezultati kitativnog sastava fenolnih jedinjenja

u etanolnim ekstraktima, pre i nakon hidrolize.

4.1.4.1 HPLC analiza etanolnog ekstrakta pitome nane

U etanolnom ekstraktu pitome nane demo je i kvantifikovano prisustvo kafene
kiseline, hlorogenske kiseline, rutina, ruzmarinskiseline, kao i slobodnih aglikona:
kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. Orgienju sa ostalim kvantifikovanim
jedinjenjima, svojim sadrzajem se tgtiruzmarinska kiselina. Nakon hidroliZEapela 4.7),
dolazi do porasta u sadrzaju svih pomenutih jedjajausled raskidanja glikozidnih veza,
osim u sldaju kafene kiseline, koja se verovatno detimoi degradira pri primenjenim
eksperimentalnim uslovima hidrolize.

Poznato je da vrste roddenthasadrze Sirok spektar fenolnih jedinjenja u&ljuci
fenil propanoide (Guédon i sar., 1994; Triantaphyli sar., 2001; Areias i sar., 2001), kao i
flavonoide u formi aglikona, glikozida i acilovanderivata (Voirin i Bayet 1992; Voirin i
sar., 1994). Najzréajnije fenolne komponente pitome nane su eriocifgnodiktol-7-O-
rutinosid), luteolin-70-glukozid i ruzmarinska kiselina (Dorman i sar. 030 Areias i sar.
(2001) je pronaSao da su najzastupljenije kompenenvodenom ekstraktu pitome nane
glikozid eriocitrin i ruzmarinska kiselina, kajine od 59-67% ukupnih fenola. Triantaphyllou
i sar. (2001) je saopStio da vodeni ekstrakt pitama@e sadrzi vezane fenolne kiseline,
slobodnu ruzmarinsku kiselinu, kao i 3- i 5- glikdz flavonoida.

NaSi rezultati su u saglanosti sa rezultatima dem#n autora. Na hromatogramu
etanolnog ekstrakta pitome nane pre hidrolidéka 4.6) se jasno utava izrazeni pik
ruzmarinske Kkiseline, dok eriocitrin i ostale gllkde u ekstraktu nismo mogli da

kvantifikujemo, usled nedostatka odgovat#justandarda.
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Slika 4.6Hromatogram etanolnog ekstrakta pitome nane.
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Tabela 4.6.Sadrzaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktjnzrazen u mg/g ekstrakta.

List pitome nane Kora kruSine List breze Plod kima Plod persSuna \itant”
galna kiselina - 0,203 £ 0,011 0,175 +£ 0,024 - 48,2 0,009 0,233 £ 0,013
protokatehinska kiselina - 0,507 £ 0,020 0,2842@, 0,108 £ 0,007 0,106 + 0,012 0,438 =+ 0,025
kafena kiselina 1,86 + 0,033 1,14 + 0,040 0,634042 2,10 + 0,460 0,283 £ 0,029 0,768 + 0,020
vanilinska : 1,53 +0,012 : : : :
kiselina
hlorogenska kiselina 0,73 +0,017 0,328 + 0,008 9080,012 0,152 +0,012 - 0,241 + 0,018
siringicna kiselina - 1,17 £ 0,020 - - - 0,516 + 0,011
ferulna kiselina - - 0,247 £ 0,029 - - 0,547 + ®O1
rutin 2,18 £ 0,500 - 1,24 + 0,040 1,21 + 0,105 - 928, + 0,011
miricetin - - - - - -
ruzmarinska kiselina 12,4 £0,92 - - 0,164 + 0,025 - 5,69 £ 0,023
trans-cimetna kiselina - - - - 0,087 + 0,002 -
kvercetin 0,843 + 0,022 - - - - 3,43+0,120
naringenin 1,46 +0,230 - - - - -
luteolin 3,580,181 - - - 0,549 £ 0,013 0,797,691
kemferol - - - - 0,356 + 0,011 -
apigenin 0,445 + 0,019 - 0,288 £ 0,010 - 0,291040, 1,96 + 0,012
aloe-emodin - 1,23 +£0,011 - - - 1,03 +£0,012
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Tabela 4.7.Sadrzaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktinakon hidrolize, izrazen u mg/g ekstrakta.

List pitome nane  Kora krusine List breze Plod kima Plod persuna  Ipiéat®
galna kiselina - 0,156 + 0,021 18,2 + 0,385 - ¥ H452 0,284 + 0,002
protokatehinska kiselina - 0,845 + 0,011 0,83914, - 0,466 £ 0,021 1,25+0,010
kafena kiselina 0,914 + 0,05 2,26 £ 0,012 0,576a80 1,54 + 0,260 2,26 £0,130 1,34 £ 0,012
vanilinska kiselina - - - - - -
hlorogenska kiselina 1,66 £ 0,29 0,353+ 0,021 29,026 1,32 +0,032 - 0,885 = 0,050
siringi¢cna kiselina - 1,47 £0,102 - - - -
ferulna kiselina - 0,886 + 0,021 0,655 +0,022 52017 - 0,677 + 0,020
rutin - - - - - -
miricetin 5,37 £ 0,380 0,723 +0,012 6,02 + 0,320 - - 1,37 £ 0,017
ruzmarinska kiselina 17,5+£0,970 - - 0,200 + 0,085 - 4,93 + 0,062
trans-cimetna kiselina - - - - 0,155 + 0,008 -
kvercetin 14,9 £ 0,954 1,68 £ 0,020 7,43 £ 0,348 364; 0,025 0,817 £0,011 4,21+ 0,050
naringenin 3,56+ 0,220 5,00 + 0,210 - - - -
luteolin 13,6 £ 0,281 2,32 £0,120 - - 0,559 + ®01 4,57 £ 0,062
kemferol - - 0,643 +0,027 6,33 +0,213 2,99+ 6,02 1,060,032
apigenin 3,56 £ 0,26 1,97 £ 0,080 0,667 = 0,060 - ,025% 0,012 6,49 £ 0,012
aloe-emodin 3,48 +
- 0.240 - - - 2,21+ 0,20
D 61,1 21,2 27,9 14,3 23,9 29,3
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4.1.4.2 HPLC analiza etanolnog ekstrakta kruSine

U etanolnom ekstraktu kruSine identifikovana swarkifikovana sled& jedinjenja:
galna kiselina, protokatehinska kiselina, kafensekna, vanilinska kiselina, hlorogenska
kiselina, siringtna kiselina, kao i aloe-emodin. Nakon hidrolizeyrdéno je i prisustvo
ferulne kiseline, miricetina, kvercetina, naringemi luteolina i apigenina. Usled hidrolize,
dolazi do porasta sadrZaja svih jedinjenja, osisiuiaju galne i vanilinske kiselingjje se
prisustvo nakon hidrolize nije moglo detektovatiorhatogrami ekstrakta kruSine pre i nakon
hidrolize prikazani su u Prilogu (Slika 4.7.).

Poznato je da su antrahinoni i njihovi glikozidagni konstituenti kore kruSine
Obzirom na veliki farmakoloski zdaj ove biljke, njihov sastav je relativho dobro yfen
(Gao i sar., 2009) . Najztajniji antrahinoni kruSine su: emodin, rein, hriaodl i aloe-
emodin, kao i njihovi glikozidi, preemu frangulin A (emodin-&-ramnozid) i frangulin B
(emodin-60-apiozid) ¢ine najzastupljenije komponente. Osim toga, saopsge da frangula
sadrzi i diantrone, flavonoide i tanine (Bradle®92; Wichtl i Bisset, 1994; Newall i sar.,
1996; ESCOP, 1997).

4.1.4.3 HPLC analiza etanolnog ekstrakta breze

U etanolnom ekstraktu lista breze kvantitativhoosloelena sledéa jedinjenja: galna
kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselimarogenska kiselina, ferulna kiselina, rutin
I apigenin. Nakon hidrolize uti#teno je prisustvo i miricetina, kvercetina, kemferokao i
porast u sadrZaju apigenina. Péaaie u sadZaju jedinjenja usled hidrolize jearm i u
slwaju galne kiseline, kao i protokatehinske kiselidek je do smanjenje sadrZaja, kao i u
slucaju pitome nane doslo kod kafene kiseline. Nakaindtize neznatno je smanjen i sadrzaj
hlorogenske kiseline. Veliko po¥anje u sadrzaju galne kiseline nakon hidrolize sZen
objasniti hidrolizom galotanina. Hromatogrami ekkta breze pre i nakon hidrolize prikazani
su u Prilogu §lika 4.8).

Analizom fenolnog sastava ekstrakata breze do gadatvidieno postojanje sledin
fenolnih jedinjenja: kvercetin 3-rutinozida (rutjpakvercetin 3-galaktozida (hiperina),
kvercetin 3-glukuronida, kvercetin 3-arabinopiraidez kvercetin 3-arabinofuranozida,
kvercetin 3-ramnozida i miricetin 3-galaktozida (Babach-Tolke i sar., 1986). Prisustvo

miricetin 3-digalaktozida, metilovanih flavona (aetina i apigenin 7,4'-dimetil etra), kao i
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razlicitih fenolnih kiselina je také#e poznato (Hansel and Horhammer, 1954; Pawlowska,
1980). Ossipov i sar. (1996) su osim hlorogenslan hlorogenske, galne (+) katehina,

glikozida kvercetina i miricetina utvrdili i pristw niza drugih niskomolekularnih fenola.

4.1.4.4 HPLC analiza etanolnog ekstrakta kima

NaSi rezultati ispitivanja etanolnog ekstrakta &inmsu ukazali na prisustvo

protokatehinske kiseline, kafene, hlorogenske neuii ruzmarinske kiselingjji je sadrzaj

kvantifikovan. Nakon hidrolize protokatehinska HKisa nije detektovana, dok je sadrzaj

kafene kiseline smanjen, kao i u &ju nane i breze. Hromatogrami ekstrakta kima pre
nakon hidrolize prikazani su u Prilog8lika 4.9).

Kvantifikovane koltine kemferola i kvercetina su u skladu sa literaitarpodacima,
gde je navedeno da su nhajzastupljenije fenolne kompie kima glikozidi kemferola i
kvercetina (Suhaj i sar., 2006). Wojdyto i sar.q2Psu kvantitativnom analizom kima, nakon
enzimske hidrolize, identifikovali kafenu kiselinmeohlorogensku kiselinu, ferulnu kiselinu

i izoramnetin kao glavne fenolne komponente.

4.1.4.5 HPLC analiza etanolnog ekstrakta perSuna

Kvantitativnom analizom sastava fenolnih jedinjemgganolnog ekstrakta perSuna
utvrdili smo prisustvo: galne kiseline, protokatedke kiseline, kafene kiselingans-cimetne
kiseline, luteolina, kemferola i apigenina. Nakondrblize, utvdeno je i prisustvo
kverecetina, kao i porast u sadrZaju svih ispitd&aimponenti, a natito apigenina. Porast u
sadrzaju galne kiseline nakon hidrolize se mozehiji hidrolizom galotanina, kao i u
slwéaju breze. Hromatogrami ekstrakta perSuna pre omakdrolize prikazani su u Prilogu
(Slika 4.10).

Sakakibara i sar. (2003) su utvrili da su glavnefee komponente perSuna apigenin i
kemferol glikozidi, Sto je u saglasnosti sa nasgzuttatima. Shan i sar. (2005) su saopstili da
su glavne fenolne komponente perSuna apigeninnigbekumarinska i ferulna kiselina, pri

¢emu prisustvo kemferola nisu detektovali.
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4.1.4.6 HPLC analiza etanolnog ekstrakta komercijalnog prearata Vitalplant ®

Analizom biline mesavine Vitalplafit utvideno je prisustvo velikog broja jedinjenja,

Cije je prisustvo dokazano u pojedémém biljnim komponentamarl@bele 4.6. 1 4.7).

