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Upotrebom razli¢itih ekstragenasa izvrSsena je ekstrakcija ploda, lista i
korena belog (Morus alba L.) i crnog duda (Morus nigra L. ). Ekstrakcija
etanolom je izvrSena pri predhodno odredenim optimalnim uslovima
ekstrakcije (70% koncentracija etanola, temperatura 60°C i odnos
rastvarac:droga 20 ml/g). Ispitan je hemijski sastav ekstrakata razlicitih
delova duda. Ispitivanja hemijskog sastava etanolnih ekstrakata
obuhvatala su odredivanje sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida,
ukupnih i monomernih antocijana, kvalitativni i kvantitativni sastav
polifenolnih komponenata, kao i sadrzaj mikro-, makro- i toksi¢nih
elemenata. Najvedi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden je u
ekstraktu korena M. nigra (186 mg EHK/g), a najveci sadrzaj flavonoidnih
jedinjenja u ekstraktu lista M. nigra (67 mg ER/g). U ekstraktima lista
duda po svom sadriaju u odnosu na ukupan sadrzaj polifenolnih
jedinjenja istice se kafena kiselina (od 53,34 do 62,11%), dok se u
ekstraktima korena izdvaja hlorogenska kiselina (udeo ve¢i od 74%). U
pogledu mineralnog sastava ekstrakata relativno veliki sadrZzaj Ca i Mg je
karakteristican za obe vrste ekstrakata (veéi od 1.400 pg/g).
Mikroelementi u svim ispitanim uzorcima duda po opadajuéem nivou, su
Fe, B, Zn, Cu i Mn. U ekstraktima dobijenim superkritiénim CO, odreden je
sadrzaj masnih kiselina i ukupnih karotenoida. U ispitivanim ekstraktima
dominante su nezasi¢ene masne kiseline, linolna i linolenska kiselina, a
znacajan je udeo i zasicene masne kiseline (palmitinske kiseline).

Ispitivanje delovanja ekstrakata obuhvatalo je evaluaciju antioksidativne
aktivnosti pracenjem sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala,
redukcionog potencijala i inhibicije lipidne peroksidacije. Po svim
primenjenim metodama najvecu aktivnost je pokazao ekstrakt lista crnog
duda. U zavr$noj fazi rada ispitana je in vitro citotoksi¢na aktivnost
ekstrakata duda, njihovim delovanjem na rast tri éelijske linije: Hep2, RD i
L20B. Ekstrakti lista M. nigra su se pokazali kao najpotentniji inhibitori



Datum prihvatanja teme
od strane NN veca:

DP

Datum odbrane:

DO

Clanovi komisije:

KO

rasta na sve tri éelijske linije (1C5,<30 pg/g). Na osnovu svih sprovedenih
ispitivanja kao proizvod sa najboljim karakteristikama pokazao se
ekstrakti lista M. nigra.
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Using different extraction solvents extracts of fruit, leaves and roots of
white (Morus alba L.) and black mulberry (Morus nigra L.) were prepared.
Extraction by ethanol was carried out at the previously determined optimal
extraction conditions (70% ethanol concentration, temperature 60°C and
the ratio of solvent: drug 20 ml/g). The chemical composition of extracts
obtained from different parts of the mulberry were analysed. These
analyses included the determination of total phenols, total flavonoids,
monomeric and total anthocyanins, qualitative and quantitative
composition of polyphenolic components, and the content of micro-,
macro- and toxic elements. The highest phenolic content was determined in
the extract of M. nigra root (186 mg ECA/ g), while the highest content of
flavonoid compounds was determined in the extract of M. nigra leaves (67
mg ER/g). In the case of mulberry leaf extracts dominant phenolic
compound, in relation to the total phenolic content, was caffeic acid (with
contribution from 53.34 to 62.11%), while in the extracts of root extracts
dominant phenolic compounds was chlorogenic acid (a higher proportion of
74%). In terms of mineral composition of the extracts relatively high
content of Ca and Mg was characteristic of both types of extracts (greater
than 1,400 mg/g). Measured content of trace elements in mulberry extracts
decrease in the next order: Fe> B> Zn> Cu> Mn. In the extracts obtained by
supercritical CO, fatty acids and total carotenoids were determined. In
these extracts dominant unsaturated fatty acids were linoleic and linolenic
acid. Also, significant proportion of saturated fatty acid (palmitic acid) has
been detected.

Testing of extracts activity included the evaluation of antioxidant activity
applying the methods based on: neutralize free radicals, reducing power
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potential and the inhibition of lipid peroxidation. All applied methods
showed the highest activity of black mulberry leaf extract. In the final phase
of work in vitro cytotoxic activity of mulberry extracts was examined. Their
effect on growth of three cell lines: Hep2, RD, and L20B were analysed.
Extracts of M. nigra proved to be the most potent inhibitors of growth in all
three cell lines (1C5,<30 mg/g). On the basis of all conducted tests it has
been proven that M. nigra extracts are products with the best
characteristics.
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Verujem da je ovo pravo mesto, a i odgovarajuci trenutak u kome mogu pokusati da objedinim
utiske od predhodnih nekoliko godina i da izrazim svoju zahvalnost svima koji su doprineli da one budu
jedno nezamenljivo iskustvo. Kada sam zapocela svoje doktorske studije, krajem 2007. godine, iako je
oblast ekstrakcije, lekovitog bilja, fitopreparata i same upotrebe ekstrakata bio uveliko poznat, malo ljudi
je verovalo u moje snove, iluzije i put kojim sam krenula. U tom trenutku nisam ni pomisljala da ce toliko
snage i energije biti potrebno za realizaciju mojih ideja, zbog ¢ega osecam potrebu da se svima koji su se
nasli na tom putu ovom prilikom zahvalim.

Prvenstveno zahvalnost dugujem onima koji su svakodnevno bili prisutni: mentoru prof. dr Zoranu
Zekovi¢u zahvaljujem na pomoci i vodenju tokom postdiplomskih studija, na strucnim sugestijama i
komentarima prilikom istraZivanja i pisanja rada. Koleginici dr Senki Vidovi¢ sa kojom sam nacinila svoje
prve istraZivacke korake u oblasti farmaceutske tehnologije i koja je konstruktivnim sugestijama podstakla
moje analiticko razmislianje, veliko hvala. Slavici Ostoji¢ na pruZenom prijateljstvu, razumevanju i
svakodnevnoj podrsci prilikom izvodenja eksperimentalnog dela rada i onda kada nije bilo sve po planu.
Iskreno se zahvaljujem i prof. dr Ziki Lepojevicu na korisnim savetima i pomodi u razvoju ovog rada,
Svetlani MiloSevi¢ i Aleksandri Cvetanovi¢ na saradnji u svakodnevnim obavezama jednog istraZivaca.

Zahvalnost dugujem i ¢lanovima komisije, prof. dr Gordani Cetkovic i doc. dr Jeleni Zivkovi¢ koje
su u zavrsnoj fazi pisanja rada dale vredne strucne savete i sugestije.

Takode, hvala Ministarstvu prosvete i nauke Republike Srbije, koje je finansiralo projekat
TR31013, u okviru koga je i radena ova teza.

Veliko hvala ljudima koji su slu¢ajno ili namerno dali licni pecat eksperimentalnim rezultatima i
ovom radu. Veliku zahvalnost dugujem profesoru dr Veber Marjanu i doc. dr KoCar Dragu sa Fakulteta za
hemiju i hemijsku tehnologiju Univerziteta u Ljubljani, koji su mi pribliZil ioblast hromatografije i pomogli u
razumevanju problematike HPLC i LC/MS/MS analiza. Dr Miljani Stojanovi¢ koja nije vise medu nama, a
bila je prisutna na samom pocetku mog rada, koja je ljudskim i stru¢nim savetima ukazivala na pravac
kretanja u oblastima koje sam odabrala, dugujem duboku zahvalnost. Koleginici dr Steli Joki¢, sa
Prehrambeno tehnoloskog fakulteta Univerziteta u Osijeku, hvala na idejama i istrajnosti u izradi
eksperimentalnog dela, oblasti optimizacije i statisticke obrade rezultata. Hvala kolegi dr Pavlu
Maskovicu, sa Agronomskog fakulteta u Cacku, na svesrdnoj pomodéi i organizovanju analiza koje su
neizostavni deo ovog rada. Docentu dr Biljani Dojcinovic¢ i prof. dr Draganu Manojlovi¢u, sa Hemijskog
fakulteta u Beogradu, na izvodenju ICP/OES analize mojih uzoraka. Dr Anamariji Mandic, sa Instituta za
prehrambene tehnologije u Novom Sadu zahvaljujem na pomodi u realizaciji HPLC analiza. Docent dr
Goranu Anackovu, sa Prirodno-matematickog fakuteta u Novom Sadu, hvala za ukazanu pomo¢ i trud oko
determinacije mojih uzoraka. Dr Rezici Sudar, naucnom savetniku sa Poljoprivrednog instituta u Osijeku,
na pomoci oko HPLC analize sec¢era. Dragoj prof. dr Radmili Marinkovié-Neducin hvala na nesebi¢noj veri u
mene i nastojanju da istrajem do samog kraja. Kolektivu IstraZivacke stanice Petnica, posebno Ljubici
Peri¢, na pozitivnom stavu, toleranciji i razumevanju mojih ambicija.

Hvala mojim kolegama sa Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu koji su bilo odobravanjem ili
negodovanjem podstakli moj radni motiv i Zelju da istrajem do kraja. Hvala svim mojim kolegama
studentima na entuzijazmu i osmesima od ranih jutranjih sati.

Naravno, hvala mojim dragim i mnogobrojnim drugarima i prijateljima koji su imali razumevanja
za moj rad i ambicije tokom ovih godina. Lista imena svih ljudi je zaista dugacka, stoga znam da ce se oni
sami prepoznati bez da ih sve poimence pomenem i da ¢e samom i dalje deliti postignute uspehe. Ipak,
posebno hvala Danijelu, Heleni i Bojani na Setnji po livadama i sakupljanju materijala za rad, a posebno na
velikom optimizmu i podrsci za Zivotne poduhvate. Hvala, Ani koja je doprinela da ovaj rad vizuelno u
potpunosti bude u skladu sa mojim Zeljama. Danijelu na nesebicnom razumevanju i podrsci i onda kada su
moje zamisli bile tesko ostvarive.

Mojoj porodici, roditeljima i sestri, na pruZenim prilikama da ucim i radim ono Sto volim i na
svemu sto su ucinili da danas budem to Sto jesam.

Marija
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Povezanost ¢oveka i biljaka datira jo§ od davnina. Covek je biljke prvenstveno
koristio u ishrani, a kasnije i u le€enju. Kroz istoriju ¢ovecanstva, biljke su dobijale sve veci
znacaj kao izvor bioloski aktivnih supstanci i lekova. Neki farmakokineticari kinesku knjigu o
korenju i travama ,,Pen Tsao”, autora Shen Nunga (2900 godina p.n.e.) smatraju najstarijom
farmakopejom na svetu i ona obuhvata opis 365 biljnih droga, od kojih se mnoge i danas
upotrebljavaju. Broj cvetnica koje su do danas hemijski ispitane ¢ini samo 10%, od ukupno
250.000 vrsta na planeti, zbog cega se moze zakljuciti da biljni svet i dalje predstavlja
nepresusan i joS nedovoljno istrazen resurs bioloski i farmakoloski aktivnih jedinjenja.
Tokom XX veka trend primene kombinatorne hemije u dizajniranju lekova, pogotovo HTS
skrininga (High Throughput Screening), doveo je do pada interesovanja za prirodne
proizvode. Kako su ocekivanja ovih istraZivanja precenjena, u poslednjih nekoliko godina
svetska naucna javnost ponovo se usmerava na istraZivanja prirodnih molekula kao novih
lekova i primenu fitoterapije. Pored neospornog znacaja za farmaceutsku industriju, prirodni
proizvodi biljaka nalaze Siroku primenu u proizvodniji dijetetskih suplemenata i funkcionalne
hrane, koja pored zadovoljavajucih nutritivnih svojstava ispoljava i odredene farmakoloske i
fizioloske efekte na ljudsko zdravlje, sto je od velikog znadaja u prevenciji nastanka bolesti
savremenog coveka. Zbog toga je ispitivanje bioloSke aktivnosti i hemijska karakterizacija do
sad neispitanih biljnih vrsta od izuzetnog naucnog i prakti¢nog interesa, jer vode ka novim
izvorima potentnih, bioloski aktivnih prirodnih proizvoda.

Na teritoriji Balkanskog poluostrva rastu dve vrste roda Morus: Morus alba i Morus
nigra koji su u narodu poznatije pod imenom beli i crni dud, Samdud ili murva. Biljke ovog
roda su delimi¢no poznate u tradicionalnoj medicini u kojoj su nasle primenu u lecenju
dijareje, snizenju krvnog pritiska, zarastanju rana i dr. Na nasem podneblju plod duda
(dudinje) je minimalno zastupljen u ishrani, a joS manje je istrazen u pogledu hemijskog
sastava i lekovitog delovanja. Da plod, list, kora i koren drveta duda imaju veoma
blagotvorna dejstva poznato je iz iskustava tradicionalnih isto€njackih medicina. U zemljama
poput Kine, Indije i Japana dud se koristi svakodnevno u obliku ¢ajeva, tinktura, u svezem ili
suvom stanju, ili u obliku raznih preparata na bazi ekstrakata. Fitopreparati dobijeni od
razli¢itih vrsta duda u pomenutim zemljama poznati su kao dobri analgetici, diuretici,
antiseptici, antidijabetici, sedativi, hipoglikemici, kao i antiinflamatorni i hipotenzivni agensi,
odnosno sredstva protiv crevnih parazita i nesanice.

Polazedi od pretpostavke da bi do sada neistrazene vrste roda Morus koje rastu na
teritoriji Balkanskog poluostrva mogle biti potencijalni izvori farmakoloski aktivnih
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jedinjenja, ova doktorska teza imala je za cilj sprovodenje detaljnih fitohemijskih i
biohemijskih ispitivanja dve vrste duda sa teritorije Vojvodine i to: Morus alba L. (beli dud) i
Morus nigra L. (crni dud). IzvrSena je ekstrakcija ploda, lista i korena duda, i analiza sastava
dobijenih ekstrakata, identifikacija farmakoloski znacajnih komponenata prisutnih u
ekstraktima, kao i ispitivanje potencijalnog delovanja i moguée primene ekstrakata duda u
ishrani i farmaciji.

Istrazivanje je bazirano na dobijanju i ispitivanju razli¢itih ekstrakata ploda, lista i
korena duda. Ekstrakcija etanolom kao ekstragensom izvrSena je pri optimalnim uslovima,
koji su predhodno odredeni. Fitohemijsko ispitivanje etanolnih ekstrakata obuhvatalo je
spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukunih fenola, flavonoida i antocijana. Odredene
su i pojedinacne polifenolne komponente i saharidi primenom HPLC metode, mikro-, makro-
i toksi¢ni elemenati ICP-OES metodom. U ekstraktima dobijenim primenom superkriticnog
ugljendioksida ispitan je sastav masnih kiiselina primenom GC/FID metode i sadrzaj ukupnih
karotenoida spektrofotometrijski. Cilj ispitivanja delovanja ekstrakata, bio je i evaluacija
antioksidativne, citotoksc¢ne, toksi¢ne i genotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih vrsta Morus radi
utvrdivanja njihovog terapeutskog potencijala. Procena antioksidativne aktivnosti vrSena je
na osnovu pracenja sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (DPPH" i OH"), redukcionog
potencijala i inhibicije lipidne peroksidacije. Citotoksi¢ni potencijal ekstrakata odreden je
MTT testom u in vitro uslovima na tumorksim humnim éelijama (RD, Hep2c i L20B). Toksi¢no
i genotoksicno delovanje ekstrakata duda utvrdeno je primenom Allium anafazno-
telofaznog testa.
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2.1. FITOPREPARATI

Fitoterapija je sklop farmakognozije i komplementarne medicine u tretiranju i
prevenciji bolesti, a obuhvata le¢enje, ublazavanje i prevenciju bolesti primenom lekovitog
bilja, njihovih delova i biljnih proizvoda (ekstrakata, tinktura, itd.). To je prvi oblik medicine
koji je ¢ovek poznavao, vekovima jedini oblik le¢enja i ublaZzavanja bolesti. Najranije
zabeleZeni podaci mnogih naroda (starih Egipéana, Sumeraca, Asiraca, Grka, Kineza i
Indijaca) govore o koriséenju biljaka u terapijske svrhe od strane coveka. Ispitivanjem
hemijskih, bioloskih i farmakoloskih osobina prirodnih proizvoda koris¢enih u tradicionalnoj
medicini Sirom sveta dobijeni su mnogi terapeutski agensi koji se danas koriste u modernoj,
konvencionalnoj medicini: morfin iz opijuma (Papaver somniferum) se koristi kao analgetik,
digoksin i ostali glikozidi izolovani iz Digitalis spp. koriste se za leCenje bolesti srca, taksol iz
pacificke tise (Taxus brevifolia) za le€enje kancera, kinin izolovan iz kore kininovog drveta
(Cinchona spp.) za leCenje malarije, aspirin iz kore vrbe (Salix spp.) kao analgetik, antipiretik i
antiinflamator, kofein iz kafe (Coffea arabica) — stimulans (Heinrich i sar., 2004).

Tretman biljnim ekstraktima, kao i izolovanim prirodnim jedinjenjima i neorganskim
jedinjenjima, je dugi niz godina predstavljao nezamenljivi i gotovo jedini poznati i dostupni
vid le¢enja (Chadwick i Marsh, 1990). Transformacija prirodnih jedinjenja izolovanih iz
biljaka u polusinteticke derivate i sinteza analoga zapocinje pocetkom XIX veka sa razvojem
farmaceutske industrije i farmaceutske hemije. Sredinom XX veka napredak hemije utice na
popularizaciju sinteze i proizvodnje lekova sintetickih analoga kada ,sinteticki“ molekuli u
potpunosti zamenjuju ,prirodne” lekove. Tada farmaceutske kompanije usmeravaju svoja
istrazivanja i ulazu kapital u dobijanje sintetickih jedinjenja, dok razvoj kombinatorne hemije
i racunskog pristupa u dizajniranju novih lekova (Computational Drug Design) dodatno
umanjuju interesovanje za prirodnim proizvodima kao potencijalnim izvorima novih lekova
(Raskin i sar., 2002).

Poslednjih godina XX veka evidentno raste popularnost herbalne i homeopatske
medicine u svetu, interesovanje za organskom (zdravom) hranom i prirodnom kozmetikom.
Razlog popularizacije prirodnih proizvoda je moguéa nebezbednost i toksi¢nost
novosintetisanih jedinjenja po ljudsko zdravlje i Zivotnu sredinu. Danas je na trZiStu prisutan
veliki broj proizvoda koji sadrze aktivne biljne sastojke — fitofarmaceutski proizvodi
(fitopreparati, fitoterapeutici) koji ostvaruju oko 50% od ukupnog prometa na trziStu
farmaceutskih proizvoda (Raskin i sar., 2002; Lalli, 2005). Biljka se moZe smatrati
kompleksnom biohemijskom Ilaboratorijom. Oruzje odbrambenog sistema biljaka od
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biljojeda, mikroba i virusnih infekcija ¢ine brojna bioaktivna jedinjenja koje biljka sintetise.
Nakon viSe od 100 godina istrazivanja, samo trec¢ina danas poznatih bolesti se moZze efikasno
le¢iti danas dostupnim lekovima. Cinjenica, koja se ne sme ignorisati je da brojna bioloki
aktivna jedinjenja koje biljke poseduju su odabrana, razvijena i usavrSena evolucijom u toku
mnogo duZeg perioda nego Sto su to uradile ili to mogu uraditi farmaceutske kompanije
(Raskin i sar., 2002).

Odakle potic¢e potreba za lekovima biljnog porekla? Paradigma zapadne medicine XX
veka je nastojanje da se kompleksne bolesti leCe ,jednim molekulom®. Otpornost na
antimikrobne i antitumorske lekove koja je poslednjih godina postala evidentna ukazuje na
mane ovog postupka lecenje. Multifaktorijalna priroda odrednih kompleksnih bolesti
ukazuje na to da se mora pristupiti leCenju kombinacijom terapeutskih agenasa. Nasuprot
pristupu lec¢enja ,jednim molekulom®, tradicionalna medicina isto¢nih naroda oduvek je
smatrala da je kompleksne bolesti najbolje leciti kombinacijom botanickih i nebotanickih
lekova koje je neophodno prilagoditi pacijentu i stadijumu bolesti. U tradicionalnoj kineskoj i
ajurvedskoj medicini je ovaj pristup najrazvijeniji, gde se istice sinergisticki efekat razli¢itih
komponenata kompleksnih medicinskih smesa. Ocigledno je da su biljke razvile slicnu
strategiju u odbrani od patogena, koji predstavljaju glavni uzrok njihovog oboljevanja i smrti
(Stermitz i sar., 2000; Ball i sar., 2006). Na osnovu ovih ¢injenica moZze se zakljuciti da ukoliko
se pri leCenju odredenih bolesti koriste fitoterapeutici, manja je moguénost od pojave
rezistentnosti zbog zajednickog i sinergistickog dejstva viSe razli¢itih bioaktivnih jedinjenja
biljaka (Raskin i sar., 2002; Lalli, 2005). 1z navedenih razloga, poslednjih nekoliko decenija
sprovedena su brojna istraZivanja lekovitih, aromatiénih i ostalih biljaka sa ciljem razvoja
novih, prirodnih formulacija i aditiva za prehrambenu, kozmeticku, farmaceutsku ili neku
drugu primenu. Sve je veéi broj naucno-istrazivackih timova koji se bave fitoterapijom i
instituta orijentisanih samo na biljnu medicinu. Na Pekinskom univerzitetu trenutno je
registrovano vise od 3.500 naucnika koji uéestvuju na istrazivanjima biljaka i njihovih
produkata, povezivanju tradicionalne i moderne herbalne medicine. Na teritoriji Velike
Britanije postoji vise od 15 registrovanih i priznatih udruZenja i instituta koja se bave
edukacijom i primenom fitoterapije (Vilkinson, 2003). Vaznost istrazivanja usmerenih u tom
pravcu se moze videti i iz Cinjenica da je ¢ak 75% jedinjenja koja se danas koristi u
medicinske svrhe biljnog porekla, a ¢etvrtina od njih se jos uvek izoluje iz biljne droge (Duke,
1990; Newman, 2007). Ispitivanje ovih biljnih vrsta narocito moze biti interesantno ako se
uzme u obzir rast popularnosti komplementarne i alternativne medicine u svetu poslednjih
godina i trend rasta upotrebe prirodnih proizvoda za prevenciju i leCenje brojnih oboljenja
(Golbeck-Wood i sar., 1996; Eisenberg i sar., 1998; Fisher i Ward, 1994; Thomas i sar., 2001;
Mainardi i sar., 2009). Od oko 250.000 biljnih vrsta na Zemlji, mali procenat je hemijski,
bioloski i fizioloski ispitan. Do danas, 119 jedinjenja biljnog porekla se koriste kao lekovi, koja
se izoluju iz samo 90 biljnih vrsta (Chadwick i Marsh, 1990; Lalli, 2005). Familije biljaka koje
su nasle primenu u dobijanju fitopreparata prikazane su u tabeli 1 (Thomson i sar., 2005;
Shannon i sar., 2005; Wright i sar., 2008; Thomson, 2010).
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Fitopreparati ili fitoterapeutici kao aktivne sastojke sadrze biljke, biljne delove ili

njihove produkte. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da se veliki broj biljnih vrsta i familija

moze koristiti za formulaciju fitopreparata. Takvi fitopreparati su bazirani na aktivnim

komponentama jedne biljne vrste ili kombinaciji vise biljnih vrsta.

Tabela 1. Familije biljaka koje su nasle primenu u dobijanju fitopreparata

Familija Biljne klase (tradicionalno ime) Dominantne klase jedinjenja
Actinidiaceae kivi, kineski kivi (fizalis) flavonoidi, triterpeni, tetraterpeni
Alliaceace aloa vera, Spargla, vlasac, crni luk, neproteinske aminokiseline, flavonoidi, triterpeni,
(Liliaceae*) beli luk, praziluk alkaloidi
Anacardiaceae crne ribizle, mango flavonoidi, tetraterpeni
Annonaceae jabuka alkaloidi, flavonoidi, poliketali
Apiaceae Sargarepa, celer, korijander, tetraterpeni, monoterpeni, seskviterpeni,
(Umbelliferae*) persun, mirodija, morac, paskanat  flavonoidi, felilpropani, poliacetileni, amini
iy s . seskviterpeni, alkaloidi, flavonoidi, tetraterpeni,
articoke, kamilica, ehinacea, . - . S S
Asteraceae N . triterpeni, diterpeni, amini, cijanogeni glikozidi,
N maslacak, endivija, zelena salata, . . . .
(Compositae*) monoterpeni, fenilpropani, neproteinske
estragon L
aminokiseline
. brokol, prokelj, kupus, karfiol, . . . - -
Brassicaceae P J, Kup . glukozinolati, tetraterpeni, alkaloidi, flavonoidi,
. x keleraba, rukola, kelj, repa, . . . S
(Cruciferae) N fenilpropani, neproteinske aminokiseline
potocarka
Bromeliaceae ananas flavonoidi, alkaloidi, tetraterpeni
Caricaceae papaja glukozinolati
Chenopodiaceae cvekla, zelje, spana, blitva alkaloidi, amini, neproteinske aminokiseline
Convolvulaceae slatki krompir alkaloidi, flavonoidi
. krastavac, dinja, bundeva, tikva, . . . . . -
Cucurbitaceae . triterpeni, amini, neproteinske aminokiseline
lubenica
Ericaceae borovnica, brusnica flavonoidi, triterpeni, fenilpropani
. . lukozinolati, alkaloidi, flavonoidi, cijanogeni
Euphorbiaceae tapioka & S . R ) g. .
glikozidi, neproteinske aminokiseline, fenilpropani
alkaloidi, flavonoidi, cijanogeni glikozidi,
Fabaceae . .. . Y . ) LT . .
. % soja, socivo, pasulj, grasak, boranija neproteinske aminokiseline, fenilpropani,
(Leguminosae*) ) - . .
diterpeni, triterpeni, amini
. bosiljak, izop, lavanda, matic¢njak, . L . -
Lamiaceae . ) P . ) . alkaloidi, monoterpeni, triterpeni, flavonoidi,
, * majoran, nana, origano, ruzmarin, ] . . . .
(Labiatae*) . e Ly v seskviterpeni, diterpeni, fenilpropani
zalfija, majcina dusica
. alkaloidi, flavonoidi, amini, fenilpropani,
Lauraceae avokado, cimet .
monoterpeni
Malvaceae kakao flavonoidi, alkaloidi
Moraceae dud, smokva flavonoidi, triterpeni, alkaloidi
. flavonoidi, amini, neproteinske aminokiseline,
Musaceae bokvica, banana .
tetraterpeni
Palmae . - .
% kokos alkaloidi, flavonoidi, tetraterpeni
(Arecaceae®)
Piperaceae crni biber amini, alkaloidi, fenilpropani, seskviterpeni
. . . alkaloidi, amini, cijanogeni glikozidi, flavonoidi,
Poaceae limun trava, psenica, kukuruz, o - .
. % S tetraterpeni, triterpeni, monoterpeni,
(Gramineae*) pirinac¢, bambus . .
seskviterpeni
Polygonaceae heljda, zelje flavonoidi, alkaloidi
jabuka, kajsija, kupina, visnja, fenilpropani, flavonoidi, tetraterpeni,
Rosaceae malina, jagoda, nektarina, breskva, = monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni, alkaloidi,
kruska, dunja amini, cijanogeni glikozidi, triterpeni
kari, grejpfut, limun, limeta, alkaloidi, flavonoidi, triterpeni, monoterpeni,
Rutaceae

mandarina, pomorandza

seskviterpeni, amini, fenilpropani, tetraterpeni
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flavonoidi, alkaloidi, triterpeni, cijanogeni glikozidi,

Sapindaceae lici, javor . N
P J neproteinske aminokiseline
aprika, krompir, paradajz, ¢ili, alkaloidi, seskviterpeni, fenilpropani, tetraterpeni,
Solanaceae P p. . pir, P ) . . P prop P
plavi patlidzan amini, flavonoidi
Vitaceae grozde flavonoidi, fenilpropani, triterpeni

*alternativno ime familije

2.1.1. METABOLITI BILJAKA

Bioloski aktivna jedinjenja, odgovorna za terapijsko delovanje, obi¢no su
koncentrisana u pojedinim biljnim organima (list, cvet, seme, koren, plod). Biljka uz pomoc¢
atmosferskog ugljendioksida tokom procesa fotosinteze sintetiSe organske molekule koji se
dele na primarne i sekundarne metabolite biljaka. Primarni metaboliti uti¢u na strukturnu
funkciju same biljke, dok sekundarni metaboliti uticu na meducelijsko funkcionisanje biljke i
reprodukciju unutar biljke, a nastaju kao odgovor na bioticki i abioticki stres (Hartman,
2007).

U primarne metabolite biljaka spadaju ugljeni hidrati, masti, nukleinske kiseline i
proteini. Od primarnih metabolita tri klase (ugljeni hidrati, masti i proteini) se smatraju
strukturnim i hranljivim materijama. Oni su privukli posebnu paznju u cilju ispitivanja i
dokazivanja farmakoloske aktivnosti (WCRF/AICR, 2008) .

Sekundarni metaboliti biljaka mogu se svrstati u cetrnaest osnovih klasa jedinjenja
(tabela 2) i procenjuje se da postoji preko 200.000 hemijskih struktura koje sintetiSu biljke
(Wink, 2003).

Tabela 2. Klase biljnih sekundarnih metabolita

Klasa
Alkaloidi
Amini
Cijanogeni glikozidi
Diterpeni
Flavonoidi
Glukoinolati
Monoterpeni
Neproteinske aminokiseline
Fenilpropani
Poliacetileni
Poliketoni
Seskviterpeni
Tertraterpeni
Triterpeni, saponini, steroli

S obzirom na dokazane biohemijske funkcije koje ova jedinjenja poseduju nije
iznenadujuce da je ispitan veliki broj lekovitih delovanja. Na bazi bilja formulisano je vise od
70% lekova koje se koriste u tradicionalnoj medicini i viSe od 50% lekova koji se koriste u
klasi¢noj medicini. Konkretno u terapiji kancera koristi se preko 60% lekova koji su bazirani
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na biljnim produktima, tj. sekundarnim metabolitima (Gad, 2005). Razlozi za upotrebu
metabolita biljaka i princip njihovog dejstva prikazani su na slici 1.

Biljke vezuju ugljendioksid tokom procesa fotosinteze i koriste ugljenik za sintezu
primarnih i sekundarnih metabolita. S obzirom na to da primarni metaboliti, npr. ugljeni
hidrati, proteini i lipidi, obezbeduju strukturne i funkcionalne komponente biljkama,
sekundarni metaboliti se koriste za komunikaciju, reprodukciju, odbranu, itd. Cetrnaest klasa
hemijskih komponenata se sintetiSe u vidu sekundarnih metabolita biljaka i svaka od klasa
vrsi bioloske aktivnosti koje imaju potencijal da unaprede ljudsko zdravlje kroz njihov efekat
na metabolizam mikroorganizama i sisara putem uzimanja ovih hemikalija kao biljne hrane.
Najvise hroni¢nih oboljenja na koje mogu uticati primarni i sekundarni metaboliti biljaka su:
kancer, kardiovaskularna oboljenja, dijabetes tipa Il i gojaznost, oboljenja koja izazivaju 60%
letalnog ishoda u svetu. Na patogenezu ovih oboljenja uti€¢u metabolic¢ki procesi koji zavise
od biljnih metabolita: metabolizam glukoze, hroni¢na inflamacija, povecana C(celijska
oksidacija i hroni¢na endotoksemija (Thomson i Thomson, 2010).
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Slika 1. Integracija metabolita biljaka i Zivotinja u prevenciju hronicnih oboljenja ljudi
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2.2. FITOHEMIKALUE

Lekovita svojstva biljaka poznata su od najranijih vremena ljudske civilizacije. Od
tada pa sve do danasnjih dana biljke su se upotrebljavale kao hrana, lekovi, konzervansi, u
religiozne svrhe, za ukras, itd. Sve do razvoja hemije, a narocito sinteze organskih molekula
u XIX veku, izvor farmakoloski aktivnih supstanci bile su iskljucivo biljke (Kujundzi¢, 2002).
Veliki broj eksperimenata, radova i studija istiCe pozitivhu ulogu voca, povréa, Zitarica i
drugih jestivih biljaka, u preventivi i le¢enju mnogih oboljenja kod ¢oveka (Moyer i sar.,
2002). Takode, rezultati dobijeni u poslednjih nekoliko godina ukazuju na visok sadrzaj
prirodnih antioksidanasa u biljkama (Keli i sar., 1996; Croft, 1999; Lea i Leegod, 1999).