DADT A, Sig=280,4 Ref=500,100 (DOKTORAT'BILJKENEHIDR 2009-03-09 09-55-4201AG-0701.D)
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Slika 4.11. Hromatogrami etanolnogkstrakta komercijalnog preparata Vitalpfana 280
nm, A-pre hidrolize i B-nakon hidrolize.
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Imajwéi u vidu kompleksnost smeSe, komponente prisutnesuviSe niskim
koncentracijama je bilo teSko kvantifikovati. N&cs#.11. je prikazan hromatogram mesSavine
Vitalplant® pre i nakon hidrolize.

Obzirom na limitirani broj dostupnih standarda, p&n sadrzaj fenola je odien
izrazavanjem ukupne povrSine pikova na 280 nm i1@880 preko ekvivalenata galne kiseline,
odnosno rutina.

Na slici 4.12. su prikazani rezultati odreanja ukupnih fenola spektrofotometrijski u
ekvivalentima galne kiseline, kao suma svih kvédifanih jedinjenja odmienih HPLC
metodom Tabela 4.7), na osnovu ukupne povrSine pikova HPLC ddr@nja na 280 nm
koja je izrazena u ekvivalentima galne kiselineaiosnovu ukupne povrSine pikova HPLC

odrelivanja na 350 nm izraZene u ekvivalentima rutina.

25

20

15 X TS .
\ \\ / ——spektrofotometrija
10

\ \\ ),//< —8—HPLC kvantifikovano
5 k /2,
\\ E ;ﬁ - HPLC ekviv. galne

0 , . . T T 1 ==é=HPLC ekviv. rutina

> >
N &
4 @"’\

8

Slika 4.12.Rezultati odréivanja ukupnih fenola: spektrofotometrijski u ekaigntima galne
kiseline; kao suma svih kvantifikovanih jedinjergdreienin HPLC metodom; na osnovu
ukupne povrsine pikova HPLC odreanja na 280 nm koja je izraZzena u ekvivalentirabng
kiseline; na osnovu ukupne povrSine pikova HPLCeddanja na 350 nm izrazene u
ekvivalentima rutina.
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Poreienjem ukupnog sadrzaja fenola dobijenih spektrofetoijski i HPLC metodom
u ekvivalentima galne kiseline dobijaju se uporedirednosti, istog reda veine iako
korelacija nije signifikantna zg<0,05. Mandt i sar. (2005) su podenjem rezultata
odrelivanja sadrZaja fenola u ekstraktima semenki d¢mpZna identian na&in, dobili
signifikanto zn&ajnu pozitivnu korelaciju izmii serija podataka, ali su sve vrednosti
dobijene spektrofotometrijski bile 6 putacé¢eeod rezultata HPLC odiwvanja. Rezultati
HPLC odreivanja u ekvivalentima rutina, u ztgnoj su Kkorelaciji sa sumom
kvantifikovanih jedinjenjima oddenih HPLC metodom (r=0,89<0,05).
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4.2 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST ETANOLNIH
EKSTRAKATA ISPITIVANIH BILIJNIH DROGA

4.2.1ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na
stvaranje i transformaciju superoksid anjon radikala

U cilju odrelivanja "skevindZer" aktivnosti biljnih ekstrakata rsuperoksid anjon
radikale, @ su generisani u sistemu,® / 18-kraun-6-etar. Nestabilni,O radikali u
prisustvu "spin trapa” DMPO formiraju stabilne oksid radikale, odnosno DMPO-OOH

"spin adukte", sled@m reakcionim mehanizmom:

HC — CH 2HC — ChH,
e,/ X HON N
C CH + Q@+ H ——>
3Hc/ AN 7 3HC/ AN e \OOH
N N
|
I !

Na slici 4.13. prikazan je spektar DMPO-OOH "spdukta" slepe probe nastalog u
sistemu KO/18-kraun-6-etar.

Nastajanje DMPO-OOH "spin adukta" u ispitivanom mlodistemu je potdeno
izratunatim konstantama hiperfinog cepanje=®4,3 G, a’= 11,7 G i a'=1,26 G.

Poreienjem intenziteta ESR signala DMPO-OOH "spin adaikaglepe probe i
uzoraka, utwieno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u opsegpitivanin masenih
koncentracija, od 0,001 do 2,00 mg/ml, imaju intdtni efekat na stvaranje,Oili uéestvuju
u njihovoj transformaciji $lika 4.14). Ovo se zakljtiuje na osnovu smanjenja intenziteta
ESR signala DMPO-OOH "spin adukta" u njihovom psisu.
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Slika 4.13.ESR spektar DMPO-OOH "spin adukta" slepe probé¢aiasg u sistemu pO / 18-
kruna-6-etar.

Dodatak ekstrakata u masenoj koncentraciji 0,00inthdkod svih ispitanih uzoraka
je nedovoljan da izazove inhibitorni efekat na simje Q  radikala, dok su svi ekstrakti
primenjeni u koncentraciji od 2,00 mg/ml izvr§otpunu inhibiciju stvaranja DMPO-OOH
"spin adukta”, odnosno ispoljibBAo, " od 100%. Pri masenoj koncentraciji od 1,50 mg/ml,
ekstrakti pitome nane, preparata Vitalpfaritbreze su takie pokazali inhibitorni efekat od
100%.

Izracunate vrednosti 1€ (mg/ml), u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml)admosu
na polazni biljni materijal (mg biljnog materijahal), za ispitane biljne ekstrakte prikazane su
u tabeli 4.8. Najmanju 1€ vrednost, odnosno najie aktivnhost u ovom testu, pokazao je
ekstrakt pitome nane. Statidti znatajna razlika izméu ekstrakta pitom nane, ekstrakta
breze i komercijalnog preparata Vitalpl@mije utvidena. Najmanju aktivnost u ovom testu je

pokazao uzorak persuna.
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Slika 4.14."SkevindZer"aktivnostbiljnih etanolnih ekstrakata na superokanjon radikale, u
koncentracionom opsegu od 0,-2,00 mg ekstrakta/ml.

Signifikantno nizu aktivnost u ovom tesu odnosu na polazni biljni materijsu imali
jedino uzorci kima i perSui, u porelenju sa ostalim ispitanim uzorcima koji sedaugobnc
nisu razlikovali.

Bilina mesavina Vitalpla®® je u ovom testu pokazala velikakevindZer"aktivnost,
kako u odnosu na ekstrakt tako i u odnosu na biljterial, koja se moze objasn
sinergistékim delovanjem komponenti koje jecaajavaju.

Osim navedenog, dobijenlCso vrednosti su ustatistéki znatajno] korelaciji sa
sadrzajem ukupnih fenola odenih spektrofotometrijski (1-0,89, p<0,05). Ovo je u sklad
sa misljenjem velikog broja autora, koji antioksitfau aktivnost pripisuju delovanju biljn
fenola.

Murcia i sar.(2004) su ispitivanjen"skevindZer"aktivnosti z&ina na superoksi
anjon radikaleutvrdili relativnu visoku aktivnct ekstrakata pitome nane, koja je bilda®d
ekstrakta muskatnog oka&a, ali manja od aktivnosti ekstrakta cim Guo i sar. (1999) su
ispitivali "skevindZer" aktivhost katehina zelenogaja na superoksicanjon radikale,
primenom ESR spektroskog, i ustanovili da su katehini s@i hidroksilne grupe uo-
polozajuu prstenu B aktivniji od katehina koji sadro-dihidroksilnu grup u prstenu B.
Padmini i sar(2008) su poredili antioksidantnu aktivnost crrii@gp i ¢aja od nane, pdemu
su zn&ajno veu "skevindZer aktivnost na superoksid anjon radikaterdili kod crnogcaja.

Jun i sar.(2003) su ispitivali"skevindZer" aktivnost vodenih ekstrakata 32 biljke
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superoksid anjon radikale primenom ESR spektrog&oppri ¢emu su ustanovili da kim

poseduje relativno slabu aktivnost u odnosu naéiiamilije Lamiaceae.

Tabela 4.8. "SkevindzZer" aktivnost etanolnih ekstrakata naesoksid anjon radikale,
izrazena preko I§ vrednosti, u odnosu na ekstrakt (mg ekstraktaimlpdnosu na polazni
biljni materijal (mg biljnog materijala/ml).

Uzorak ekstrakt biljni materijal
|Cs0(mg/ml) 1G5 (mg/ml)

List pitome nane 0,016 + 0,009 0,094 + 0,054
Kora kruSine 0,177 + 0,081 0,804 + 0,006
List breze 0,049 + 0,004 0,186 + 0,015
Plod kima 0,752 + 0,008 3,86 + 0,043
Plod persuna 0,840 + 0,051 7,76 + 0,996
Vitalplant® 0,041 + 0,005 0,201 + 0,068

Brojevi ozna&eni razltitim slovima ¢ ) u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov tesestgukih intervalap<0,05.

4.2.2ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na
stvaranje i transformaciju hidroksil radikala (SA on)

U cilju odretivanja "skevindzer" aktivnosti biljnih ekstrakata slobodne hidroksil

radikale, pripremljen je Fentonov reakcioni sisteaimjihovo generisanje:
F€* + H,0, —» F€" + 'OH + OH

Nastali reaktivni’OH radikali u prisustvu "spin trapa"” DMPO formiragtabilne
nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH "spin aduks&deim reakcionim mehanizmom:

oHC — CH; 2HC — CH;
He AN MO/ N\ _H
/c CH + OH —>

C C
/ 3HC/ \ / \OH
N
|

O.

3HC

oO—=z+
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Na slici 4.15. prikazan je spektar DMPO-OH "spoiukta" slepe probe nastalog u

Fentonovom model sistemu.

-600 i = ) ) . ‘ii ! d

3400 3420 3440 3460 3480

Slika 4.15. ESR spektar spektar DMPO-OH "spin adukta" slepeber nastalog u
Fentonovom model sistemu.

Hiperfina struktura je predstavljena &etiri linije relativhog inteziteta 1:2:2:1 i istih
konstanti hiperfinog cepanja za jeddN-atom (I=1) 8=14,9 G i za jedanH-atom (I=1/2)
ay=14,9 G.

Poreienjem intenziteta ESR signala DMPO-OH "spin aduksli&pe probe i uzoraka,
utvrdeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u opsegpitivanih masenih koncentracija, od
0,005 do 0,200 mg/ml, imaju inhibitorni efekat naasanje OH ili u¢estvuju u njihovoj
transformaciji Elika 4.16), Sto se zakljtuje na osnovu smanjenja intenziteta ESR signala
DMPO-OH "spin adukta" u njihovom prisustvu.

Dodatak ekstrakata masene koncentracije 0,005 mgadl svih ispitanih uzoraka je
nedovoljan da izazove inhibitorni efekat na stvgarOH radikala, dok su svi ekstrakti
primenjeni u koncentraciji od 0,200 mg/ml izvrlotpunu inhibiciju stvaranja DMPO-OH
"spin adukta”, odnosno ispoljiBAcy 0d 100%. Pri masenoj koncentraciji od 0,150 mggwl
uzorci, osim ekstrakta krusine, su tdkgookazali inhibitorni efekat od 100%. U ovom testu

kruSinaje uzorak koiji je i pri svim ostalim koncentracijarpokazao najslabiju aktivnost.
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Slika 4.16. Antioksidantna aktivhost etanolnih ekstrakata nardksil radikal, u
koncentracionom opsegu od 0,005-0,200 mg ekstrakta/

Izracunate vrednosti 16 (mg/ml) u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml)admosu
na polazni biljni materijal (mg biljnog materijahal) prikazane su u tabeli 4.9. Najwe
aktivnost u ovom testu, u odnosu na ekstrakt, ijgaozorak kima, dok je uzordkeze, na
nivou polaznog biljnog materijala, imao nagueaktivnost.

Statisttki parametri ukazuju na to da izthe uzoraka pitome nane, breze, kima i
komercijalnog preparata Vitalpldhne postoje zrmjne razlike, kako u odnosu na ekstrakt
tako i u odnosu na polazni biljni materijal.