Fitohemikalije su sekundarni metaboliti biljaka koji imaju potencijalan pozitivan
efekat na zdravlje, a nisu esencijalni nutrijenti (Micronutrient Information Center, Linus
Pauling Institute). Poslednjih decenija su dobile posebno mesto u mnogim ispitivanjima, a
narocito u istrazivanjima antioksidativnih supstanci sa visokim antiradikalskim potencijalom.

Na slici 2 su prikazane neke od podela fitohemikalija sa izrazenim antioksidativnim
delovanjem (Blasa i sar., 2010).
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Slika 2. Razli¢ite grupe fitohemikalija sa izrazenom antioksidativhom aktivno$cu
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2.2.1. FENOLNA JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu heterogenu grupu
sekundarnih biljnih metabolita i jednu od najvaznijih klasa prirodnih antioksidanasa. To su
supstance koje u strukturi imaju jedan ili vise aromati¢nih prstenova sa jednom ili vise
hidroksilnih grupa i obi¢no se dele na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, kumarine i
tanine (Liu, 2004). Ove supstance se mogu naci u slobodnom obliku ili ¢eS¢e u obliku
glikozida sa razlicitim Secernim ostacima ili u obliku kompleksa sa organskim kiselinama,
aminima, lipidima, ugljenim hidratima i drugim polifenolnim jedinjenjima. Za biolosku
aktivnost je zasluzan iskljucivo aglikonski deo molekula. Fenolna jedinjenja u biljkama nisu
ravnomerno rasporedena na nivou tkiva, ¢elijskom i subéelijskom nivou. Nerastvorni fenoli
su sastavni deo ¢elijskog zida, dok se rastvorni fenoli nalaze unutar celijskih vakuola. Na
nivou tkiva, povrsinski slojevi sadrze veéi nivo fenola od onih koji se nalaze u njihovim
sredi$njim delovima. Fenoli celijskog zida, kao Sto su lignini i hidroksicimetna kiselina,
povezani su razli¢itim celijskim komponentama. Ova jedinjenja doprinose mehanickoj
otpornosti celijskog zida, imaju regulatornu ulogu u rastu i morfogenezi biljke, kao i u
reakciji na stres i patogene (Naczk, 2004). Akumulacija polifenolnih jedinjenja varira i u
zavisnosti od fizioloSkog stanja biljke, kao rezultat ravnoteze izmedu biosinteze i daljeg
metabolizma (Macheix i sar., 1990; Harborne, 1994). Brojna istrazivanja potvrduju da je
koncentracija polifenolnih jedinjenja manja u zrelom plodu, osim kod crvenih plodova kod
kojih se flavonoidi i antocijani akumuliraju na kraju sazrevanja (Britton, 1983; Macheix i sar,
1990).

U biljnim organizmima polifenoli obavljaju niz funkcija koje imaju veliki uticaj na
ekofiziologiju biljaka: deluju kao antioksidansi, antimikrobni agensi, fotoreceptori, vizuelni
atraktanti nekih insekata vaznih za oprasivanje cvetova, repelenti herbivora ili kao zastita
biljnih tkiva od prekomernog UV-zradenja (Pietta, 2000; Fang i sar., 2002; Heim i sar., 2002).
Kao prirodni izvori polifenolnih jedinjenja u literaturi se najéeSc¢e spominju zacinsko i
lekovito bilje, ali izvori mogu biti i drugi prirodni izvori kao Sto su voée, povrée, seme uljarica,
Zitarice, brojni Zivotinjski i mikrobioloski proizvodi (Naczk i Shahidi, 2006).

Polifenolna jedinjenja se smatraju vodeéim jedinjenjima sa antioksidativnim
delovanjem. Smatra se da je antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja prvenstveno
rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonika slobodnim radikalima (npr. u reakciji
oksidacije lipida) nakon ¢ega nastaju manje reaktivni fenoksil radikali:

Ph-OH + ROO'- Ph-O" + ROOH

Relativno velika stabilnost fenoksil radikala se objasnjava delokalizacijom elektrona,

uz postojanje vise rezonantnih formi (slika 3).
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Slika 3. Stabilizacija fenoksil radikala rezonancijom
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Stabilizacija fenoksil radikala mogu¢a je i njegovim kuplovanjem sa
slobodnoradikalskim vrstama karakteristi¢nim za reakcije oksidacije lipida, pri ¢emu nastaju
relativno stabilne neradikalske vrste (Duh i sar., 1999).

Polifenolna jedinjenja u odnosu na antioksidativno delovanje su multifunkcionalna,
Sto znadi da deluju kao redukujudi agensi, skvenceri singelton kiseonika, antioksidansi donori
vodonika, a imaju i osobine heliranja metala (Rice i sar., 1995). Da bi se polifenolna
jedinjenja definisala kao antioksidansi moraju da zadovoljavaju dva osnovna uslova:

1. Prvi uslov je da prisutni u malim koncentracijama u substratu mogu da odlozZe, uspore ili
sprece delovanje slobodnih radikala (Halliwell i Gutteridge, 1990);

2. Drugi uslov je da novonastali radikal (radikal nastao nakon delovanja antioksidansa) mora
da bude stabilan (Shahidi i Wanasudara, 1992).

Kao sto je vec prikazano (slika 2) polifenoli obuhvataju veliku grupu jedinjenja, a u
biljkama vrste Morus najzastupljenije su fenolne kiseline i flavonoidi.

Fenolne kiseline

Sve delove biljke roda Morus, kada su u pitanju polifenolna jedinjenja, karakterise
prisustvo fenolnih kiselina. Fenolne kiseline se mogu podeliti na dve osnovne grupe —
derivate benzoeve kiseline i derivate cimetne kiseline (slika 4).

a)
Derivati benzoeve kiseline Supstituenti
R Ry R, Rs
1 —

Benzoeva kislina H H H

p-hidroksibenzoeva kiselina H OH H

Protokatehinska kiselina H OH OH

RZ COOH Vanilinska kiselina CHs; OH H
Siringinska kiselina CH; OH CH;

Galna kiselina OH OH OH

Rs
b)
R1
Derivati cimetne kiseline Supstituenti

R, R, R,

Cimetna kiselina H H H

Ry CH=CH—COOH p-kumarinska kiselina H OH H
Kafena kiselina OH OH H

Ferulna kiselina CH; OH H
R Sinapinska kiselina CH; OH CHs

3

Slika 4. Struktura fenolnih kiselina: (a) derivati benzoeve kiseline i (b) derivati cimetne
kiseline
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Kroz brojna istraZzivanja antioksidativne aktivnosti fenolnih kiselina dokazana je
povezanost hemijske strukture jedinjenja sa aktivno$c¢u. Antioksidativna aktivnost raste sa
povecanjem broja hidroksilnih grupa, pa derivati dihidroksibenzoeve kiseline imaju vecu
antioksidativnu aktivhost u odnosu na derivate hidroksibenzoeve kiseline. Galna kiselina,
kao 3,4,5-trihidroksi benzoeva kiselina, ima jaCe antioksidativnho delovanje od derivata
dihidroksibenzoeve kiseline, Sto je u skladu sa prethodnom tvrdnjom, i smatra se
benzoevom kiselinom sa najjaim antioksidativhim delovanjem. Monohidroksibenzoeve
kiseline sa hidroksilnom grupom u orto i para poloZaju ne pokazuju antioksidativnu
aktivnost, odnosno nemaju osobinu H-donora. Za razliku od njih m-hidroksibenzoeva
kiselina poseduje antioksidativhu aktivnost. Inkorporacija metilenske grupe izmedu
aromaticnog prstena i karboksilne grupe smanjuje uticaj karboksilne grupe, ¢ime se gotovo
udvostrucuje antioksidativna aktivnost (Rice i sar., 1995).

U najceSce prisutne fenolne kiseline roda Morus ubrajaju se galna kiselina,
protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, hlorogenska, p-kumarinska, siringinska,
ferulna i m-kumarinska kiselina. Najzastupljenija kiselina u svim ispitanim uzorcima listova
duda bila je hlorogenska kiselina, u pojedinim vrstama roda Morus i do 0,1% u odnosu na
ukupan sadrzaj ekstrakta (Ercisli, 2008; Memon, 2010). Sadrzaj fenolnih kiselina zavisi i od
dela stabla i vrste koji se ispituje, u plodu Morus nigra najzastupljenija je protokatehinska,
dok je u plodu Morus leavigata to galna kiselina (Memon, 2010). Sadrzaj fenolnih kiselina u
ekstraktima varira i u zavisnosti od metode ekstrakcije i ekstragensa koji se primenjuje.
Odredena istrazivanja ukazuju da se najveci prinosi fenolnih kiselina iz lista i ploda duda
mogu izdvojiti primenom 80% metanola kao rastvaraca (Memon, 2010). Takode, prema
Gerasopoulos i sar. (1997) i Zadernowski i sar. (2005) na razlike u sadrzajima fenolnih
kiselina u razlic¢itim vrstama roda Morus uticu i uslovi okoline, tip zemljista i klima, pri kojima
je biljka uzgajana.

Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najznacajniju grupu fenolnih jedinjenja. Osnovni strukturni
skelet flavonoida ¢ine 15 atoma ugljenika u osnovnoj Cg-C3-Cg strukturi, od kojih devet
pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom
C), a ostalih Sest ugljenikovih atoma ¢ine benzenski prsten B povezan sa benzopiranskim
prstenom na poziciji C-2 (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, flavani i antocijanidini),
na poziciji C-3 (izoflavoni) i na poziciji C-4 (neoflavoni) (slika 5).

] 4

Slika 5. Osnovna struktura flavonoida

U prirodi se najcesce srecu jedinjenja sa hidroksilnim grupama u C-3’ i C-4’ polozZaju i
ne$to manje sa jednom hidroksilnom grupom u poloZaju C-4’. Seéerna komponenta
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flavonoida je najcesc¢e vezana u poloZaju C-3 i rede u poloZaju C-7. Kao Sec¢erna komponenta
najcesce se javlja glukoza, a rede galaktoza, ramnoza i ksiloza (Hermann, 1989).

Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su brojnih modifikacija
njihovih osnovnih struktura, kao $to su: dodatne hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih
grupa, dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata i glikolizacija hidroksilnih grupa
(nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida). Flavonoidi su
rasprostranjeni u svim zelenim biljkama, a nadeni su i u nizZim organizmima. Najzastupljeniji
flavonoidi u biljkama prikazani su na slici 6. Najrasprostranjeniji su flavonoli, koji imaju oko
200 - 300 poznatih aglikona, i flavoni. Kvercetin, kampferol i miricetin su najzastupljeniji
flavonoli, a od flavona najpoznatiji su luteolin i apigenin. Halkoni, auroni, flavanoni,
dihidrohalkoni i izoflavoni se pojavljuju mestimi¢no i u manjem broju biljnih vrsta. Flavanoni
i izoflavoni su bezbojni, dok halkoni i auroni predstavljaju Zute cvetne pigmente (Tumbas,
2010).

Flavoni
R, Supstituenti
,J Jedinjenje P
L R Ri R, Rs
o | Apigenin H OH H
HO 7 “x/““*‘/"‘ R, Luteolin OH OH H
. r
OH O
Flavonoli
R, Supstituenti
l Jedninjenje P
e e R:‘ Rl Rz R3
o o _ Kamferol OH H H
‘“E“l - T”"“‘«’““‘ R, Kvercetin OH OH H
“HI ~~ OH Miricetin OH OH OH
OH O
Izoflavoni
S tit ti
Jedinjenje upstittient
HO = Ry
:L \|L DaidzZein H
= | Genistein OH
R, 0 oy
Flavan-3-oli
R, Supstituenti
Jedinjenje P
.-;’f“w" R, R1 R, Rs
Katehin OH OH H
KI "‘““”ﬂ“\ ~ R, Galokatehin OH OH OH
~ ™~ OH
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Flavanoni

’ Supstit ti

J Jedinjenje P
e R? Rl RZ R3
o o | Naringenin H OH H
\]:/\'I: Tf’*%x“ R, Eriodiktiol OH OH H
= ﬂ/ Hesperetin H OCH; OH

OH ©

Slika 6. Hemijska struktura nekih biljnih flavonoida

Utvrdeno je da su flavonoidna jedinjenja efikasni skevindZeri superoksid anjon i
peroksil radikala, da imaju inhibitorni efekat na proces lipidne peroksidacije, kao i
sposobnost heliranja metala. Kao i u slu¢aju fenolnih kiselina, antioksidativno delovanje
jedinjenja ove grupe zavisi od strukturnih karakteristika.

Dokaz protektivhog delovanja flavonoida in vivo su epidemioloSka istrazivanja
holandskih naucnika koja pokazuju da su koronarne bolesti i dnevni unos flavonoida obrnuto
proporcionalni (Hertog i sar., 1993). Zahvaljujuéi skevindzer aktivnosti hidroksil radikala
utvrdeno je da flavonoidi, kao i gotovo sva ostala fenolna jedinjenja, poseduju veliki broj
bioloskih aktivnosti: vazodilatatorno, antikancerogeno, antibakterijsko, antiinflamatorno,
antialergijsko, antivirusno, imunostimulatorno, itd. (Brown, 1980; Ho i sar., 1992; Middelton
i Kandaswami, 1992).

U listovima M. alba istrazivanja Katsube i sar. (2006) navode kvercetin 3-(6-malonil
glukozid), rutin, izokvercetin i astragalin kao cetiri glavna flavonolna glukozida koja su
identifikovana kao vazini LDL antioksidansi. U plodovima belog duda poreklom iz Kine
dokazano je prisustvo rutina, morina, kvarcetina i miricetina (Yang, 2010), dok su u
plodovima divljeg crnog duda poreklom iz Brazila identifikovani pelargonin i kvercetin
(Hassimotto, 2006). Ispitivanja kore duda ukazuju na prisustvo flavonoida: rutina,
izokvercetina i morina, kao i derivata moralbanona: kuvanona S (eng. kuwanon S),
malberozida C (eng. mublerrozid C), ciklomorusina, eudraflavona B hidroperoksida,
oksihidromorusina, lakhianona G i a-acetil-amirina, sa izrazitom antivirusnom aktivnoséu
(Du, 2002) .

Antocijani
Grupu fenolnih jedinjenja ¢ine i antocijani i antocijanidini koji su metabolicki produkti
flavanona. Antocijani su glikozidi antocijanidina, flavonoida koji su zasluzni za plavu,

ljubiCastu i crvenu boju voca i povréa. Osnovna struktura antocijana je 2-fenilbenzopirilijum
ili flavilijum katjon (slika 7).
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S Supstituenti
Jedinjenje R, R, R,
Pelargonidin H H H
Cijanidin OH H H
Delfinidin OH OH H
Petunidin OCH; OH H
Malvidin OCH3 OCH; H

Slika 7. Osnovna struktura antocijana

Svi antocijanidini imaju hidroksilnu grupu na polozaju 3 C prstena, a veéina
antocijana su penta- ili heksa-supstituisani, pri ¢emu se supstituenti (hidroksilna ili metoksi
grupa) nalaze u polozajima 5i 7 A prstena, i 3’, 4 i 5" B prstena. Na osnovu broja i polozaja
hidroksilnih grupa u B prstenu razlikuju se tri osnovna jedinjenja antocijana: pelargonidin,
cijanidin i delfinidin, a metilovanjem ovih hidroksilnih grupa nastaju: peonidin, petunidin i
malvidin. Sve je vedi interes za izolovanje i upotrebu antocijana, ne samo zbog toga Sto su
oni netoksic¢ni prirodni pigmenti, rastvorni u vodi i mogu zameniti sinteticke boje, ve¢ i zbog
njihovih bioaktivnih osobina (Tumbas, 2010). Ekstrakti bogati antocijanima su se koristili za
lecenje hipertenzije, pireksije, oboljenja jetre, dezenterije, dijareje, infekcija urinarnog trakta
i kamena u bubregu (Isabelle, 2008; Butt, 2008; Ozgen, 2009; Wu, 2011).

Bobicasto voce je poznato po visokom sadrzaju antocijana, odakle i potice veliki broj
istraZivanja i dokazivanja prisustva antocijana u plodovima vrste Morus. Cijanidin-3-glukozid
i cijanidin-3-rutinozid su izolovani iz plodova duda (Bae, 2006; Chen, 2006), Du i saradnici su
identifikovali 2008. godine derivate cijanidin-3-glukozida u plodu belog duda (slika 8).
Prisustvo antocijana autori su povezali i sa antioksidativhom aktivno$éu ekstrakata roda
Morus (Isabelle, 2008; Butt, 2008; Ozgen, 2009; Wu, 2011). Veliki broj istraZivanja je baziran
i na ispitivanju faktora koji uticu na stabilnost antocijana i dokazano je da uti¢u: struktura -
prisustvo Secera vezanih glikozidnim vezama i/ili kiseline koje aciluju Secer, pH vrednost,
temperatura, svetlost, prisustvo metala, kiseonika, itd (Nielsen, 2003; Hojjatapanah, 2011;
Wu, 2011).

R,
OH
Supstituent
HO (0)4 ‘ Jedinjenje
= sen Ry Rz
Cijanidin-3-glukozid OH Glukopiranozid
Z OR, Cijanidin-3-rutinozid OH Rutinozid

OH Pelargonidin-3-glukozid H Glukozid

Slika 8. Strukturna formula dominantnih antocijana u vrstama roda Morus
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Stilbeni

Stilbeni imaju osnovnu molekulsku strukturu Ce-C,-Cg (slika 9). Dominantno
jedinjenje u grupi stilbena je resveratrol. Stilbeni su u biljkama efikasna odbrana od gljivica.
Poseban znacaj stilbena je njihovo svojstvo da zadrzavaju antifungalno delovanje i u
organizmu coveka. Oni su i snaini antioksidansi i po nekim istraZivanjima ispoljavaju

antikancerogeni efekat (Bertelli i sar, 1998).
(>

Slika 9. Osnovna hemijska struktura stilbena

U listu i plodu belog duda Kim i saradnici (2008) su identifikovali i kvantifikovali
dominantne stilben glikozide: malberozid A, cis-mulberozid A i resveratrol-4,3’-di-O-B-
glukopiranozid. Dve godine kasnije dokazano je prisustvo (Piao i sar., 2010) pet stilben
glikozida u kori i korenu duda (M. alba): malberozida A, cis-malberozida A, resveratrol-4,3’-
di-O-B-glukopiranozida, oksiresveratrol-2-O-B-D-glukopiranozida i oksiresveratrol-3’-O-B-D-
-glukopiranozida (slika 10). Prisustvo flavonoida i stilben glikozida zajedno sa resveratrolom i
maklurinom povezuje se i sa inhibiticijom tirozinaze (Chang, 2011).

a) b) c)
2H0 HO O
(SR oH >0
OH oH
HO
o] HE
oH oH
HEHG ~CH
OH aH 2 o BHa o
oH
HE o HE o

Slika 10. Hemijska struktura nekih identifikovanih stilben glikozida: a) muretozid A,
b) resveratrol-4,3’-di-O-B-glukopiranozid i c) oksiresveratrol-3’-O-B-D-glukopiranozid

2.2.2. KAROTENOIDI

Karotenoidi su polinezasi¢eni ugljovodonici sastavljeni od izoprenskih jedinica.
Strukturna formula karotenoida sadrZzi znatan broj konjugovanih dvostrukih veza, a
najznacajniji su o- i PB-karoten, lutein, likopen i B-kriptoksantin (Thurnham, 1994). U
Zivotinjskim tkivima, zbog lipofilnosti, karotenoidi se distribuiraju u nepolarne delove,
ukljucuju¢i membrane, lipoproteinske Cestice (Low Density Lipoproteins, LDL i High Density
Lipoproteins, HDL) i serume, povezane sa transportom proteina (I0OM, 1998). Epidemioloski
podaci ukazuju na pozitivnu korelaciju ishrane bogate karotenoidima i manjom
zastupljenoséu hroni¢nih oboljenja ljudi. Ljudi ne sintetiSu karotenoide i stoga ih moraju
unositi kroz hranu ili putem fitopreparata. Najvaznija fizioloska funkcija karotenoida je
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provitaminska, jer je B-karoten prekursor vitamina A i na taj nacin utice na zdravlje epitelnih
¢elija, normalnu reproduktivnu sposobnost i vizuelnu funkciju (Combs, 1998).

Karotenoidi poseduju izrazenu antioksidativnu aktivost. Osim toga karotenoidi,
posebno B-karoten, ispoljavaju razlicite bioloske funkcije u organizmu, kao $to su pomenute
provitaminske i antioksidativne, éelijske ,komunikacije”, poboljSanje imunoloskog sistema,
zastita od UV zracenja i sl. Veliki broj studija je svoju paznju usmerilo na dokazivanje funkcija
B-karotena, dokazano je i da smanjuje rizik od odredenih vrsta kancera i efikasno deluje u
prevenciji koronarnih oboljenja i odlican je u prevenciji svih bolesti povezanih sa
oksidativnim stresom (Krinsky 2001, Su i sar, 2002, Yeum i sar, 2002).

b)

Slika 11. Strukturna formula a) B-karotena i b) luteina

Prisustvo karotenoida u plodovima roda Morus je objavljeno u radu lIsabelle i sar.
(2008) koji su dokazali prisustvo B- karotena, luteina, neoksantina i violaksantina u
plodovima vrste Morus atropurourea Roxb. B-karoten i lutein i (slika 11) su se izdvojili kao
dominantne komponente, preko 94,2% u odnosu na ukupan sadrzaj karotena (Isabelle i sar,
2008). Takode, i u listu duda je dokazano prisustvo devet karotenoidnih jedinjenja, od kojih
su dominantna pomenuta dva (B-karoten i lutein) (Uzakova i sar., 1987).

2.2.3. STEROLI

Steroli su visokomolekularni cikliéni alkoholi, grupa jedinjenja sa osnovhom
strukturom ciklopentanofenantrena, koji se sastoji od Cetiri kondenzovana prstena sa 17
ugljenikovih atoma. Fitosteroli je zajednicki naziv za biljne sterole i stanole, koji imaju sli¢nu
stukturu kao holesterol, a razlikuju se samo u boénim grupama lanca. Najpoznatiji biljni
steroli su: sitosterol, kampesterol, ergosterol i stigmasterol. Ishrana koju karakterise
povedan unos fitosterola moZe sniZavati nivo ukupnog holesterola i lipoproteina niske
gustine (LDL) kod ljudi (Miettinen i sar., 1995). Fitosteroli, najverovatnije, povecavaju
aktivnost enzima reduktaze, koji je potreban za proizvodnju holesterol receptora ili deluju
na taj nacin Sto sprecavaju apsorpciju holesterola (Heinemann i sar., 1993). Utvrdeno je da
biljni steroli imaju pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje. Smatra se da ove aktivne komponente
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poseduju antidijabeticko i antiaterosklerozno delovanje, uti€u na smanjenje nivoa
holesterola u serumu, a znacajni su i u prevenciji raka debelog creva (Piironen i sar., 2000).
Brojna naucna istraZivanja pokazuju da ergosterol i njegovi produkti peroksidacije doprinose
zdravlju u smislu smanjenja bola koji je izazvan zapaljenskim procesima, ucestalosti
kardiovaskularnih bolesti, a poseduju antimikrobno i antitumorno delovanje (Sugin i sar.,
2010).

Jedinjenje Supstituent, R

Kampesterol

Sitosterol

!

HO Stigmasterol

Slika 12. Strukturne formule fitosterola

U ekstraktima lista dobijenih od pet razliitih vrsta roda Morus uzgajanih u Gruziji
dokazano je prisustvo fitosterolnih jedinjenja. Dominantna komponenta u ekstraktima lista
duda (M. alba Linn., M. alba tatarica, M. kagayamae Koidz. i M. bombyscis Koidz.) je
sitosterol (slika 12), koja varira u udelu od 54 do 68% u odnosu na ukupan sadrzaj svih
fitosterola (Zambakhidze i sar, 2005). Manje zastupljena jedinjenja u ispitanim uzorcima su
kampesterol i sitosterol, Ciji se udeo u ekstraktima kre¢e od 2 do 3% (lto i sar., 1964;
Zambakhidze i sar, 2005).

2.2.4. MIKRO-, MAKRO- | TOKSICNI ELEMENTI

Sirom sveta postoji sve vece interesovanje i za minerale kao konstituente biljaka
(Ozcan i sar., 2004). Mnogi elementi uti¢u i na sekundarni metabolizam biljaka i samim tim
na produkciju bioloski aktivnih jedinjenja (Sykorova i sar., 2009). Uopsteno, ¢oveku su u toku
jednog dana potrebne koli¢ine pojedinih sastojaka koje se kreéu u rasponu od grama do
pikograma. Makrosastojci (proteini, ugljeni hidrati i lipidi) ulaze u sastav strukturnih i
funkcionalnih komponenti éelija i izvor su energije. Mikrosastojci (vitamini i minerali) su
komponente enzima i kofaktora koji su neophodni za metaboli¢cke procese. Minerali su
neophodni u ishrani za normalno odvijanje metabolickih funkcija, transmisiju nervnih
impulsa, pravilno formiranje kostiju, regulaciju balansa vode i soli (Kalac i Svoboda, 2000).

Elementi koji se nalaze u organizmu uopsteno dele se na makroelemente,
mikroelemente i ostale.

1. Makroelementi ili makrokonstituenti su elementi koji su neophodni u relativno
velikim koli¢inama za normalno funkcionisanje fizioloSkih procesa ljudskog organizma.
Makroelementi (glavni elementi) su: H, C, O, Na, Mg, P, S, Cl, K i Ca.
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2. Mikroelementi, mikronutritijenti ili “trace elements”, su esencijalni sastojci hrane
neophodni za normalno funkcionisanje organizma, a potrebni su u vrlo malim koli¢inama.
Mikroelementi (elementi u tragu, esencijalni elementi) su: Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo i J.
3. Grupu drugih elemanata ¢ine F, Si, V, Ni i Sn koji se nalaze u tragu i mogu da budu
esencijalni.

Esencijalni elementi (hrom, mangan, gvoZde, kobalt, bakar, cink, selen, molibden i
jod) su metali, izuzev joda, i neohodni su organizmu kako za rast, tako i za odrZavanje
zdravlja i zivota. Deficit nekog od ovih elemenata dovodi do funkcionalnog poremecaja.
Cesto se radi o tome da se javlja funkcionalni poremecaj metaloenzima koji sadri takav
metal kao svoj integralni deo ili metal sudeluje kao aktivator enzima. Na slici 13 prikazan je
jednostavan model koji ilustruje odnos izmedu koncentracije esencijalnog sastojka u tkivu i
zavisnosti bioloSke funkcije. Ako dode do smanjenja koncentracije nekog elementa dolazi do
izmenjene bioloske funkcije (deficita elementa), a ako se poveéa iznad odredene
koncentracije isti element ima toksi¢no dejstvo. Svaki element ima svoju karakteristi¢nu
krivu zavisnosti.

A

optimalno

Bioloska

funkcija

deficijencija toksi¢nost

A J

Tkivna koncentracija ili uneta hranom _—

Slika 13. Zavisnost izmedu unete koncentracije elementa i njegove bioloSke funkcije

Proteklih decenija doSlo do pomeranja granica detekcije analitickih metoda, pa je
lista elemenata koji se nalaze u tragovima, esencijalnih za ¢oveka ili Zivotinje proSirena. Iz
ovog razloga kompletne liste esencijalnih elemenata u tragu su kontraverzne, a nisu
prihvaceni ni sveobuhvatni kriterijumi. Na slici 14 prikazani su elementi koji su esencijalni za
Coveka i Zivotinje. Svi makro- i mikroelementi (osenceni na slici 14) esencijalni su za ¢oveka,
sa izuzetkom nikla, vanadijuma, arsena i silicijuma koji su esencijalni za Zivotinje. U humanim
tkivima se nalaze i aluminijum, kadmijum, olovo i Ziva koji nisu esencijalni, ve¢ toksicni
(Majki¢-Singh, 2000).
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Slika 14. Hemijski elementi koji se mogu smatrati esencijalnim za ¢oveka i Zivotinje

Gotovo svi mikro- i makroelementi koji se mogu naci u delovima duda su ukljuceni u
normalno funkcionisanje bioloskog sistema i pozitivho deluju na odredena fizioloSka stanja.
Utvrdeno je prisustvo 10 elemenata od kojih je K dominantan, a zatim slede N, P, Ca, Mg,
Na, Fe, Mn, Zn i Cu (Ercisli i Orhan, 2007; Lin i sar., 2009; Lin i Lai, 2009; Imran i sar., 2010;
Yang i sar., 2010). Gvozde je u znacajnoj kolicini prisutno u vrsti M. nigra. Visok nivo Fe je od
velikog nutritivnog znacaja, narocito u onim delovima sveta gde su anemija i nedostatak Fe
relativno Ceste pojave (Imran i sar., 2010).

Kalijum je neophodan za odrzavanje kiselo-bazne ravnoteze i osmotskog pritiska u
organizmu. Ima presudnu ulogu u prenosSenju nervnih impulsa pri kontrakciji misiéa
(narocito srcanog) buduéi da poveéava razdrazljivost miSiéa i nervnih celija. Takode je
znacajan za metabolizam ugljenih hidrata, ostvarenje membranskog transporta i odrzavanje
razlika potencijala kroz ¢elijsku membranu (Veljkovi¢ i Vuckovi¢, 2010). Dnevne potrebe za
kalijumom iznose 590 mg, a mogu biti i veée. Nedostatak kalijuma izaziva hipertenziju,
sr¢anu aritmiju, miSiénu slabost, smanjenu pokretljivost creva, muéninu, pospanost,
letargiju, itd. Visak kalijuma se izlu¢uje preko zdravih bubrega. Ukoliko visak kalijuma, iz
nekog razloga, ne moze da se izluci iz organizma, moZze izazvati smetnje u sistemu srca.

Natrijum zajedno sa kalijumom sluzi za prenos nervnih impulsa, odrzava tonus misiéa
i utice na propustljivost membrane. Manjak natrijuma u organizmu izaziva pad krvnog
pritiska, dovodi do opste slabosti organizma i gubitka apetita (Veljkovi¢ i Vuckovi¢, 2010).

Kalcijum je osnovni konstituent kostiju i zuba, ali ima i izuzetno vazne uloge u krvnoj
plazmi i celijskim membranama. Nedostatak kalcijuma izaziva rahitis kod dece, a kod
odraslih dovodi do osteomalacije (razredenja koStane mase) i osteoporoze (Hathcock, 2004).

Magnezijum je Cetvrti mineral po koli€ini prisutan u telu i ima bitnu ulogu u velikom
broju biohemijskih i fizioloskih procesa u organizmu. Dokazano je da je neophodan za
normalno funkcionisanje oko 300 razli¢itih enzima (Shils, 1999). Oko 50% magnezijuma
nalazi se u kostima. Druga polovina se nalazi u ostalim tkivima i organima. Oko 1%
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magnezijuma nalazi se u krvi. Magnezujum omogucava normalno funkcionisanje misi¢a i
nervnog sistema, podrZava imunitet, €ini kosti snaznim i omogucava odvijanje normalnog
sréanog ritma. Klinicke posledice nedostatka magnezijuma ukljuuju razlicite neuroloske i
neuromisiéne znake kao Sto su gréevi, premori i izmenjeni refleksi misSica. Takode,
nedostatak uti¢e na aritmije, a moze uticati i na infarkt miokarda (Shils, 1999). Smatra se da
reguliSe i nivo Secera u krvi i da uti¢e na krvni pritisak (Saris i sar., 2000). Epidemioloska
istrazivanja pokazuju da magnezijum igra znacajnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska (I0M,
1999). Magnezijum se smatra protektivnom komponentom kod diabetesa tipa Il. Igra bitnu
ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata. Ova aktivnost utiCe na oslobadanje i delovanje
insulina, hormona koji kontrolise nivo Seéera u krvi. Nizak nivo magnezijuma u krvi ¢esto se
sre¢e kod osoba obolelih od diabetesa (Kobrin i Goldfarb, 1990). Poznat je antistresni
mineral. Magnezijum doprinosi zdravlju kardiovaskularnog sistema i pomaze u prevenciji od
sr¢anih napada. U kombinaciji sa kalcijumom deluje kao prirodno sredstvo za umirenje.
Mnoga istrazivanja pokazuju da su visok nivo magnezijuma u krvi i mali rizik od koronarnih
bolesti povezani. Takode se smatra da visok dnevni unos magnezijuma u organizam
smanijuje rizik od mozdanog udara (Ascherio i sar., 1998).

Litijum je u tkivima i telesnim te¢nostima prisutan u maloj kolicini i teSko difundije
kroz celijske membrane (Veljkovi¢ i Vuckovié, 2010). Ima znacajnu ulogu u odrZavanju
konstantnog odnosa kalijuma i natrijuma u organizmu, ali i za ostvarivanje funkcija nekih
enzima (heksokinaza, piruvat kinaza i dr.)