Interesantnainjenica je visoka aktivnost biline mesavine Vitaip®, koja je na nivou
ekstrakta odmah iza uzorka kim2obijena véa aktivnhost ovog uzorka, od one koja bi se
mogla @ekivati kada se uzme u obzir sastav smeSe, se mopesati sinergistikom
delovanju komponenti koje péti od razltitih biljaka.

Cetkovi i sar., 2008 su ispitivali "skevindZer" aktivndsbpa jabuke na hidroksil
radikale, i ustanovili zrijnu pozitivnhu korelaciju izmi sadrzaja rutina i Séy. Madsen i
sar. 1996 su dokazali SA biljaka familije Lamiaceae, pdemu, kao ni mi, nisu pronasli
pozitivhu korelaciju dobijenih rezultata sa sadehajukupnih fenola. Rice-Evans i sar., 1996
su dokazali da inhibitorni efekat fenolnih kiseirzavisi od broja hidroksilnih grupa u

molekulu. Fenolne kiseline se-dihidroksi grupama, kao Sto su hlorogenska i kafen
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doprinose viSim vrednostima $A Flavonoidi seao-dihidroksi grupama u prstenu B, i 3-OH
grupom u prstenu C i/ili 5-OH grupom u prstenu Adsakso funkcionalnom grupom u C
prstenu flavonola, i fenolne kiseline sadihidroksi strukturom mogu ispoljiti svoju

antioksidantnu aktivnost heliranjem metala tokomtBeove reakcije (Morel i sar., 1994).

Tabela 4.9."SkevindzZer" aktivnost etanolnih ekstrakata bijala hidroksil radikale, izrazena
preko 1Go vrednosti, u odnosu na ekstrakt (mg ekstraktainl)odnosu na polazni biljni
materijal (mg biljnog materijala/ml).

Uzorak ekstrakt biljni materijal
ICs0(mg /ml) IGso(mg/ml)
List pitome nane 0,026 + 0,003 0,145 + 0,022
Kora kruSine 0,080 0,006 0,365 + 0,027
List breze 0,021 + 0,000 0,081 + 0,001
Plod kima 0,016 £ 0,000 0,084 + 0,003
Plod perSuna 0,043 +0,010 0,371 +0,08%
Vitalplanl® 0,019 + 0,001 0,110 + 0,008

Brojevi ozna&eni razltitim slovima ¢ ) u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov tesestgukih intervalap<0,05.
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4.2.3"Skevindzer" aktivnost na DPPH" radikale

Metoda na DPPH' radikale se Siroko primenjuje pdredivanju "skevindzer"
aktivnosti prema dugozi¢en radikalima. Antioksidanti reaguju sa stabilnimPBPH
radikalima i transformiSu ih u 1,1-difenil-2-(2,4t@nitrofenil)-hidrazin. Nivo dekoloracije
rastvora DPPH’ radikala ukazuje na "skevindzerepoial antioksidantnih jedinjenja (Liu i
sar., 2004).

U cilju odretivanja "skevindzer" aktivnosti na DPPH’ radikalegr®lni ekstrakati su
razblazeni metanolom tako da je svaki pripremljgftiri masene koncentracije u opsegu od
0,03 do 1,00 mg ekstrakta/ml. Kao referentne smpstal ovom testu su koégni etanolni
rastvori komercijalnih antioksidanata BHT-a-tokoferola, pri koncentraciji od 0,200 mg/ml.

U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentrapgeava se "skevindzer"

aktivnost. Dobijena je linearna zavisnost izimé&koncentracije i "skevindzer" aktivnosti na

DPPH radikal, u ispitanom koncentracionom opsefabela 4.10).

Tabela 4.10. Jednéine linearne zavisnosti "skevindzer" aktivnosti BdPPH™ radikale
(%RSC) i masene koncentracije (c) netretirangrmicki tretiranih ekstrakata.

Uzorak netretiran ekstrakt ter®ki tretiran ekstrakt
jedn&ina prave koeficijent  jedna&ina prave koeficijent

linearnosti linearnosti
(R?) (R?)

List pitome nane y=327,5x-6,5809  0,9999 y=346,13446 0,9999

Kora krusine y=40,071x+1,06710,9989 y=46,919x+0,95170,9965

List breze y=81,338x-1,4422 0,9992 y=88,864x-3,74489938

Plod kima y=24,148x-0,7284 0,9953 y=28,146x-1,7965993

Plod perSuna y=9,3145x+0,3415,9968 y=10,94x-2,3912  0,9992

Vitalplant® y=55,529x-0,2674 0,9999 y=59,443x+0,3268,9994

U cilju porelenja ekstrakata za svaki je izumata 1Go vrednost, a rezultati su
predstavljeni u tabeli 4.11.
Najmanje 1Go vrednosti su dobijene za etanolni ekstrakt pitoraee koje ukazuju na
najvecu "skevindzer" aktivnost u ovom testu, dok su a&wrednosti dobijene za ekstrakte
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perSuna. U porenju sa komercijalnim antioksidantima, za koje smbigtne vrednost
"skevindzer" aktivnosti na DPPH'" radikale od 74,6%8,1%, svi ispitani ekstrakti imaju
nizu "skevindzer" aktivnost.

UvaZavajdi rezultate Duncan-ovog testa viSestrukih intervgésno se utavaju
zna&ajne razlike u "skevindzer" aktivnosti iztheispitanih biljaka. Statistki podaci ukazuju
I na to da ternd@ki tretman ne dovodi do smanjenja "skevindzer"ivaldsti.

Tabela 4.11."SkevindZer" aktivnost biljnih etanolnih ekstrakata DPPH radikale, izrazena
preko 1Go vrednosti.

DPPH" aktivnost ekstrakta

netretiran terndiki tretiran
Uzorak ICs0 (Mg/ml) £ SD  IGo (mg/ml) £ SD

List pitome nane 0,172 +0,002 0,167 + 0,003
Kora krusine 1,18 + 0,210 0,920 + 0,18%
List breze 0,632 + 0,005 0,580 + 0,018
Plod kima 2,06 0,137 1,82 £ 0,048

Plod perSuna 4,65 + 0,820 4,79 + 0,005

Vitalplant® 0,893 + 0,02% 0,792 + 0,078

Brojevi oznaeni razltitim slovima ¢ 9 u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Dun@antest viSestrukih intervalp<0,05.

Prer&gunavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijdlabela 4.12), jedino se

ekstrakti kima i perSuna statigki razlikuju u odnosu na ostale uzorke.
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Tabela 4.12. "SkevindZer" aktivnost biljnih etanolnih ekstrakana DPPH radikale,
prera&unata na biljni uzorak, izrazena prekgd@rednosti.

DPPH’" aktivnost biljnog uzorka

netretiran terndiki tretiran
Uzorak ICs0 (Mg/ml) £ SD  IGo (Mg/ml) £ SD

List pitome nane 0,997 + 0,010 0,969 + 0,015
Kora krusine 5,358 + 0,954 4,175 + 0,820
List breze 2,42 + 0,019 2,226 + 0,062
Plod kima 10,6 + 0,703 9,36 + 0,228

Plod perSuna 40,0 +7,05 39,59 + 2,776
Vitalplant® 5,156 + 0,130 4,57 + 0,44

Brojevi oznaeni razltitim slovima ¢ ) u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Dun@antest viSestrukih intervalp<0,05.

Statisttkom analizom dobijenih rezultata, ustanovili smoznaajnu pozitivhu
korelaciju izmeu sadrzaja ukupnih flavonoida i "skevindzer" aktsti na DPPH" radikale
(r=0,94; p<0,05), kao i izméu "skevindZer" aktivnosti na superoksid anjon rathki
"skevindzer" aktivnosti na DPPH’ radikale (r=0,9%0,89). Korelacija izméu sadrZaja
ukupnih fenola i "skevindzer" aktivnosti na DPPHadikale je bila pozitivha, ali ne i
statisttki znatajna. Veliki broj autora je korelacijom pomenuti@irametara utvrdio statigki
zn&ajnu pozitivnu zavisnost, prilikom ispitivanja ralih biljnih uzoraka (Dorman i sar.,
2003; Dorman i sar., 2004; Miliauskas i sar., 2004)

Fenglin i sar. (2004) su objavili rezultate ispatnja "skevindzer" aktivnosti na DPPH’
radikale vodeno-metanolnih ekstrakata za preko [8@0vitih biljaka. Od toga su za 56

ispitanih uzoraka dobili 1€ vrednosti ispod 0,500 mg uzorka/ml ekstragensandpaiti
autori "skevindZer" aktivnost na DPPHadikale biljaka pripisuju prisutnim flavonoidinia

taninima u ekstraktu. Chen i sar. (2004) su pronddlsu hlorogenska i kafena kiselina
najaktivnije uklanjaju DPPH’ radikale ka@ttka, kao i to da je njihova aktivnost u istom testu
priblizno ista, a véa od aktivnosti-tokoferola. Ovi autori su ustanovili i neznatnoasyenje
"skevindzer" aktivhosti na DPPH’ radikale prilikotermickog tretmana, koje pripisuju

degradaciji hlorogenske kiseline.
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4.2.4 Fe**'Fe?* redoks kapacitet (FRAP)

Redoks aktivnost séesto koristi u cilju ispitivanja elektron-donorskd@paciteta
antioksidanata, kao jednog od najzaaijih mehanizama njihovog delovanja (Yildirimars,
2001).

U cilju odredivanja redoks kapaciteta, kao i kod ispitivanjagigkdZer" aktivnosti na
DPPH" radikal etanolni ekstrakati su razblazenkotala je svaki pripremljen wetiri
koncentracije u opsegu od 0,030 do 10,0 mg eksttmkt Kao referentna supstanca, sidteti
antioksidant BHT je takde testiran wetiri koncentracije u koncentracionom opsegu 0@®9,0
do 0,200 mg/ml.

U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentrappeeava se apsorbancija na
700 nm, odnosno redoks kapacitet. U ispitanom katnaeionom opsegu je dobijena linearna
zavisnost izméu koncentracije i redoks kapacitetdabela 4.13).

U cilju poreienja rezultata, koré&njem jedn&ina linearne regresije iztanate su Ig
vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su predigtai u tabeli 4.14.

Najmanju 1Gy vrednost ekstrakta, odnosno najveedoks kapacitet, pokazali su
uzorci pitome nane kao i kod ispitivanja "skevindZer" aktivnosti ¥PPH" radikal. Osim
navedenog, poredak uzoraka je gotovo idantikao i u testu na DPPH’ radikal, sa tom
razlikom Sto su u ovom testu ekstrakti perSunadgitivniji od uzoraka kima

U poreienju sa IGy vrednogu dobijenoj za BHT (0,120 £ 0,006 mg/ml), svi ek&tr

su pokazali nizi redoks kapacitet.
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Tabela 4.13.Jednaine linearne zavisnosti redoks kapaciteta i mademcentracije (c)
netretiranih i termiiki tretiranih ekstrakata.

Uzorak netretiran ekstrakt teréki tretiran ekstrakt
jedn&ina prave koeficijent  jedn&ina prave koeficijent

linearnosti linearnosti
(R) (R)

List pitome nane y=0,7388+0,0461 0,9994 y=0,72733484 0,9999

Kora kruSine y=0,2361x+0,04110,9970 y=0,2453x+0,03810,9962

List breze y=0,4131x-0,0534 0,9983 y=0,4369x-0,07®@}9999

Plod kima y=0,0887x+0,03110,9980 y=0,101x+0,023 0,9934

Plod perSuna y=0,1038x+0,0086,9995 y=0,1085x+0,015 0,9997

Vitalplant® y=0,3352x+0,0287 0,9964 y=0,3365x+0,03120,9970

Uvazavajdi rezultate Duncan-ovog testa viSestrukih intervgésno se utavaju
zn&ajne razlike izméu redoks kapaciteta ispitanih uzoraka, sa izuzetékstrakatebreze i
Vitalplant® koji se nisu méu sobom razlikovaliTermicki tretman ne dovodi do ztajnih
promena u redukcionoj aktivnosti.

Prergunavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijdlabela 4.15), statistéki
znaajne razlike izméu uzoraka pitome nane, breze i Vitalpfanhe postoje. Izrazene na
ovaj n&in, 1Cso vrednosti imaju méusobno identian poredak kao i kod testa na DPPH’
radikale (r=0,913;p<0,05). Osim navedenog dobijeni rezultati su i gokob zn&ajnoj
korelaciji sa "skevindzer" aktivnosti na superoksuhjon radikale (r=0,980p<0,05).
Statisttki parametri takde ukazuju i na to da je posemnje u redoks kapacitetu kod uzoraka

kima i perSuna nakon tertkiog tretmana zri@ajno.
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Tabela 4.14 Redoks kapacitet biljnih etanolnih ekstrakata,Zerapreko IG vrednosti.

Redoks kapacitet biljnog ekstrakta

netretiran terndiki tretiran
Uzorak ICs0 (Mg/ml) = SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 0,677 +0,188 0,612+ 0,013
Kora krusine 1,76 0,370 1,69 + 0,389
List breze 1,07 £ 0,028 0,996 + 0,021
Plod kima 5,27 + 0,034 4,93 +0,18%
Plod per§una 4,68 + 0,098 4,38 + 0,158
Vitalplant® 1,27 + 0,257 1,27 0,223

Brojevi oznaeni razltitim slovima ¢ % u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test vi§dsh intervalap<0,05.

Tabela 4.15. Redoks kapacitet etanolnih ekstrakata biljakargdumat na biljni uzorak,

izraZzen preko lgp vrednosti.

Redoks kapacitet biljnog uzorka

netretiran terndiki tretiran

Uzorak ICs0 (Mg/ml) £ SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 3,927 £ 0,627 3,55+ 0,088
Kora krugine 7,99 +1,88 7,67 £1,77

List breze 4,09 + 0,10 3,82 +0,083

Plod kima 27,1+0,174 25,4 + 0,962

Plod perSuna 40,2 + 0,845 37,6 +1,38
Vitalplant® 4,88 + 0,985 4,89 + 0,860

Brojevi ozn&eni razliitim slovima ¢ % u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov tesestgukih intervalap<0,05.

Smatra se da su askorbinska kiselina, fenolneikesetedukovani glutation, fenolne

kiseline i flavonoidi najzn&jnije redukujide supstance u biljnim tkivima (Meir i sar.,1995).

Ovo je u skladu sa naSim podacima, jer smo stk@t analizom dobijenih rezultata,

ustanovili i zn&ajnu pozitivnu korelaciju izm# sadrZzaja ukupnih fenola odenih

spektrofotometrijski i redoks kapaciteta (r=0,940,05).

113



Doktorska disertacija Aleksandra MiSan

Dudonné i sar. (2009) su ispitivanjem antioksidanaktivnosti 30 biljaka, raalitim
testovima, takde ustanovili zn&jnu korelaciju izméu redoks kapaciteta i sadrzaja ukupnih

fenola odrdenih spektrofotometrijski.

4.2.5 Fe?* helataciona aktivnost

Reakcijom ferozina sa jonima ¥enastaje kompleks E&ferozin, ljubiaste boje. U
prisustvu antioksidanta, helir&gg agensa, nastanak kompleksa je inhibiran, Stoltirez
slabljenjem inteziteta ljubaste boje (Hazra i sar., 2008).

U cilju odredivanja helatacione aktivnosti, kao i kod predhodiva testa, etanolni
ekstrakati su razblazeni, tako da je svaki pripjemucetiri koncentracije u opsegu od 0,080
do 2,00 mg ekstrakta/ml. Kao referentna supstaBa]A je testirana u Sest masenih
koncentracija, u koncentracionom opsegu od 0,003,d65 mg/ml.

U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentradijelazi do smanjenja
apsorbancije na 562 nm, odnosno @ewga helatacione aktivnosti. Dobijena je linearna
zavisnost izméu koncentracije i helatacione aktivnosti, u ispiiankoncentracionom opsegu
za sve uzorkeTabela 4.16).

U cilju poreienja rezultata, koré&njem jedn&ina linearne regresije iztanate su Ig
vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su predigtai u tabeli 4.17.

Najveta helataciona aktivnost, odnosno najnizgy i@ednost dobijena je za ekstrakt
pitome nane, dok je najye IG5 vrednost u ovom testu dobijena za ekstrakt krusSine
Statisttki gledano, ostali uzorci se mhesobno ne razlikuju u velikoj meri. lako relativho
bliske, dobijene Ig vrednosti su oko deset putaceeod 1Govrednosti dobijene za EDTA
(0,054 % 0,002 mg/ml).

Termiki tretman kod svih ispitanih uzoraka dovodi do spmaja helatacione
aktivnosti, pri cemu su statistki znatajne razlike izméu tretmana dobijene jedino za

ekstrakt kruSine
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Tabela 4.16.Jednaine linearne zavisnosti helatacione aktivnosti iseree koncentracije (c)
netretiranih i termiki tretiranih biljnih ekstrakata.

Uzorak netretiran ekstrakt ter¢hi tretiran ekstrakt
jedn&ina prave koeficijent  jedna&ina prave koeficijent
linearnosti linearnosti
(R?) (R?)
List pitome nane y=44,888x+24,0840,9481 y=47,219x+18,7890,9715
Kora kruSine y=17,93x+24,647 0,9840 y=10,558x+23,16,8974
List breze y=34,459x+19,6350,9212 y=33,062x+20,1560,9289
Plod kima y=28,876x+16,5670,9703 y=25,707x+16,9250,9884
Plod perSuna y=75,924x+1,3048,9725 y=74,718x+1,91290,9996
Vitalplant® y=48,87x+0,5624  0,9967 y=38,273x+12,578,9860

Prerg&unavanjem dobijenih I§ vrednosti na masu uzorkagorci pitome nane i breze
poseduju véu helatacionu aktivnost od ostalih uzoraka, koji meiusobno statistki

zna&ajno ne razlikujuTabela 4.18).

Tabela 4.17. Helataciona aktivnost etanolnih ekstrakata b#jakzrazena preko kg
vrednosti.

Helataciona aktivnost ekstrakta

netretiran terntiki tretiran
Uzorak ICs0 (Mg/ml) £ SD  1Go (mg/ml) + SD

List pitome nane 0,435+0,180 0,570 + 0,09%
Kora kruSine 1,39 + 0,160 2,90 £+ 0,122
List breze 0,602 +0,080 0,650 + 0,08%
Plod kima 1,05 + 0,09 1,22 +0,07%
Plod persuna 0,583+ 0,033 0,702 + 0,00¥"
Vitalplant® 0,983 + 0,037 1,05+ 0,10%*

Brojevi oznaeni razltitim slovima ¢ 9 u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov teSestrukih intervalgy<0,05.
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Tabela 4.18.Helataciona aktivhost etanolnih ekstrakata biljgk@ra&unata na biljni uzorak,
izrazena preko 163 vrednosti

Helataciona aktivnost biljnog uzorka

netretiran terndki tretiran
Uzorak ICso (mg/ml) £ SD  IGo (mg/ml) + SD
List pitome nane 2,52 + 0,126 3,30 + 0,54%
Kora kruSine 6,31 + 0,454 13,2 + 0,373
List breze 2,31 +0,380 2,49 + 0,200
Plod kima 5,37 + 0,507 6,26 + 0,394
Plod perSuna 5,01 + 0,452 6,03 + 0,079
Vitalplant® 5,68 £ 0,214 6,09 + 0,627

Brojevi ozngeni razltitim slovima ¢ 9 u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test vi§dsh intervalap<0,05.

Poznato je da joni B& mogu inicirati reakciju lipidne peroksidacije Fenovom
reakcijom (HO,+ F&*— Fe*+ OH + OH’), kao i ubrzati razgradnju lipidnih peroksida
pravcu stvaranja peroksi i alkoksi radikala kojijel&rse propagaciju (Halliwell, 1991). Stoga
se smatra se da je helatacija jedan od vrl@dggnén mehanizama antioksidantne aktivnosti
(Duh i sar., 1999). U skladu sa navedenigkivalo bi se postojanje pozitivhe korelacije
izmedu "skevindzer" aktivnosti na hidroksil radikale elatacione aktivnosti. NaSi rezultati
ukazuju na postojanje pozitivne korelacije (r=0,%40,05), ali ona nije bila statigki
zn&ajna.

Smatra se da su flavonoidi najzamije helirajie supstance u biljnim tkivima (Cook
i Samman, 1996; Kessler i sar., 2003). U ovom rpdzitivha korelacija izmidu sadrZzaja
ukupnih fenola, kao i ukupnih flavonoida i helataw aktivnosti nije ndena. Ebrahimzadeh i
sar. (2008) takde nisu pronasli pozitivhu korelaciju izihe ovih parametara, ali su kao i mi
za ekstrakt pitome nane u svojim ispitivanjima diamajveci sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih
flavonoida, kao i helatacione aktivnosti.

Hinneburg i sar. (2006) su u okviru odreanja antioksidantne aktivnosti ekstrakata
odabranih zé&na, dobijenih hidrodestilacijom, vrsili i odivanje helatacione aktivnosti
ekstrakata perSuna i kim®obijene vrednosti su izrazene u ekvivalentima BD7e stoga
kao apsolutne nisu uporedive sa nasSim. Pored awagedeni autori su dobili oko dva puta

veéu helatacionu aktivnost ekstrakta perSuna u odmasektivnost ekstrakta kim&vong i
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sar. (2006) su ustanovili e helatacionu aktivnost metanolnog ekstrakta perdumdnosu
na vodeni, préemu su obe vrednosti biledeeod vrednosti dobijene za EDTA.

4.2.6 Antioksidantna aktivnost odredenap-karoten metodom

Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakaja odrelena na osnovu oksidativne
degradacije p-karotena u emulziji B-karoten-linolna kiselina, koja je p@na
spektrofotometrijski i kolorimetrijski na ELISAitacu.

Do oksidacije p-karotena dolazi tokom slobodnoradikalske reakage lipidnim
radikalima, prilikom¢éegap-karoten gubi dvostruke veze, Sto dovodi do gubktkamofore.
Dodatkom antioksidanta u sistem, sjanea se apstrakcija vodonika iz dialilnih metiletski
grupa linolne kiseline§ime se indirektno sptava oksidacijg-karotena (Kennedy i Liebler,
1991; Tsuchihashi i sar., 1995; Takada i sar., 2006

U cilju odredivanja AOA, kao i u prethodnim testovima, ekstraddi razblazeni tako
da su dobijeneetiri koncentracije, u opsegu od 0,800 do 8,00 kejrekta/ml. Rezultati su
prikazani u Prilogu $lika 4.17.-4.19. Kao kontrola je kori&n rastvor butilovanog
hidroksitoluena (BHT) koji je pripremljen take ucetiri koncentracije (0,005-0,510 mg/ml).

U tabeli 4.19 su prikazane Jg€vrednosti etanolnih ekstrakata biljaka, dobijeme
jedn&ina linearne regresije, na osnovu spektrofotonsiioiy odreivanja AOA.

U ovom testu, naj\@ antioksidantnu aktivhoge imao ekstrakt kruSine, dok je
najmanju ispoljio ekstrakkima. Statisttki podaci ukazuju na to da se ekstrakti breze i
komercijalnog preparata Vitalpldhmedusobno zn&jno ne razlikuju. Takte, velike razlike
ne postoje ni izm#u ekstrakatgerSuna i pitome nan& poreienju sa BHT-om, za koji je
dobijena 1Gy vrednost od 0,054 + 0,009 mg/ml, svi ekstraktispoljili znatajno nizu AOA.