Gvoide ulazi u sastav hemoglobina, mioglobulina i respiratornih enzima, i jedan je
od najvaznijih oligoelemenata. Neophodan je sastojak vainih enzima i koenzima
(peroksidaze, citohrom) (Tasic¢ i sar., 2004). Gvozde moze da vrsi inhibiciju oksidacije LDL na
endotelnim ¢elijama, a time ima zastitnu ulogu u procesima oksidativnhog osStecenja celije
(Thompson i sar., 1991). Osim toga, povecava otpornost prema bolestima, sprecava zamor i
anemiju. Smanjena koli¢ina gvoZda ogleda se u izrazenom zamoru, slabom apetitu i
smanjenoj otpornosti organizma (Veljkovi¢ i Vuckovi¢, 2010). Od unete koli¢ine gvozda
organizam apsorbuje samo 10%.

Cink je esencijalni sastojak biomembrana i neophodan je za njihovo odrzavanje i
funkciju. Potreban je za normalan metabolizam proteina i ugljenih hidrata, funkcionisanje
Zlezda (prostate), kao i za mnoge druge bioloske funkcije. Najnovija istrazivanja pokazuju
njegovu vaznu ulogu u funkcionisanju mozga, zbog Cega se primenjuje u leéenju mentalnih
poremecaja (npr. Sizofrenije). Potreban je za sintezu DNK, a ima veliku ulogu u razvoju i
funkcionisanju organa za reprodukciju. Cink je esencijalni oligoelement znacajan za
stabilizaciju membrana i aktivnost metaloenzima. Do sada je otkriveno oko 70 razlicitih
metaloenzima koji sadrze cink: karboanhidraza, laktat dehidrogenaza, alkalna fosfataza,
superoksid-dismutaza, alkohol dehidrogenaza, ali i RNK i DNK polimeraza (Veljkovi¢ i
Vuckovi¢, 2010). In vitro ispitivanjima dokazano je da deficit cinka dovodi do ostecenja
endotelne membrane (Leonhardt i sar., 1997). Smatra se da cink ima protektivno dejstvo u
odrzavanju integriteta endotela i da je ovaj efekat u vezi sa aktivacijom citokina u uslovima
oksidativnog stresa (Tasi¢ i sar., 2004). Cink povecava broj odbrambenih T ¢elija i njihovu
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efikasnost, pomaZze u le¢enju neplodnosti, Cira na Zelucu, ubrzava zarastanje rana. Smatra se
da oko 48% globalne populacije ima rizik od nedostatka ovog esencijalnog elementa (Oteiza
i Mackenzie, 2005).

Selen je esencijalni mikronutritijent koji je narocito interesantan u medicinskim
istrazivanjima i u poslednje vreme zanimljiv za industriju hrane (Beelman i Royse, 2006).
Posebno se isti¢e antioksidativna aktivnost selena koji je neophodan sastojak glutation-
peroksidaze i miSiénog citohroma, $to mu daje poseban znacaj u uslovima oksidativnog
ostecenja, posebno kancerogeneze i kardiovaskularnih oboljenja. Glutation-peroksidaza se
nalazi u mnogim ¢elijama (eritrociti, leukociti, makrofagi, trombociti i druge), pa nedostatak
selena moze dovesti do brojnih poremecaja (hemolize eritrocita, poremecaja homeostaze,
edema, peroksidacije kapilarnih membrana, oStecenja jetre). Eksperimentalne studije su
pokazale da je nedostatak selena u vezi sa kardiomiopatijom, naglom smrti, kao i snizenim
brojem i funkcijom T-limfocita (Alissa i sar., 2003). Utvrdeno je da su kod bolesnika sa
akutnim infarktom miokarda znacajno nize koncentracije selena u eritrocitima i serumu (Bor
i sar., 1999). Eksperimentalna i klini¢ka istrazivanja pokazuju da je pojava i smrt uzrokovana
kancerom pluca, kolorektalnim kancerom i kancerom prostate mnogo manja kod osoba koje
imaju visok dnevni unos selena (Russo i sar., 1997; Knekt i sar., 1998; Shamberger, 1985).
Naucnici pretpostavljaju da selen uti¢e na kancer na dva nacina. Kao antioksidans selen
deluje protektivno u odnosu na osteéenja koja mogu da prouzrokuju slobodni radikali. Selen
moze da uspori rast kancera. Drugo delovanje selena vezuje se za odredene produkte
razlaganja preko kojih deluje na povecanje i poboljSanje imuniteta organizma (Combs i sar.,
2001). Selen spada u grupu antioksidanasa koji mogu pomod¢i u smanjenju oksidacije LDL
holesterola (oksidovana forma proteina niske gustine) i time pomoci u prevenciji koronarne
arterijske bolesti (Neve, 1996).

Mangan ima ulogu u metabolizmu masti, izgradnji kostiju, vezivhom tkivu,
proizvodnji energije i sintezi nukleotida DNK. Kod osoba kod kojih postoji deficit gvozda
moze do¢i do povecane resorpcije mangana, $to za posledicu mozZe imati i intoksikaciju.
Povecdana koli¢ina mangana se primecuje po gubitku apetita, pospanosti i bolovima u
je neophodno unositi hranom ili kao dodatak ishrani. Nedostatak bakra ima za posledicu
anemiju, depigmentaciju kose i deformaciju kostiju. Nikl je element ¢ija uloga joS uvek nije u
potpunosti proucena. Poznato je da je stimulator stvaranja krvi, kao i da pomaze funkciji
pankreasa pri stvaranju insulina (Veljkovi¢ i Vuckovié¢, 2010).

Potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata su prikazane u tabeli 3.
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Tabela 3. Potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata

Element RDI* DRI u’®
Ca 1.000 mg 1.300 mg 2.500 mg
Fe 18 mg 18 mg 45 mg
Mg 400 mg 420 mg 350 mg*
Zn 15 mg 11 mg 40 mg
Se 70 ug 55 ug 400 ug
Co 2mg 0,9 mg 10 mg
Mn 2mg 2,3 mg 11 mg

'Referentni dnevni unos (RDI - Reference daily intake) propisan od strane FDA (Food and Drug
Administration)

2Dijetetski referentni unos (DRI - Dietary Reference Intakes) propisan od strane Food and Nutrition
Board of the Institute of Medicine

*Dozvoljena gornja granica unosa (UL - Upper Limit)

*gornja granica unosa za Mg koja se odnosi iskljuivo na unos kroz dijetetske suplemente ili
farmaceutske proizvode

Posebna grupa elemenata su teski metali, elementi sa gustinom ve¢om od 5 g/cm?.
Teski metali koji su najéesée praéeni u namirnicama, lekovima ili dodacima ishrani su: olovo,
Ziva, kadmijum i arsen. Olovo se skladisti u kostima i manjim delom u jetri, bubrezima i
mekim tkivima. Trovanje olovom uti¢e na funkciju mozga i nervnog sistema, smanjuje
stepen inteligencije, mo¢ zapaZanja i paméenja. NajteZi oblici izazivaju smrt. Ziva je toksi¢na
i kao elementarna i u svim svojim jedinjenjima. Simptomi trovanja javljaju se u organima za
varenje, a zatim u nervnom sistemu. Visoka doza kadmijuma u bubrezima izaziva osteéenje
tkiva bubrega, utice na nastanak kamenca u bubrezima i povecanje pritiska. Kadmijum utice
na strukturu kostiju dovodeci do njihove deformacije. Cest je uzrok anemije, oteéenja srca i
bubrega, a i kancerogen je. Arsen je manje toksi¢an od ostalih teskih metala. Arsen koji je
vezan u organskim jedinjenjima (As>*) i elementarni arsen nisu toksi¢ni za razliku od
neorganskog trovalentnog arsena (As>*). Akumulira se u telu, posebno u kosi, koZi i nekim
unutrasnjim organima. Trovanje arsenom izaziva opadanje kose, dermatitis i probleme
organa za varenje, zatim premorenost, glavobolju, zbunjenost, psiholoske probleme i
odredene promene na jetri i bubrezima (Jaksi¢, 2010, Svarc-Gaji¢, 2009).

2.2.5. MASNE KISELINE

Lipidi imaju znacajnu ulogu u funkcionisanju Covekovog organizma, jer uti¢u na
funkcionisanje hormona ili su njihovi prekursori, pomazu u procesu digestije i jedni su od
osnovnih konstituenata u metabolizmu energije. Takode, lipidi predstavljaju osnovne
strukturne i funkcionalne komponente biomembrana (Burtis i Ashwood, 1996). Osnovne
strukturne jedinice koje izgraduju lipide su masne kiseline. Masne kiseline se dele na
zasi¢ene (saturated fatty acids, SFA) i nezasicene masne kiseline (unsaturated fatty acids,
UFA). Postoji i podela nezasi¢enih masnih kiselina na zasiéene masne kiseline sa jednom
nezasicenom vezom (monounsaturated fatty acids, MUFA) i viSestruko nezasi¢ene masne
kiseline (polyunsaturated fatty acids, PUFA).
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Ljudski organizam nije sposoban da sintetiSe one masne kiseline koje na delu
alkalnog lanca od desetog ugljenikovog atoma, racunajuci od karboksilne grupe i krajnje
metil grupe, imaju nezasiéene veze. Takve kiseline se nazivaju i esencijalne masne kiseline i
usled nemogucnosti organizma da ih sam sintetiSe moraju se unositi putem hrane ili
fitopreparata. Esencijalne masne kiseline pripadaju grupi polinezasi¢enih masnih kiselina sa
18, 20 i 22 ugljenikova atoma i sadrze dve do Sest dvostrukih veza. Bitne su za organizam jer
imaju nekoliko vaznih funkcija:

e sluZe kao izvor energije,

e gradivni su elementi fosfolipida, strukturnih elemenata celijskih membrana,

e sastojci su lipoproteina krvne plazme i

e prekursori su vaznih jedinjenja sa hormonskim dejstvom, kao Sto su
prostaglandini, leukotrieni, tromboksani (Dimi¢, 2005).

U ishrani supstitucija zasi¢enih masnih kiselina nezasi¢enim je veoma znacajna, posto
takva ishrana dovodi do povecanja HDL (“dobrog” holesterola), odnosno do smanjenja LDL
(“loseg” holesterola) i triglicerida (Isang i Zhang 2007). Ova supstitucija izuzetno je znacajna
jer je dokazano da je ishrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama povezana sa poveéanjem
bolesti kardiovaskularnog sistema, ateroskleroze i koronarne bolesti srca (Wang i sar., 2003).
Unos polinezasi¢enih masnih kiselina je neophodan i iz razloga neophodnosti sinteze
polinezasi¢enih masnih kiselina dugackog lanca, kao Sto su eikosapentaenska i
dokosaheksaenska kiselina, koje su prekurskori hormonskih supstanci koje reguliSu razlicite
biohemijske procese u organizmu (Dimié, 2005).

Nezasicene masne kiseline koje pripadaju grupi omega-6 i omega-3 masnih kiselina
imaju znacajno biolosko delovanje i u malim koncentracijama. One su prekursori biosinteze
eikozanoida (prostaglandina). Ove znacajne komponente izmedu ostalog kontroliSu mnoge
sisteme u humanom organizmu i uti¢u pozitivno na aterosklerozu, kardiovaskularne bolesti,
nivo triglicerida, krvni pritisak, artritis, pojavu astme, kao i mnoge druge bolesti (Lawrence,
2010). Omega masne kiseline poseduju i antiinflamatorno, antitromboticko, antiaritmicko i
vazodilatatorno delovanje, a deluju i na diabetes tip Il, ulcerozni kolitis, Kronovu bolest
(Voet i Voet, 2004).

Mali broj dosadasnjih istrazivanja je baziran na utvrdivanju sadrzaja masnih kiselina
vrsta Morus. Ercisli i Orhan (2007, 2008) su odredivali sadrzaj masnih kiselina u plodovima
vrste M. alba, M. nigra i M. rubra, i ustanovili sadrzaj masnih kiselina po opadaju¢em
redosledu C18:2, C16:0, C18:1, C18:0i C14:0. Zavisnost sadrZaja masnih kiselina u plodovima
crnog duda u odnosu na genotip istrazivali su Elmaci i Altrug (2002), koji su takode
identifikovali linolnu kiselinu (slika 15) kao dominantnu. Sli¢ni rezultati su pokazani i u
studiji ispitivanja ulja dobijenog iz semena ploda crnog duda (Gecgel i sar., 2011).
Nezasicena masna kiselina sa visokim udelom u svim dosadasnjim studijama je linolna
kiselina, koja je esencijalna masna kiselina za ljudski organizam i potrebna je za formiranje
celijskih membrana, vitamina D i razli¢itih hormona (Watkins, 2005; Simopoulos, 2002; Innis,
1996). Nedostatak ove kiseline povezuje se sa nizom disfunkcija u organizmu (dermatitis,
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opadanje kose, ¢elavost, imunosupresija i sréana disfunkcija) (Lawrence, 2010). Kiselina koja
se takode nalazi u ve¢em procentu u ispitanim uzorcima ploda i ulja crnog duda je oleinska
kiselina (slika 15), koja sa jednom nezasicenom vezom spada u grupu omega-9 masnih
kiselina. Oleinska kiselina se u velikom udelu nalazi u maslinovom ulju i utvrdeno je da je
efikasna u smanjivanju nivoa holesterola i prevenciji kardiovaskularnih oboljenja (Dimic,
2005).

\/\/E/E/\/\/\/\rro"'

(@)
Linolna kiselina

OH

Oleinska kiselina
Slika 15. Hemijska struktura linolne i oleinske kiseline

2.3. TAKSONOMSKI POLOZAJ, BIOLOSKE | HEMIJSKE KARAKTERISTIKE VRSTA RODA Morus
2.3.1. Taksonomija

Taksonomija duda (slika 16) je vrlo slozena i
komplikovana zbog postojanja velikog broja vrsta i podvrsta
roda Morus. Do sada su registrovane 24 vrste roda Morus i
jedna podvrsta sa najmanje 100 poznatih varijeteta
(Hajjatpanah i sar., 2011). Uopsteno dud pripada rodu Morus,
familiji Moraceae i taksonomija se ogleda u sledecoj podeli:

Carstvo: Plantae
Razdeo: Magnoliophyta
Klasa: Magnoliopsida
Red: Rosales

Porodica: Moraceae
Rod: Morus

Slika 16. Morus nigra L.

SloZzenost taksonomije je intenziviran postojanjem sve veceg broja hibridnih vrsta usled
popularnosti uzgajanja ove biljne vrste. Vrste koje su opste prihvaéene su:
e Morus alba L. — eng. white mulberry
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e Morus australis Poir. — eng. chinese mulberry

e Morus celtidifolia Kunth.

e Morus insignis

e Morus mesozygia Stapf. — eng. african mulberry
e Morus microphylla — eng. texas mulberry

e Morus nigra L. — eng. black mulberry

e Morus rubra L. — eng. red mulberry.

Vrste koje rastu u Srbiji i koje su predmet istraZivanja ove doktorske disertacije su: Morus
alba L. (beli dud) i Morus nigra L. (crni dud).

2.3.2. Geografsko poreklo i rasprostranjenost

Vrste roda Morus pronadene su u razliitim klimatskim zonama, od umerenih do
subtropskih na Severnoj hemisferi i tropskih na Juznoj, a mogu i da rastu u Sirokom intervalu
klimatskih i topografskih uslova, kao i na razli¢itim tipovima zemljista.

Dud se koristi hiljladama godina i gaji se intenzivnho Sirom sveta, prilagoden je
Sirokom prostoru od Azije, Evrope, Severne i Juzne Amerike do Afrike. Istorijski je poznat jo$
iz radova velikog broja grckih i rimskih pisaca (Ovidija, Plinija i Vergilija). Spominje se i u
Bibliji: ""Ako imate veru, malu kao gorusi¢ino zrno mozete re¢i ovom dudu: budi iskorenjen i
zasaden u moru, i on ¢e vas poslusati" (Luka 17:6). Smatra se da re¢ ,Morus”, potice od
latinske reci ,,Mora” (kasnjenje), zbog zakasnelog Sirenja pupoljaka, a drugo objasnjenje je
da dolazi od keltske reci ,mor" (crno) koja se odnosi na boju ploda. Po nekim izvorima u
Evropu je dospeo preko Persije, Male Azije, Jermenije i Kavkaza (Gangi, 2010).

Danas je rasiren po celoj Evropi. U zemljama u kojima se najviSe uzgaja, narocito u
azijskim, Indiji i Kini, dud se koristi zbog listova koji sluZze kao hrana svilenim bubama. U
jednom broju evropskih zemalja dud se uzgaja viSe zbog ploda nego zbog lista. Danas je
Turska lider po organizovanom uzgajanju duda, gde se najvise uzgaja M. alba (95%), zatim
M. rubra (3%) i najmanje M. nigra (2%) (Ercisli i Orhan, 2007). Sve veca popularnost ove
biljke pokazuju i liste ,biljaka za buduénost” koje rod Morus svrstavaju u jednu od 20 biljaka
koje ¢e doZiveti ekspanziju i veéu zastupljenost u ishrani i fitonutrijentima (www.pfaf.org). U
prilog govori i Cinjenica da je 160.000 tona soka od duda i koncentrata duda proizvedeno u
Iranu tokom 2008. godine (Hojjatpanah i sar., 2011).

2.3.3. Opis biljke

Beli dud (Morus alba L.) raste u visinu i do 20 metara. KroSnja mu je okrugla, kora u
pocetku Zuckastosiva i glatka, kasnije sivosmeda i duboko ispucana. Pupoljci su jajoliki, oko 6
mm veliki, smedesivi. Listovi su naizmeni¢ni od 4 do 14 cm dugi i od 4 do 10 cm Siroki.
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Plodovi su sloZeni, tipa zbirne kostunice, so¢ni, mesnati, 2-8,5 cm dugacki, cilindri¢nog ili
ovalnog oblika, bele do krem boje, slatki i jestivi (slika 17). Uzgaja se u drvoredima, Zivim
ogradama, parkovima i bastama. U prve dve godine raste veoma sporo, a kasnije znatno
brze. Ima razvijen koren, pa je pogodan za vezivanje erozivnih zemljista (Katsube i sar.,
2006). Originalno je uzgajan u Kini i imao je Siroku primenu kako u poljoprivredi, tako i u
oblasti medicine.

Slika 17. Plod belog i crnog duda

Crni dud (Morus alba L.) je spororastuce listopadno drvo koje raste do 15 metara u
visinu, sa mnogo razgranatih stabljika. U narodu je poznat pod imenom murva ili Samdud.
Kora stabla je viSebojna, od zelene, narandzaste do tamno sive. Listovi su prosti,
naizmenicni, gusto rasporedeni, grubi, tamno zeleni, gornja povrsina je hrapava, donja
dlakava, jajoliki su i imaju peteljku. Za dud je karakteristi¢na i anizofilija (slika 18), tako da
listovi mogu biti i nepravilno podeljeni na 2-3 reZnja. Cvetovi su bele boje, jednopolni,
rasporedeni u klasove u pazusima listova. Zenski cvetovi (slika 18) su grupisani u uspravne,
valjkaste, kratke klasove, sa cvetnim omotacem koji ima 4 listi¢a perijanta i 2 karpele, koji su
prekriveni dugim, mekim dlakama. Muski cvetovi su u cvastima nalik na rese duzine 1,5-3
cm, cvetni omotac takode ima 4 listica perijanta spojenih pri bazi i 4 prasnika (Chevallier,
1996). SloZen plod je cvast srasla u jedno plodiste, dudinju, slatkog ukusa, koja je so€na, bez
izrazene arome, tamnoljubicaste ili crne boje, sa mnogo semenki (slika 17). Kada se cvetovi
oprase, plod pocinje da bubri, sve dok na kraju ne postane skroz promenjen u teksturi i boji,
socan i pun soka (Lee i sar., 2008).

Dud se sadi duZ puteva, po parkovima, ivicama parcela, oko vinograda, po
dvoristima. Drvo duda zZivi i do 250 godina. Voli toplo, dobro isuseno zemljiste i ilovacu, a
crni dud je pogotovo vredan gajenja, zbog raskoSnog lis¢a i Zivopisnog oblika (Chevallier,
1996).
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Slika 18. Anizofilija lista crnog duda i Zenski cvet crnog duda

2.3.4. Fitohemijski sastav i bioloSka aktivnost vrsta roda Morus

Vrste roda Morus bile su predmet brojnih istrazivanja, bilo da se radi o fitohemijskim
ispitivanjima, bioloskim, biohemijskim, fizioloSkim i ekoloSkim studijama, a sve u cilju
njihove blize karakterizacije i iskoriséenja u medicinske ili prehrambene svrhe. Fitohemijska
ispitivanja ukazuju na prisustvo razli¢itih jedinjenja u vrstama roda Morus, od kojih su
najviSe ispitani i istrazeni polifenoli prisutni u plodu (dudinjama). Medutim, za bioloSku
aktivnost i terapijski efekat znacajne su i druge klase sekundarnih biomolekula, koje su vec
pomenute u prethodnom poglavlju. lako su pojedine vrste duda veoma poznate u Srbiji u
tradicionalnoj medicini i ishrani, postoji iznenadujuée malo ili nimalo podataka u literaturi o
fitohemijskom sastavu vrsta M. alba L. i M. nigra L., sa teritorije Srbije i zapadnog Balkana,
koje su i predmet ove doktorske disertacije. Sva do sada objavljena istrazivanja su radena na
vrstama koje su tipi€ne za azijsko podrucje. S obzirom na to da su delovi stabla duda i njeni
proizvodi nasli primenu u ljudskoj ishrani, evidentna je potreba za daljom detaljnom
karakterizacijom hemijskog sastava vrsta roda Morus.

Ispitivanja duda pokazuju da plod sadrzi veliki broj jedinjenja, od kojih su
najzastupljeniji ugljeni hidrati, polifenoli, masne kiseline i vitamini. Konkretno, crni dud
sadrzi oko 10% invertnog Seéera (mesavina glukoze i fruktoze) i oko 2% kiselina: limunske,
jabuc€ne i asparaginske (Lee i sar., 2008). Zastupljenost Secera i kiselina uticalo je na
upotrebu ploda u prehrambene svrhe, a utvrdivanje hemijskog sastava dudinja kao
konstituenata funkcionalne hrane. Pojedina istrazivanja pokazuju da su u plodu prisutne
masti (0,48-1,11 %), proteini (0,96-1,73%) i dijetetska vlakna (0,57-11,75%) (Imran i sar.,
2010). Vitamini koji su prisutni u plodu su vitamin C, E i B, (Yang i sar., 2010). Takode,
dokazano je prisustvo velike koli¢ine antocijana i drugih polifenolnih komponenata u
dudinjama (Ozgen, 2009, Hojjatpanah, 2011). U zavisnosti od vrste duda i klimatskih uslova
u kojima je uzgajan dud od fenolnih kiselina najzastupljenije su: p-hidroksibenzoeva,
protokatehinska, vanilinska i hlorogenska kiselina (Memon, 2010). Poslednjih godina paznja
je usmerena na masne kiseline koje su prisutne u plodu, ali i u ulju iz semena duda (koje je
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sastavni deo ploda). Podaci koji su objavljeni pokazuju da je dominantna masna kiselina u
plodu duda linolna kiselina (C18:2) (Ercisli i Orhan, 2007, 2008; Gecgel i sar, 2011).

Tek se poslednjih godina posvetilo vise paZnje analizi lista duda, jer je predmet
interesovanja najées¢e bio plod. Ispitivanja su pokazala da list sadrzi razlicite sastojke:
minerale, vitamine, aminokiseline, sterole, flavonoide, alkaloide, polisaharide i
mikroelemente (Ouyang i sar., 2003). Detaljnije analize su pokazale da list duda osim
proteina i ugljenih hidrata, sadrzi i kalcijum, gvoZde, askorbinsku i folnu kiselinu, B-karoten,
vitamine D i B; (Arabshahi-Delouee i sar., 2007). Identifikovano je i jedinjenje iz grupe
polihidroksilnih piperidinskih alkaloida, 1-deoksinojirimicin (Nuengchamnong i sar., 2007), a
detektovane su i znacajne koliCéine melatonina, hormona koji nastaje iz esencijalne
aminokiseline triptofana i Siroko je rasprostranjen u Zivotinjskom svetu, kao i kod mnogih
visih biljaka (Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011). Medutim, za dejstvo najbitnije je prisustvo
fenola, narocito fenolnih kiselina i flavonoida: rutina, kvercetina i izokvercetina. U pogledu
prisustva fenolnih kiselina, ispitivanjima su identifikovane: protokatehinska, vanilinska,
siringinska, p- i m-kumarinska i hlorogenska kiselina kao najzastupljenija sa 60,5% do 67,2%
u odnosu na ukupan sadrzaj fenolnih kiselina u listovima kako M. nigra, tako i M. alba i M.
laevigata. Takode, istrazivaci su izolovali i druge klase fenolnih jedninjenja, pre svega
antocijane (Memon i sar., 2010).

Koren i kora duda su poznati u tradicionalnoj kineskoj medicini i kao nosioci aktivnih
principa registrovanih u Kineskoj Farmakopeji. DanasSnja istraZivanja su bazirana na
dokazivanju delovanja i sa tim ciliem su identifikovana jedinjenja: stilbeni, flavonoidi,
derivati benzofurana i kumarini (Piao i sar, 2010). Dominantni stilben glikozidi su:
malberozid A, cis-malberozid A i resveratrol-4,3’-di-O-B-D-glukopiranozid (Piao i sar, 2010).
Identifikovane su i grupe flavonoida i fenolnih kiselina koje su povezane sa antioksidativnim
(Chang i sar., 2011) i antimikrobnim delovanjem (Du i sar., 2003, Kuete i sar., 2009).

Pregled navoda iz litarature, koji prikazuju hemijski sasatav ispitivanih vrsta Morus,
dat je u tabeli 4.

Tabela 4. Pregled podataka iz literature o analizi komponenata vrsta roda Morus

Deo biljke dentifikovana oo e pENCA
jedinjenja

M. alba L.
Ercisli i Orhan, 2007, Pawlowska i sar., 2008, Yang i sar., 2010,
Gundogdu i sar., 2011
Ercisli i Orhan, 2007, Memon i sar., 2010, Gundogdu i sar., 2011,
Radojkovic i sar., 2012
Bae i Suh, 2007, Ercisli i Orhan, 2007, Du i sar., 2008, Pawlowska i sar.,

flavonoidi

fenolne kisleine

PLOD antocijani 2008

masne kiseline Yangisar., 2010

vitamini Imranisar., 2010, Yang i sar., 2010

minerali Ercisli i Orhan, 2007, Yang i sar., 2010, Imran i sar., 2010

saharidi Imran isar., 2010, Gundogdu i sar., 2011

fenoline Katsube i sar., 2006, Katsube i sar., 2009, Memon i sar., 2010,
LIST kiseline Radojkovic i sar., 2012

melatonin Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011

minerali Linisar., 2009, Lin i Lai, 2009
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saharidi
flavonoidi

alkaloidi
steroli
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Linisar., 2009, Ying i sar., 2011

Zhishen i sar., 1999, Sohn i sar., 2004, Katsube i sar., 2006, Lee i sar.,
2008, Katsube i sar., 2009, Song i sar., 2009, Sun i sar., 2011
Neungchamnong i sar., 2007, Song i sar., 2009, Vichasilp i sar., 2012
Zambakhidze i sar., 2005

fenolne kiseline

Radojkovi¢ i sar., 2012

KOREN stilben glikozidi ~ Piaoi sar., 2010
alkaloidi Bouillon i Meyer, 2007
flavonoidi Park i sar., 2003, Du i sar., 2003, Singab i sar., 2005, Chang i sar., 2011
M. nigra
flavonoidi Ercisli i Orhan, 2007, Pawlowska i sar., 2008, Gundogdu i sar., 2011
fenolne kiseline Zadernowski i sar., 2005, Ercisli i Orhan, 2007, Memon i sar., 2010,
Gundogdu i sar., 2011, Radojkovic i sar., 2012
antocijani Hassimotto i .sar., 2006, 2006, I.Ercisli i Orhan, %007, Paw!owska i sar.,
PLOD 2008, Ozgen i sar., 2009, Song i sar., 2009, Hojjatpanah i sar., 2011
L Elmaci and Altug, 2002, Ercisli i Orhan, 2008, Yang i sar., 2010
masne kisleine .
Gecgel i sar., 2011
minerali Ercisli i Orhan, 2007, Imran i sar., 2010, Yang i sar., 2010
saharidi Hassimotto i sar., 2006, Ozgen i sar., 2009, Gundogdu i sar., 2011
steroli Gecgelisar., 2011
LIST fenolne kiseline  Song i sar., 2009, Memon i sar., 2010, Radojkovic i sar., 2012
melatonin Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011
M. laevigata W.
LIST fenolne kiseline  Bidel i sar., 2007, Song i sar., 2009, Memon i sar., 2010
PLOD minerali Imranisar., 2010
flavonoidi Bidel i sar., 2007, Song i sar., 2009
M. atropurpurea Roxb.
antocijani Isabelle i sar., 2008, Song i sar., 2009, Wu i sar., 2011
PLOD karoteni Isabelle i sar., 2008
vitamini Isabelle i sar., 2008
LIST flavonoidi Zhishen i sar., 1999, Song i sar., 2009
M. rubra
fenolne kiseline  Ercislii Orhan, 2007, Gundogdu i sar., 2011
flavonoidi Ercisli i Orhan, 2007, Gundogdu i sar., 2011
PLOD antocijani Ercisli i Orhan, 2007, Ozgen i sar., 2009
minerali Ercisli i Orhan, 2007
masne kisleine Ercisli i Orhan, 2007
saharidi Ozgen i sar., 2009, Gundogdu i sar., 2011
M. indica L.
LIST polifenoli Arabshahi-Delouee i Urooj, 2007
M. multicaulis Perr.
LIST flavonoidi Zhishen i sar., 1999
M. mesozygia
KORA i KOREN flavonoidi Kuete i sar., 2009
M. lhou
KORA KORENA flavonoidi Kim i sar. 2011

BioloSka ispitivanja vrsta roda Morus pokazala su da plodovi, ekstrakti svih delova

biljke i izolovane komponente pokazuju brojne bioloSke aktivnosti, sto potvrduje i Siroku

primenu vrsta roda Morus u tradicionalnoj isto¢njackoj medicini. Godinama se ¢aj (,Mon

tea”, lokalno ime na Tajlandu) od usitnjenog lis¢a koristi kao antidijabetsko pi¢e. U Japanu

zauzima mesto na listi ¢ajeva sa pozitivnim uticajem na opste stanje organizma. Cajevi se

pripremaju od polufermentisanog i potpuno fermentisanog lis¢a belog duda (Hansawasdi i
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Kawabata, 2006; Sun i sar., 2011). List duda u narodnoj medicini ima najSiru primenu u
leCenju Secerne bolesti, oboljenja urinarnog trakta i koZze (Butt i sar., 2008). Od ploda se
pravi nakiseo sirup koji se koristi u narodnoj medicini za le¢enje groznicavih stanja, lezija u
ustima, kao lek protiv dizenterije, laksativ, antihelmintik, ekspektorans, hipoglikemik i
emetik (Ercisli i Orhan, 2007). U Turskoj plodovi duda jedu se sveZi, a koriste se i za
proizvodnju marmelade, sokova, slatka, kao i prirodnih boja u kozmetickoj industriji.

Do danas je ispitano i potvrdeno delovanje i aktivnost ekstrakata duda kroz vise
naucno-istrazivackih radova i studija, koje potvrduju antioksidativnu, antitumornu i
antimikrobnu aktivnost, kao i uticaj na odredene tipove diabetesa, aterosklerozu i bolesti
koze.

Prisustvo fenolnih jedinjenja, posebno razli¢itih flavonoida (kvercetina, rutina,
izokvercetina i astragalina) ukazalo je na visok antioksidativni potencijal (Cui i sar., 2006; Doi
i sar., 2001; Du i sar., 2003, Katsube i sar., 2006). Po nekim istrazivanjima sadrzaj rutina i
kvercetina, koji je veéi u odnosu na crni i beli luk, omogucio je primenu ekstrakata lista duda
u brojnim in vivo i in vitro oksidativnim procesima (Enkhmaa i sar., 2005; Katsube i sar.,
2006; Chen i Li, 2007). Visok antioksidativni potencijal su pokazali i plodovi razli¢itih vrsta
Morus. Ercisli i Orhan (2007) su dokazali da plod duda, narodito crnog, ima veliki sadrZaj
ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i askorbinske kiseline. Ispitana je korelacija izmedu
prisutnih komponenata i antioksidativne aktivnosti pracene razli¢itim testovima (Oh i sar.,
2002; Konezak-Islam i sar., 2003; Chen i sar., 2006; Memon i sar., 2010). Jedinjenja
malberozid i oksiresveratrol su pokazala inhibitorni efekat lipidne peroksidacije kod pacova
(Chung et al., 2003). U nekim uslovima kao sto su dijabetes i kardiovaskularne bolesti,
oksidativni stres ima razlicitih uticaja. Lipidna peroksidacija u sluéaju dijabetesa smanjuje
sadrzaj glutationa (GSH) i pod takvim uslovima ekstrakt duda uti¢e na smanjenje aktivnosti
katalaze (Andallu i Varadacjariulu, 2003). Uticaj ekstrakata ploda belog duda na
Parkinsonovu bolest dokazan je kroz istrazivanje Kim i sar. (2010).