Termikim tretmanom, do zrajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka
pitome nane krusine

Ako se dobijene vrednosti prémaju na masu polaznog uzorka, dobijaju se retultat

prikazani u tabeli 4.20.
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Tabela 4.19. AOA aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, odesdj spektrofotometrijski,
izrazena preko 16 vrednosti kao mg ekstrakta/ml.

AOA aktivnost ekstrakta

netretiran ternki tretiran

Uzorak ICs0 (Mg/ml) £ SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 6,71 + 0,180 8,01+ 0,608

Kora krusine 1,38 + 0,188 1,60+ 0,142

List breze 5,68 + 0,270 5,87 + 0,60
Plod kima 9,12 + 0,233 9,66 + 0,098
Plod persuna 6,32 + 0,0%7 6,85 + 0,047
Vitalplant® 5,61 + 0,54% 5,21 + 0,200

Brojevi ozna&eni razltitim slovima ¢ ) u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test sifigkih intervalap<0,05.

Izrazene na ovaj &m, 1Cso vrednosti svih uzoraka se thesobno statistki znatajno
razlikuju, pri ¢emu najvéu antioksidantnu aktivnost ima uzorak kruSine, fida uzorak
perSuna, dok su razlike izae tretmana manje izraZzene. Tetkim tretmanom, do
znaajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka piomana perSuna

Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakaf@atena je i kolorimetrijski na
ELISA citacu. Rezultati su prikazani u Prilogélika 4.17.-4.19. Osim razlike u tehnici
pracenja, inkubacija na 50°C u ovom &ju se vrsi u struji toplog vazduha, a s¥#avanja
se vrSe automatski. Paenjem dobijenih rezultata bele 4.19.-4.22. moZe se uditi da su

vrednosti skne, meutim zna&ajna korelacija izméu serija rezultata ne postoji.
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Tabela 4.20. AOA aktivhost etanolnih ekstrakata biljaka, ptenaata na biljni uzorak,
odrelena spektrofotometrijski, izrazena prekgd@rednosti kao mg (biljnog materijala)/ml.

AOA aktivnost biljnog uzorka

netretiran terndki tretiran

Uzorak ICso (Mg/ml) £ SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 38,9 + 0,929 46,5 + 3,51

Kora krugine 6,25 + 0,855 7,24 + 0,643

List breze 21,8 +1,03 22,5+ 2,37

Plod kima 49,6 + 0,493 49,6 + 0,493
Plod persuna 54,7 + 0,679 60,5 + 2,88
Vitalplant® 32,4 +3,14 30,1+1,18

Brojevi ozngeni razltitim slovima ¢ 9 u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test vi§dsh intervalap<0,05.

Tabela 4.21. AOA aktivhost etanolnih ekstrakata biljaka, odesdj na ELISACcitacu,
izrazena preko 163 vrednosti kao mg ekstrakta/ml.

AOA aktivnost ekstrakta

netretiran terndiki tretiran
Uzorak ICso (mg/ml) + SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 6,23 + 0,569 5,52 + 0,355
Kora krugine 2,63 0,409 2,70 + 0,337
List breze 8,23 +1,38 7,31+£0,73%
Plod kima 8,21 + 0,046 7,63 +0,281
Plod perSuna 7,54 + 0,494 8,10 + 0,132
Vitalplant® 4,13 + 0,078 3,49 + 0,62¥

Brojevi ozna&eni razlkitim slovima ¢ % u koloni se signifikantno razlikuju
kada se koristi Duncan-ov test sifgkih intervalap<0,05.

U kolorimetrijskom odréivanju,najvetu AOA aktivnost je imao ekstrakt kruSine, kao
I kod spektrofotometrijskog odtevanja, dok su najmanju ispoljili ekstraktima, breze i
peruna, koji se ndesobno nisu razlikovali. Komercijalni preparat \fitant® je i u ovom

testu po aktivnosti bio na drugom medsim navedenog, na osnovu rezultata ovog testa,
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termicki tretman ne dovodi do ztajne promene u AOA aktivhosfTdbela 4.21). Znaajno
je napomenuti da je na ovajdma za BHT dobijena znatno ¥& 1Cs5o vrednosti od 0,273 +
0,028 mg/ml, koja je takie, znatno niza od svih dobijenih vrednosti za eksé.

Ako se dobijeni rezultati pretanaju na masu uzorkd gbela 4.22) interesantna je
¢injenica smanjenja u AOA usled terkog tretmana kod uzorka perSuna, Sto se pokazalo i
kod spektrofotometrijskog odivanja.

U porelenju sa ostalim testovima primenjenim u ovom ra8l@A u sistemup-
karoten-linolna kiselina je test sa najslabijom @djivoS¢u. Razlike u rezultatima dobijenim
na osnovu spektrofotometrijskog i kolorimetrijskogenja ukazuju na to da uslovi sredine u
velikoj meri utéu na dinamiku procesa oksidacije. Kéggje ELISAcitaca, u cilju pr&enja
promena, u velikoj meri omogava automatizaciju samog procediae se moze eleminisati

niz greSaka prilikom manipulacije uzorkom.

Tabela 4.22. AOA aktivhost etanolnih ekstrakata biljaka, ptenaata na biljni uzorak,
odrelena na ELISAitacu, izrazena preko Kg vrednosti kao mg (biljnog materijala)/ml.

AOA aktivnost biljnog uzorka

netretiran terntiki tretiran
Uzorak ICs0 (Mg/ml) = SD  1Go (mg/ml) + SD
List pitome nane 36,1 + 0,385 32,0 + 3,36
Kora kruSine 11,9+ 1,85 12,3+ 1,58
List breze 31,5+578 28,0 + 2,8%
Plod kima 42,2 +0,238 39,2 +1,4%
Plod per§una 61,78 + 601 68,8+ 1,61
Vitalplant® 23,9 + 0,446 20,1 + 3,68

Brojevi ozn#eni razliitim slovima ¢ ) u koloni se signifikantno razlikuju kada
se koristi Duncan-ov test viSestrukitervala,p<0,05.

Konano, uzimajdi u obzir sve rezultate odivanja AOA, moze se zakliti da je
kruSina uzorak sa najyem aktivnogu u ovom testu, dok je perSun uzorak sa najmanjom
aktivno&u. Svi uzorci pokazuju znatno nizu aktivhost u cglncma BHT, a ternikim
tretmanom se jedino stati&ti znatajno smanjuje antioksidantna aktivnost uzorka Sypea.

Porelenjem dobijenih rezultata sa rezultatima ostalibtaea, statistki znaajna

korelacija nije uspostavljenddassimotto i sar. (2005), taée, nisu uspeli da uspostave
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korelaciju izmeu sadrzaja ukupnih fenola, vitamina C i AOA, sugeliida je antioksidantna
aktivnost u ovom testu rezultat kombinovanog dehjwaraziltitih jedinjenja, koja imaju
sinergistéki ili antagonistéki efekat.

Chaillou i Nazareno, 2006 su ispitali antioksidantaktivnost raztiitih fenolnih
jedinjenja u sistemy3-karoten-linolna kiselina, préemu su linolnu kiselinu selektivho
oksidovali enzimatski, ponéa lipoksigenaze. Od 18 ispitanih fenolnih jedinggrjvercetin i
sinapinska kiselina su pokazali najueaktivnost. Sveobuhvatniju studiju su sproveli @aur
Oleszek, 2001, u kojoj su ispitali antioksidantnktivanost 42 flavonoida, pricemu su
oksidaciju linolne kiseline vrSili terrdki. Oni su doSli do zaklgka da samo flavonoli sa
slobodnom —OH grupom u polozaju C-3 pokazujwajrau aktivhost.

Nasi rezultati ukazuju da je antrahinonima bodateina najbolji antioksidant od svih
ispitanih biljaka u ovom testu. Choi i sar. (20G@Q) ustanovili da emodin i alaternin (2-
hidroksiemodin) uspesno vrSe inhibicuju oksidacije linolne kiseliti®cijanatnim testom.
Yeni sar. (2000) su ispitali antioksidantnu ak@sh antrahinona i antrona u r&#im
sistemima. Inibiciju peroksidacije linolne kiselingpitani antioksidanti, u koncentraciji od
200 ppm, vrSe u sledem poretku: BHA (96%), antron (95%), alizarin (93%lpe-emodin
(78%)>rein (71%)>emodin (36%)>antrahinon (8%).
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4.3 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST
KOMERCIJALNOG PREPARATA VITALPLANT ©
U KEKSU

Oksidacija lipida u prehrambenim proizvodima dovddipromene u funkcionalnim i
senzornim karakteristikama i smanjuje njihovu odozt. U cilju spréavanja uzegnutosti
lipida u hrani, najeXe se koriste sinteti antioksidanti. Postoji osnovana sumnja da su
nage&e kori€eni sintettki antioksidansi BHT (butilovani hidroksitoluenBHA (butilovani
hidroksianisol) toksini, dok su prirodni antioksidansi, kao Stos|s,y i 6 tokoferol, skupi i
manje efikasni (Moure i sar., 2001).

Usporavanje procesa lipidne peroksidacije u prebeanm proizvodima se efikasno
moZe sprovesti primenom prirodnih antioksidanat@a¥a su biljni ekstrakti i Zani. Biljke iz
familije Lamiaceae, u koje spadaju ruzmarin, Zalfifimijan, origano i nana su pokazale
potencijalno veliku mogtnost zbog prisustva komponenti koje mogu inhibidgtidnu
oksidaciju, a najefikasnijim su se pokazali ruzmarizalfija (Bravo, 1998; Pokorny i sar.,
2001).

Sa stanoviSta razvoja kardiovaskularnih bolestinzkmniranje keksa i sihih
proizvoda se ne prepafuje zbog toga Sto ono dovodi do péarog unosa zasnih i trans-
nezastenih masnih kiselina, za koje je dokazano da podi¥zo LDL-holesterola u krvi, a
samim tim i povéavaju rizik od nastanka ovih bolesti (Mensik i s28003).

Sa druge strane, popularnost ovih proizvoda jeatng velika, zbog njihove relativho
niske cene, velike raznovrsnosti i relativno dugokp trajanja (Gandhi i sar., 2001).

Zadnjih godina, velika paznja se poklanja dizamwa funkcionalnih dodataka
pekarskim proizvodima u cilju postizanja smanjenagka od nastanka razitih bolesti.
Pekarski proizvodi se obog#u fitosterolima,a-tokoferolom, -karotenom (Quilez i sar.,
2005), kao i prehrambenim vlaknima, kao St@-gukan ili psilium (Jenkins i sar., 2000).

Bilina mesavina Vitalplafit je ciljino komponovana na bazi biljnih droga zaek®
poznato da blagotvorno deluju na digestivni traktajui u vidu dokazana antioksidantna
svojstva meSavine ragitim direktnim i indirektnim testovima, u okvirutigzivanja u ovom
radu je ispitana i antioksidantna aktivnost bilmesavine Vitalplant® u keksu.

U ogledu koji je trajao Sest nedelja, ggae su promene na lipidima MDA testom, kao

i "skevindZer" aktivnost keksa na DPPH' radikalgksh sedam dana. Obzirom da je poznato
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da n&in primene antioksidanta (pulvis ili ekstrakt), meti vreme dodavanja mogu znatno
uticati na efikasnost antioksidanta u hrani (Reddar., 2005), u ovom radu smo biljnu
mesavinu Vitalplarit dodavali u vidu pulvisa i ekstrakta u raitfm udelima. U okviru
eksperimenta, ptane su promene izrde uzoraka kontrolnog keksa, keksa sa dodatkom 2%,
4% i 6% pulvisa i keksa sa dodatkom 2%, 4% i 6%rakéa.

Na slici 4.20. je prikazana promena u Ewmli MDA u ovim uzorcima, tokom perioda
skladiStenja od 6 nedelja.

Glavni proizvodi autooksidacije lipida tokom inigipe faze ovog procesa su
hidroperoksidi, te smo u ovom radu pokusali daipratperoksidni broj koji ukazuje na rane
oksidativnhe promene. Metim, tokom procesa skladiStenja od 6 nedelja nedaom uzorku
nismo uspeli da dokazemo pozitivhe promene zbog@vaphe osetljivosti ovog testa. TBA
promena na lipidima. Malonildialdehid (MDA), glavrdegradacioni proizvod lipidnih
peroksida, je kori&n kao marker za odtiwanje stepena lipidne peroksidacije.

Kao 5to se moZe dii sa slike 4.20. tokom prveéetiri nedelje kokina MDA je
relativno niska u svim uzorcima, manja od 20 nmdID@)/g uzorka. Vrednosti MDA
dobijene za drugu nedelju su najniZze u odnosu teeogrednosti. Takde, osimcinjnice da je
kontrolni uzorak u odnosu na ostale imao n&av®DA vrednost, jasan poredak izthe
uzoraka tokom prveetiri nedelje ne postoji.

Tokom pete nedelje dolazi do skoro dvostrukog parasMDA vrednosti kod svih
uzoraka. Znatno ¥& MDA vrednost u odnosu na ostale je imao uzorakroinog keksa, pri
¢emu je sudé@ po poretku uzoraka, pulvis upravo proporcionasmom udelu bio efikasniji u
spre&avanju oksidacije lipida u odnosu na primenjendrakse.

Tokom Seste nedelje dolazi do daljeg porasta wikoIMDA kod svih uzoraka, pri
¢emu je poredak ndel njima identéan. Dobijeni rezultati ukazuju na to da je antidativha
delotvornost biljne mesavine Vitalpl&htupravo proporcionalna primenjenom udelu, jer se
dodavanjem pulvisa dodaje viSe antioksidanata uosdlma ekstrakt koji je dobijen iz

identiéne koline pulvisa.
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MDA
45
SN —
30 \ / a2 —— | nedelja
25 7 —— |l nedelja

nmol/g

20 =i lll nedelja
15 1 —8— |V nedelja
10 —&— V nedelja

=0Vl nedelja

kontrolni 2%pul 4% pul 6%pul 2%ekstr 4% ekstr 6% ekstr
keks

Slika 4.20.Kolicina MDA u uzorcima keksa: kontrolni keks; keks $a Bulvisa (2% pul)
keksa sa 4% pulvisa (4% pul); keks sa 6% pulvida fdil); keks sa 2% ekstrakta (2% eks
keks sa 4% ekstrakta (4% ekstr); keks saekstrakta (6% ekstr), tokom perioda skladiSte
od 6 nedelja.

ICs0 (g/ml) DPPH aktivnost

LT
1,2
) (\ .
0,8 $ i ==l nedelja
\ /J_A =1l nedelja

o

I nedelja

0,6
0,4 IV nedelja
0,2 - ==\ nedelja
0 : ' : ' ' : ' =@Vl nedelja
kontrolni 2% pul 4% pul 6% pul 2% ekstr 4% ekstr 6% ekstr
keks

Slika 4.21."SkevindZer" aktivnost na DPP radikale izrazena preko Iso vrednosti, uzoraka
keksa: kontrolni keks; keks sa 2% pulvisa (2% pkdéksa sa 4% pulvisa (4% pul); keks
6% pulisa (6% pul); keks sa 2% ekstrakta (2% ekstr); lsgkd% ekstrakta (4% ekstr); ke
sa 6% ekstrakta (6% ekstr), tokom perioda skladjdted 6 nedel;:
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U cilju odretivanja "skevindzer" aktivnosti na DPPH" radikategtanolni ekstrakati
keksa su pripremani nadia opisan u poglavlju 3.2.4.3., tako da je svakpmman ucetiri
masene koncentracije u opsegu od 0,063 do 0,2%®ksgpkml, svakih sedam dana, tokom Sest
nedelja eksperimenta. Na osnovu dobijenih vredndsinstruisana je zavisnost izduwe
"skevindzer" aktivnhosti na DPPH’ radikale i masé&woacentracije keksa za svaki uzorak,
svake nedelje. U svim ispitanim uzorcima sa porast@oncentracije pov@ava se
antioksidantna aktivnost. U ispitanom koncentracimaropsegu dobijena je linearna zavisnost
izmedu koncentracije i "skevindZer" aktivnosti na DPPiddikale, za svaki uzorak tokom
celog perioda skladiStenja. Na osnovu jaiima linearne regresije izZtanate su I
vrednosti za svaki uzorak, a rezultati su predgavha slici 4.21.

Kao 5to se moZe videti sa slike 4.21., prve nedslgperimenta, uzorak kontrolnog
keksa je imao Iy vrednost od 0,296 = 0,048 g/ml, &eod G vrednosti svih ostalih
uzoraka. Najmanju 1§ vrednost, odnosno najie "skevindzer" aktivnost na DPPH’
radikale je imao uzorak keksa sa 6% pulvisa, kej&posila 0,115 + 0,022 g/ml. Dobijene
ICs0 vrednosti za prvu nedelju imaju slédporedak: kontrola > keks sa 2% ekstrakta > keks
sa 4% ekstrakta > keks sa 2% pulvisa > keks sal@¥aita > keks sa 4% pulvisa > keks sa
6% pulvisa.

ICso vrednosti dobijene za drugu nedelju su gotovotidea kao i vrednosti dobijene
za prvu nedelju ako se uzmu u obzir i dobijene ddamine devijacije za svaki uzorak.
Poreienjem vrednosti dobijenih za &ei prvu nedelju utava se porast Kg vrednosti kod
svih uzoraka, préemu je on u skaju kontrolnog keksa bio najéie 2,11 puta, dok je kod
keksa sa 6% pulvisa, za ¢tenedelju, dobijen porast od svega 3,18%. Pore@akvirednosti
uzoraka dobijenih za ta nedelju je neSto izmenjen u odnosu na prvu i arkgntrola >
keks sa 2% ekstrakta > keks sa 2% pulvisa > kek¥/sakstrakta > keks sa 6% ekstrakta >
keks sa 4% pulvisa > keks sa 6% pulvisa, i takastaje do kraja eksperimenta.

Tokom pete nedelje se &¢Bva znaajno povéanje IGo vrednosti, naréito kod
kontrolnog uzorka i uzorka keksa sa 2% ekstrakten @ve&anje se moze tuniai gubitkom
antioksidanata u procesu lipidne peroksidacijepdier ako se uvaZe i rezultati dobijeni u
predhodnom MDA testuSlika 4.20). Statisttkim poreienjem rezultata dva testa za petu i
Sestu nedelju dobijene su signifikantno ¢ajae korelacije, za petu nedelju r=0,p%0,05, a
za Sestu nedelju r=0,8p%0,05.
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Dobijeni rezultati ukazuju i na to da i sam kommioluzorak keksa poseduje
antioksidantnu aktivnost. Ovo se moze pripisatizwodima Majlarove reakcije (MRP), za
koje je pokazano da poseduju antioksidantna swejetimas i Toledo, 2005), da deluju kao
redukcioni agensi (Hayase i sar., 1996), da posetajirajita svojstva (Wijewickreme i
Kitts, 1998) i da deluju kao hvataslobodnih radikala (Monti i sar., 1999). Majlasv
reakcija je kompleksna kaskada neenzimskih relkmja se odvija izmdu ugljenih hidrata i
proteina tokom pe&enja Slika 4.22) (Jing i Kitts, 2000). Na osnovu molekulske masmM
se mogu podeliti na jedinjenja sa molarnom masomjona od 300 Da i braon polimere koji
sadrze azot, melanoidine (Friedman, 1996). Manzdcsar. (2001) ukazuju na zf&§
melanoidina za odrzivost terhki tretiranih prehrambenih proizvoda.

Poznato je da do gubitaka antioksidanata mozg wdom procesa proizvodnje i
skladiStenja, a posebno prilikom tetkbg tretmana (Jonsson, 1991). U predhodmnaitro
testovima nije dokazano zteggno smanjenje u antioksidantnoj aktivnosti biljkibmponenti,
kao ni mesavine Vitalplafit prilikom termitkog tretmana, na osnovega se indirektno moze
zakljwti da ni proces penja keksa zr@jno ne uite na antioksidantnu aktivnost biljne
meSavine Vitalplafft. Reddy i sar. (2005) su ispitivali uticaj dodmtikstrakata dobijenih iz
Emblica officinalis Moringa oleiferai Vitis viniferana antioksidantnu aktivnost i oksidativnu
stabilnost keksa. U pogledu tetikbg tretmana pomenuti autori su dosli do id&rdp
zakljucka.
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Slika 4.22 Majlarova rekcija: reakciona Sema nastajanja iptotizina (I) iz proteina i
glukoze, preko intermedijera acetilformoina (II).

Iz
ZT

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti lekovitog jaili za&ina u prehrambenim
proizvodima je u ZiZi interesovanja velikog brojautnika, pri cemu se véna objavljenih
rezultata odnosi na ispitivanja na rafinisanom (@tang i sar., 1978; Tsimidou i sar., 1995;
Hopia i sar., 1996; Frankel i sar., 1997; Huangankel, 1997). lzvestan broj objavljenih
radova se odnosi na ispitivanje antioksidantninstewa z&ina u mesu (Shahidi i sar., 1995;
El-Alim i sar., 1999; Aguirrezabal i sar., 2000pkdse relativho mali broj radova odnosi na
moguenost primene zana i lekovitog bilja u keksu.

Medu njima, Ochi i sar. (1994) su dokazali da 2% eli@inekstrakt zrna kafe usporava
razvoj uzeglosti keksa prilikom skladistenja, dok Bassiouny i sar. (1990) dokazali
antioksidantna svojstva miiécenih etarskih ekstrakata biljahdajorana hortensisMentha

viridis, Mentha piperitai Ocimum basilicumu pekarskim proizvodima. Lean i Mohamed
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(1999) su ispitivali antioksidantna i antimikrobewojstva kurkumeCymbopogon citratys
Piper betle karanfilica, lista crnog biberaGarcinia atriviridis u keksu. Dosli su do zakljlka
da kurkuma ima najizraZenija antimikrobna i antidestna svojstva, dok je list crnog bibera
imao prooksidativno dejstvo.

Konano, uvazavajéi rezultate oba test, moze se zailjuda dodatak biljne meSavine
Vitalplant®, upravo proporcionalno primenjenoj koncentracifipvodi do povéanja
antioksidantne aktivnosti keksa i smanjenja stepipidne peroksidacije. Rezultati ukazuju i
na to da je pulvis efikasniji u sgi@vanju lipidne peroksidacije i u é& meri povéava
"skevindzer" aktivnost na DPPH' radikale u odnasuetanolni ekstrakt koji je dobijen iz
identicne kolgine pulvisa. Osim toga, dobijeni rezultati ukazujuwa veliku oksidativhu
stabilnost svih uzoraka keksa tokom ptatiri nedelje skladiStenja, koja se mozZe dovesti u
vezu sa antioksidantnim delovanjem proizvoda Majlarreakcije, za koje je dokazano da

nastaju prilikom pé&enja keksa.
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U ovom radu je izvrSeno Kkvantitativno odneanje i identifikacija fenolnih
komponenata etanolnih ekstrakata ploda perSupetrgselini fructuy kore krusSine
(Frangulae cortey lista pitome naneMentha piperitadolium), ploda kima(Carvi fructusg i
lista breze Betulae foliun), kao i komercijalnog preparata Vitalpl&r(Frangulae cortex35
%), Mentha piperitaefolium (20%) Carvi fructus (20 %), Petroselini fructus(25 %)),
primenom spektrofotometrijskin metoda odit@nja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida,
kao i HPLC/DAD tehnike u cilju identifikacije fenoh komponenti.