Ispitivanja ukazuju i da ekstrakti duda poseduju znacajan antimikrobni potencijal
(Park i sar., 2003). U ekstraktima lista belog duda dokazano je prisustvo flavonoida sa jakom
antibakterijskom aktivnoséu i sa minimalnim inhibitornim koncentracijama (MIK) od 5 do 30
mg/ml (Nomura i sar., 2001; Sohn i sar., 2004). Takode, razli¢e frakcije duda, kao Sto su
hloroformski ekstrakti, pokazali su antimikrobnu aktivnost prema Bacilllus subtilis, a frakcije
dobijene dodatkom siréetne kiseline prema sojevima Staphilococcus aureus, B. subtilis i
Escherichia coli (Kim i sar., 1993). Flavonoidi morusin, kuvanon C (kuwanon C), sangenon B i
D (sanggenon B i D), bioaktivni molekuli kore duda, pokazali su snaznu antimikrobnu
aktivnosti protiv S. aureus, Streptococcus faecalis, B. subtilis, Micobacterium smegmatis i
nekih vrsta plesni (Nomura i sar., 1988). Park i sar. (2003) su odredili MIK (8,0 mg/ml) za
kuvanon G, izolovan iz etilacetatne frakcije ekstrakta lista duda, u odnosu na Streptococcus
mutans koji je izaziva€ zubnog karijesa. Leahianon G (leachianone G) jedinjenje izolovano iz
kore korena duda, u istrazivanju Du i sar. (2003) je pokazalo antivirusni potencijal (ICso = 1,6
mg/ml) u odnosu na herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1).
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Morus ekstrakti su pozitivan uticaj pokazali i u zaustavljanju ateroskleroze, jer
sprecavaju oksidativne modifikacije LDL. Dijetetska primena listova M. alba i glikozida
flavonola je povezana sa smanjenjem aterosklerotskih lezija i oksidativnih modifikacija LDL
receptora miseva (Katsube i sar., 2006; Enkhmaa i sar., 2005). U istrazivanjima Harauma i
saradnika (2007) otkriveno je znacajano usporavanje oksidacije lipoproteina, 40% se
smanjuju aterosklerotske lezije u aorti u apolipoproteinima miseva, ukoliko miSevi kroz
ishranu uzimaju 1% lista duda u prahu. Oralna upotreba ekstrakata kore duda utice i na
smanjenje LDL-oksidacije i LDL-agregacije (El-Beshbishy i sar., 2006). U dosadasnjim
ispitivanjima list duda je pokazao i diureticku, hipoglikemijsku i antihipertenzivnu aktivnost
(Kelkar i sar., 1996). Hipoglikemijsko dejstvo povezuje se sa prisustvom alkaloida 1-
-deoksinojirimicina (slika 19), koji je poznat kao jedan od najpotentnijih inhibitora a-
-glukozidaze. Inhibicijom ovog enzima sprecava se razgradnja skroba i saharoze, a samim tim
i apsorpcija glukoze, Sto rezultuje smanjenjem nivoa Secéera u krvi (Nuengchamnong i sar.,
2007). Studija Hansawasdi i Kawabata (2006) je pokazala da svakodnevno konzumiranje
¢aja, pripremljenog od 1 g usitnjenog lista i vode (98°C), bitno uti¢e na inhibiciju saharaze,
maltaze i a-glukozidaze. Koris¢enje lis¢a duda u kombinaciji sa drugim biljkama ima pozitivan
uticaj na diabetes tip Il (Musabayane i sar., 2006; Lee i sar., 2008). Antidijabeti¢no delovanje,
koje je utvrdeno, se delimi¢no pripisuje prisustvu vitamina B, u plodu duda, i ima znacaj kao
dopunska terapija.

OH

ZI

HO

HO

oH

Slika 19. 1-Deoksinojirimicin

Tradicionalno, list duda se koristi za ublazavanje nesanice, $sto se moze objasniti
terapeutskim efektom melatonina, jedinstvenim molekulom koji je ukljuéen u regulaciju
cirkadijalnog ritma i ublaZzavanje poremecaja spavanja. Koli¢ine melatonina u listu duda vece
su u odnosu na viSnje, dumbir, Sargarepe, banane i jagode, koji su ve¢ poznati kao izvori
ovog jedinjenja. Iznenadujuée znacajne koli¢ine ove supstance u listovima duda ukazuju da
bi oni mogli biti dobar izvor fitomelatonina. Takode, prijavljena su jos neka dejstva ekstrakta
lista duda, izmedu ostalog smanjenje gojaznosti i inhibicija biosinteze melanina (Pothinuch i
sar., 2011).

Dud i njegovi proizvodi nasli su primenu i u vidu imunonutritivnih agenasa. Prisutni
vitamini i antocijani u plodovima duda nasli su Siroku upotrebu u obliku funkcionalne hrane i
dodataka ishrani sa ciljem poboljSanja opsteg stanja organizma (Ercisli i Orhan, 2007). Chen i
sar. (2006) su dokazali antitumorni uticaj antocijana (izolovanih iz duda) na Ccelije
karcionoma pluéa A549, kao i citotoksi¢nu aktivnost ekstrakta duda u odnosu na celije
hepatoma (raka jetre), sa ICso vrednosti manjom od 53 pg/ml. Ispitani su uticaji i na Celije
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melanoma B16 misa i leukemije (Nam i sar., 2002). Polisaharidi M. alba povecéavaju
proliferaciju limfocita i smanjuju proizvodnju antitela B ¢elija, pa samim tim imaju ulogu i u
antiupalnim procesima (Kim i sar., 2000).

2.4. SLOBODNI RADIKALI | OKSIDATIVNI STRES

Slobodni radikali su zauzeli posebno mesto i postali predmet interesovanja u
mnogim naucno-istrazivackim studijama poslednjih godina. Zanimanje za slobodne radikale
nastalo je usled otkrica da su oni medijatori brojnih patologija (dijabetes, HIV infekcija,
autoimunih, neurodegenerativnih, koronarnih, malignih, pluénih, inflamatornih i mnogih
drugih bolesti) i da su deo kompleksnog patofizioloSkog mehanizma oStecenja, a u
pojedinim bolestima njihovo ucesée je potencirano (Jovici¢ i sar. 1997a; 1997b). Po osnovnoj
definiciji, slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturi, a mogu nastati transferom jednog elektrona na neradikalsku
vrstu ili homolitickim raskidanjem kovalentne veze (Cadenas i Davies, 2000). Nespareni
elektron slobodnoradikalske vrste moZe da se nalazi na C-atomu, kao kod alkil radikala
("CHs;, CHsCH,"), na O-atomu, kao kod alkoksil-, hidroksil-, peroksil- i superoksid anjon
radikala (RO°, HO", ROO®, 0,"), na N-atomu, kao kod azotmonoksidnog radikala (NO®) ili na
S-atomu, kao kod tiil radikala (RS*). Nesparen elektron imaju i atom vodonika (H) i
halogena (Cl°), alkalni metali (Na®), kao i neki joni metala (Cu**, Fe*). Takode, slobodni
radikali mogu biti neutralni, ali i pozitivno (radikal katjon) i negativno (radikal anjon)
naelektrisani.

Opsti termin reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species, ROS) obuhvata
kiseonikove radikale i odredene neradikalske vrste koje su oksidativna sredstva i/ili se lako
prevode u radikale: HOCI, HOBr, O3, ONOO, 102, H,0,. Medutim, pored ROS, znadajnu grupu
reaktivnih jedinjenja Cine i reaktivne vrste hlora (reactive chlorine species, RCS), broma
(reactive bromine species, RBS) i azota (reactive nitrogen species, RNS), Ciji pregled je
prikazan u tabeli 5. Pojam reaktivne vrste predstavlja opsti termin koji objedinjuje ROS, RNS
i reaktivne vrste sumpora i halogena. lako svi kiseonicni radikali jesu ROS, svi ROS nisu samo
radikalske vrste kiseonika (Halliwell, 2006).

Slobodni radikali se u organizmu stvaraju:

1) u fizioloskim uslovima tokom: procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, tj.
Celijskog disanja, oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenljivom valencom,
autooksidacije brojnih malih molekula (npr. autooksidacija dopamina u mozgu),

2) uinflamaciji tokom procesa fagocitoze,

3) u bolestima: autoimune bolesti, neurodegenerativne, maligne, kardiovaskularne,
bolesti nastale usled prisustva toksi¢nih supstanci, kao i u razli¢itim nefizioloskim
uslovima, kao Sto su ishemija, hipoksija, hiperoksija, reperfuzijaidr.,

4) biotransformacijom ksenobiotika tokom metabolisanja egzogeno unetih jedinjenja
(hrana, lekovi, itd.) ili dejstvom spoljasnjih faktora sredine (UV zradenja, jonizujuée
zraCenje, aerozagadenje),
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5) pri pojacanoj fizickoj aktivnosti,
6) pritrovanju (bukic, 2008).
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Tabela 5. Nomenklatura reaktivnih slobodnoradikalskih i neradikalskih vrsta

Slobodnoradikalske vrste

Neradikalske vrste

ROS o," Superoksid anjon radikal H,0, Vodonik peroksid
HO® Hidroksil radikal HOBr Hipobromna kiselina
HO," Hidroperoksil radikal HOCI Hipohlorna kiselina
RO,’ Peroksil radikal 0, Ozon
RO* Alkoksil radikal 'Ag0, Singletni kiseonik
COo5™ Karbonatni radikal ROOH Organski peroksidi
COo,” Ugljendioksidni radikal ONOO Peroksinitrit
5g'0, Singletni kiseonik ONOOH Peroksinitritna kiselina
RNS NO* Azotmonoksidni radikal HNO, Nitritna kiselina
NO," Azotdioksidni radikal NO* Nitrozil katjon
NO;" Nitratni radikal NO Nitrozil anjon
N,O; Azot(lll)-oksid
N,O, Azot(IV)-oksid
ONOO Peroksinitrit
0,NOO° Peroksinitrat
ONOOH Peroksinitritna kiselina
NO** Nitronijum katjon
ROONO Alkilperoksinitriti
RO,0ONO Alkilperoksinitrati
NO,CI Nitronijum hlorid
RCS cr Atomski hlor HOCI Hipohlorna kiselina
NO.CI Nitril (nitronijum) hlorid
Hloramini
Cl, Hlor (gas)
BrCl Brom hlorid
Clo, Hlor (IV) oksid
RBS Br’ Atomski brom HOBr Hipobromna kiselina
Br, Brom (gas)
BrCl Brom hlorid

Kod zdravih aerobnih organizama produkcija slobodnoradikalskih vrsta je u stalnoj

ravnotezi sa antioksidativnim odbrambenim sistemom. lako slobodni radikali imaju znacajnu

ulogu u nizu fizioloskih procesa, poremecaj balansa izmedu ovih reaktivnih vrsta i

antioksidativnog sistema moZze da dovede do ozbiljnog narusavanja normalne homeostaze

celije. Naime, narusavanje oksido-reduktivne ravnoteZze usled povisenog nivoa slobodnih

radikala, uz visok stepen njihove neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti, Ciji uzrok su

nespareni elektroni, dovodi do stanja oksidativnog stresa. Kao posledica oksidativnog stresa
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javljaju se tzv. oksidativna oSteéenja, koja se izrazavaju kroz razli¢ita patoloska stanja (Bukic,
2008).

Uopsteno, pri povisenom nivou slobodnih radikala dolazi do oksidativnog stresa, koji
moze biti posledica poveéanog izlaganja kiseoniku, prisustva toksina koji proizvode ROS,
inflamatornih procesa i sl., ili inhibirane funkcije antioksidativnog sistema, koja se javlja pri
npr. smanjenju aktivnosti enzima glutation peroksidaze i superoksid dismutaze. Oksidativni
stres moZe da se manifestuje kroz razli¢ite odgovore celija, kao Sto su proliferacija i
adaptacija. Proliferacija, kojom mnoge éelije odgovaraju na umereni oksidativni stres npr.
moze biti dobra (npr. kod zarastanja rana), ali losa ako vodi fibrozi tkiva. Adaptacija, koja
podrazumeva pokretanje antioksidativnog odbrambenog sistema, moze delimicno,
povecano ili potpuno da zastiti celiju od ROS, a ukljuuje i povecanje koncentracija
intracelularnog Ca?i prelaznih metala koji mogu da katalizuju slobodnoradikalske reakcije.
Medutim, oksidativni stres moZe da izazove ozbiljna oSteéenja Celije, odnosno lipida, DNK,
proteina, ugljenih hidrata i dr., $to u nekim slu¢ajevima moze biti inicijalna reakcija za
adaptacione procese (slika 20, Lawrence 2010). Takode, oksidativno osteéenje moze da
izazove i starenje celije (Celija prezivljava, ali gubi sposobnost deobe), ali i njenu smrt.
Naime, ako u celiji ne dode do zamene ostecenih biomolekula, mogu da se jave trajna
oksidativna oSteéenja ili moZe da dode do pokretanja procesa poput apoptoze ili nekroze,
koji neizbezno dovode do umiranja éelije (Halliwell i Gutteridge, 2007).

fosfolipidne membrane lipoproteini (LDL)

vitamin E &isti od vitamin E éisti od

slobodnih radikala slobodrlihl radik_aIEIl, ali ne
i i ostoje enzimi za
i regenerige //—b P  &nzimi Z
celiju «——_ROS @ regeneraciju vitamina E
popravka ., N
regenerisane /lipidna peroksidacija lipidna peroksidacija
membrane oksidativna nema sistema za
propustjiva membrana mutageneza reparaciju u
neuspesna . DNK lipoproteinima
reparacija u ORSICNI
celijskoj smrti

produkti‘//' \ Ateroskleroza
sistemi za

alkilovana DNK popravku  gksidovana DNK

mrtve celije

(nekroza) \ /

stalna mutacija

l neoplastiéna transformacija

imuni sistem moZe ——> kancerogene Celije
unistiti kanceroznu éeliju l

maligni tumor

Slika 20. Posledice oksidativnog stresa na celijske membrane, lipoproteine i DNK
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Slobodnoradikalske reaktivne vrste mogu da budu uzrocnici bolesti, kao Sto su
bioloSke posledice izloZzenosti povisenoj radijaciji ili insuficijencija selena i tokoferola u
ishrani. Oksidativni stres je najéeSce uzrok bolesti imunog sistema, ishemije, reakcija koje
izazivaju lekovi ili toksini, starenje i niz uticaja koji izazivaju poremecaj funkcije jetre, srca i
kardiovaskularnog sistema, crvenih krvnih zrnaca, respiratornog sistema, bubrega, nervnog
sistema i dr. UopSteno, klinicke studije su pokazale da se poviSeni nivo ROS, odnosno
oksidativna osStecenja koja oni izazivaju, mogu dovesti u direktnu vezu sa nizom oboljenja,
poput ateroskleroze, vazospazma, bolesti brieg starenja, kancera, reume, mozdanog udara,
astme, artritisa, infarkta srca, dermatitisa, kataraktogeneze, oStecenja retine, hepatitisa,
oStecéenje jetre (Halliwell i Gutteridge, 2007). Ishrana bogata biljkama doprinosi smanjenju
rizika od razvijanja ovih bolesti, zahvaljuju¢i mnoStvu antioksidanasa prisutnih u njima
(Halliwell, 2009).

2.4.1. ANTIOKSIDANSI | ODREDIVANIJE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA

Opsta definicija antioksidanasa podrazumeva sve supstance koje u koncentracijama
znatno niZim od koncentracije supstrata koji moZze da se oksiduje, znacajno smanjuju ili
sprecavaju njegovu oksidaciju. U Sirem smislu, antioksidans je zapravo agens koji
onemogucava, sprecava ili uklanja oksidativna oStec¢enja ciljanog molekula (Halliwell i
Gutteridge, 2007). Neki antioksidansi se sintetiSu u organizmu (endogeni), a drugi (egzogeni)
unose hranom ili upotrebom dijetetskih suplemenata. Grupu endogenih antioksidanasa ¢ine
enzimi (superoksid-dismutaza, katalaza i Se-glutation peroksidaza) koji metabolisu
superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i lipidne perokside, neenzimski molekuli
(glutation, histidin-peptidi, transferin i feritin, dihidrolipoinska kiselina, redukovani oblik
koenzima Q, melatonin, urati i protein-tioli plazme), kao i neki hemijski elementi (cink i
selen). Ovi sistemi su medusobno komplementarni, jer deluju sinergisticki protiv razlicitih
radikala u razli¢itim éelijskim prostorima. Medutim, i pored postojanja odbrambenih
antioksidanasa, koji su sposobni da suzbiju stvaranje slobodnih radikala ili prekinu lan¢ane
reakcije koje oni iniciraju, do odredenih ostecenja ipak dolazi. Stoga su odbrambeni sistemi
humanog organizma dopunjeni reparativhim antioksidansima, uglavhom enzimima
(proteaze, lipaze, transferaze i enzimi koji repariraju DNK). Zbog ograni¢ene efikasnosti
endogenih odbrambenih sistema i postojanja nekih patofizioloskih faktora (zagadenje
vazduha, pusenje, UV- i joniziraju¢e zracenje, ishrana bogata polinezasi¢enim masnim
kiselinama, inflamatorni procesi, ishemija, itd.) koji doprinose poveéanom stvaranju
slobodnih radikala, neophodno je, hranom ili na neki drugi nacin, uneti egzogene
antioksidanse koji ée umanjiti kumulativni efekat oksidativnih oStecenja tokom Zivota.
Najpoznatiji i najznacajniji egzogeni antioksidansi su vitamini C, E i A, karotenoidi, polifenoli i
drugi (Pietta, 2000; Fang i sar., 2002).
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Ustanovljeno je da redovno koris¢enje namirnica biljnog porekla i dijetetskih
suplemenata sa visokim antioksidativnim potencijalom u svakodnevnoj ishrani predstavlja
vazan i efikasan vid preventive ne samo kardiovaskularnih oboljenja, vec i procesa starenja
koze i vezivnih tkiva, nekih degenerativnih oboljenja lokomotornog i kardiovaskularnog
sistema (reumatoidni artritis, hipertenzija, ateroskleroza), degenerativnih oc¢nih bolesti
(katarakta), kognitivne disfunkcije i razlicitih neurodegenerativnih procesa (senilna
demencija), astme, nekih oblika diabetesa i karcinoma, tj. bolesti povezane sa oksidativnim
stresom (Maksimovi¢, 2008) . U cilju ispitivanja uticaja razli¢itih agenasa na nivo slobodnih
radikala kako u hrani, tako i u bioloskim sistemima, metode za odredivanje neutralizacije
slobodnih radikala, odnosno antioksidativnhog potencijala imaju Siroku primenu.
Odredivanjem antioksidativnog statusa u bioloskim sistemima moZe da se prati uticaj
ishrane ili dodataka ishrani na oksidativni stres i doprinos u prevenciji bolesti €iji su uzrocnici
oksidativna oStecenja (Sdnchez-Moreno, 2002).

Uopsteno, testovi za odredivanje antioksidativnog potencijala u bioloskim sistemima
i namirnicama mogu biti zasnovani na:

1) transferu elektrona,

2) sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i

3) inhibiciji lipidne peroksidacije.

Zbog velikog broja reaktivnih hemijskih vrsta koje narusavaju homeostazu celije i
raznolikosti mehanizma njihovog delovanja, nemoguée je definisati jednu metodu za
odredivanje antioksidativne aktivnosti. U procesu evaluacije antioksidativhog potencijala
ispitivane supstance, potrebno je izabrati kombinaciju viSe testova koji se zasnivaju na
razli¢itim principima i pokazuju antioksidativni potencijal ispitivane supstance putem
razli¢itih mehanizama delovanja. U tabeli 6 (Lesjak, 2011) navedene su neke od metoda koje
se mogu primeniti za odredivanje antioksidativnog potencijala.

Tabela 6. Primeri metoda za odredivanje antioksidativnog potencijala u bioloskim sistemima
i namirnicama

METODA PRINCIP

Transfer elektrona

Odredivanje neutralizacije

DPPH® radikala merenje procenta neutralizacije stabilnog DPPH’ radikala (Espin i sar., 2000)
Reducing power metoda, pracenje redukcione sposobnosti na osnovu
Odredivanje redoks transformacije Fe* 9Fe2+(0yaizu, 1986)
potencijala FRAP test (ferric ion reducing antioxidant power), merenje procenta inhibicije
redukcije Fe3+-tripiridiltriazin kompleksa (MacDonald-Wicks i sar., 2006)
TEAC test (trolox equivalent antioxidant capacity), merenje procenta
neutralizacije ABTS*" radikala i poredenje sa Trolox-om (Sanchez-Moreno,

2002)

Odredivanje neutralizacije
ABTS " radikala

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala

merenje procenta inhibicije stvaranja 0, generisanog u reakciji fenazin-
metilsulfata (PMS) u prisustvu NADH i molekulskog kiseonika ili
hipoksantin/ksantin-oksidaza sistemu (Sanchez-Moreno, 2002)

Odredivanje kapaciteta
hvatanja superoksid anjon

radikala ..
merenje procenta inhibicije stvaranja etena u reakciji generisanog O, saa- -

36



Marija Radojkovié

Doktorska disertacija

Odredivanje kapaciteta
hvatanja hidroksil radikala

Odredivanje kapaciteta
hvatanja peroksil radikala

Odredivanje kapaciteta
hvatanja vodonik-
-peroksida

Odredivanje kapaciteta
hvatanja hipohlorne kiseline

Odredivanje kapaciteta
hvatanja azot(ll)-oksida
Odredivanje kapaciteta
hvatanja peroksinitrita

ketometiolbuternom kiselinom (KMB) (MacDonald-Wicks i sar., 2006)

,hvatanje” generisanog 0, 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksidom (MacDonald-Wicks
i sar., 2006)

»,deoksiriboza test”, merenje procenta inhibicije stvaranja malonildialdehida
(MDA) (Sanchez-Moreno, 2002)

HORAC test (hydroxyl radical averting capacity), merenje procenta inhibicije
hidroksilacije p-hidroksibenzoeve kiseline HO® (MacDonald-Wicks i sar.,
2006)

3D test (damaged DNA detection), merenje procenta inhibicije stepena
o$teéenja DNK izazvanog HO™ (Sdnchez-Moreno, 2002)

merenje procenta inhibicije peroksidacije lipozoma ili linoleinske kiseline
izazvane ROO" generisanim iz azo jedinjenja (Sdnchez-Moreno, 2002)

TRAP test (total radical-traping antioxidant parameter assay), odredivanje
antioksidantnog statusa humane plazme pracenjem potrodnje kiseonika
tokom oksidativnog procesa (Sdnchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i
sar., 2006)

ORAC test (oxygen radical absorbance capacity assay), merenje procenta
inhibicije promene fluorescencije B-fikoertrina ili fluoresceina u prisustvu
azo-generatora ROO (Sanchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar.,
2006)

merenje procenta inhibicije izbeljivanja karotenoida krocina u prisustvu azo-
-generatora ROO" (Sanchez-Moreno, 2002)

merenje procenta inhibicije skopoletina u nefluorescentni proizvod pod
dejstvom peroksidaze iz rena (Sanchez-Moreno, 2002)

merenje procenta inhibicije hemiluminiscencije pobudenog aminoftalata
(MacDonald-Wicks i sar., 2006)

merenje procenta inhibicije oslobadanje etena u
mijeloperoksidaza/H,0,/NaCl (Sanchez-Moreno, 2002)

merenje procenta inhibicije al-antiproteinaze (Sanchez-Moreno, 2002)

sistemu

merenje procenta inhibicije nitritnih jona (Green i sar., 1982)

merenje procenta inhibicije promene fluorescencije dihidrorodamina 123 u
fluorescentni rodamin 123 (Sanchez-Moreno, 2002)

Lipidna peroksidacija

Inhibicija lipidne
peroksidacije

merenje potrosnje kiseonika (Laguerre i sar., 2007)

izbeljivanje B-karotena (Laguerre i sar., 2007)

pracenje formiranja primarnih produkata oksidacije hidroperoksida (Laguerre i
sar., 2007)

pracenje formiranja sekundarnih produkata oksidacije malonildialdehida
(Laguerre i sar., 2007)

2.5. ANTIKANCEROGENO DELOVANIE

U savremenoj populaciji sve veéi procenat uzroka smrtnosti su hroni¢na oboljenja

kao Sto su infarkt, moZdani udar i kancer. Jos u XIX veku konstatovano je da porast

industrijalizacije povecava broj obolelih od kancera (Tanchou,

1843; World Health

Organization, 1997). Kancer je oboljenje kod kojeg su procesi proliferacije, razvitka i smrti

Celije poremeceni. Kancerogeneza je sloZeni proces prelaska normalne celije u maligno

stanje (slika 21), a agensi koji indukuju taj proces zovu se kancerogeni. Kancerogeni procesi

mogu da zapocnu u gotovo svakom organu, ali tkiva kod kojih je proliferacija ¢elija inace
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intenzivnija i koja su hroni¢no izloZzena spoljasnjim uticajima (pluca, creva, itd.) su posebno
podloZna. Prokancerogene supstance mogu biti konvertovane oksidativnim metabolizmom
(najcesce u jetri) u kancerogene, koji mogu udi u cirkulaciju i biti preuzeti u celije specifi¢nih
tkiva i dovesti do mutacija DNK celija. Mutirani gen moze proizvesti defektne proteine koji
mogu imati razli¢ite uticaje na celiju, ¢eliju ¢ine neodrzivom (kao takva nece preziveti) ili
¢eliju transformisu u prekancerogenu, sto moze voditi apoptozi, unistenju od strane imunog
sistema, ili ¢elija moZe prezivetii preéi u formu kancerogenog tumora (Lawrence, 2010).

Svako nagomilavanje ¢elija preko one kolic¢ine koja je potrebna za razvoj, oporavak ili
funkciju tkiva naziva se tumor. Tumor mozZe biti benigni ili maligni, gde maligni tumor brze
raste i ima tendenciju invazije na susedna tkiva (Bogdanovi¢, 2000).

prokancerogen . . .
enzimska normalan gen neispravan enzim za reparaciju
oksidacija (mozZe da neuspesno reparira DNK

i moZe dovesti do kancera
kancerogen — > l Tenzimi za reparaciju / )
: ; ; rotein sa
l enzimska mutirani. _5, nedostaticam
oksidacija gen genska (defektan protein)
nekancerogen ekspresija
(eksp';r;fc‘j’iig)bez defektni metabolidki enzimi

(mogu dovesti do ¢elijske smrti)

neuspesna celijska regulacija

prekancerogena celija

celijska imuni
proliferacija nadzor
apoptoza
maligni tumor unistena celija
(kancer) (nije kancer)

celijski suicid
(nije kancer)

Slika 21. Kancerogeneza

Brojna laboratorijska i epidemioloska istraZzivanja nisu u potpunosti utvrdila faktore
koji uslovljavaju pojavu kancerogenih oboljenja. Doll i Peto (1981) su u svojim istrazivanjima
pokazali da je za 35% kancera odgovorna ishrana. Centralnu ulogu ishrane u sprecavanju
kancerogenih pojava potvrdio je i Svetski fond za ispitivanje kancera (World Cancer Research
Fund, 1997). Veliki broj istrazivanja potvrduje zastitni efekat biljne ishrane koji je i prihvaéen
od strane nutricionista (Block i sar., 1992; Steinmetz i Potter, 1996; World Cancer Research
Fund, 1997).

Tokom razvoja medicinskih nauka, priroda je oduvek predstavljala bogat i neiscrpan
izvor novih bioloski aktivnih supstanci, ukljucujuéi i antikancerogene supstance. Postoji veliki
broj biljnih vrsta koje su kao izvor antitumorskih jedinjenja koriséene u tretmanima ili
prevenciji kancera (Reddy i sar., 2003). Sprovodene su razlicite terapije kancera, ukljucujudi i
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koris¢enje prirodnih produkata iz viSih biljaka. Stoga, postoji velika potreba da se istraze
efikasni, neiscrpni izvori prirodnih supstanci. Takode je bitno i razumevanje mehanizama
antitumorskih agenasa zbog buduce primene u terapiji. Postoji veliki broj biljnih vrsta koje
su kao izvor antitumorskih jedinjenja koris¢ene u tretmanima ili prevenciji kancera (Hsu,
2008).

Razvoj onkologije, naucna ispitivanja i klinicko le¢enje tumora otpoceli su pocetkom
XX veka, ali je tek razvojem molekularne biologije omoguceno bolje razumevanje tumora.
Ispitivanja se vre na izolovanim ¢elijama koje se uzgajaju in vitro, kao i na eksperimentalnim
Zivotinjama, koja obi¢no zahtevaju velike doze kancerogena da bi se dobio veliki prinos celija
kancera u toku eksperimenta. Medutim, indukcija kancera u ljudskom organizmu zahteva
njegovo izlaganje kompleksnom sklopu kancerogenih stimulanasa tokom duzeg vremenskog
perioda. In vitro bioloski testovi na ¢elijskim linijama se mogu koristiti za skrining prirodnih
proizvoda ili sintetskih organskih jedinjenja radi otkrivanja njihove potencijalne aktivnosti u
terapiji tumora. U ovim testovima koriste se neoplasti¢ne celijske linije humanog porekla ili
poreklom od tumora drugih sisara. Sposobnost jedinjenja koje se testira da inhibira rast ovih
tumorskih celija u kulturi predstavlja indikaciju njegove potencijalne vrednosti kao
terapeutskog sredstva in vivo (Lieberman i sar., 2001).

In vitro citotoksi¢na ispitivanja se koriste kao brze metode za identifikaciju
potencijalnih antineoplastika. Antineoplastici su lekovi koji inhibiraju rast i razvoj
abnormalne mase tkiva (neoplasm) kao rezultat abnormalnog deljenja éelija (neoplasia)
(Brielmann i sar., 2006). Primeri citotoksi¢nih agenasa su hemijske supstance, odredene
imune celije ili pojedini tipovi otrova (npr. otrovi zmija ili pauka). Citotoksi¢nost dovodi i do
zaustavljanja aktivnosti rasta i deljenja ¢elija (opadanje sposobnosti za rast) ili do aktiviranja
genetskog programa za kontrolisano ubijanje éelije (apoptosis) (Promega Corporation, 2006;
Promega Corporation, 2007). Jedan od nacina citotoksi¢nog dejstva hemijskih jedinjenja je i
aktivacija apoptoti¢ih mehanizama, Sto predstavlja i jedan od nacina le¢enja karcinoma i
zaustavljanja rasta tumora (Thompson, 1995).

Farmaceutska industrija u velikoj meri koristi citotoksi¢na ispitivanja za potvrdivanje
efekata hemijskih jedinjenja na Zivotni ciklus celije. Istrazivaci tragaju za citotoksi¢noscéu
odredenog jedinjenja ako postoji interesovanje da se to jedinjenje mozZe primeniti kao
terapeutski agens za sprecavanje progresivnog deljenja Celija kancera ili se Zele potvrditi
netoksi¢ne osobine leka koji pretenduje da ima terapijsku primenu.

Ocena celovitosti ¢elijske membrane je jedan od nacdina za merenje citotoksiénih
efekata. Jedinjenja koja ispoljavaju citotoksicne efekte cesto narusavaju integritet
membrane. Boje kao Sto su ,trypan blue” ili propidijum jodid pod normalnim okolnostima
ne mogu uéi unutar zdrave celije, medutim, ako je celijska membrana oste¢ena boja moze
slobodno da prodre unutar celije i ostane u njoj (Riss i Moravec, 2004). Integritet membrane
se moZe proceniti i na osnovu procene prelaska supstanci koje se inaée normalno nalaze
unutar celije, u okruzenje éelije. U ovakvim ispitivanjima najceSée se meri aktivnost laktat
dehidrogenaze (LDH) (Decker i Lohmann-Matthes, 1988).
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2.6. TOKSICNOST | GENOTOKSICNOST

U cilju maksimalnog smanjenja rizika od primene prirodnih agenasa (biljaka, delova
biljke ili njihovih ekstrakata) neophodno je poznavati njihovu potencijalnu toksi¢nost i
genotoksi¢nost. Genotoksikologija je multidisciplinarno podrucje istrazivanja koje ukljucuje
detektovanje oSte¢enja DNK i naruSavanje procesa nasledivanja, kao i razumevanje
bioloskih posledica oste¢enja DNK. U poslednjih pet decenija razvijeni su brojni test sistemi
za identifikovanje jedinjenja koja deluju na DNK sa primarnim ciljem da se ljudi zastite od
oStecenja naslednog materijala i posledica takvih oStecenja. Medu najpoznatijim
posledicama su svakako indukcije kancera (Pitot, 1986; Silberhorn i sar., 1990; Tchounwou i
sar., 1996; Morales i sar., 2000) i ubrzavanje starenja. OStecenja u germinativnim celijama
vode ka naslednim bolestima i uzrokuju smanjenje fertiliteta. Veliki broj testova koji se
izvode na sisarima ili njihovim celijama in vitro zahteva koncentrisanje uzoraka, sto menja
prirodu delovanja.