U nastavku istrazivanja ispitivana je antioksidantaktivnosti etanolih ekstrakata
primenom direktnih, ESR "spin trap“ spektroskopskitetoda odrdéivanja “skevindzer*
aktivnosti na superoksid anjon i hidroksil radikalendirektnih, spektrofotometrijskih testova
za odreivanje "skevindZer" aktivnosti na DPPH’ radikaledoks potencijala i helatacione
aktivnosti, kao i antioksidantne aktivnosti u sistel-karoten-linolna kiselina.

Osim navedenog, deo istrazivanja je pdswe ispitivanju termike stabilnosti
ekstrakata navedenih biljaka i komercijalnog praparVitalplan® radi sticanja uvida u
mogutnost njihove primene u pekarskim i konditorskimipvodima.

U poslednjoj fazi rada, izvrSeno je odnenje sposobnosti pulvisa i etanolnog
ekstrakta komercijalnog preparata Vitalpfanda inhibiraju oksidaciju lipida u keksu,
primenom spektrofotometrijskih testova "skevindzaktivnosti na DPPH" radikale i MDA
testa.

Na osnovu dobijenih rezultata se mogu izvesti slexkljucci:

¢ Nakon ekstrakcije smeSom etanol:voda (80:20, win)osi ekstrakcije se kée
oko 20%, pricemu breza daje naj¥ie a kim najmanji prinos.

e U pogledu sadrzaja ukupnih fenola, signifikantnelike meiu uzorcima
postoje, pricemu je kim (2,89 = 0,020%) uzorak sa najmanjim Zajeém, dok
je pitoma nana (18,4 + 0,001%) uzorak sa namesadrZzajem fenola u

ekstraktu. Na nivou polaznog uzorka biljnog maadaj kruSina (3,66 +
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0,020%) i breza (3,61 + 0,090%) su uzorci sa ri@wesadrzajem biljnih
fenola, dok je kod kima (0,563 + 0,005%) ut®n najmanji sadrzaj. Tergkim
tretmanom u v@ni slu¢ajeva ne dolazi do ztajne promene u sadrZaju
ukupnih fenola, osim u staju breze, gde je prinden blagi porast, i perSuna,
gde je sadrzaj neznatno smanjen. Porast u sadigajla tokom terntkog
tretmana bi se mogao objasniti hemijskim promenans#rukturi fenola, dok
bi smanjenje moglo biti posledica njihove direkttegradacije. Kvantitativni i
kvalitativni sadrzaj fenola zavisi od biljne vrs&o verovatno uslovljava
razliku u promenama tokom tertRbg tretmana.

e Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktisgakretao od 0,510 do
2,05%, pri &emu je ekstrakt Vitalplafit biline meSavine bio najbogatiji
flavonoidima, dok je ekstrakt perSuna imao najmasgidrzaj. Statistki
parametri ukazuju na to da se svi ispitani ekstrakitajno razlikuju u
pogledu sadrzaja flavonoida, kao i na to da t&miretman dovodi do
njihovog zn&ajnog smanjenja, u svim sljevima osim kod perSuna. Ispitane
biljke se meéusobno razlikuju po kvantitativnom i kvalitativhosadrzaju
flavonoida Sto verovatno uslovljava razliku u prorama tokom terndkog
tretmana.

e U etanolnom ekstraktu pitome namgvrdeno je i kvantitativno oddeno
prisustvo kafene kiseline, hlorogenske kiselinginey ruzmarinske kiseline,
kao i slobodnih aglikona: kvercetina, naringenihggolina i apigenina. U
poreienju sa ostalim kvantitativno odienim jedinjenjima, svojim sadrzajem
se istte ruzmarinska kiselina. Nakon hidrolize, dolazi plwrasta u sadrzaju
svih pomenutih jedinjenja usled raskidanja glikedidveza, osim u staju
kafene kiseline, koja se verovatno delino degradira pri primenjenim
eksperimentalnim uslovima hidrolize.

e U etanolnom ekstraktu kruSine identifikovana suvariitativno odrdena
sled€a jedinjenja: galna kiselina, protokatehinska kel kafena kiselina,
vanilinska kiselina, hlorogenska kiselina, sirittga kiselina, kao i aloe-
emodin. Nakon hidrolize, utdeno je i prisustvo ferulne kiseline, miricetina,

kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. ddslhidrolize, dolazi do
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porasta sadrzaja svih jedinjenja, osim w&aju galne i vanilinske kiselingjje
se prisustvo nakon hidrolize nije moglo detektavati

e U etanolnom ekstraktu breze kvantitativno su dema sledéa jedinjenja:
galna kiselina, protokatehinska kiselina, kafersekna, hlorogenska kiselina,
ferulna kiselina, rutin i apigenin. Nakon hidrolizgvrdeno je prisustvo i
miricetina, kvercetina, kemferola, kao i porastadrZaju apigenina. Pos&nje
u sadzaju jedinjenja usled hidrolize je¢ano i u sldaju galne kiseline, kao i
protokatehinske kiseline, dok je do smanjenja sgdrkao i u sléaju mente,
doSlo kod kafene kiseline. Nakon hidrolize neznaj@osmanjen i sadrzaj
hlorogenske kiseline. Veliko pov&nje u sadrZzaju galne kiseline nakon
hidrolize se moze objasniti hidrolizom galotanina.

e Rezultati ispitivanja etanolnog ekstrakta kima skaaali na prisustvo
protokatehinske kiseline, kafene, hlorogenskeneuii ruzmarinske kiseline,
Ciji je sadrzaj kvantitativno odden. Nakon hidrolize protokatehinska kiselina
nije detektovana, dok je sadrzaj kafene kiselinargen, kao i u skiaju nane i
breze. Kvantitativno odtene koltine kemferola i kvercetina su u skladu sa
literaturnim podacima.

e Kvantitativnom analizom sastava fenolnih jedinjergganolnog ekstrakta
perSuna utvrdili smo prisustvo: galne kiseline, protokateke kiseline,
kafene kiselinetrans-cimetne kiseline, luteolina, kemferola i apigeniNakon
hidrolize, utvdeno je i prisustvo kverecetina, kao i porast u Aadr svih
ispitanih komponenti, a pogotovu apigenina. PorastdrZzaju galne kiseline
nakon hidrolize se moze objasniti hidrolizom gatita, kao i u sléaju breze.

e Analizom komercijalnog preparata Vitalpl&ntitvrdeno je prisustvo velikog
broja jedinjenja, cije je prisustvo dokazano u pojedémam biljnim
komponentama. Obzirom na kompleksnost smeSe, koemp@nprisutne u
suviSe niskim koncentracijama je bilo teSko kvaitino odrediti.

e Poraelenjem ukupnog sadrzaja fenola dobijenih spektrofetoijski i HPLC
metodom u ekvivalentima galne kiseline dobijajwperedive vrednosti, istog
reda veltine, iako korelacija nije signifikantna p&0,05.

e ESR spektralnom analizom utéeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u

opsegu ispitivanin masenih koncentracija, od 0,d012,00 mg/ml, imaju
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inhibitorni efekat na stvaranje ;0 ili ugestvuju u njihovoj transformaciji.
Dodatak ekstrakata masene koncentracije 0,001 md{od svih ispitanih
uzoraka je nedovoljan da izazove inhibitorni efekatstvaranje © radikala,
dok su svi ekstrakti primenjeni u masenoj koncamijirad 2,00 mg/ml ispoljili
SA0® od 100%. Pri masenoj koncentraciji od 1,50 mg/eistrakti pitome
nane, preparata Vitalpldhi breze su takde pokazali inhibitorni efekat od
100%. Najmanju 1@ vrednost, odnosno naj#e aktivnost u ovom testu
pokazao je ekstrakt pitome nane, dok je najmanjivradst pokazao uzorak
perSuna. Bilina meSavina Vitalpl&ntjie u ovom testu pokazala veliku
aktivnost, koja se moze objasniti sinergisitn delovanjem komponenti koje
je s&injavaju. Dobijene |G vrednost su u statigki znatajnoj korelaciji sa
sadrZzajem ukupnih fenola odenih spektrofotometrijski (r=-0,89, p<0,05).
Ovo je u skladu sa misljenjem velikog broja autégi "skevindzer" aktivnost
pripisuju delovanju biljnih fenola.

e ESR spektralnom analizom uteno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u
opsegu ispitivanih masenih koncentracija, od 0,8050,200 mg/ml, imaju
inhibitorni efekat na stvaranje "OH il¢estvuju u njihovoj transformaciji. Pri
masenoj koncentraciji od 0,150 mg/ml svi uzorcinogkstrakta kruSine, su
takade pokazali inhibitorni efekat od 100%. Dodatak eMsita masene
koncentracije 0,005 mg/ml, kod svih ispitanih uk@araje nedovoljan da
izazove inhibitorni efekat na stvaranje "OH radikatlok su svi ekstrakti
primenjeni u masenoj koncentraciji od 0,200 mgéwiSili potpunu inhibiciju
stvaranja DMPO-OH "spin adukta". U ovom testu kmaSje uzorak koji je i
pri svim ostalim koncentracijama pokazao najslabgktivnost. Najvéu
aktivnost u ovom testu, na nivou ekstrakta, imaozerak kima, dok je uzorak
breze, na nivou polaznog biljnog materijala, imagvatu aktivnost. Visoka
aktivnost komercijalnog preparata Vitalplrste moZe pripisati sinergitiom
delovanju komponenti koje péti od razlitih biljaka.

e U testu na DPPH’" radikale najmanjasdG/rednost je dobijena za etanolni
ekstrakt pitome nane (0,172 = 0,002 mg/mit)k je najvéa vrednost dobijene
za ekstrakte perSun@,65 + 0,820 mg/ml). U podenju sa komercijalnim

antioksidantima, BHT-om d.-tokoferolom, pri masenoj koncentraciji od 0,100
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mg/ml, za koje su dobijene vrednosti od 74,6% L8, svi ispitani ekstrakti
imaju nizu "skevindzer" aktivnost. Statidti podaci ukazuju na zmnajne
razlike u "skevindzZer" aktivnosti izrdae ispitanih biljaka, ali terndki tretman
ne dovodi do smanjenja "skevindZer" aktivnosti. doswvljena je i zn&jna
pozitivna korelacija izm#u sadrzaja ukupnih flavonoida i "skevindzer"
aktivnosti na DPPH’ radikale (r=0,94<0,05), kao i izméu "skevindzer"
aktivnosti na superoksid anjon i DPPH’ radikaleO(84; p<0,89). Korelacija
izmedu sadrzaja ukupnih fenola i "skevindzer" aktivhosti DPPH’ radikal je
pozitivna, ali ne i statistki znaajna.

e Ispitivanjem redoks potencijala, najmanjasd®rednost ekstrakta dobijena je
za uzorke pitome nan@,677 + 0,108 mg/ml). U podenju sa IG vrednogu
dobijenoj za BHT (0,120 + 0,006 mg/ml), svi ekstrau pokazali nizi redoks
potencijal. Prer&unavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijstiatistiki
zn&ajne razlike izméu uzoraka pitome nanbéreze i komercijalnog preparata
Vitalplant® ne postoje. IzraZene na ovaj&m ICsy vrednosti imaju
medusobno identian poredak kao i kod testa na DPPH’ radikale (13,9
p<0,05). Osim navedenog dobijeni rezultati su i sokb znaajnoj korelaciji
sa "skevindzer" aktivn@é® na superoksid anjon radikale (r=0,98%0,05).
Statisttki parametri takde ukazuju i na to da je posenje u redoks
potencijalu kod uzoraka kima i perSuna nakon t&og tretmana zri@jno.