Biohemijski testovi za biljke, koji se uglavhom odlikuju veéom osetljivos¢u u odnosu
na ostale sisteme, pokazali su se uspesnim u razli¢itim situacijama (Grant i sar., 1999). Kao
posebno podesan pokazao se Allium test koji se izvodi na obi¢nom luku, Allium cepa. Levan
je jos 1938. godine uvedeo u praksu Allium test za ispitivanje genotoksi¢nih potencijala i od
tada je ovaj test uspesSno upotrebljen u istrazivanjima mnogo puta, u izvornom ili
modifikovanom obliku, za ispitivanje razli¢itih jedinjenja rastvorljivih ili nerastvorljivih u vodi
(Fiskesjo i sar., 1981; Rank i Nielsen, 1997; Rank i sar., 2002; Kalcheva i sar., 2009), prirodnih
voda (Fiskesjo, 1985; Majer i sar., 2003; VujoSevi¢ i sar., 2008), vode za pice (Al-Sabti i
Kurelec, 1985), snega (Blagojevi¢ i sar., 2009) i otpadnih voda (Fiskesjo, 1993; Monarca i
sar., 2000). Ispitivanjem efekata jedinjenja Zive, dihlorfenola, benzopirena i razli¢itih
nitrozoguanidina pokazano je da je ovaj test podjednako osetljiv (u nekim slucajevima i
i sar. 1981). Takode, pokazano je da testiranje istih genotoksi¢nih supstanci (akridina i
malei¢nog hidrazida) u razli¢itim laboratorijama daje ponovljivo iste rezultate (Rank i sar.,
2002). Veliku osetljivost Allium testa dobro ilustruje sposobnost detekcije potencijalne
genotoksi¢nosti u vodi za pi¢e. Tako su Al-Sabti i Kurelec (1985) utvrdili indukciju
hromozomskih aberacija kao posledicu prisustva sporednih produkata hlorovanja vode.
Evseeva i sar. (2003) ispitivali su ovim testom nivo genotoksi¢nosti u vodenim rezervoarima
u Cijoj blizini su smestene celije za ¢uvanje industrijskog radijuma. lako koncentracije
radijuma i drugih radioaktvnih elemenata u vodi ne prelaze dozvoljene granice, Allium test
pokazuje povecane nivoe genotoksi¢nosti koja raste sa koncentracijom elemenata.
Prednosti ovog sistema su velika osetljivost, slicnosti u hromozomskoj organizaciji sa
ljudima, dobra korelacija sa drugim sistemima i mogucnost ispitivanja uticaja u razlicitim
uslovima (Rank, 2003).

Danas je u upotrebi modifikacija testa (Rank i Nielsen, 1993) oznacena kao Allium
anafazno-telofazni test. Najvaznije prednosti ovog test sistema su slicnost hromozomske
organizacije sa genomom Coveka, veca osetljivost u poredenju sa drugim test sistemima i
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moguénost upotrebe u razli¢itim uslovima (Grant i sar., 1999). Sem toga, test je relativno
jednostavan i lako izvodljiv, ekonomican, tolerise Sirok raspon pH vrednosti, nema potrebe
za precis¢avanjem uzoraka i istovremeno se testira toksi¢nost i genotoksi¢nost. S obzirom
da ovaj test pokazuje odli¢nu korelaciju sa testovima koji se obavljaju na sisarima u uslovima
in vivo (Fiskesjo, 1985), rezultati se mogu sa visokom pouzdanosc¢u ekstrapolirati na ljudski
organizam. Ovim testom ispituje se potencijalna sposobnost uzoraka da indukuju promene
koje se ocitavaju u celijskoj deobi i porede sa kontrolama, pozitivnom, koju €ini poznati
mutagen i negativhom, koja je voda standardnog kvaliteta.

2.7. EKSTRAKCUA | EKSTRAKTI LEKOVITOG BILJA

Ekstrakcija je tehnoloska operacija kojom se iz droga biljnog i Zivotinjskog porekla
ekstrahuju, odnosno izdvajaju aktivni principi pomoc¢u odredenog rastvaraca, ekstragensa.
Operacija ekstrakcije ima veliki zna¢aj u savremenoj tehnologiji i farmaciji, Siroko se
primenjuje za proizvodnju galenskih preparata i hemijski Cistih farmakoloski aktivnih
supstanci (Lepojevi¢, 2000). Aktivni principi ekstrahuju se iz droga razli¢itim metodama
(maceracijom, perkolacijom i dr.) i pod razli¢itim uslovima (usitnjenost droge, odnos droge i
rastvaraca, temperatura i pritiskak ekstrakcije, ekstragens(i) i dr.), Sto zavisi od vrste
farmaceutskog oblika koji se Zeli dobiti, prirode lekovite supstance, stanja droge i drugih
faktora (Viéentijevi¢, 2001).

Ekstrakti su tecni, praskasti, odnosno granulisani preparati, dobijeni ekstrakcijom
droge propisanim rastvaratem. Upotrebljeni rastvaraC se posle ekstrakcije delimiéno,
odnosno potpuno odstrani. Jugoslovenska farmakopeja (Ph. Jug. IV) propisuje te¢ne i suve
ekstrakte. U zavisnosti od karaktera rastvaraca koji je koriséen za dobijanje ekstrakta,
razlikuju se: vodeni ekstrakti (Extracta aquosa), alkoholni ekstrakti (Extracta spirituosa) i
etarski ekstrakti (Extracta etherea). Te¢ni ekstrakti (Extracta fluida) su ekstrakti droga koji se
najéesce izraduju tako da jedan deo tecnog ekstrakta sadrzi aktivne principe iz jednog dela
droge, i naziva se tecni ekstrakt 1:1. Ponekad se tecni ekstrakti dobijaju i u drugim
odnosima. Suvi ekstrakti (Extracta sicca) su ekstrakti droga iz kojih je pogodnim postupkom
potpuno uklonjen rastvarac, sadrze vise od 95% suvog ostatka. Za uparavanje, odnosno
uguséivanje tecnog ekstrakta i dobijanje suvih ekstrakata, najéeS¢e se koristi, u
laboratorijskim uslovima, rotacioni vakuum upariva¢. Pomoéu ovog uredaja ekstrakt se
uparava pod sniZzenim pritiskom, a sam proces se moze prekinuti kada se postigne Zeljena
gustina ekstrakta ili se uparavanje izvodi do potpunog uklanjanja rastvaraca. Za susenje
uguscéenog ekstrakta najcesce se primenjuje vakuum susnica i to na temperaturi 65-70°C.
Susenje se izvodi dok se masa suvog ekstrakta ne ustali, odnosno do konstantne mase
(Lepojevié, 2000). Suvi ekstrakti su izrazito higroskopni, pa se u procesu izrade preparata
dodaju adsorbensi, najéeSce Aerosil® i trikalcijum-fosfat, da bi se procenat vlage smanjio.
Ovako adsorbovani suvi ekstrakti pokazuju stabilnost i u sredini sa 90% relativne vlaznosti
vazduha. Oni se mogu rastvarati u vodi ili alkoholu i tako formirati tecne ekstrakte ili tinkture
(Pordevié, 2008; Ph. Eur. V).
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Danas se teZi da svi ekstrakti budu standardizovanog i kontrolisanog kvaliteta. Uz
ujednacen kvalitet droge, opremu i ustaljen nacin izvodenja procesa ekstrakcije, trebalo bi
dobijati i ekstrakte standardnog kvaliteta. Zbog neujednacenog kvaliteta droge i rastvaraca,
kvalitet ekstrakta je promenljiv. Zato je sada uobicajeno da se standardizacija ekstrakta vrsi
na osnovu koli¢ine odredenog sastojka droge, odnosno nekog ,marker” jedinjenja koje je
uvek prisutno u tkivu droge i posle u dobijenom ekstraktu (Kovacevi¢,2002).

Usitnjenost biljnog materijala

Kako se za ekstrakciju najéesce koriste droge, a rede svezi biljni delovi, izdvajanje
aktivnih materija iz droga uslovljeno je anatomskom gradom samih droga. Za ekstrakciju
kore, korena, plodova i semenki glavni uslov je odgovaraju¢a usitnjenost polaznog
materijala. Usitnjavanjem se povecdava specifiCna povrsSina materijala, a time i moguénost
kontakta pojedinih Cestica sa rastvaracem za ekstrakciju. U slucaju prevelike usitnjenosti
ekstrakcija je otezana, jer se zasicenija ekstrakciona tec¢nost tesko probija i kroz malo debl;ji
sloj droge, pogotovo u prisustvu supstanci koje jako bubre. Osim toga, od jako usitnjene
droge ekstrakt se tesko odvaja, a jako usitnjena droga moZe naknadno adsorbovati veé
ekstrahovanu aktivnu materiju. Stepen usitnjenosti biljnog materijala i ¢vrstih supstanci
propisan je farmakopejama (Ph. Jug. IV, Ph. Eur. 6) i oznacen je arapskim brojevima u
zagradi iza naziva droge ili preparata. Pri kontaktu rastvarada sa usitnjenim biljnim
materijalom u osteéenim biljnim éelijama dolazi do ispiranja, tj. rastvaranja njihovog
sadrZaja. U neosSteéene celije rastvara€ najpre mora da prodre. Bubrenjem membrana
postaje manje ¢vrsta, pojavljuju se intermicelarni prostori i rastvarac ulazi u celiju. Zatim
bubri protoplazma, a sadrzaj celija se rastvara i ukoliko se nalazi u molekularnom rastvoru,
izlazi difuzijom kroz intracelularne prostore u okolnu te¢nost dok se ne uspostavi ravnoteza
koncentracija unutar i izvan ¢elija (Jovanovi¢, 2003). Droga koja se ekstrahuje mora biti
usitnjena do odredenog stepena koji varira u relativno uskim granicama (1-5 mm). Najcesce
se postavlja ograni¢enje da udeo sitnih Cestica, Ciji je pre¢nik manji od 0,5 mm, ne bude vedi
od 10% (Gorunovic i Luki¢, 1995).

Izbor rastvaraca za ekstrakciju

Izbor ekstragensa se vrsi tako da omogucdava Sto kvantitativnije iscrpljenje droge,
odnosno ostvarenje visokih prinosa ekstrakcije. Takode, neophodno je voditi racuna i o
selektivnosti ekstrakcije, odnosno dobijanju ekstrakata sa minimalnim sadrzajem primesa, a
maksimalnim sadrzajem Zeljenih aktivnih principa. Izbor rastvaraca za ekstrakciju zavisi od
stepena hidrofilnosti supstance koja se Zeli dobiti ekstrakcijom, pri ¢emu se moze koristiti
poznato pravilo, sli¢no se rastvara u slicnom (Lepojevic, 2000).

Za ekstrakciju lekovitog bilja koristi se €itav niz razlicitih organskih rastvaraca, kao sto
su etiletar, metilenhlorid, hloroform, benzol i dr. Veéina organskih rastvaraca je toksi¢na za
humani organizam. Takode, oni nisu selektivni, tako da rastvaraju i visoko molekulske
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sastojke, kao Sto su smole, voskovi, masna ulja i boje. Ekstrakti dobijeni upotrebom ovih
rastvaraca najceSée predstavljaju prvu fazu u proizvodnji farmakoloski aktivnih supstanci.
Upotrebljeni organski rastvaraci iz ovakvih sistema uklanjaju se uparavanjem pod sniZzenim
pritiskom, ali u krajnjem proizvodu rastvara¢ uvek zaostaje u odredenoj koli¢ini (Vidovic,
2011).

Mesanjem alkohola i vode u razlicitim kvantitativnim odnosima dielektri¢na
konstanta smese se menja u Sirokim granicama, Sto omogucava primenu ovakvih smesa za
ekstrakciju velikog broja supstanci iz biljnog materijala. Neophodno je ista¢i da rastvarac ne
utice samo na ekstrakciju neke odredene grupe jedinjenja, veé i ukupna kolicina
ekstrahovanih materija zavisi od polarnosti rastvaraca (Lepojevi¢, 2000). Prednost ovog
rastvaraca, pored toga Sto se moze koristiti za ekstrakciju Citavog niza razlicitih supstanci, je
njegova netoksi¢nost u odnosu na ljudski organizam. Primenom smese etanola i vode, kao
relativno polarnog rastvaraca, mogu se iz polaznog materijala ekstrahovati polarne
komponete kao Sto su fenoli, flavonoidi, tanini, Seceri, glikozidi, soli, neki vitamini i druga
jedinjenja. (Vidovi¢, 2011). Kako izbor rastarada za ekstrakciju u velikoj meri odreduju
komponente koje se Zele izdvojiti, nije najjednostavnije odrediti koji je rastavarac
najpogodniji (Cak i procenat etanola u ekstragensu kod ekstrahovanja polarnih supstanci), pa
se zato za odredivanje najpogodnijeg rastvaraca pri ekstrakciji lekovitog bilja sve vise
primenjuje optimizacija procesa ekstrakcije. Na taj nacin se sa sigurnos¢u moze tvrditi da se
primenjenim ekstragensom dobija ekstrakt najboljih osobina u odnosu na Zeljene
karakteristike (Xu i Diosady, 2010).

Ugljendioksid u superkriticnom stanju je rastvaraé pozitivnih karakteristika i on se
primenjuje za dobijanje ekstrakta visoke Ccisto¢e koji se koriste u farmaceutskoj i/ili
prehrambenoj industriji.

2.7.1. EKSTRAKCIJA | OPTIMIZACUA

Vecina aktivnih supstanci sadrzanih u lekovitom bilju lako podleze hemijskim
promenama, pod uticajem enzima ili drugih pratecih supstanci prisutnih u prirodnom
materijalu, koje dovode do smanjenja ili gubitka lekovitih svojstava. Hemijske promene
aktivnih sastojaka mogu nastati i u toku ekstrakcije, pod uticajem upotrebljenog rastvaraca
ili primenjenog tehnoloskog rezima (Peki¢, 1980). Samim tim ekstrakcija zavisi od velikog
broja procesnih parametara (veli¢ine Cestica, vremena, temperature, pritiska ekstrakcije,
ekstragensa, itd.). Iz ovih razloga, u cilju dobijanja ekstrakta Sto boljeg kvaliteta, potrebno je
operaciju ekstrakcije dobro prouciti i obezbediti odgovarajuce uslove. Danas je razvijen veliki
broj matematickih modela koji opisuju zavisnost procesa ekstrakcije od razlicitih
parametara. U novije vreme razvojem racunarskih programa empirijski modeli zasnovani na
postupku odzivne povrsine dobijaju na znaéaju u opisivanju ne samo ekstrakcije, ve¢ i drugih
difuzionih operacija.
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Metoda odzivne povrsine

Klasi¢an pristup eksperimentalnom radu istrazivanja uticaja pojedinacnih faktora na
neku pojavu ili proces (one at a time design) ukljuCuje dosta napora i vremena, a u
slu¢ajevima kada su interakcije faktora znacajne nije u potpunost tacan (Romagnoli i
Gualtieri, 2009; Ozdemir i sar., 2008). Najefikasniji put poveéanju vrednosti istraZivanja i
skradivanju vremena njegovog trajanja je planiranje eksperimenata (DOE, Design of
Experiments). Za klasian pristup eksperimentalnom radu potrebno je izvesti vise hiljada
eksperimenata, koje je teSko analizirati, ali i izvesti, pa se u praksi broj eksperimenata
redukuje smanjenjem broja ispitivanih faktora ili brojem njihovih ponavljanja, Sto za
posledicu ima smanjenje pouzdanosti zakljuaka izvedenih iz eksperimentalnih istraZivanja
(Lazi¢, 2004). Problem brojnosti eksperimenata i pouzdanosti zaklju¢aka danas se resava
primenom planiranja eksperimenta.

Metoda odzivne povrsine (RSM-response surface methodology) spada u najéesce
koriséene postupke statisticki planiranih eksperimenata (Myers i Montgomery, 2002). Ovu
metodu su uveli Box i Wilson (1951), a kasnije je popularizovao Montgomery, a moze se
definisati kao empirijska statisticka tehnika primenjena za regresionu analizu podataka
dobijenih iz adekvatno planiranih eksperimenata simultanim resavanjem sistema jednacina
(Allen, 2006; Myers i Montgomery, 2002). Svaka od jednacina naziva se funkcija odziva, a
njen geometrijski prikaz se naziva odzivna povrsina, koja se moze prikazati u tri dimenzije ili
kao konturne povrsine, u dve dimenzije (Brereton, 2007; Montgomery i Runger, 2003; Cox i
Reid, 2000). Odzivne funkcije su polinomskog oblika s obzirom na to sto se kvalitet fitovanja
eksperimentalnih podataka moze poboljsati poveéanjem stepena polinoma. Ovakvi modeli
su posebno pogodni za reSavanje optimizacionih problema, jer je njima moguce opisati
interakcije velikog broja faktora, a procena kvaliteta fitovanja polinomskih modela se moze
lako odrediti (Lazi¢, 2004). Sustina statistickog planiranja eksperimenata je u pronalazenju
optimalnog resenja (modela), ¢ak i kad nije moguée utvrditi deterministicki matematicki
model. Definisanje znacajnosti pojedinih faktora moguce je uraditi pomoéu Studentovog t-
testa, odnosno t-vrednosti povezanih sa svakim od koeficijenata polinoma, koje ukazuju koji
faktori su znacajni, odnosno koje od interakcija su bitne za posmatrani odziv. U
istrazivanjima se najceSce koriste sledeci planovi: Box-Behnken dizajn (BBD), centralni
kompozitni plan (CCD), potpuni eksperimentalni plan i dr. Metoda odzivne povrsine koristi
se za opisivanje brojnih procesa (Cacae i Mazza, 2003; Shi i sar., 2003; Pathirana i Shahidi,
2005; Spingo i sar., 2007; Wang i sar., 2008; Pompeu i sar., 2009; Joki¢, 2010; Wijangaard i
Bruton, 2010).

2.7.2. EKSTRAKCIJA SUPERKRITICNIM FLUIDIMA

Superkriti¢cna ekstrakcija (Supercritical fluid extraction, SFE) predstavlja dobru
alternativu klasi¢énim postupcima ekstrakcije. Ona predstavlja ekstrakciju gasovima pod
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pritiskom i temperaturom iznad kriti¢nih vrednosti. Superkriti¢ni fluid nema definisano
agregatno stanje, ve¢ se njegove fizicko-hemijske karakteristike nalaze izmedu karakteristika
gasa i te€nosti. Gustina superkriti¢nih fluida slicna je gustini te€nosti, a viskozitet sli¢an
viskozitetu gasa (Pasquli, 2008). Jedan od najceSce koris¢enih gasova u procesu
superkriticne ekstrakcije je ugljendioksid. Iznad temperature od 31,06°C i pritiska od 7,38
MPa ugljendioksid prelazi u superkriticno stanje. Iznad kriticne tacke se malim promenama
pritiska i/ili temperature menjaju i osobine superkriticnog gasa kao ekstragensa, ¢ime je
omogucena selektivna ekstrakcija. Povecanjem pritiska raste zapreminska masa i
dielektricna konstanta, odnosno mo¢ rastvaranja ekstragensa. Ugljendioksid u
superkritichom stanju ima osobine nepolarnog rastvaraca, pa se njegovom primenom iz
ispitivanog materijala mogu ekstrahovati nepolarne komponente: etarska ulja, masne
kiseline, jedinjenja sterolne strukture, odredeni vitamini, voskovi, itd.

Osnovna prednost superkriticne ekstrakcije u odnosu na druge postupke ekstrakcije
je ta Sto se izvodi na umerenim temperaturama, pa se moze primeniti za separaciju slabo
isparljivih i termolabilnih komponenata. Zbog toga je ovaj nacin ekstrakcije od posebnog
interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju (Skala i sar., 2002).

Ovaj nacin ekstrakcije, osim veé navedenih, ima mnoge druge prednosti u odnosu na
postupak ekstrakcije organskim rastvaracima:

. superkriti¢ni fluid ima slicne osobine kao i organski rastvaraci, ali s boljom
difuzijom, niZim viskozitetom i manjim povrsinskim naponom fluida,

= razdvajanje ekstrakta od rastvaraca je lako i brzo zbog mogucnosti regulisanja
isparljivosti komponenata promenom pritiska i temperature,

= dodavanjem kosolventa, odnosno modifikatora (metanola, etanola, vode i
dr.) mogude je poboljsati rastvaranje i ekstrakciju polarnih supstanci ¢ime se postize veca
selektivnost prilikom ekstrakcije,

= nema zaostajanja rastvaraca u dobijenom ekstraktu za razliku od upotrebe
organskih rastvaraca,

= rastvaraci (gasovi i voda) koriséeni u superkritiénoj ekstrakciji su jeftini i
sigurni za okolinu, troSkovi odlaganja nisu visoki, a u industrijskim procesima moguce je i
recikliranje rastvaraca,

] moguce je ekstrahovanje komponenata sa visokim temperaturama kljucanja
na relativno niskim temperaturama,

. proces je ekoloski prihvatljiv,

] za ekstrakciju superkriticnim fluidima se mogu primeniti postrojenja razlicitih

kapaciteta, nivoa od analitickih (manje od grama do nekoliko grama uzorka), preparativnih
(nekoliko stotina grama uzorka), poluindustrijskih postrojenja (kilogram uzorka) do velikih
industrijskih postrojenja (tone sirovine; npr. postrojenje za dekofeinizaciju kafe i ¢aja) (Lang i
Wai, 2001; Luque de Castro i Jimenéz-Carmona, 2002; King 2002; Wang i Weller, 2006;
Norhuda i Jusoff, 2009; Sahena i sar., 2009).

Nedostaci ekstrakcije superkritiénim fluidima u poredenju sa drugim postupcima
ekstrakcije ogledaju se u slede¢em:
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= rad pri relativno visokim pritiscima,

= veliki utosak energije za komprimovanje gasova,

. vedi energetski troSkovi usled sloZene regeneracije rastvaraca,
= veliki investicioni troSkovi za procesnu opremu,

= kompleksnost procesa.

Pogodnom kombinacijom pritiska i temperature moZe se podeSavati Zeljeni efekat
rastvaranja, odnosno moze se postic¢i odredena selektivnost ugljendioksida kao ekstragensa
(Zekovi¢, 1998). Podrucja pritiska i temperature u okviru kojih se mogu izolovati razliciti
ekstrakti prikazani su na slici 22.
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Slika 22. Fazni dijagram (pritisak-temperatura) za CO,

Prednosti ugljendioksida u odnosu na ostale gasove, koji se primenjuju za SFE, su
sledece:

. netoksi¢an je u odnosu na humani organizam i spada u GRAS ekstragense
(Martenis, 2001),

] nezapaljiv,

] jeftin je i lako dostupan,

] bez mirisa i ukusa, Sto mu omogucava upotrebu u prehrambenoj industriji,
] omogucava frakcionisanje i selektivnu ekstrakciju,

] ne ekstrahuje pesticide, kao ni proizvode njihove degradacije,
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] ima relativno niske vrednosti kriti¢nih parametara u odnosu na ostale gasove
koji se primenjuju u ovoj tehnologiji,

. lako se odvaja od ekstrakata,

= njegova upotreba spada u ekoloski bezbedne tehnologije, tzv.
“environmental friendly” (El-Aty i sar., 2009).

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju se izvodi pomodu uredaja koji je
prikazan na slici 23. Ekstrakcija se vrsi ugljendioksidom u ekstraktoru na odredenoj
temperaturi, odredenom pritisku i pri odredenom protoku ekstragensa, a dobijeni ekstrakt
se od ugljendioksida odvaja u separatoru pri uslovima snizenog pritiska i temperature,
odnosno pri uslovima pod kojim ugljendioksid prelazi u gasovito stanje. O ekstrakciji roda
Morus superkriticnim ugljendioksidom nema podataka u naucnoj literaturi.

Slika 23. Slika ekstraktora i uredaja za ekstrakciju
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije realizovan je u laboratorijama Katedre
za biotehnologiju i farmaceutsko inZenjerstvo, Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu. Deo
istrazivanja je uraden u laboratoriama Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
BioloSkog instituta “SiniSa Stankovi¢” Univerziteta u Beogradu, Instituta za virologiju, vakcine
i serume (Torlak) u Beogradu, Instituta za prehrambene tehnologije (FINS) u Novom Sadu,
Poljoprivrednog instituta u Osijeku i Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta u Osijeku,
Hrvatska, Fakulteta za hemiju i hemijsku tehnologiju Univerziteta u Ljubljani, Slovenija, SP
laboratoriji Novi Becej i Fabrici za preradu voca, povrca, proizvodnju sokova, nektara i
osvezavajuéih bezalkoholnih pi¢a “Nectar”, Backa Palanka.

3.1. MATERIJAL
3.1.1. SIROVINE

Biljni materijal je sakupljen na teritoriji Republike Srbije tokom 2010. godine.
Materijal je pregledan i kolektovan u kolekciji primeraka jemstva (eng. Vaucher collection)
Herbarijuma BUNS. Determinaciju je izvrSio dr Goran Anackov, docent na Departmanu za
biologiju i ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu, Republika Srbija. U
tabeli 7 prikazani su osnovni podaci o brojevima vaucera, lokalitetu i datumu sakupljanja
biljnog materijala.

Tabela 7. Podaci iz vaucera ispitanih vrsta roda Morus

Brvoj Vrsta Lokalitet Na.cm' Datl.'Jm .
vaucera uzgajanja determinacije
Morus alba L. 1753 Kac
2-1794 Moracede UTM 34T DR 2 11 subspontano Jun 2010.
Morus nigra L. 1753 Novi Sad, Rimski Sancevi
2-1795 Moraceae UTM 34T DR 2 01 subspontano Jun 2010.

Sakupljeni plod ispitivanih vrsta duda je nakon branja odloZzen u plasticne vrece i
¢uvan u zamrzivacu. List i koren duda je osusen prirodnim putem (u hladu, na promaji) i
nakon toga Cuvan u papirnim vrecama, nepropustljivim za vlagu, na sobnoj temperaturi,
zasticeno od svetlosti.
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3.1.2. KARAKTERIZACIJA PLODA Morus VRSTE

Odredivanje sadrZaja suve materije

Suva materija predstavlja sadrzaj svih komponenata ispitivanog uzorka bez vode.
Sastoji se od rastvorljivin (Seceri, kiseline i druge rastvorljive materije) i nerastvorljivih
materija (skrob, celuloza, hemiceluloza, protopektin i dr.). Odredivanje suve materije je
jedna od najvaznijih i najviSe koriséenih hemijskih metoda u ispitivanju kvaliteta sirovina,
pomocnih sirovina, poluproizvoda i proizvoda od voca ili povréa. Kod svih vrsta voca, sadrzaj
suve materije je primarna karakteristika. MoZe se odrediti:

. susenjem i

. refraktometrijski.

Odredivanje sadrzaja suve materije suSenjem (suvi ostatak) podrazumeva
odredivanje ukupne suve materije koja se nalazi u ispitivanom materijalu. Suvi ostatak u
plodu ispitivanih vrsta Morus odredena je po standardnoj metodi (AOAC, 1984).

Refraktometrijski odreden sadrZaj suve materije predstavalja u vodi rastvorljive
supstance. Suva materija refraktometrijski u plodu ispitivanih vrsta Morus odredena je na
digitalnom refraktometru (ATR-ST, Schmidt-Haensch, Germany) primenom standardne
metode (AOAC, 1984).

Odredivanje kiselosti

Za kvalitet plodova od velikog znacaja je i sadrzaj organskih kiselina (limunska,
askorbinska, jabucna, vinska, oksalna, sir¢etna i dr.). Organske kiseline uticu na ukus, boju,
stabilnost i odrzivost kvaliteta. Odnos Seéera i kiselina je veoma bitan i koristi se za
odredivanje stepena zrelosti vo¢a (Vracar, 2001). Kiselost ispitivanog duda odredena je
standardnom titracionom metodom (AOAC, 1984) i izrazena je u odnosu na limunsku
kiselinu.

Odredivanje pH vrednosti

Za kvalitet voéa i mikrobioloSku odrzZivosti bitna karakteristika je pH vrednost, tj.
aktuelni aciditet (Vracar, 2001). pH vrednost ispitivanih vrsta duda je odredena
standardnom metodom (AOAC, 1984) koris¢enjem digitalnog pH-metra (Crison, Basic 20+,
Espanola).

Odredivanje sadrZaja redukujuéih sec¢era

Posle vode, ugljeni hidrati su najzastupljeniji sastojci namirnica biljnog porekla.
Sadinjavaju oko 80-90% suvih materija voca i predstavljaju vazan izvor i rezervnu hranu
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organizma (Vracar, 2001). Sadrzaj redukujuéih Secera u ispitivanim uzorcima duda odredeni
su volumetrijskom metodom po Luff-Schoorl-u (AOAC, 1984).

3.1.3. OSNOVNA HEMIJSKA ISPITIVANJA DROGE Morus VRSTE
Osnovnim hemijskim (gravimetrijskim) ispitivanjima droga dobijaju se podaci o

parametrima koji definiSu opsti kvalitet droga.
U osnovna hemijska ispitivanja ubrajaju se:

. odredivanje gubitka susenjem (vlage),
. odredivanje ostatka posle Zarenja (pepela) i
. odredivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO5).

Odredivanje gubitka susenjem (vlage)

Susenje biljnog materijala predstavlja najbolji na¢in njegovog ¢uvanija, jer se sprecava
razvoj mikroorganizama i zaustavljaju enzimski procesi. Sadrzaj vlage u listu i korenu
ispitivanih vrsta Morus, osusenih prirodnim putem, odreden je gravimetrisjkim postupkom
prema Ph. Jug. IV.

Odredivanje ostatka posle Zarenja (pepela)

Koli¢ina neisparljivih mineralnih materija, koja se dobija posle potpunog sagorevanja
droge, predstavlja ostatak posle Zarenja (pepeo). Sadrzaj pepela u listu i korenu odreden je
gravimetrijskim postupkom koji propisuje Ph. Jug. IV.

Odredivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO)

U kiselini nerastvorljivi pepeo (SiO;), predstavlja deo pepela koji se ne rastvara u
razblazenoj HCl. Sadrzaj SiO, u listu i korenu ispitivanih vrsta Morus, odreden je
gravimetrisjkim postupkom prema Ph. Jug. IV, neposredno posle odredivanja sadriaja
pepela.

3.1.4. PRIPREMA MATERUALA ZA EKSTRAKCUJU
Pre procesa ekstrakcije uzorci ploda su usitnjeni u blenderu. Uzorci listova i korena

duda su samleveni u mlinu i odreden im je srednji prec¢nik Cestica. Srednji precnik Cestica
usitnjenog materijala odreden je pomocu seta sita (Erweka, Nemacka) i jednacine:

T2(3)
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gde su: d - srednji precnik ¢estica, m;- maseni procenat i-te frakcije (%) i d; - srednji precnik i-
te frakcije.

3.1.5. HEMIKALUE | REAGENSI

Linolna kiselina (99%), B-karoten (95%), Tween 40, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal
(DPPH), trihlorsiréetna kiselina (TCA), Folin-Ciocalteu reagens, butilovani hidroksitoluen
(BHT), askorbinska kiselina, etilendiamintetraacetat dihidrat (EDTA), ferosulfat heptahidrat,
ferihlorid, galna kiselina, protokatehinska kiselina, vanilinska kiselina, sinapinska kiselina,
siringinska kiselina, ferulna kiselina, rutin, 1-heksanal, metil metan sulfonat i 3-[4,5-
dimetilhumtiazol-2-ol]-2,5-dihemultetrazolijum-bromid (MTT) su proizvodi kompanije
Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemacka). Dimetilformamid (DMF), dimetilsulfoniloksid
(DMSO) i etanol HPLC cistoce proizvedeni su u J. T. Baker (Deventer, Holandija), dok su
metanol HPLC cCisto¢e, mravlja kiselina za HPLC, kao i kvercetin proizvedeni u kompaniji
Merck (Darmstadt, Nemacka). Grain FAME Mix proizvod je kompanije Supelco (Bellefonte,
SAD). Propanal, 1-heptanal pentanal i 1-oktanal nabavljeni su od dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Nemacka). Ultracista voda je dobijena u laboratoriji, koris¢éenjem sistema Millipore, Elix UV i
Simplicity Water Purification System-a (Molsheim, Francuska). Svi ostali reagensi i hemikalije
upotrebljeni u eksperimentalnom radu su bili stepena analiticke Cistode.

3.2. METODE
3.2.1. DOBIJANJE EKSTRAKATA

Ekstrakcija ploda, lista i korena dve pomenute vrste duda podrazumevala je
optimizaciju procesa ekstrakcije etanolom, dobijanje etanolnih ekstrakata pri optimalnim

uslovima ekstrakcije i superkriti¢cnu ekstrakciju lista duda. Dobijanje ekstrakata duda
Sematski je prikazano na slici 24 i obuhvatalo je sledece faze:

1. Optimizacija procesa ekstrakcije lista i ploda duda i dobijenje optimalnih
parametara ekstrakcije etanolom,

2. Dobijanje etanolnih ekstrakata duda (ploda, lista i korena) na optimalnim
uslovima ekstrakcije,

3. Superkriti¢cna CO; ekstrakcija lista duda i

4, Dobijanje etanolnih ekstrakata iscrpljene droge lista (droga zaostala nakon

superkriticne CO, ekstrakcije).
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Superkriticna CO, CO, ekstrakt
SAMLEVENA DROGA . .
ekstrakcija (SFE) (analiza)
Ekstrakcija etanolom Iscrpljena droga
(optimizacija ekstrakcije) (Ekstrakcija etanolom)
Suvi ekstrakt Suvi ekstrakt
(analiza) (analiza)

Slika 24. Sematski prikaz dobijanja ekstrakata lista duda

Ovako dobijeni ekstrakti su dalje analizirani radi utrvdivanja sastava, aktivnosti,
delovanja i moguée upotrebe.

3.2.1.1. EKSTRAKCIJA ETANOLOM

Samleveni uzorci lista duda ekstrahovani su etanolom kao ekstragensom. U cilju
odredivanja optimalnih parametara ekstrakcije etanolom primenjen je Model odzivne
povrsine (RSM). Odredivanjem optimalnih parametara ekstrakcije odredene su vrednosti
koncentracije etanola, temperature i odnosa droga:rastvarac koje su koriséene za dobijanje
ekstrakata koji su dalje ispitivani.

Metod odzivne povrsine

RSM je skup statistickih i matematickih metoda pogodnih za razvoj, poboljsanje i
optimizaciju procesa u kojima karakteristika od vaznosti (npr. prinos ekstrakcije) zavisi od
nekoliko promenljivih, a krajnji cilj je optimizacija te karakteristike. Ova metoda ima vaznu
primenu u izradi modela, razvoju i formulisanju novih proizvoda, kao i u unapredenju
postojecih proizvodnih modela. Takode, na ovaj nacin se jasno definiSe uticaj nezavisnih
promenljivih na proces, samih ili u kombinaciji.

Optimizaciju pomoéu RSM moguce je podeliti u tri faze:
1. Odredivanje nezavisnih parametara i njihovih nivoa. Kako je nemoguée odrediti
uticaj svih parametara, potrebno je izabrati parametre sa najveéim uticajem. Za odabrane
parametre vrlo je vazno odrediti nivoe ispitivanja jer je uspeh optimizacije procesa direktno
povezan sa njima. Pogresno odabrani nivoi dovode do neuspesne optimizacije. Kako bi se
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izvrSilo modelovanje procesa realne vrednosti ispitivanih parametara se prevode u kodirane
vrednosti koje se dalje koriste u modelovanju.
Opsta jednacina koja se koristi za kodiranje realnih vrednosti parametara ima oblik:

X — [xmax + xmin]/z
[xmax — Xmin ]/2

X =

gde je:

x — prava vrednost promenljive,

X —kodirana vrednost promenljive,

Xmax — Maksimalna vrednost prave vrednosti promenljive i
Xmin— Minimalna vrednost prave vrednosti promenljive.

2. Izbor odgovarajuceg eksperimentalnog modela, predvidanje i provera jednacine
modela. Kompjuterski programski paketi nude optimalni model zasnovan na posebnom
kriterijumu i podacima koje unosi korisnik. Ovi modeli se razlikuju jedan od drugog po izboru
eksperimentalnih tacaka i broju ponavljanja. Nakon izbora modela, odreduje se jednacina
modela i regresioni koeficijenti (Bas i sar., 2007). Za optimizaciju eksperimentalnih rezultata
u metodi odzivne povrsine najceSce se koristi model Box-Behnken sa tri promenljive, koji
predstavlja kvadratnu jednacinu ili njen skraéeni oblik:

Y =by + >0 X, + D b X7+ Db X X
gde su:
Y — odzivna funkcija,
bo— odsecak,
b; — linearni koeficijent,
b;; — kvadratni koeficijent,
b — koeficijent interakcije,
Xi, X;— kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (Wang i sar., 2008).

Nakon odredivanja koeficijenata, proracun odziva se izracunava pomocu jednacine
modela. Pogodnost modela, odnosno provera da |li model odgovara eksperimentalnim
uslovima, obiéno se tumaci na osnovu koeficijenata determinacije (R%), kao mere odstupanja
odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata.

3. Graficko prikazivanje jednacine modela i odredivanje optimalnih radnih uslova.
Jednacdina modela graficki moze biti prikazana na dva nacina, u dve ili tri dimenzije.
Trodimenzionalni dijagram se naziva odzivna povrSina i on pokazuje povezanost odziva i
nezavisno promenljivih. Dvodimenzionalni dijagram, u obliku kontura, daje dobru sliku
oblika odzivne povrsine. Kada ovaj dijagram pokaZe elipsu ili krug, centar sistema daje
maksimum ili minimum odziva. Ukoliko dijagram pokaze hiperbolu ili parabolu, fiksna tacka
se naziva prevojna tacka i ona nije ni minimum ni maksimum.
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Fiksna tacka (minimalna ili maksimalna) je tacka u kojoj je prvi izvod date funkcije
jednak nuli:

Y= f(X3,X2,X3) = bo+ biXg + byXo+ bsXs + biXs> + bpoXo? + b3sXs® + b1oXiXz + b1sXiXs + bysXoX;
= b1 + 2b11x1 + blzxz + b13X3 =0

= b2 + 2b22X2 + b12x1 + b23X3 =0

9
axl
9
axz
Yy
—_— = b3 + 2b33X3 + b13x1 + bz3X2 =0
aX3

Izracunate vrednosti X3, X, i X30znacavaju kodirane vrednosti nezavisnih promenljivih

koje daju najvedi ili najmanji odziv (Bas i sar., 2007).

Sve vrednosti nezavisno promenljivih u ovom radu ispitivane su na 3 nivoa (-1, 0, 1),
a njihove kodirane i nekodirane vrednosti date su u tabeli 8.

Tabela 8. Kodirane i nekodirane vrednosti nivoa nezavisno promenljivih

Nezavisne promenljive Simbol Nivoi
(-1) (0) (+1)
Rastvarac (%) X3 40 60 80
Temperatura (°C) X, 40 60 80
Rastvarac:droga (ml/g)* 10 20 30
. X3
Vreme (min)** 20 40 60

*ekstrakcija lista
**ekstrakcija ploda

Ispitana su tri procesna parametra: rastvarac¢ (koncentracija etanola), temperatura i
odnos rastvarac:droga. Praéen je uticaj varirajuéih parametara na prinos ekstrakcije, ukupni
sadrzaj fenola i flavonoida, i antioksidativnu aktivnost (DPPH test). U tabeli 9 prikazan je
dizajn po kom su uradeni eksperimenti u cilju optimizacije ekstrakcije etanolom.
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Tabela 9. Eksperimentalni dizajn optimizacije ekstrakcije etanolom

LIST PLOD
R. br. Koncentracija Temperatura Rastvarac:droga Koncentracija Temperatura Vreme
etanola C) (ml/g) etanola ) e
(%) (%)
1 40 40 20 40 40 40
2 40 60 10 40 60 20
3 40 80 20 40 80 40
4 40 60 30 40 60 60
5 60 40 10 60 40 20
6 60 80 10 60 80 20
7 80 60 10 80 60 20
8 80 80 20 80 80 40
9 80 60 30 80 60 60
10 60 80 30 60 80 60
11 60 60 20 60 60 40
12 60 60 20 60 60 40
13 60 60 20 60 60 40
14 60 60 20 60 60 40
15 60 60 20 60 60 40
16 80 40 20 80 40 40
17 60 40 30 60 40 60

Statisticka obrada eksperimentalnih podataka uradena je komercijalnim programom
Design-Expert’, ver. 7 (Stat Ease, SAD). Analiza varijanse (ANOVA) je primenjena pri obradi
podataka sa kriterijumom da je stepen pouzdanosti 95,0%.

Nakon dobijanja optimalnih parametara ekstrakcije etanolom uzorci su pripremani
na slededi nacin: 10 g uzorka ekstrahovano je sa odgovaraju¢om zapreminom ekstragensa
na modelom propisanoj temperaturi, u vodenom kupatilu, u periodu od 90 minuta. Nakon
filtracije, dodata je nova zapremina ekstragensa i postupak ponovljen dva puta, u cilju
iscrpljenja droge. Nakon toga, filtrati su spojeni i odredena je ukupna zapremina dobijenog
te€nog ekstrakta koji je uparen na rotacionom vakuum uparivaéu do suva. Dobijeni ekstrakti
suseni su na temperaturi od 60°C do konstantne mase. Isti postupak ekstrakcije je primenjen
za sve delove, plod, list i koren obe ispitivane vrste Morus. Jedina razlika je ta Sto je
rastvaraC za ekstrakciju ploda sadrzao 0,5% sircetne kiseline. Tako dobijeni suvi ekstrakti
ploda, lista i korena crnog i belog duda preneti su u staklene bocice, koje su zatvorene i
¢uvane u frizideru na temperaturi od 4°C.

3.2.1.2. SUPERKRITICNA EKSTRAKCIA

Ekstrakti lista crnog i belog duda dobijeni su superkritichom ekstrakcijom
ugljendioksidom primenom uredaja ciji su osnovni delovi dati na slici 25 (Zekovi¢, 1998).
Masa uzorka u ekstraktoru za ispitivane vrste duda je iznosila 100,0 g. Ekstrakcija M. alba i

M. nigra folium izvrSena je na pritisku 100 bar i na temperaturi od 40°C, pri protoku
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ugljendioksida od 0,194 kg/h. Vreme ekstrakcije iznosilo je 17 sati. Prinos ekstrakcije pracen
je nakon 15, 30, 45, 60, 90, 120 minuta i na svaki sat do ukupnog vremena od 17 sati.

L Eks

Slika 25. Sema uredaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom
1 - merni konektor; 2 - filteri; 3 - kompresor sa dijafragmom; 4 - kontrolni ventil;
5 - sigurnosni ventil; B - boca sa ugljendioksidom; V - ventil; M - manometer;
RV - regulacioni ventil; IT - izmenjivac toplote; P - manometar; E - ekstraktor (V = 200
ml); T - termometar; UT - ultratermostat; S - separator (V = 200 ml); Eks - ekstrakt;
MP - merac protoka

Iscrpljena droga zaostala nakon ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom je
ekstrahovana etanolom po predhodno opisanoj proceduri (poglavlje 3.2.1.1.). Dobijeni suvi
ekstrakti lista belog i crnog duda su preneti u staklene bocice, koje su zatvorene i do analize
¢uvane u frizideru na temperaturi od 4°C.

3.2.2. ISPITIVANJE HEMIJSKOG SASTAVA EKSTRAKATA
3.2.2.1. Ukupan prinos ekstrakcije

Ukupan prinos ekstrakcije odreden je primenom standardne metode po Ph. Jug. IV
(1984). Nakon filtracije od dobijenog te¢nog ekstrakta, otpipetira se 50 ml, prenosi u
prethodno izmeren balon i uparava do suva na rotacionom vakuum uparivacu. Upareni
ekstrakt se susi u susnici na temperaturi od 105°C u toku 3 sata i do konstantne mase. Za
svaki uzorak postupak ekstrakcije je ponovljen tri puta. Prinos ekstrakcije dat je kao g suvog
ekstrakta/100 g droge (%, m/m).
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3.2.2.2. Sadrzaj ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u suvim ekstraktima duda odreden je metodom po Folin-
-Ciocalteu (Singelton i Rosi, 1965). Metoda po Folin-Ciocalteu je zasnovana na merenju
redukuju¢eg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, cijom disocijacijom nastaje proton i
fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo
obojenog jona (FenoI—M0W1204o)4':

Na,WO0,/Na;M.0,4 + Fenol = (Fenol — MgW;1040)*
Mo(VI) (Zuto obojen) + e” => M(V) (plavo obojen)

Reakcija na kojoj se zasniva merenje sadrzaja ukupnih fenolnih komponenata nije
specificna, jer na isti nac¢in sa Folin—Ciocalteu reagensom mogu da reaguju joS neka
jedinjenja. Da bi se odredio sadrzaj pojedinacnih fenolnih komponenata u nekom uzorku
potrebna je primena kvalitativne i kvantitativne analiticke metode, odnosno HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography), koja je i najceSce koriséena metoda za odredivanje
sadrzaja pojedinacnih fenolnih komponenata.

Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u razli¢itim koncentracijama.
Reakciona smesa je pripremljena meSanjem ekstrakta duda (0,1 ml), 7,9 ml destilovane
vode, 0,5 ml reagensa Folin-Ciocalteu i 1,5 ml 20% Na,COs. Kao slepa proba koristi se smesa
u koju je umesto 0,1 ml uzorka dodato 0,1 ml destilovane vode. Nakon inkubacije od 1 h na
sobnoj temperaturi, meri se apsorbanca ispitivane smese na talasnoj duzini od 750 nm. Za
svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta. Ukupan sadrzaj fenola u analiziranim uzorcima
izrazen je kao mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g suvog ekstrakta * standardna
devijacija (mg EHK/g + SD).

3.2.2.3. Sadrzaj ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima duda odreden je kolorimetrijskom
metodom po Markham-u (1989). Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida zasnovano je na
njihovoj osobini da sa metalima daju odgovarajué¢e metalo-komplekse. Narocito vazan je Al-
-kompleks (slika 26).

rutin

Slika 26. Struktura rutina i njegov kompleks sa aluminijumom
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Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u razli¢itim koncentracijama.
Reakciona smesa je pripremljena meSanjem 1 ml uzorka sa 4,0 ml destilovane vode i 0,3 ml
5% Na-nitrita. Kao slepa proba koristi se smeSa u koju je umesto 1 ml uzorka dodato 1 ml
destilovane vode. Smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u
reakcionu smesu doda se 0,3 ml AlCIsx6H,0 i 5 minuta kasnije joS 2 ml 1 M NaOH. Dobijena
smesa se dopuni destilovanom vodom do ukupne zapremine od 10 ml. Apsorbanca uzorka
se meri na talasnoj duZini od 510 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta. Ukupan
sadrzaj flavonoida u analiziranim uzorcima izrazen je kao mg ekvivalenta rutina po g suvog
ekstrakta * standardna devijacija (mg RE/g * SD).

3.2.2.4. Sadrzaj antocijana

Za odredivanje sadrzaja antocijana u ekstraktima ploda vrsta Morus primenjene su
Singl pH i pH diferencijalna metoda. Kvantitativno odredivanje sadrZaja ukupnih antocijana
(nedegradiranih monomera i proizvoda njihove degradacije) zasniva se na osobini antocijana
da pri promeni pH sredine reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi i do
promena apsorpcionog spektra. Sadrzaj ukupnih antocijana odreduje se ,,singl“ metodom,
jer je izmerena apsorbanca rastvora antocijana pri pH 1 proporcionalna sadrzaju ukupnih
antocijana. Odredivanje sadrZaja monomera antocijana izvodi se pH diferencijalnom
metodom, koja se zasniva na osobini monomera antocijana da su pri pH 1 u obliku
oksonijum jona (crveno obojeni), dok su pri pH 4,5 antocijani u poluketalnom obliku
(bezbojni).

Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u razli¢itim koncentracijama.
Odmerena je zapremina od po 0,25 ml rastvora ekstrakta i preneta u dva odmerna suda od
10 ml, koji su zatim dopunjeni puferom pH 1, odnosno pH 4,5. Nakon 15 minuta izmerene su
apsorbance na 515 nm i 700 nm. Koncentracija ukupnih antocijana u preciséenom ekstraktu
(Cuk) izracunata je kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli:

_ Ay MF 1000

C
uk El

gde su:

Ay = (As1is — A700)pH;
M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)
F = 20 (faktor razblazenja ekstrakta)

€ =26900 $ (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida)
| =1 cm (debljina kivete)

Koncentracija nedegradiranih - monomernih antocijana (Cyon) U ekstraktu izraCunata
je kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli:
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_ Apon MF 1000

Cmon -

el
gde je:
Amon —apsorbanca razblaZzenog ekstrakta, koja je izracunata prema formuli:

Ay = (As1s —Az00)pn; — (Asis — A700)pH,s

IzraCunate koncentracije Cyc i Cmon U ekstraktima izrazene su kao mg ekvivalenta
cijanidin-3-glukozida po g suvog ekstrakta + SD (mg C3G/g).

3.2.2.5. HPLC analiza polifenolnih komponenti

Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima vrsta Morus odreden je HPLC
tehnikom, koja je jedna od najvise koris¢enih metoda za analizu biljnih fenola. Fenolne
materije se obi¢no analiziraju koriséenjem razlic¢itih vrsta detektora kao Sto su: UV-VIS
detektori sa fotodiodnim nizom (PDA), diodnim nizom (DAD), kao i UV fluorescentni
detektori. Primena DAD detektora obezbeduje skeniranje celog UV-VIS podrucja od 210-650
nm (Zivkovi¢, 2009). Odredivanje polifenolnih komponenata u suvim ekstraktima duda
uradeno je na aparatu HPLC Agilent 1200 serije (Agilent Technologies, SAD). Koriséena je
kolona Agilent, Eclipse XDB-C18 (4,6 x 50 mm, 1,8 um). Detekcija razdvojenih pikova
izvrSena je primenom detektora sa serijom dioda (Diode Array Detector, DAD) na 280, 330 i
350 nm, a apsorpcioni spektri komponenata su snimljeni u opsegu od 210 do 400 nm, R
500/100 nm. Kao mobilna faza koris¢en je sistem rastvarac¢a: A — metanol i B — 1% mravlja
kiselina (v/v). Razdvajanje komponenata je izvedeno primenom sledeceg linearnog
gradijenta: 0-10 min, 10-25% A; 10-20 min, 25-60% A; 20-30 min, 60-70% A. ZavrSetak
analize, odnosno ,stop time“ je podeSen na 45 min, nakon ¢ega je koloni ostavljeno vreme
da se uravnotezi na pocetne uslove 10% A, tako Sto je ,post time” podeSen na 10 min.
Protok mobilne faze iznosio je 1 ml/min. Automatski je injektovano 5 pl uzorka koriséenjem
autosamplera. Kolona je termostatirana na temperaturi od 30°C (Misan i sar., 2011).

Za HPLC odredivanja su koriS¢eni suvi ekstrakti duda rastvoreni u mobilnoj fazi (A:B,
1:1, v/v) koji su pre injektovanja u aparat profiltrirani kroz filtere sa porama veli¢ine 0,45 pum
(Reg Cellulose filters, Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Nemacka). Polifenolne
komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih retencionih
vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku komponentu.
U tabeli 10 je prikazan spisak svih standarda i njihovih retencionih vremena koriséenih u
analizi. Za potvrdu identifikacije komponente utvrdena je i Cistoca pika. Kvantifikacija
komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg standarda. Za svaki pojedinacni standard
pripremljen je metanolni rastvor standarda koncentracije 1,0 mg/ml. Od ovog rastvora
pripremljena je serija razblazenih rastvora standarda koncentracija u opsegu 0,002-0,030
mg/ml. Na osnovu dobijenih povrsina pikova u zavisnosti od koncentracije standarda
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konstruisan je dijagram zavisnosti za svaki standard. Iz dobijene jednaline linearne
zavisnosti koncentracije i povrSine pika izraCunate su koncentracije pojedinih polifenonih
jedinjenja u ispitivanim uzorcima.

Tabela 10. Standardi i retenciona vremena standrda koris¢enih u HPLC analizi

R. br. Jedinjenje tr
1 Galna kiselina 1,073
2 Protokatehinska kiselina 2,111
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina 3,679
4 Katehin 4,066
5 Kafena kiselina 5,101
6 Vanilinska kiselina 5,393
7 Hlorogenska kiselina 5,597
8 Siringi¢na kiselina 6,976
9 Epikatehin 7,653
10 p-Kumarinska kiselina 8,643
11 Ferulna kiselina 10,646
12 Sinapic¢na kiselina 12,928
13 Rutin 14,914
14 Miricetin 15,769
15 Rozmarinska kiselina 16,178
16 Cimetna kiselina 16,958
17 Kvercetin 17,945
18 Naringenin 18,057
19 Luteolin 18,615
20 Kempferol 19,639
21 Apigenin 19,933

3.2.2.6. HPLC analiza saharida

Sadrzaj saharida u ekstraktima ploda duda odreden je na aparatu Perkin-Elmer HPLC
sistem serije 200 sa integratorom, izokratskom pumpom, refraktivnim indeks detektorom
(RI) i softverom TotalChrom Navigator. Za analizu je koris¢ena kolona MetaCharb Ca Plus
(300 x 7,8 mm) koja je termostatirana na 90°C. Suvi ekstrakti ploda duda (0,1 g) rastvoreni
su u dejonizovanoj vodi (10 ml) i pre injektovanja profiltrirani kroz filtere veli¢ine pora 0,45
pum. 20 ul rastvora uzorka je injektovano i eluirano mobilnom fazom (dejonizovana voda) pri
protoku od 0,5 ml/min. Kao interni standard koris¢en je rastvor galaktoze koji je dodat u
uzorak. Standardna smesa jedinjenja sadrzala je saharozu, glukozu, galaktozu i fruktozu
koncentracije 1 mg/ml. Pojedinacni i ukupni Seceri prisutni u ispitivanim uzorcima su
identifikovani poredenjem retencionih vremena, a kvantifikovani pomocu povrsine pikova
metodom internog standarda. Sva merenja ponovljena su tri puta.
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3.2.2.7. Sadrzaj mikro-, makro- i toksi¢nih elemenata primenom ICP-OES metode

Odredivanje metala u hrani i biljnom materijalu se uglavhom sprovodi primenom
atomske apsorpcione spektrometrije (AAC). Medutim, poslednjih godina sve veéu primenu u
ovoj oblasti zbog svoje visoke pouzdanosti i tacnosti nalaze nove metode zasnovane na X-
-zracima (X-ray fluorescence methods), kao i neutron aktivaciona analiza i indukovana
kuplovana plazma (ICP) (Bhat, 2010). Za odredivanje sastava elemenata u ekstraktima duda
primenjena je metoda Indukovana kuplovana plazma opti¢ki emisione spektrometrije
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES), koja omogucava brzo i
precizno analiziranje 75 elemenata prirodnog sistema.

Ekstrakti razli¢itih delova belog i crnog duda su mikrotalasnom digestijom
pripremljeni za odredivanje mikro-, makro- i toksi¢nih elemenata. Za digestiju je koris¢en
sistem ETHOS 1 (Advanced Microwave Digestion System, Milestone, Italija) sa HPR-1000/10S
visokopritisnim rotorom. Digestija je vrSena u PTFE vijalama, zapremine 100 ml. Za ovu
analizu, 1 g uzorka suvog ekstrakta je prenet u Cistu vijalu uz dodatak 8 ml 65% HNOz i 1 ml
30% H,0, tokom 40 minuta. Temperatura mirkotalasnog programa je prvih 20 minuta rasla
do 200°C i nakon toga odrzavana na 200°C tokom 20 minuta. Nakon hladenja i filtracije
uzorak je kvantitativno prenet u normalni sud od 25 ml uz dodatak destilovane vode i
injektovan u ICP-OES sistem.

Primenjeni sistem za analizu elemenata u ekstraktima duda je Thermo Scientific iCAP
6500 Duo ICP sistem (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, Velika Britanija) koji sadrzi
RACID86 Charge Injector Device (CID) detektor, koncentriéni tip rasprsivaca, kvarcni injektor
i ciklicnu sprej komoru. Za analizu As i Hg koriS¢ena je integrisana hibridna tehnika (HG-ICP-
-OES). Analiza ekstrakata izvrSena je primenom operativnih uslova (tabela 11), talasnih
duZina (tabela 12) i standradnog referentnog materijala lista paradajza NIST-SRM 1573a. Sva
merenja su ponovljena tri puta.
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Tabela 11. Operativni uslovi za ICP-OES

Parametar

Uslovi

Snaga radio frekvencije (RF)
Plazma
Rasprsivac

Sprej komora
Keramicki centar cevi
Gas
Protok rasprsivaca (argon)
Protok pomoénog gasa (argon)
Protok rashladnog gasa (argon)
Vreme uzorkovanja
Pumpa
Vreme integracije
(166 -230 nm)
(230-847 nm)
Softwer

1150 W

Axial

Standardni stakleni,
koncentricni*
Standardni stakleni ciklonski*
2mm

Argon

0,70 L/min**

0,5 L/min

12 L/min

40s

50 rpm

15s
5s
iTEVA

* za HG-ICP-OES nisu korisc¢eni
** 7a HG-ICP-ES 0,40 L/min

Table 12. Emisione linije

Element Atom/Jon Talasna duZina (nm)
Al | 394,401
As | 193,759

B | 208,893
Ca Il 315,887
Cd Il 214,438
Co Il 228,616
Cr Il 267,716
Cu Il 224,700
Fe Il 240,488
Hg | 184,950
Li | 670,784
Mg | 285,213
Mn Il 257,610
Na | 589,592
Ni Il 231,604
Pb Il 220,353
Se | 196,090
Sr Il 421,552
Zn | 213,856
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3.2.2.8. Sadrzaj masnih kiselina primenom GC/FID metode

Ekstrakt duda (200 mg) je rastvoren u 1 ml petroletra na ultrazvu¢nom kupatilu,
tokom sat vremena. Nakon filtracije, postupak je ponovljen jos dva puta i dobijeni filtrati su
spojeni i preneti u balon od 250 ml. Rastvara¢ je uklonjen uparavanjem na vakuum
uparivacu i tako dobijen uzorak je koriséen za analizu.

Esterifikacija masnih kiselina izvrSena je tako $to je 60 mg uzorka pomesano sa 4 ml
izooktana i rastvaranje uzorka je izvrSeno na poviSenoj temperaturi uz primenu ultrazvuénog
kupatila. U rastvor je dodato 200 pl KOH (2,3 mol/l) i snazno je muckano tokom 30 s. Nakon
susenja (NaHSQ,) i razdavajanja slojeva, 1 ml izooktanskog sloja je izdvojen za analizu.

Radi poredenja lipidnog profila ekstrakata lista i ploda duda isti postupak
odredivanja sadrzaja masnih kiselina je primenjen i za analizu ekstrakta ploda. Ekstrakt
ploda je dobijen tako Sto je 100 g homogenizovanog sveZeg ploda pomesano sa 100 ml
apsolutnog etanola (Elmaci i Altrug, 2003) i ekstrakcija je vrSena muékanjem u toku jednog
sata. Ukupna masa je, zatim, preneta u levak za odvajanje i dodat je dietiletar (150 ml). U
toku 10 sati sadrzaj levka je muékan na svakih pola sata (uz otvaranje slavine), nakon cega je
profilftiran, a dobijeni filtrat uparen do suva. Ovako pripremljeni suvi ekstrakt je koris¢en za
dalju analizu.

Sadrzaj masnih kiselina u ekstraktima duda odreden je metodom gasne
hromatografije (Gas Chromatography, GC) sa plamenojonizacionim detektorom (Flame
lonization Detector, FID) na aparatu Agilent 6890 GC sistem. Koris¢ena je kolona HP-88 (100
m, 0,25 mm, 0,20 um I.D.). Temperaturni program hromatogramskog razdvajanja je
podrazumevao pocetnu temperaturu od 120°C (1 minut), zatim poveéanje na 175°C
temperaturnim gradijentom 10°C/min (zadrzavanje 10 minuta), a potom 5°C/min do
temperature 210°C (zadrZavanje 5 minuta) i na kraju finalno povecanje temperature do
230°C uz porast od 5°C/min sa zadrZavanjem od 12 minuta. Temperatura injektora je 250°C,
detektora 300°C, kao gas nosac koris¢en je helijum na konstantnom pritisku 915.259,60 Pa.
Ukupno vreme analize je 44,5 minuta. Na osnovu retencionog vremena dobijenih pikova u
uzorku i standardnih supstanci metil estara masnih kiselina FAME standarda odredeni su
sadrzaji pojedinacnih masnih kiselina (%) u ekstraktima duda.

3.2.2.9. Sadrzaj ukupnih karotenoida

Sadrzaj ukupnih karotenoida u superkriticnim ekstraktima lista i ekstraktu ploda
duda dobijenog dietiletrom odreden je primenom spektrofotometrijske metode (Gao i sar.,
2000). Ekstraktu duda je rastvorenom u n-heksanu (0,5 g ekstrakta/ml) dodat je 5% NaCl
(0,5 ml), a zatim je rastvor mesan na vorteksu 30 sekundi i centrifugiran 10 minuta na 4.500
o/min. Nakon toga odvojenom supernatantu (0,1 ml) je dodat n-heksan (4,9 ml).
Apsorbanca rastvora je merena na 460 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta.
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Ukupan sadrzaj karotenoida u analiziranim uzorcima izraZzen je kao mg ekvivalenta B-
-karotena po g suvog ekstrakta * standardna devijacija (mg B-karotena/g + SD ).

3.2.3. ISPITIVANJE DELOVANIJA EKSTRAKATA
3.2.3.1. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANIJE
3.2.3.1.1. DPPH metod

Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH’ (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala
uradeno je primenom spektrofotometrijske metode (Espin i sar., 2000) koja je zasnovana na
pracenju promene boje ljubi¢asto obojenog rastvora stabilnog DPPH’ radikala u redukovanu,
Zuto obojenu formu, DPPH-H. Pojava Zute boje objasSnjava se sposobnoséu pojedinih
komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri ¢emu DPPH" prelazi u
redukovani neutralni DPPH-H oblik (slika 27).

Qo Qo
e e e

o aliNeLt

DPPH* radikal (ljubicast) DPPH-H (zut)

Slika 27. Radikalska i redukovana forma DPPH

Za razliku od laboratorijski generisanih slobodnih radikala, kao sto su superoksid i
hidroksil radikal, upotreba ovog stabilnog radikala ima svoje prednosti jer na njega ne mogu
uticati sporedne reakcije (heliranje od strane metala ili enzimska inhibicija). Antioksidativna
aktivnost odredena primenom ove metode izrazava se preko RSC vrednosti (kapacitet
“hvatanja” radikala, ili Radical Scavengig Capacity), koja se izraCunava primenom jednacine:
A, 100

RSC (%) = 100 — —*-

sp
gde su:

A;- apsorbanca uzorka,

Aq- apsobranca slepe probe.

Suvi ekstrakt duda, dobijen primenom etanola kao ekstragensa, rastvori se u vodi do
koncentracije od 1 mg/ml i pome3a sa 95% metanolom i 90 uM rastvorom DPPH’ radikala (u
metanolu) do razlicitih finalnih koncentracija suvog ekstrakta(0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1 i
0,2 mg/ml). Kao kontrola koristi se smesa u koju je umesto uzorka (suvog ekstrakta) dodata
destilovana voda. Kao slepa proba koristi se 95% metanol. Nakon 60 min inkubacije na
sobnoj temperaturi izmeri se apsorbanca reakcione smese na talasnoj duzini od 515 nm. Na
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osnovu izmerene apsorbance ispitivanog uzorka i apsorbance kontrole moguée je izracunati
RSC (%) vrednost.

Za svaki uzorak i svaku koncentraciju postupak je ponovljen tri puta i dobijena je
zavisnost izmedu vrednosti RSC (%) i koncentracije rastvora ekstrakta. ICso vrednost
(mg/ml), definisana kao koncentracija ekstrakta potrebna da reaguje sa 50% DPPH radikala
(RCS=50%), pri prethodno definisanim eksperimentalnim uslovima, dobijena je racunski iz
jednacine linearne regresije.

3.2.3.1.2. Reducing power metod

Reduktivna sposobnost ekstrakata duda i vitamina C, kao standardne antioksidativne
komponente, odreden je prema Reducing power metodi po Oyaizu (1986). Ova metoda se
zasniva na pracenju redukcione sposobnosti ispitivanog uzorka za transformaciju Fe**>Fe”".
Kao mera reduktivne sposobnosti koristi se ECsq vrednost koja predstavlja koncentraciju
ispitivanog uzorka pri kojoj se postize apsorbanca od 0,5 na talasnoj duzini od 700 nm.
Redukciona sposobnost ispitivanog uzorka najéesée se poredi sa redukcionom sposobnoséu
poznate antioksidativne komponente.