¢ Najveta helataciona aktivnost dobijena je za ekstralkinpé# nane (0,435 *
0,180 mg/ml), dok je najéa IGso vrednost u ovom testu dobijena za ekstrakt
kruSine (1,39 + 0,100 mg/ml). Statidti gledano, ostali uzorci se mhesobno
ne razlikuju u velikoj meri. lako relativno bliskdpbijene IGo vrednosti su
oko deset puta ¥e od IG vrednosti dobijene za EDTA (0,054 + 0,002
mg/ml). Terméki tretman kod svih ispitanih uzoraka dovodi do sfeaja
helatacione aktivnosti, ptemu su statistki znatajne razlike izméu tretmana
dobijene jedino za ekstrakt kruSirrer&unavanjem dobijenih 1£§3 vrednosti
na masu uzorkaitoma nana i brezau uzorci koji poseduju e helatacionu
aktivnost od ostalih uzoraka, koji se dmeobno statistki znatajno ne

razlikuju. Pozitivna korelacije iznid@ "skevindZer" aktivnosti na hidroksil
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radikale i helatacione aktivnosti (r=0,5%0,05) postoji, ali ona nije stati&ki
zn&ajna.

e Rezultati antioksidantne aktivnosti (AOA) u sistefiikaroten-linolna kiselina,
praeni spektrofotometrijski, ukazuju na najue antioksidantnu aktivnost
ekstrakta kruSine, a najmanju ekstrakit@a. Statistéki podaci ukazuju na to
da se ekstrakti breze i Vitalpl&hbiljne me3avine mi&isobno zn&jno ne
razlikuju. Velike razlike ne postoje ni izahe ekstrakat@perSuna i pitome nane
U poreienju sa BHT-om, za koji je dobijenadf{vrednost od 0,054 + 0,009
mg/ml, svi ekstrakti su ispoljili zrgajno nizu AOA. Termikim tretmanom, do
znaajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka pikanand perSuna

o Kolorimetrijskim praenjem oksidativhe degradacifgkarotena na ELISA
¢itacu, dobijaju se uporedive vrednosti, dodm zna&ajna korelacija izmiu
serija rezultata ne postoji. U kolorimetrijskom etivanju, najveeu AOA
aktivnost je imao ekstrakt kruSine, kao i kod spaktometrijskog
odredivanja, dok su najmanju ispoljili ekstraldima, breze i perSuna, koji se
medusobno nisu razlikovali. Vitalplafit biljna mesavina je i u ovom testu po
aktivnosti bila na drugom mesttiermicki tretman ne dovodi do zBtajne
promene u AOA aktivnosti. Kolorimetrijski ptano, za BHT je dobijena
znatno véa IG5 vrednosti (0,273 = 0,028 mg/ml), koja je tako znatno niza
od svih dobijenih vrednosti za ekstrakte. Uzindaju obzir sve rezultate
odredivanja AOA, moZe se zakljiti da je kruSina uzorak sa naja@m
aktivnoZu u ovom testu, dok je perSun uzorak sa najmanjimreosu. Svi
uzorci pokazuju znatno nizu aktivnost u odnosu ndTB a termékim
tretmanom se jedino statidti znaajno smanjuje antioksidantna aktivnost
uzorka persuna.

o Antioksidantna aktivnost komecijalnog preparataalitanf u keksu, u ogledu
koji je trajao Sest nedelja, @@na je na osnovu promena na lipidima MDA
testom, i "skevindzer" aktivnosti keksa na DPPHiikale, svakih sedam dana.
Biljna mesavina Vitalplafit dodavana je u vidu pulvisa i ekstrakta u Kt
koncentracijama. Tokom prvetiri nedelje kokina MDA je relativno niska u
svim uzorcima, manja od 20 nmol (MDA)/g uzorka. i@stinjnice da je
kontrolni uzorak u odnosu na ostale imao nanveéViDA vrednost, jasan
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poredak izméu uzoraka tokom prveetiri nedelje ne postoji. Tokom pete
nedelje dolazi do skoro dvostrukog porasta u MDé&dwosti kod svih uzoraka.
Znatno véu MDA vrednost u odnosu na ostale je imao uzoraktrodnog
keksa, pricemu je sudé po poretku uzoraka, pulvis upravo proporcionalno
sadrzaju bio efikasniji u sptavanju oksidacije lipida u odnosu na primenjene
ekstrakte. Tokom Seste nedelje dolazi do daljeggiaru kolini MDA kod
svih uzoraka, prétemu je poredak ndel njima identéan. Dobijeni rezultati
ukazuju na to da je antioksidativna delotvornodineéi mesavine Vitalplafit
upravo proporcionalna primenjenoj koncentracijr, & dodavanjem pulvisa

dodaje viSe antioksidanata u odnosu na ekstraktj&ajobijen iz identine
kolicine pulvisa. Primenom testa na DPFRidikale, prve nedelje eksperimenta,

uzorak kontrolnog keksa je imaosiG/rednost od 0,296 + 0,048 g/ml,éueod
ICs0 vrednosti svih ostalih uzoraka. Najmanjud®rednost, odnosno najue
"skevindzer" aktivnost na DPPH’ radikale je imaonak keksa sa 6% pulvisa,
koja je iznosila 0,115 = 0,022 g/ml. Dobijenes¢@rednosti za prvu nedelju
imaju sledéi poredak: kontrola > keks sa 2% ekstrakta > kek4% ekstrakta
> keks sa 2% pulvisa > keks sa 6% ekstrakta > kaké% pulvisa > keks sa
6% pulvisa. Tokom pete nedelje dolazi do&aog povéanja IG, vrednosti,
naraito kod kontrolnog uzorka i uzorka keksa sa 2% reksa. Ovo povéanje
se moze tumdti gubitkom antioksidanata u procesu lipidne peaidkcije,
naraito ako se uvaze i rezultati dobijeni u predhodndnbDA testu.
StatistEkim poreienjem rezultata dva testa za petu i Sestu nedeljijethe su
signifikantno zn&ajne korelacije, za petu nedelju r=0,p%0,05, a za Sestu
nedelju r=0,85;p<0,05. Rezultati ukazuju i na to da je pulvis eikg u
spre&avanju lipidne peroksidacije i u &g meri povéava "skevindzer"
aktivnost na DPPH’ radikale u odnosu na etanolstrakt koji je dobijen iz
identine koline pulvisa. Osim toga, dobijeni rezultati ukaziujna veliku
oksidativhu stabilnost svih uzoraka keksa tokom epretiri nedelje
skladiStenja, koja se moZe dovesti u vezu sa asitiaktnim delovanjem
proizvoda Majlarove reakcije, za koje je dokazaamdstaju prilikom p&snja

keksa.
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o UvaZavajdi rezultate oba test, moZe se za&ljuda dodatak biljne meSavine
Vitalplant®, upravo proporcionalno njenom sadrzaju, dovodi pdvetanja

antioksidantne aktivnosti keksa i smanjenja stepipidne peroksidacije.

Rezultati ispitivanja antioksidantne aktivnostijtith sirovina ukazuju na to da sve
ispitane biljne droge poseduju antioksidantnu a®tru svim primenjenim testovima. Osim
po najvéem sadrzaju ukupnih fenola, ekstrakti pitome nanestu i najve&om aktivnogu u
vedini primenjenih testova. Uzorak kima se dstinajmanjim sadrzajem ukupnih fenola al
pokazuje najvé inhibitorni efekat na stvaranje 'OH radikala. Bma je uzorak sa
najslabijim inhibitornim efektom na stvaranje "Olddikala, ali pokazuje najéa AOA
aktivnost u sistemg-karoten-linolna kiselina. Ekstrakti lista brezekpauju relativno visoku
aktivnost u svim primenjenim testovima, dok su ekdi perSuna pokazali relativno slabu
antioksidantnu aktivnost u odnosu na ostale uzoKamercijalni preparat Vitalplafitje
pokazao relativnho visoku antioksidantnu aktivnosteadini testova, koja se moZze pripisati
sinergisttkom delovanju komponenti koje jecagavaju.

Konano, moze se zaklfiti da su ispitane biljne sirovine: perSupetroselini fructug
kruSina Frangulae cortex pitoma nanaNlentha piperitae foliuf kim (Carvi fructug i
obicna brezaRetulae foliun, kao i komercijalni preparat Vitalpldh{(Frangulae cortex35
%), Mentha piperitadolium (20%) Carvi fructus (20 %), Petroselini fructug25 %)) bogat
izvor jedinjenja iz klase fenola. Sve ispitaner®ljdroge poseduju antioksidantnu aktivnost,
koja se zn&ajno ne menja usled tershibg tretmana. Dodatak biljne meSavine Vitalpfant
upravo proporcionalno njenom sadrzaju, dovodi deef@anja antioksidantne aktivnosti keksa
I smanjenja stepena lipidne peroksidacije. Dobij@ziultati ukazuju na mogaoost primene
komercijalnog preparata Vitalpldht cilju proizvodnje Sire palete proizvoda, koji bili
senzorno prihvatljivi od strane potréda a u isto vreme i pots#eni u bioloSkim testovima

kao funkcionalni.
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Slika 4.7.Hromatogram ekstrakta kruSine na 280 nm: A-prediiiz; B-nakon hidrolize.

170



Doktorska disertacija Aleksandra MiSan

DADT A Sig=2804 Ref=500,100 (DOKTORAT\BILIKENENIDR 2009-03-00 005542V AE-05071 D)
mAU &
J R
200
] ¢
175 -
150 ]
1 9 @
] < u A
125 \
100 ‘
75 ‘
1 (3]
] &
] & ‘ 2 5 -
50 ‘ o [ )
4 [=>] - - w ¥
= © © [‘ oy &
19 2| 5 ° I 2 |
] % i 835{ ?“—3 P~ i | ‘| “ Mg 3 @ - i
515 o858l § ). mg B S)EBF & &3 g 3
TE Begial Il = |8 22 S5l 5 1¢ &4
TS S N [les =% TUS U W oW A .-
0] *I' ﬂ'{:\r/“f_fr_“ﬂ‘r\]f_lfl WL YL A At WS A nnll T ATLALNE VI e L A S
] T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 min
DADT A Sig=280 4 Ref=500,100 (DOKTORAT\BILIKEHIDROL 2000-03-14 10-1228\1AAGT01 D)
mAU
200
, B
150
1004
i N
2 2
1 o~ s =
- 3
| F S 3 |
7 || @ | 2 |
50 r I P |
_ N \ @
" | | | & ‘ 5
1 @ P~ ™ [N
183] o %!\\ . o g B fles | = 3
| J ill
| 2lee Bl : SRR - - - R
\=T R SN 3 [ M o | A \ M
U*—JHJ"J_‘ﬂ“m*-“W_I_"r*f\rd%u&-—k’\j—uw' B A B A R R N i WP
| T T T T
0 5 10 15 20 mir

Slika 4.8.Hromatogram ekstrakta breze na 280 nm: A-pre hikpB-nakon hidrolize.
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Slika 4.9.Hromatogram ekstrakta kima na 280 nm: A-pre hidmlB-nakon hidrolize.
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Slika 4.10.Hromatogram ekstrakta perSuna na 280 nm: A-prelizgdy; B-nakon hidrolize.
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Slika 4.17.Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakatagme nan i kruSine: termiki
netretiranih, préenih spektrofotometrijski (spektrofotom.); tetki tretiranih, pr&enih

spektrofotometrijski

(spektrofoto-t); termicki netretiranih,
(ELISA); termiki tretiranih, prgenih kolorimetrijski ELISA-t).

préenih  kolorimetrijski
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Slika 4.18. Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakatareke i kima: termiki
netretiranih, préenih spektrofotometrijski (spektrofotom.); tewki tretiranih, praenih
spektrofotometrijski  (spektrofotort); termicki netretiranih, pratenih kolorimetrijski
(ELISA); termiki tretiranih, praenih kolorimetrijski (ELISAt).
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Slika 4.19. Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakateersuna i komercijalno
preparata Vitalplafit termicki netretiranih, préenih spektrofotometrijski (spektrofotom.
termicki tretiranih, praenih spektrofotometrijski (spektrofoto-t); termicki netretiranih,
pracenih kolorimetrijski (ELISA); termiki tretiranih, préenih kolorimetrijski (ELISAt).
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