Rastvori ekstrakata duda razli¢ite koncentracije (0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,51 1 mg/ml) i
rastvor vitamina C u vodi razli¢itih koncentracija (0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 i 0,5 mg/ml)
pomesani su sa fosfatnim puferom (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) i 2,5 ml 1% kalijumfericijanida
[K3Fe(CN)g]. Dobijena smesa inkubirana je 20 minuta na temperaturi od 50°C. Nakon
inkubacije, 2,5 ml 10% trihlorsiréetne kiseline dodato je smesi i ona je centrifugirana 10
minuta na 3.000 o/min. Dobijenom supernatantu (2,5 ml) dodata je bidestilovana voda (2,5
ml) i 0,1% FeCls (0,5 ml). Apsorbanca uzorka izmerena je na talasnoj duzini od 700 nm. Za
svaki uzorak i za svaku koncentraciju postupak je ponovljen tri puta. Reduktivna sposobnost
ispitivanih ekstrakata izraZena je preko ECsgvrednosti.

3.2.3.1.3. Neutralizacija OH’ radikala

U cilju odredivanja kapaciteta ,hvatanja“ OH’ radikala (sposobnosti neutralizacije),
primenjena je modifikovana metoda Gutteridge-a (1987). Fentonovim reakcionim sistemom
generisani su hidroksil radikali:

H,0, + Fe”" >Fe® + OH™ + OH’

Nastali reaktivni OH* u prisustvu 2-deoksiriboze i kiseonika grade malonildialdehid (slika 27),
koji se zatim odreduje TBA (tiobarbiturna kiselina) testom. TBA test zasnovan je na
spektrofotometrijskom odredivanju ruzi¢asto obojenog kompleksa koji nastaje nakon
reakcije malonildialdehida sa dva molekula TBA (slika 28).
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Slika 27. Reakcija nastajanja malonilaldehida
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Slika 28. Reakcija TBA i MDA

Od suvih ekstrakata je napravljena serija rastvora od Sest razblaZenja, tako da je
dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 12,5-200 mg/ml. Standardni antioksidansi
BHA i BHT koris¢eni su u rasponu od sedam koncentracija (1,56-150,0 mg/ml). Sve probe i
kontrole obavljene su u tri ponavljanja. U epruvetama je pomesano 100 pl 0,05 mmol/I
2-deoksiriboze, 20-40 ml ekstrakti/standard, 100 pl 0,0147% H,0,, 100 ul 10 mmol/l FeSO;, i
2,7 ml fosfatnog pufera pH 7,4. Kontrola je umesto ekstrakata sadrzala istu zapreminu 80%
metanola, dok je rastvor korekcije cinila smeSa 3 ml fosfatnog pufera i 20-40 ml
ekstrakta/standarda. Korekcija kontrole je sadrzala smesu 3 ml fosfatnog pufera i 20-40 ml
80% metanola. Ovako pripremljeni rastvori su inkubirani 60 min na 37°C. Nakon dodatka
200 pl 3,72% EDTA i 2 ml TBA reagensa, smesa je zagrevana 10 min na 100°C, a zatim
ohladena do sobne temperature. Svaka proba merena je spektrofotometrijski na 532 nm.

Iz razlike apsorbance radne probe (A,) i korekcije (Axor) izraCunate su apsorbance (A)
za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta, kao i za kontrolu:

A=Ay — Agor
Sposobnost neutralizacije HO™ radikala (RSC) ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija
raCunat je na osnovu sledeée jednacine, gde je Ayon apsorbanca kontrolne probe (razlika
izmedu apsorbance kontrole i korekcije kontrole):

A
)100

kon

RSC (%) = (1 -
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Na osnovu RSC vrednosti, racunski su odredene ICso vrednosti (koncentracija pri
kojoj je neutralisano 50% radikala) iz jednaline linearne regresije (funkcija RSC(%) u
zavisnosti od koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost (n=3) ICso %
standardna devijacija (mg/ml).

3.2.3.1.4. Lipidni model sistem

Antioksidativna aktivnost ekstrakata razlicitih delova duda u lipidnom model sistemu
odredena je na osnovu oksidativne degradacije B-karotena u emulziji B-karoten-linolna
kiselina (Moure i sar., 2000). Etanolni ekstrakti (poglavlje 3.2.1.1.) razblaZeni su smeSom
etanol:voda (70:30, v/v) kako bi se dobile serije razblazenja ekstrakata, koncentracija 0,2-
20,0 mg/ml. Za kontrolu koriséen je etanolni rastvor BHT, koji je pripremljen u seriji rastvora
koncentracije 0,005-0,510 mg/ml. 2 mg B-karotena rastvoreno je u 10 ml hloroforma i 1 ml
tog rastvora pomesan je sa 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 40 u odmernom sudu od
50 ml. Hloroform je odstranjen u struji azota. Ostatak je dopunjen destilovanom vodom do
crte. Slepa proba je sadrzala 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 40, u odmernom sudu od
50 ml koji je dopunjen destilovanom vodom. U 5 ml emulzije B-karotena i linolne kiseline
dodato je 0,2 ml ispitivanog rastvora ekstrakta. Kontrola je sadrzala 0,2 ml destilovane vode
i 5 ml emulzije B-karotena i linolne kiseline. Apsorbanca je ocitana odmah po dodatku
ekstrakta u emulziju na 470 nm i to ocitavanje je oznaceno kao t=0. Nakon toga, epruvete su
smestene u vodeno kupatilo na 50°C i apsorbanca je ocitana ponovo nakon 120 min. Slepa
proba je sadrzala 0,2 ml destilovane vode i 5 ml emulzije linolne kiseline i B-karotena. Brzina
degradacije B-karotena izracunata je na osnovu kinetike jednacine prvog reda po sledecoj
formuli (Al-Saikhan i sar., 1995):

V=1In

o'l ©
| =

gde su:
V - brzina degradecaije uzorka,
a - apsorbancana470 nmut =0 min,
b - apsorbancana470 nmut =120 mini
t - vreme (min).
Antioksidativna aktivnost u lipidnom model sistemu (AOA) je izraCunata primenom
jednacine:
Vk - Vu

AOA (%) = 100
k

gde su:
V- brzina degradacije kontrole i
V.- brzina degradacije uzorka.
Za svaki ispitani uzorak dobijena je zavisnost izmedu dobijenih vrednosti AOA (%) i
koncentracije rastvora ekstrakta. ICso vrednost (mg/ml) definisana je kao koncentracija
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ekstrakta potrebna da ostvari inhibiciju degradacije B-karotena za 50% u odnosu na
kontrolu, dobijena je racunski iz jednacine linearne regresije.

3.2.3.2. CITITOKSICNO DELOVANJE
3.2.3.2.1. MTT test

Pri odredivanju citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata duda koris¢ene su tumorske éelije,

gajene na podlogama:

1. Hep2 (podloga: MEM Eagle/5% FCS), humana celijska linija - human larynx carcinoma,

2. RD (podloga: MEM Eagle/10% FCS), humana ¢elijska linija rhabdomyosarcoma i

3. L20B (podloga: MEM Eagle/10% FCS), misSija tumorska fibroblastna linija u koju su
transefektovani neki humani geni.

MTT test citotoksi¢nosti u in vitro uslovima: Suspenzije ¢elija gustine 10* zaseju se na
mikrotitar plo€e sa 96 otvora i ostave da se inkubiraju na 37°Ci 5% CO,, u inkubatoru. Nakon
24 ¢asa inkubacije medijum se zameni sa 100 pl medijuma koji sadrzi razli¢ite koncentracije
ispitivanih ekstrakata (25, 50, 100, 250, 500, 750 u 1.000 pg/ml). Kontrolnim ¢elijama dodat
je svez medijum bez ekstrakata. 48 sati nakon tretmana varijabilnost ¢éelija je odredena
MTT (3-[4,5-dimetilhumtiazol-2-ul]-2,5-dihemultetrazolijum-bromid, C;gH:1cNsSBr) testom
citotoksi¢nosti (Mosmann, 1983). Test se zasniva na bojenoj reakciji mitohondrijskog enzima
dehidrogenaze iz Zivih Celija sa MTT (slika 29). Po zavrSetku inkubacije ¢elija sa etanolnim
ekstraktima, dodat je MTT (u finalnoj koncentraciji od 5 mg/mL) i ploca je inkubirana 2-4
¢asa na 37°C. Obojeni kristali stvorenog formazina su rastvoreni sa 150 ul DMSO.
Apsorbanca je merena na 570 nm na Mikroplate Reader-u. Procenat varijabilnosti odredivan
je kao odnos apsorbanci tretiranih éelija i kontrolnih ¢elija pomnozen sa 100. Citotoksi¢na
aktivnost je izrazena kao ICso vrednost (koncentracija koja inhibira 50% éelijskog rasta). Kao
kontrola koris¢ene su (same) nestimulisane éelije, éelije u kulturi ¢iji je rast 100%. Prikazani
rezultati su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta (tri ponavljanja).

/N’ @ il )
=NE N
= = s
Br
MTT formazin
Slika 29. Redukcija MTT mitohondrijalnom reduktazom do formazina
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3.2.3.3. TOKSICNO | GENOTOKSICNO DELOVANIJE

3.2.3.3.1. Allium anafazno-telofazni test

Analiza ekstrakata duda izvrSena je primenom Fiskesjo postupka modifikovanog od
strane Ranka i Nielsena (1993), poznatog pod nazivom Allium anafazno-telofazni test opste
toksi¢nosti i genotoksi¢nosti. Kao mikroskopski parametar genotoksi¢nosti ekstrakata
pracene su anafazne i telofazne promene hromozoma. Za pravljenje mikroskopskih
preparata koris¢eni su vrsni meristemski delovi korena, koji su podvrgnuti hidrolizi sa 1M
HCl na temperaturi od 60°C u trajanju od 12 minuta u vodenom kupatilu. Na ovaj nacin se
vr$i omeksavanje meristemskog tkiva korena da bi se lakSe odvojio od ostatka korena. Zatim
se vrsi bojenje 2% orceinom. Nakon toga se na predmetno staklo stavlja po 5 korenciéa,
skalpelom se odseca vrsni deo korena i nanosi kap boje. Na kraju se preparat prekriva
pokrovnim staklom i fiksira na plamenu, pa se zatim vrsi skvoSovanje. Cilj skvoSovanja je da
se spreCi zaostajanje vazduha i da se materijal rasporedi u jednom sloju. Sa svakog
mikroskopskog preparata pregledano je priblizno 100 éelija u anafazi/telofazi, odnosno oko
500 dcelija po seriji (uzorku), i detektovane su i prebrojane promene u genetickom
materijalu. Kao test organizam koriséen je luk (Allium cepa), mase izmedu 2-4 g koji je
prethodno bio uskladiSten u odgovarajuéim uslovima. Prethodno odabrani luk pripremljen je
za test tako Sto mu je uklonjen suvi spoljasnji omotac. Postavljene su serije od po 12 flakona
u koje je sipano po 25 ml uzorka ekstrakata razli¢itih koncentracija. Napravljena je serija
dvostrukih razblazenja uzoraka. Za svaki uzorak i dve kontrole upotrebljeno je po dvanaest
lukovica Allium cepa. Lukovice su stavljane 24 ¢asa u vodu standardnog kvaliteta da isklijaju,
a zatim u test uzorke u uslovima mraka na temperaturi od 25°C. Tretman je trajao 48 ¢asova
uz zamenu uzoraka svaka 24 c¢asa. Kao pozitivna kontrola koriséen je metil metan sulfonat —
MMS u koncentraciji od 10 pg/l. Negativna kontrola je bila voda standardnog kvaliteta. Kao
kontrola rastvaraca upotrebljen je 25% etanol. Tokom rada svi uzorci vode Cuvani su u
frizideru na 4°C. Radi utvrdivanja generalne toksi¢nosti u svakoj grupi merena je duZina
korencic¢a kod 10 lukovica. Primenom One-Way ANOVA testa poredene su srednje vrednosti
duZine rasta korena u analiziranim grupama. Analizirane su sledeée aberacije: mostovi,
fragmenti, zaostali hromozomi, multipolarnost i c-mitoze (slika 30).
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Ispitivanja razli¢itih delova dve vrste duda obuhvatala su odredivanje osobina
polaznog biljnog materijala, pripremu uzoraka za ekstrakciju, optimizaciju procesa
ekstrakcije etanolom, ekstrakciju sa dva razlic¢ita ekstragensa, ispitivanje hemijskog sastava
dobijenih ekstrakata, kao i ispitivanje delovanja ekstrakata duda. Ispitivanje hemijskog
sastava etanolnih ekstrakata ploda, lista i korena obuhvatao je odredivanje ukupnog
sadrzaja fenola, flavonoida i antocijana, kvalitativni i kvantitativni sastav pojedinacnih
polifenolnih komponenata, i prisustvo mikro-, makro- i toksi¢nih elemenata. U etanolnim
ekstraktima ploda odreden je i sadrzaj Secera. Analiza hemijskog sastava superkriti¢nih CO,
ekstrakata lista obuhvatala je odredivanje sadrzaja masnih kiselina i karotenoida. Ispitivanje
delovanja ekstrakata obuhvatalo je evaluaciju antioksidativne aktivnosti pracenjem
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala, redukcionog potencijala i inhibicije lipidne
peroksidacije, kao i citotoksi¢ni potencijal odreden pracenjem aktivnosti ekstrakata u in vitro
uslovima. Takode, ispitano je i toksi¢no i genotoksi¢no delovanje ekstrakata Morus vrsta.

4.1. ISPITIVANJE OSOBINA POLAZNOG MATERIJALA

Osnovne karakteristike ploda dve ispitivane vrste duda prikazane su u tabeli 13.
Prosec¢na masa ploda za M. alba je 2,45 g, a za M. nigra 2,23 g, dok je sadrzaj vlage odreden
u plodu M. alba 75,18%, a M. nigra nesto vedi, 82,02%. Vrednosti sadrZaja suve materije su
17,85% (M. alba) i 14,50% (M. nigra). lzmerena pH vrednost za ispitane vrste M. alba i M.
nigra je 5,99, odnosno 5,52. Kiselost je 0,16% (M. alba) i 0,26% (M. nigra), $to govori o
zadovoljavajuéoj zrelosti koriS¢enih plodova u ispitivanju. Redukujuéi Seéeri za crni dud
imaju vrednost 11,52%, a za beli dud 13,92%, Sto ukazuje na odgovarajuce karakteristike
materijala koji je koris¢en za dalja ispitivanja.

Tabela 13. Karakteristike ploda Morus vrste

Masa Sadrzaj Suvi Suva . Redukujudi
pH . Kiselost .. .
Vrsta ploda vlage ostatak materija seceri
vrednost (%)
(8) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%)
M. alba 2,45+0,26 75,18+1,00 5,99+0,02 24,82+1,00 17,85+0,07 0,16 13,92
M. nigra  2,23%0,26  82,02+2,73 5,52+0,06 17,98+2,73 14,50+0,07 0,26 11,52
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Osnovni parametri ispitivanja kvaliteta droge (list i koren) vrsta Morus dati su u tabeli
13. Za vrstu M. alba sadrzaj vlage za list je 7,01% i za koren 7,96%, dok je sadriaj pepela
8,35% za list i 8,92% za koren. Vrednosti sadrzaja vlage za M. nigra vrstu su vedi i iznose
7,54% za list i 8,22% za koren, kao i vrednosti sadrzaja pepela (9,70% za list i 9,90% za
koren). Dobijene vrednosti sadrZaja u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO;) za list su 2,42% za
M. alba i 2,51% za M. nigra. Vrednosti sadrzaja SiO, u korenu ispitanih vrsta su neznatno
vece i iznose 3,58% za M. alba i 3,17% za M. nigra.

Sredniji prec¢nik Cestica usitnjenog materijala odreden je analizom sejanja (tabela 14).
Vrednosti srednjeg precnika Cestica su relativno ujednacene, za list obe vrste duda se kreée
oko 0,3 mm, dok za koren vrednosti srednjeg precnika ¢estica iznose oko 0,5 mm. Na osnovu
dobijenih rezultata moZe se videti da je ispitana droga odgovarajuceg kvaliteta, vrednosti
ispitivanih parametara i stepen uspitnjenosti se nalaze u granicama propisanim
Farmakopejom (Ph. Jug. V).

Tabela 14. Osnovni parametri ispitivanja kvaliteta i srednji precnik ¢estica belog i crnog duda

Sadrzaj vlage Pepeo Sio, Srednji precnik cestica
Vrsta
(%, m/m) (%, m/m) (%) (mm)

M alb List 7,01+0,74 8,3510,01 2,4210,04 0,3092+0,0198
alba

Koren 7,9610,05 8,9210,03 3,5840,07 0,5043+0,0472

M. i List 7,54+0,09 9,7010,01 2,51+0,01 0,3070+0,3266
. nigra

9 Koren 8,2210,41 9,90+0,02 3,1710,06 0,5209+0,2452

4.2. OPTIMIZACIJA PROCESA EKSTRAKCIJE

Ekstrakcija farmakoloski aktivnih jedinjenja naj¢esée se wvrsi koris¢enjem tri
ekstrakciona postupka: ekstrakcija pogodnim rastvaracima, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (solid-
phase extraction) i superkritina ekstrakcija. Prinos jedinjenja u ekstraktu, odnosno prinos
ekstrakcije, kao i sam sastav ekstrakta, u velikoj meri zavisi od nacina ekstrakcije, kao i tipa i
polarnosti rastvaraca (Moller i sar. 1999). Za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja koriste se
rastvaraci kao Sto su aceton, etanol, metanol i njihove kombinacije, najéesé¢e u razli¢itim
odnosima sa vodom. U literaturi najc¢esée koris¢eni rastvaraci su etanol i metanol (Nuutila i
sar., 2003; Mulianacci i sar., 2004; Wu i sar., 2005; Huang i sar., 2007; Ros i sar., 2009;
Garcia-Salas i sar., 2010). Etanol kao ekstragens, prema literaturnim podacima, koriséen je u
ekstrakciji razli¢itih vrsta biljnog materijala, pri ¢emu su dobijeni ekstrakti imali povoljne
karakteristike u pogledu sastava i sadrzaja farmakoloski znacajnih jedinjenja (Turkoglu i sar.,
2007; Turkoglu i sar., 2007). Prednost etanola u odnosu na druge ekstragense je njegova
netoksi¢nost i moguca dalja primena ovako dobijenih ekstrakata u farmaciji i prehrambenoj
industriji. Prinos ekstrakcije nekih komponenata kao Sto su antioksidansi, koji su uglavnom
polarnog karaktera, povecava sa povecanjem polarnosti upotrebljenog ekstragensa.
Poveéanjem udela vode u ekstragensu povedava se i njegova polarnost, pa se razliCite
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koncentracije etanola kao ekstragensa mogu smatrati pogodnim za ekstrakciju jedinjenja
ovog tipa.

Radi utvrdivanja najpogodnijih uslova ekstrakcije izvrSena je optimizacija procesa
ekstrakcije primenom Metode odzivne povrsine (poglavlje 3.2.1.1.) i dizajna prikazanog u
tabeli 9. Odzivi obuhvadeni optimizacijom su ukupan sadriaj fenola, ukupan sadrZaj
flavonoida i antioksidativna aktivnost, izraZzena preko ICso vrednosti (DPPH metod). Kako je
prakticno nemoguée odrediti i kontrolisati sve uslove ekstrakcije, bilo je neophodno
odabrati one koji imaju najveéi uticaj na proces ekstrakcije. Parametri odnosno uslovi
ekstrakcije koji su bili menjani pri ekstrakciji prikazani su u tabeli 8 i za list duda su:
koncentracija etanola, temperatura i odnos rastvara¢:droga, a za ekstrakciju ploda duda:
koncentracija etanola, temperatura i vreme.

M. alba folium

Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije etanola, temperature i odnosa
rastvarac:droga na ekstrakciju lista belog duda dati su u tabeli 15. Prinos ekstrakcije je od
10,234 do 20,072%, sadrzaj fenola u listu M. alba je od 9,49 do 23,07 mg EHK/g droge, dok
je sadrzaj ukupnih flavonoida od 4,64 do 6,40 mg ER/g droge. Antioksidativna aktivnost
ekstrakta lista M. alba izrazena preko ICso vrednosti je u intervalu od 0,0706 do 0,1570
mg/ml.

Tabela 15. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X3, X, i X3) i eksperimentalni
rezultati prinosa ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola (UF), sadrZaj ukupnih flavonoida (Ufl) i
antioksidativne aktivnosti (1Cs)

Prinos UF UFI

Redni Etanol Temperatura Rastvarac:droga . 1Cs
broj (%) Q) (ml/g) ekstrakcije  (mg EHK/ (mg ER/ (mg/ml)
(%, g/100g) gdroge)* gdroge)**

1 40 (-1) 40 (-1) 20 (0) 14,996 12,84 4,64 0,1380
2 40(-1) 60 (0) 10 (-1) 18,918 9,92 5,69 0,1350
3 40 (-1) 80 (1) 20 (0) 20,072 15,12 5,74 0,1100
4 40 (-1) 60 (0) 30 (1) 17,958 18,47 5,28 0,0823
5 60 (0) 40 (-1) 10 (-1) 10,234 9,49 4,64 0,1570
6 60 (0) 80 (1) 10(-1) 17,302 13,69 6,03 0,0753
7 80 (1) 60 (0) 10(-1) 11,448 13,65 5,12 0,0741
8 80 (1) 80 (1) 20 (0) 12,448 20,66 5,49 0,0710
9 80 (1) 60 (0) 30 (1) 11,628 22,58 4,46 0,0740
10 60 (0) 80 (1) 30 (1) 16,926 23,07 4,58 0,0706
11  60(0) 60 (0) 20 (0) 15,688 19,36 6,06 0,0759
12 60 (0) 60 (0) 20 (0) 15,500 19,98 6,02 0,0758
13 60 (0) 60 (0) 20 (0) 17,264 19,04 6,40 0,0821
14  60(0) 60 (0) 20 (0) 15,688 19,86 6,01 0,0762
15 60 (0) 60 (0) 20 (0) 17,264 19,08 6,00 0,0809
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16 80 (1) 40 (-1) 20 (0) 16,029 14,90 5,34 0,1197
17 60 (0) 40 (-1) 30(1) 15,879 14,87 5,29 0,0874
*mg EHK/g - mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g droge

** mg ER/g - mg ekvivalenta rutina po g droge

Slika 31 graficki prikazuje uticaj uslova ekstakcije na mereni odziv ukupnog sadrzaja
fenola. Na slici se jasno uocava porast ukupnog prinosa fenola sa povecanjem koncentracije
etanola u ekstragensu. Osim toga, ukupan prinos fenola se povedava i sa povedanjem
temperature ekstrakcije sve do 65°C, gde dalje povecanje ne uti¢e znacajno na ukupan
sadrzaj fenola u ekstraktu. Na istoj slici se uoc¢ava i da se ukupan prinos fenola povecava u

celom merenom opsegu odnosa rastvarac:droga od 10 do 30 ml/g, $to je u skladu sa
teorijskim principima.
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Slika 31. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih fenola

a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvara¢:droga 20 ml/g), b) odnos
rastvarac:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarac:droga i temperatura

(koncentracija etanola 60%)

Zavisnost ukupanog prinosa flavonoida u ekstraktima lista M. alba u odnosu na
odabrane uslove ekstrakcije prikazana je na slici 32. UoCava se povecanje prinosa flavonoida
u ekstraktima sa povecanjem koncentracije etanola od 55 do 65%. Takode, prinos

flavonoida se povedava i poveéanjem temperature do 70°C i odnosa rastvarac:droga sve do
odnosa 18 ml/g.

(e Bhwa ) uh
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Slika 32. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih flavonoida

a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvara¢:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarac¢:droga i
koncentracija etanola (temperatura 60°C) i ¢) odnos rastvarac:droga i temperatura (koncentracija
etanola 60%)

Na slici 33 je prikazan uticaj uslova ekstrakcije na antioksidativnu aktivnost
ekstrakata lista belog duda. Minimum povrSine zavisnosti ukazuje na maksimum

antioksidativne aktivnosti (manja ICso vrednost ukazuje na vecu antioksidativnu aktivnost).
Povecdanjem koncentracije etanola i temperature u procesu ekstrakcije do odredenog nivoa
se uti¢e na povecanu antioksidativnu aktivnost ekstrakata. Odnos rastvarac¢:droga uti¢e na

antioksidativnu aktivnost tako Sto povecanjem odnosa dolazi do smanjenja ICsq vrednosti, tj.
povecanja antioksidativne aktivnosti (slike 33 b i ).
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Slika 33. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata
a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvarac¢:droga 20 ml/g), b) odnos
rastvarac:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i ¢) odnosa rastvarac:droga i temperatura
(koncentracija etanola 60%)
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Da bi se ispitao uticaj nezavisnih promenljivih ekstrakcije i njihove interakcije
(koncentracije etanola, temperature i odnosa rastvara¢:droga) na zavisne varijable (sadrZaj
ukupnih fenola, sadrzaj ukupnih flavonoida i ICsy vrednost) i proverila prikladnost Box-
Behnkenovog dizajna u modelovanju i optimizaciji procesa ekstrakcije, proverena je
aproksimacija eksperimentalnih podataka matemati¢kim modelom, polinomom drugog reda
prema ranije datom izrazu (poglavlje 3.2.1.1.). Model i njegovi koeficijenti dobijeni su
statistitkom metodom nelinearne regresije eksperimentalnih podataka i model daje
funkcionalnu zavisnost izmedu zavisnih i nezavisnih promenljivih. Sastoji se od lineranog i
kvadratnog ¢lana i ¢lana koji predstavlja interakciju ispitivanih promenljivih, pa prema tome
model mozZe biti linaran, kvadratni ili srednja vrednost ukoliko nema uticaja ispitivanih
koreliacije (R), odnosno determinacije (R?), koji je pokazatelj slaganja eksperimentalnih i
modelom predvidenih podataka i u idealnom slucaju iznosi 1. Regresioni koeficijenti
polinomne funkcije odziva i koeficijenti determinacije su dati u tabeli 16. Visoke vrednosti
koeficijenta determinacije (R?) ukazuju na adekvatno fitovanje eksperimentalnih rezultata.
Vrednost koeficijenta determinacije 0,9858, dobijen za fitovanje rezultata dobijenih pri
odredivanju ICso vrednosti, ukazuje da 1,42% varijacija nije moglo biti objasnjeno ovim
modelom. Individualni efekti, znacajnost odabranih faktora i njihovih interakcija se mogu
objasniti na osnovu p-vrednosti. Kada su p-vrednosti za odredene ¢lanove odzivnog
polinoma manje od 0,05, ti su ¢lanovi znacajni. Na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima svi
odzivi pokazuju odreden stepen znacajnosti. Uticaji linearnog i kvadratnog c¢lana su
podjednako i veoma znacajni (p<0,01), dok se u interakcijama po manjoj znacajnosti
izdvajaju interakcije koncentracije etanola i odnosa rastvaraé:droga (X:X3 p=0,8171), kao i
koncentracije etanola i temperature (X1X, p=0,0568). Posmatrajudi uticaj odziva na sadrzaj
ukupanih flavonoida se vidi da znadajnost ne pokazuju linearni ¢lanovi i interakcije
koncentracije etanola sa temperaturom i odnosom rastvrac:droga (p>0,05). Na ICsq vrednost
znacajno uticu svi odzivi varirajucih faktora, izuzev faktora kvadrata odnosa rastvarac:droga i
interakcije koncentracije etanola i temperature.

Tabela 16. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva

Regresioni Standardna

F - vrednost - vrednost®
koeficijent devijacija g

Odzivi®

Sadrzaj ukupnih fenola

Odsecak 19,46 0,34

X 1,93 0,27 51,07 0,0002
X, 2,56 0,27 89,60 <0,0001
X; 4,03 0,27 222,57 <0,0001
X -1,35 0,37 13,20 0,0084
X5 -2,23 0,37 35,81 0,0006
X5 -1,96 0,37 27,65 0,0012
X:Xo 0,87 0,38 5,19 0,0568
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X:X; 0,092 0,38 0,058 0,8171
XoX5 1,00 0,38 6,85 0,0345
R = 0,9850

Sadrzaj ukupnih flavonoida

Odsecak 6,10 0,13

X; -0,12 0,10 1,30 0,2924
X, 0,24 0,10 5,48 0,0517
X; -0,23 0,10 5,23 0,0560
X’ -0,40 0,14 7,87 0,0263
X’ -0,40 0,14 7,97 0,0257
X5 -0,56 0,14 15,96 0,0052
X:X5 -0,24 0,14 2,65 0,1479
XiX; -0,063 0,14 0,19 0,6758
XoX5 -0,52 0,14 13,07 0,0086
R? = 0,9004

ICso vrednost

Odse&ak 0,078 0,0022

X -0,016 0,0018 81,20 <0,0001
X, -0,022 0,0018 155,76 <0,0001
X; -0,016 0,0018 81,97 <0,0001
X7 0,013 0,0024 27,29 0,0012
X’ 0,019 0,0024 60,80 0,0001
X5 0,0005 0,0024 0,049 0,8313
X:X5 -0,0005 0,0025 4,35 0,0755
X:X3 0,013 0,0025 28,08 0,0011
XoX3 0,016 0,0025 42,75 0,0003
R®=0,9858

X1 rastvarad; X,: temperatura; Xs: odnos rastvaraé:droga.
®p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znadajno; p = 0,05 nije znatajno

Cesto odabrani model aproksimacije eksperimentalnih podataka ne opisuje u
potpunosti ispitivano eksperimentalno podrucje. Zbog toga se osim koeficijenta korelacije
sprovode detaljnije statisticke analize na osnovu koje se moZe preciznije utvrditi
opravdanost odabranog modela. U sprovedenom eksperimentu i obradi rezultata
primenjena je analiza varijanse (ANOVA) i u tabeli 17 dati su dati rezultati analize varijanse
modelovanih odziva. p-vrednosti za odredene clanove odzivnhog polinoma manje od 0,05
odnosno verovatnoc¢a dobijanja visoke F-vrednosti manja od 5%, ukazuje na znacajnost
primenjenog modela. Prema tome, utvrdeno je da je aproksimacija eksprimentalnih
vrednosti za sva tri odziva kvadratnim modelom statisti¢ki znaéajna, Sto znaéi da je
primenjen model opravdan za izvedeni eksperiment. Izrazito male p-vrednosti (p<0,01) za
sva tri praéena parametra ukazuju na adekvatnost primenjenog modela i statisticku
znacajnost dobijenih rezultata. To potvrduje F-vrednost (51,17 za sadrzaj ukupnih fenola,
7,03 za sadrzaj ukupnih flavonoida i 54,18 za ICso vrednost) uz verodostojnost manju od
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0,01% da je to usled greSke. Pored toga, statisticki parametar ,odstupanje od modela“ nije
statisticki znacajan (p=0,05), Sto takode potvrduje iznetu tvrdnju.

Tabela 17. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za ekstrakciju lista M. alba

Suma Stepen Srednja vrednost

F-vrednost -vrednost®
kvadrata slobode kvadrata v pv

Sadrzaj ukupnih fenola

Model 268,77 9 29,86 51,17 <0,0001
Ostatak 4,09 7 0,58
Odstupanje
3,32 3 1,11 5,80 0,0612
od modela
Greska 0,76 4 0,19
Ukupno 272,85 16
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Model 5,31 9 0,59 7,03 0,0088
Ostatak 0,59 7 0,084
Odstupanje
0,47 3 0,16 5,35 0,0695
od modela
Greska 0,12 4 0,029
Ukupno 5,90 16
ICso Vrednost
Model 0,012 9 0,0013 54,18 <0,0001
Ostatak 0,0002 7 0,00002
Odstupanje
0,0001 3 0,00004 4,79 0,0822
od modela
Greska 0,00004 4 0,000009
Ukupno 0,012 16

?p < 0,01 veoma znadajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p = 0,05 nije znadajno

Numerickom optimizacijom pomocu programa Design Expert 7.1.6. izracunati su
uslovi ekstrakcije za list M. alba: koncentracija etanola 69,84%, temperatura od 61,69°C i
odnos rastvarac:droga 21,08 ml/g. Pri navedenim uslovima izracunato je da bi se mogao
ostvariti maksimalni prinos ukupnih fenola 20,76 mg EHK/g, maksimalni prinos ukupnih
flavonoida 6,06 mg ER/g i minimalna ICso vrednost, tj. maksimalna antioksidativna aktivnost,
pri koncentraciji suvog ekstrakta 0,070 mg/ml.

Po istom principu i istoj metodologiji odredeni su optimalni uslovi ekstrakcije za list i
plod M. nigra i plod M. alba. Dobijeni rezultati optimizacije za list M. nigra prikazani su u
prilogu 1 (tabela 1-3, slika 1-3), za plod M. alba u prilogu 2 (tabela 4-6, slika 4-6) i plod M.
nigra u prilogu 3 (tabela 7-9, slika 7-9). Optimalni uslovi ekstrakcije dobijeni za list i plod
vrsta M. alba i M. nigra prikazani su u tabeli 18.
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Tabela 18. Optimalni uslovi ekstrakcije vrsta Morus dobijeni primenom RSM

Ekstrakt Etanol Temperatura  Rastvarac:droga UF UFI 1Cs
LIST (%) (°c) (ml/g) (mg EHK/g)*  (mgER/g)**  (mg/ml)
M. alba 69,84 61,6 21,08 20,76 6,06 0,070
M. nigra 69,46 59,92 20,73 48,47 20,43 0,022
Ekstrakt Etanol Temperatura Vreme UF UFI 1Cso
PLOD (%) (°c) (min) (mg EHK/g)*  (mgER/g)**  (mg/ml)
M. alba 62,24 63,21 46,53 1,99 1,77 0,0684
M. nigra 68,62 61,27 48,03 3,53 2,27 0,0246

*mg EHK/g - mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g droge
** mg ER/g - mg ekvivalenta rutina po g droge

Prikazani rezultati optimizacije ekstrakcije lista i ploda duda, kao i kretanje vrednosti
sadrzaja ukupnih fenola i flavonida u ispitivanom biljnom metarijalu su u skladu sa sli¢nim
dosadasnjim istraZzivanjima (Cacae i Mariza, 2002; Cacace i Mazza, 2003; Rostango i sar.
2004,; Sila i sar., 2007; Jokic¢ i sar., 2010; Chun i sar., 2011). Rostango (2004) je utvrdio da je
neophodno dodati odredenu koli¢inu vode u etanol i na taj nacin uticati na polarnost
rastvaraca, odnosno povecanje prinosa ekstrahovanih polifenolnih komponenti. Veéi prinos
polifenolnih komponenti nesumljivo uti¢e i na poveéanu antioksidativnu aktivnost. Opseg
koncentracije etanola koji se preporucuje za ekstrakciju se kre¢e u intervalu od 50 do 78%.
Veliki broj autora (Azizah i sar., 1999; Wattasinghe i Shahidi, 1999; Cacace i Mazza, 2002;
Cacace i Mazza, 2003; Liyana-Pathirana i Shahidi, 2005; Spingo i De Faveri, 2007; Pompeu i
sar., 2009) se u svojim ispitivanjima razli¢itog biljnog materijala potvrdio da temperatura
utiCe na koeficijente difuzije i rastvorljivost ekstraktivnih jedinjenja u rastvaracu.
Poveéanjem temperature do 60°C, se povecavaju koeficijenti difuzije i ukupan prinos
ekstraktivnih materija, Sto je rezultat i nasSeg ispitivanja. Sa druge strane, kontrola povecanja
temperature u procesu i zadrZavanje poviSene temperature odredeno vreme ekstrakcije
posebno je bitno u radu sa bobicastim plodovima (Naczk i Shahidi, 2006; Pompeu i sar.,
2009). Bobicasti plodovi (eng. berry), u koje spada i dud, se odlikuju visokim sadrzajem
antocijana (Butt i sar., 2008; Isabelle i sar., 2008; Du i sar., 2008; Pawlowska i sar., 2008;
Ozgen i sar., 2009; Hojjatpanah i sar., 2011; Wu i sar., 2011). Na poviSenoj temperaturi,
narocito tokom duZeg vremenskog perioda dolazi do hemijske transformacije antocijana tj.
flavonoida, a samim tim se utie i na antioksidativhu aktivnost dobijenih ekstrakata
(Pompeu i sar., 2009; Ozgen i sar., 2009). Shi i saradnici (2003) su pokazali u svom radu da se
sa poveéanjem temperature i smanjenjem koncentracije etanola utice na raskidanje veza
fenol-polisaharid i fenol-protein, pri éemu dolazi do ekstrahovanja veée koli¢ine fenola, kao
Sto je i u ovom radu potvrdeno (prilog 2 i 3). Uticaj odnosa rastvarac:droga je takode ispitan
u odredenim ekstrakcionim sistemima (Shi i sar., 2003; Cacace i Mazza, 2003; Pinelo i sar.,
2005; Joki¢ i sar. 2010; Chun i sar., 2011). U ispitivanjima drugih autora postoji
neujednacenost u publikovanim rezultatima i oni zavise od stepena usitnjenosti droge i
primenjenog rastvaraca. Rezultati dobijeni pri ispitivanju ekstrakata lista Morus, koji su bili
predmet ovog rada, u najve¢em broju slucaja poklapaju se sa objavljenim rezultatima.
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Na osnovu dobijenih rezultata optimizacije ekstrakcije lista i ploda razliCitih vrsta
duda i sumiranjem svih dobijenih podataka, ekstrakti koji su koriS¢eni u nastavku ispitivanja
su dobijeni po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.1.1. Uslovi ekstrakcije za list i plod obe
ispitivane vrste su bili identi¢ni i pripadaju intervalima u kojima su dobijeni maksimalni
odzivi: 70% koncentracija etanola, temperatura 60°C, odnos rastvarac¢:droga 20 ml/g.

4.3. EKSTRAKCIJA ETANOLOM

Ekstrakcija ploda, lista i korena dve vrste duda (M. alba i M. nigra) je izvrSena na
prethodno odredenim optimalnim uslovima ekstrakcije (koncentracija etanola 70%,
temperatura 60°C, odnos rastvarac:droga 20 ml/g) i rezultati prinosa suvog ekstrakta

razlicitih delova duda dati su u tabeli 19.

Tabela 19. Prinosi ekstrakcije razli¢itih delova duda primenom 70% etanola kao ekstragensa

Uzorak Prinos ekstrakcije (%, g/ 100g)
M. alba 25,0310,02
. Plod
M. nigra 19,22+0,11
M. alba List 23,40+0,09
i
M. nigra 22,42+0,08
M. alba 16,3210,13
. Koren
M. nigra 22,48+0,06
M. alba ) 22,58+0,07
. List*
M. nigra 21,97+0,10

*uzorak lista nakon ekstrakcije superkriticnim CO,

Razlika u prinosu ekstrakcije uoéena je kod ploda belog i crnog duda, gde je prinos
ekstrakcije ploda belog duda (25,03%) veci u odnosu na crni dud (19,22%). Ovakav prinos je
rezultat kvaliteta polaznog materijala i sadrZaja vlage u plodu, plod crnog duda je imao vedi
sadrZaj vlage (82,02%) u odnosu na plod belog duda (75,18%), $to je prikazano u tabeli 13.
Priblizno sli¢ni prinosi ekstrakcije dobijeni su ekstrakcijom lista obe vrste duda. Ekstrakcija
superkriticnim CO, nije bitno uticala na dobijeni prinos u poredenju sa prinosom dobijenim
ekstrakcijom lista pre superksiticne ekstrakcije. Znatna razlika u prinosu uodena je
poredenjem prinosa korena dve vrste duda, gde je ostvaren prinos kod korena belog duda
(16,32%) znatno manji u odnosu na prinos ostvaren ekstrakcijom korena crnog duda
(22,48%).
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4.3.1 ISPITIVANJE HEMIJSKOG SASTAVA ETANOLNIH EKSTRAKATA

4.3.1.1. Odredivanje polifenolnih jedinjenja u ekstraktima duda

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola, flavonoida i antocijana u

etanolnim ekstraktima (poglavlje 3.2.2), dati su u tabeli 20.

Tabela 20. Sadrzaj ukupnih fenola (UF) i flavonoida (UFI), odnos UFI/UF, sadrZaji antocijana

(UA) i monomera antocijana (UMA) u suvim ekstraktima duda

UF UFI (UFI/UF)100 UA UMA
Uzorak

(mg EHK/g) (mg ER/g) (%) (mgC3G/g)  (mgC3G/g)
M. alba Plod 14,13+0,12 3,52+0,09 24,91 0,5+0,02 0,24+0,01
M. nigra 16,37+0,19 4,73+0,02 28,89 2,97+1,91 1,32+0,49
M. alba st 66,77+0,75 33,30£0,13 49,88 - -
M. nigra 145,23+0,51 67,37+0,39 46,38 - -
M. alba coren 17020141 54,29+0,15 31,89 - -
M. nigra 186,30+0,42 57,11+0,11 30,65 - -
M. alba st 46,98+0,99 22,4740,72 47,82 - -
M. nigra 122,13+0,60 43,7410,14 35,81 - -

*uzorak lista nakon ekstrakcije superkriticnim CO,

Rezultati ispitivanja ukazuju da je najvedi sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida kod
ekstrakata vrste M. nigra (186 mg EHK/g u ekstraktu korena i 67 mg ER/g u ekstraktu lista).
Najmanji sadrzaji ovih jedinjenja dobijeni su u ekstraktima ploda belog duda (14,13 mg
EHK/g i 3,52 mg ER/g). U odnosu na beli dud ekstrakt ploda crnog duda je bogatiji
antocijanima i monomerima antocijana, $to je i o¢ekivano jer je u pitanju bobicasti plod
crveno-ljubicaste boje, koja potice od ovih jedinjenja. NesSto niZi sadrzaji fenola i flavonoida
u odnosu na ekstrakte korena detektovani su u ekstraktima lista duda. Znatno veci sadrzaj
polifenolnih jedinjenja (oko 2 puta) je detektovan u ekstraktima lista M. nigra u odnosu na
ekstrakte lista M. alba. Moze se zakljuciti da M. nigra ima, nezavisno od dela biljke veci
sadrzaj ispitivanih jedinjenja.

Dobijene vrednosti sadrzaja polifenolnih komponenata su u saglasnosti sa
literaturnim podacima. Za ekstrakt ploda razli¢itih vrsta duda sadrzaj polifenolnih
komponenata se kreée u intervalu od 1,81 do 34,88 mg ekvivalenta (koris¢ene su razliCite
referentne supstance) po g svezeg ploda, a za ekstrakt lista od 10,2 do 93 mg ekvivalenta po
gramu polazne droge. U literaturi nema puno podataka o sadrzaju polifenolnih
komponenata u ekstraktima korena roda Morus. Samo se u rezultatima istrazivanja Chang i
sar. (2011) pojavljuje podatak da je sadrzaj ovih komponenata u ekstraktu korena M. alba
60,65 mg/g, sto je manji sadrzaj u odnosu na vrste koje su bile predmet ispitivanja ovoga
rada. Podaci o ukupnom sadrzaju flavonoida u ekstraktima vrste Morus su manje zastupljeni

u odnosu na rezultate sadrzaja fenolnih jedinjenja.
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Dosadasnja istraZivanja ukazuju da na sadrZaj polifenolnih jedinjenja uticu genotip,
mesto i tehnika gajenja, kao i razlike u zrelosti biljke (Orhan i sar., 2007). Dokazano je da na
sadrzaj flavonoida uticu UV zracenje i koncentracija ugljendioksida (Daniel i sar., 1999;
Caldwell i sar., 2005). Takode, i ostali spoljasnji faktori (svetlost, temperatura, prisustvo
hranljivih materija u zemljistu) mogu uticati na fenilpropanoidni metabolizam (Dixon i Paiva,
1995), odnosno na sadrzaj polifenola.

Fenolna jedinjenja deluju kao redukujuci agensi, donori vodonika, imaju osobine
heliranja metala i uticu na antioksidativho delovanje ekstrakata u kojima se nalaze.
Antioksidativno delovanje ovih komponenata potice iz viSe elemenata njihove hemijske
strukture. Flavonoidi, zahvaljujuci svojoj hemijskoj strukturi, spadaju u fenolna jedinjenja sa
najizrazenijim antioksidativnim delovanjem. Udeo ukupnih flavonoida u ukupnim fenolima
mogao bi da ima znacajan uticaj na jacinu antioksidativnog delovanja duda ili odgovarajuéeg
ekstrakta. Veliki udeo flavonoida u odnosu na ukupne fenole dobijen je u ekstraktima lista
duda, a s druge strane, najmanji za ekstrakte plodova duda (udeo manji od 30%). Na osnovu
ovih rezultata moZe se pretpostaviti da odredeni ekstrakti mogu pokazati znacajno
antioksidativno delovanje u zavisnosti od ukupnog sadrzaja fenola, odnosno flavonoida, ciji
je relativno veliki sadrZaj znacajan za delovanje.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja dobijen metodom po Folin-Ciocalteu ne
pruza kompletnu kvalitativhu i kvantitativnhu sliku polifenolnih jedinjenja sadrzanih u
ekstraktima, zbog moguceg prisustva interferirajuéih jedinjenja (Seceri, aromati¢ni amini,
sumpor-dioksid, vitamin C, organske kiseline, Fe(ll) i ostale supstance koje nisu polifenolnog
porekla), koji uti€u na nerealno povecanje rezultata merenja (Singelton i sar., 1999). Metoda
za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida pokazuje nejednaku selektivnost prema
jedinjenjima, jer pozitivnu reakciju daju samo jedinjenja koja imaju o-dihidroksifenolne, 3-
-hidroksihromonske, 5-hidroksihromonske i o-hidroksikarbonilne funkcionalne grupe
(Merken i Beecher, 2000; Sakakibara i sar., 2003). Iz ovih razloga je kompletna kvalitativna i
kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja u ekstraktima duda izvrSena primenom HPLC
metode.

4.3.1.2. HPLC analiza polifenolnih komponenata
U cilju utvrdivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava polifenolnih jedinjenja u
etanolnim ekstraktima duda primenjana je HPLC metoda (poglavlje 3.2.2.5.). Sadrzaji

identifikovanih polifenolnih jedinjenja u ekstraktima ispitivanih vrsta Morus prikazani su u
tabeli 21.
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Tabela 21. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima roda Morus (mg/g ekstrakta)

Polifenolno M. alba M. nigra

jedinjenje Plod List Koren List* Plod List Koren List*
Galna

kiselina 0,0001 o0,4011 o0,1741 0,4723 0,1113 0,2054 0,1030 0,1532
iseli

Protokatehinska
0,0807 10,4365 0,2294 0,5209 0,5528 0,6711 0,0834 0,7369

kiselina

Katehin 0,0763 10,6844 1,3401 0,3533 10,1123 0,8418 9,3871 0,5418
Kafena

L 0,0431 16,0656 5,4294 14,548 0,3641 85,2824 9,2886 79,7763
kiselina

Vanilinska

L 0,0307 0,9123 - - - - - -
kiselina

Hlorogenska
Kiseli 0,0715 0,1316 45,8364 0,2720 0,0134 0,5808 79,7066  0,4697
iselina

Derivat
L 0,0115 4,7207 4,8788 4,1701 0,3358 15,8793 8,4752 14,8130
kafene kiseline

Epikatehin - 0,6123 - 0,5017 - 0,3386 - 0,3103
Derivat
i - 4,0190 - 3,7027 0,2203 22,9412 - 7,2491
kvercetina
Rutin - 2,1212 - 2,0994 0,2670 10,5695 - 9,8730
Ukupno 0,3139 30,1048 57,9583 26,8472 1,9769 137,3100 107,0439 113,9232

*uzorak lista nakon ekstrakcije superkriticnim CO,

Ispitivanje ekstrakata duda obuhvatalo je utvrdivanje prisustva 21 polifenolnog
jedinjenja: 12 fenolnih kiselina i 9 flavonoida (tabela 10). U ekstraktima ploda, lista i korena
ispitivanih vrsta duda utvrdeno je prisustvo deset polifenolnih jedinjenja: galna,
protokatehinska, kafena, vanilinska i hlorogenska kiselina, katehin, epikatehin, rutin, derivat
kafene kiseline i derivat kvercetina. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima
lista i korena je mnogo veci od detektovanog sadrzaja u ekstraktu ploda, nezavisno od vrste.

HPLC analizom ekstrakata ploda duda (slika 34) utvrdeno je prisustvo manjeg broja
fenolnih jedinjenja. U ekstraktu ploda M. alba je dokazano prisustvo galne, protokatehinske,
kafene, vanilinske i hlorogenske kiseline, katehina i derivata kafene kiseline. Od svih
ispitivanih fenola u ekstraktu M. alba vrste, protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina i
katehin se nalaze u sadrZaju veéem od 50 pg/g ekstrakta, dok je sadrzaj galne kiseline skoro
zanemarljiv (manji od 0,1 pg/g ekstrakta). U poredenju sa ekstraktom ploda M. nigra
ekstrakt ploda M. alba sadrzi vanilinsku kiselinu, a ne sadrzi derivat kvercetina i rutin. U
ekstraktu ploda M. nigra dokazano je prisustvo galne, protokatehinske, kafene i hlorogenske
kiseline, katehina, rutina, derivat kafene kiseline i derivat kvercetina.

U poredenju sa ekstraktom ploda M. alba (0,314 mg/g ekstrakta) ukupan sadrzaj
identifikovanih fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda M. nigra je oko Sest puta vedi (1,977
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mg/g ekstrakta). U ekstraktu ploda crnog duda je drugacija raspodela dominantnih
jedinjenja, u ve¢em sadrzaju se nalaze protokatehinska (0,553 mg/g), kafena kiselina (0,3641
mg/g), derivat kafene kiseline (0,336 mg/g) i rutin (0,267 mg/g). Od svih prisutnih jedinjenja
najmanji udeo ima hlorogenska kiselina (0,68%). Pregled dostupne literature ukazuje na
neujednacen sastav ekstrakata i razli¢itu zastupljenost polifenolnih jedinjenja u ekstraktima
ploda Morus vrste. Zadernowski i sar. (2005) su saopstili da u ekstraktu ploda crnog duda se
nalaze: galna (2,73 ug/g), protokatehinska (12,1 pg/g), vanilinska (0,65 u/g), kafena (11,7
ug/g), o-kumarinska (2,12 pg/g), p-kumarinska (7,61 pg/g) i ferulna kiselina (0,34 ug/g).
Protokatehinska kiselina je u ispitivanim ekstraktima M. nigra dominantna, kao i u
ispitivanim ekstraktima u ovom radu. Gundogdu i sar. (2011) su ispitivali ekstrakte ploda M.
alba, M. nigra i M. rubra i utvrdili polifenolni profil ekstrakata. U sve tri ispitane vrste
dominantni flavonoid je rutin (0,851-1,423 mg/g sveZeg ploda), dok su se galna, hlorogenska
i kafena kiselina izdvojile po svom sadrzaju (0,119 do 3,106 mg/g sveZzeg ploda) u odnosu na
ostale prisutne fenolne kiseline. Ispitivanje ploda razlicitih vrsta Morus (Ercisli i Orhan, 2007;
Memon i sar., 2010; Yang i sar., 2010) ukazuje na razli¢it sastav ekstrakata u zavisnosti od
osobina upotrebljenog materijala za ekstrakciju. Veliki broj istraZivanja je dokazao da
klimatski uslovi, tip zemljista, broj suncanih sati u godini, prose¢na temperatura i sli¢ni uslovi
bitno uti¢u na polifenolni sastav bobicastog voéa (Dixon i Paiva, 1995; Geraspopoulos i
Stavroulakis, 1997; Zadernowski i sar., 20005). Ekstrakti ploda ispitivanih vrsta Morus
odlikuju se manjim sadrzajem polifenolnih jedinjenja u poredenju kako sa ekstraktima lista,
tako i sa ekstraktima korena.
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Slika 34. HPLC hromatogrami ekstrakata ploda duda: a) M. alba, b) M. nigra

Ekstrakti lista odlikuju se relativno velikim sadrzajem polifenolnih jedinjenja, ekstrakt
lista M. nigra 137,31 mg/g, a ekstrakt lista M. alba 30,10 mg/g. U oba ekstrakta znacajno se
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po svom sadrZaju u odnosu na ukupan sadrzaj polifenolnih jedinjenja istice kafena kiselina
(53,34% za M. alba i 62,11% za M. nigra), $to se moze jasno videti i na hromatogramima
dobijenim pri HPLC analizi (slika 35). Derivat kafene kiseline (4,72 mg/g za M. alba i 15,88
mg/g za M. nigra), derivat kvercetina (4,02 mg/g za M. alba i 22, 94 mg/g za M. nigra) i rutin
(2,12 mg/g za M. alba i 10,57 mg/g za M. nigra) su mnogo manje zastupljeni u ekstraktima,
dok je sadrzaj ostalih detektovanih jedinjenja manji od 1 mg/g ekstrakta. Sli¢ni rezultati u
pogledu sastava ekstrakata su dobijeni i u istraZivanju Bidel i sar. (2007), u kome je kafena
kiselina dominantno fenolno jedinjenje. Medutim, razlika postoji u tome Sto je u
pomenutom istraZivanju detektovana i do deset puta manja koli¢ina kafene kiseline u
poredenju sa rezultatima ovog rada. O flavonoidnom sastavu ekstrakata Morus postoje tri
publikacije (Zhishen i sar., 1999; Sohn i sr., 2004; Katsube i sar., 2006), koje isti¢u prisutnost
rutina, kvercetin 3-(6-malonilglikozida), astragalina i izokvercetina u ekstraktima lista duda i
baziraju se na pojedinacnim aktivnostima pomenutih jedinjenja Sto ne daje mogucénost
uporedivanja dobijenih rezultata.

Kafena
kiselina
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Slika 35. HPLC hromatograml ekstrakata lista duda: a) M. alba, b) M. nigra

b)

Rezultati Memon i sar. (2010), koji su vezani za sadrzaj fenolnih jedinjenja u
ekstraktima M. nigra, M. alba i M. leavigata, nisu u saglasnosti sa rezultatima datim u ovom
radu. Naime, pomenuti autori su detektovali hlorogensku kiselinu kao dominantnu kiselinu,
Ciji se sadrzaj kretao od 0,64 do 1,11 mg/g ekstrakta. Sadrzaj hlorogenske kiseline u
ekstraktima koji su predmet ovog rada je nesto nizi (0,13, odnosno 0,58 mg/g), i kao sto je
navedeno dominantna je kafena kiselina. Medutim, pomenuta grupa autora za analizu nije
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ni koristila standard kafene kiseline pri analizi ekstrakata Morus, tako da se sa sigurno$c¢u ne
moze tvrditi da nije bila prisutna u ispitivanim ekstraktima.

Uocene razlike u sadrzaju detektovanih fenolnih jedinjenja su najverovatnije
posledica razli¢itog analiziranog materijala, razli¢ite tehnike izolacije i/ili primenjene metode
za analizu fenolnih jedinjenja. Ova neslaganja mogu ukazati i na to da sastav fenolnih
komponenata nije tipi¢an za odredenu vrstu Morus i nije u potpunosti kontrolisan na nivou
gena, nego na njega mogu imati uticaj i razliCiti ekoloski faktori. Katsube i sar. (2009) su
dokazali uticaj temperature susenja na polifenolni sadrzaj, prateci nivo pet dominantnih
polifenolnih jedinjenja u ekstraktima lista M. alba. Zhishen i saradnici (1999) su ispitivali
sadrzaj rutina i kvercetina u ekstraktu lista, i pokazali da sadrzaj pomenutih flavonoida zavisi
od godisnjeg doba u kome se bere list. Isto tako, uzimajuci u obzir hemijsku strukturu kafene
kiseline i hlorogenske kiseline (estar kafene i kvininske kiseline) moguce je da je stajanjem
droge doslo i do hemijske transformacije jedinjenja ili enzimskih reakcija u ispitivanom
materijalu, listu duda, koje su uticale na ovakav profil fenolnih kiselina. Na osnovu
literaturnih podataka moze se zakljuciti da rezultati ovih istrazivanja ukazuju na uticaj uslova
uzgajanja biljke, pripreme materijala za ekstrakciju, ali i nacina izolovanja aktivnih
komponenata na polifenolni profil dobijenih ekstrakata.
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Slika 36. HPLC hromatogrami ekstrakata lista duda nakon CO,; ekstrakcije: a) M. alba, b) M.
nigra

Poredenjem rezultata dobijenih HPLC analizom ekstrakata lista belog i crnog duda
nakon superkriticne ekstrakcije (tabela 21, slike 35 i 36) moze se uociti da postoji izvesna
razlika u kvantitativnom sastavu, nakon izolovanja (separacije) lipofilnih jedinjenja procesom
SFE, Sto je rezultat, najverovatnije, radnih uslova ekstrakcije kojima je bila izloZzena droga, tj.
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list duda. Vanilinska kiselina prisutna u ekstraktu lista belog duda nije detektovana u
ekstraktu droge nakon CO, ekstrakcije. Takode, u ekstraktu lista crnog duda je uoc¢ena velika
razlika u sadrzaju derivata kvercetina u ekstraktu nativne droge (22,9412 mg/g) i ekstraktu
nakon separacije lipofilnih komponenata (7,2491 mg/g). Pri superkritiénoj ekstrakciji ¢esto
dolazi do enzimskih reakcija i/ili hemijskih transformacija polifenolnih jedinjenja, narocito na
slobodnim OH grupama (Siquera i sar., 2011) Sto se pretpostavlja da je razlog ovako
dobijenih rezultata. Ukupan sadrzaj polifenolnih jedinjenja je manji za M. alba 10,82%, a za
M. nigra 17,03%, u odnosu na sadrzaj u ekstraktima nativne droge.

U ekstraktima korena ispitivanih vrsta detektovano je Sest polifenolnih
komponenata: galna, protokatehinska, kafena i hlorogenska kiselina, katehin i derivat
kafene kiseline. U oba ekstrakta dominira hlorogenska kiselina (udeo veci od 74%), Sto se
vidi i na hromatogramima koji su prikazani na slici 37. Derivat katehina (1,34 mg/g za M.
alba i 9,38 mg/g za M. nigra), kafena kiselina (5,43 mg/g za M. alba i 9,29 mg/g za M. nigra)
i derivat kafene kiseline (4,88 mg/g za M. alba i 8,48 mg/g za M. nigra) su mnogo manje
zastupljeni u ekstraktima, dok je udeo galne i protokatehinske kiseline manji od 1 mg/g
ekstrakta. Ekstrakt korena sadrzi najvise (57,96 mg/g) polifenolnih jedinjenja u okviru vrste
M. alba, sto se slaZze sa rezultatima spektrofotometrijskih merenja prikazanim u tabeli 20.
Ekstrakti vrste M. nigra pokazuju drugadiji odnos, poredenjem ukupanog sadrZaja
polifenolnih jedinjenja detektovanih HPLC analizom (tabela 21) i spektrofotometrisjkim
merenjem (tabela 20), Sto je najverovatnije posledica neselektivnosti spektrofotometrijskih

metoda.
] HIorogenska/
kiselina
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Slika 37. HPLC hromatogrami ekstrakata korena duda: a) M. alba, b) M. nigra
Svi dostupni literaturni podaci o ekstraktima korena duda govore uglavhom o
bioloskoj i farmakoloskoj aktivnosti ili o prisustvu specifi¢nih flavonoidnih jedinjenja (morin,
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malberozid, kuvanon S, ciklomorusin, itd.) koja nisu detektovana u ekstraktima ispitivanim u
ovom radu. O profilu fenolnih kiselina korena duda ne postoji ni jedan dostupan navod u
literaturi i samim tim ovi rezultati po prvi put svedole o prisustvu ovih sekundarnih
metabolita.

Imajucéi u vidu da kafena kiselina, hlorogenska kiselina, rutin i katehin imaju veliki
bioloski potencijal i ispoljavaju mnogobrojne pozitivne efekte, kao Sto su snazna
antiinflamatorna, antiviralna i antikancerogena aktivnost, sadrZaj ovih jedinjenja u
ispitivanim ekstraktima ukazuje na njihovo potencijalno delovanje i potrebu za daljim
ispitivanjima njihovih bioloskih i farmakoloSkih efekata. UopSteno, dobijeni rezultati
polifenolnog sadrZzaja mogu biti od velike koristi u proceni lekovitosti vrsta Morus, imajuci u
Takode, vecina ispitanih ekstrakata moZe se smatrati potencijalnim izvorom odredenih
fenolnih jedinjenja, jer ih sadrze u znacajnim koli¢inama i mogu biti iskoriséene kao sirovine
za njihovo dobijanje.

4.3.1.3. HPLC analiza saharida

U cilju utvrdivanja sastava i sadrZaja saharida u etanolnim ekstraktima ploda duda,
primenjena je HPLC metoda (poglavlje 3.2.2.6.). Seceri su primarni metaboliti koji su osnovni
izvori energije biljke, narocito bobicastih plodova (Gundogdu i sar., 2011). Sadrzaj ugljenih
hidrata varira od 3 do 30%, a dominantni monosaharidi su glukoza i fruktoza. Dobijeni HPLC
hromatogram za plod crnog duda je prikazan na slici 38, a rezultati analize su dati u tabeli
22.

Fruktoza

. =
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Slika 38. HPLC hromatogram saharida ekstrakta ploda M. nigra
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Tabela 22. Sadrzaj Secera u ekstraktima roda Morus odreden HPLC analizom

L. M. alba M. nigra
Jedinjenje
mg/g ekstrakta  mg/g ploda mg/g ekstrakta mg/g ploda
Saharoza 0,112 0,028 0,175 0,034
Glukoza 19,836 4,965 25,740 4,947
Fruktoza 20,142 5,042 26,959 5,182
Ukupno 40,09 10,035 52,874 10,162

Sadrzaji glukoze (oko 49%) i fruktoze (oko 50%) u ispitivanim uzorcima u odnosu na
ukupan sadrzaj detektovanih saharida je toliko veci u odnosu na saharozu (oko 0,3%) da se
moze zakljuditi da je saharoza prisutna u tragovima. Ozgen i sar. (2009) su ispitivali sadrzaj
Secera u razli¢itim varijetetima vrsta M. nigra i M. rubra i utvrdili da su fruktoza (oko 52%) i
glukoza (oko 48%) dominantni Seceri prisutni u ovim ekstraktima, sa ¢ime se slazu predhodni
rezultati. Ukoliko se poredi sadrzaj Secera u odnosu na polazni materijal (plod) moze se
videti da su udeli slicni i da nisu specifi¢ni za ispitivane vrste belog i crnog duda. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i u ispitivanju Gondogdu i sar. (2011) koji su odredivali sadrzaj Sec¢era u
tri Morus vrste: M. alba, M. nigra i M. rubra.

Sadrzaj Secera u polaznoj sirovini (plodu) i samim ekstraktima je znacajan sa
stanovista mogucnosti upotrebe ekstrakata kao korigensa ukusa nekog gotovog proizvoda.

4.3.1.4. Sadrzaj mikro-, makro- i toksicnih elemenata primenom ICP-OES metode

Nekoliko naucnih istraZivanja bavilo se pitanjem sadrzaja mikro-, makro- i toksi¢nih
elemenata u razli¢itim vrstama duda (Ercisli i Orhan, 2007; Imran i sar., 2010). IstraZivanja su
uglavnom bazirana na ispitivanju mineralnog sasatava ploda razlicitih vrsta duda koja su
pokazala da plod duda sadrzi Citav spektar mineralnih materija. U istraZivanjima razli¢itih
vrsta duda, koja su sprovedena u Turskoj, dobijene su vrednosti sadrzaja Ca od 132 do 576
mg/100 g svezeg ploda (s.p.), Mg od 106 do 360 mg/100 g s.p. i Na od 59 do 280 mg/100 s.p.
Mikroelementi u ispitanim ekstraktima duda se kreéu u intervalu od 0,4 do 77,6 mg/100 g
s.p., gde su Fe i Zn u najviSe zastupljeni a Cu najmanje zastupljen element u odnosu na sve
detektovane elemente. U tabeli 23 su prikazani rezultati analize sadrZaja mikro-, makro- i
toksi¢nih elemenata u suvim ekstraktima duda, primenom ICP-OES metode (poglavlje
3.2.2.7).
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Tabela 23. Sadrzaj mikro-, makro- i toksi¢nih elemenata u ekstraktima duda (ug/g s.e.*)

Element Morus alba L. Morus nigra L.

plod list koren plod list koren

Makroelelmenti

ET]

Ca 660 1.399 450 873 1.548 674
Mg 591 1.641 652 769 1.942 1.269
Na 226 264 216 187 293 440
Mikroelementi
B 7,25 40,4 24,1 8,9 23,3 17,2
Co < 0,016 <0,016 0,14 <0,016 <0,016 0,44
Cr < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002
Cu 10,5 17,4 10,0 11,9 19,5 22,9
Fe 6,35 2,63 8,97 5,45 143 18,3
Li 0,14 2,43 0,69 0,13 0,77 2,06
Mn 2,56 4,22 4,59 6,02 9,80 19,3
Ni 1,25 5,90 1,73 1,42 4,81 14,2
Se < 0,003 0,10 0,04 <0,003 < 0,003 0,09
Sr 2,18 2,77 1,15 2,34 3,01 1,68
Zn 17,7 32,5 3,36 10,7 31,9 13,7
Toksi¢ni elementi

Al 3,52 1,93 7,30 3,95 2,23 7,81
As 0,04 0,08 0,08 0,04 0,13 0,13
Cd < 0,0007 <0,0007 < 0,0007 < 0,0007 0,01 < 0,0007
Hg < 0,003 < 0,003 0,66 < 0,003 0,11 < 0,003
Pb 0,86 <0,014 <0,014 <0,014 0,26 0,12

*ug/g s.e. - ug po g suvog ekstrakta
**srednja vrednost, n=3

Relativno veliki sadrZaj Ca i Mg je karakteristican za list obe vrste duda, dok je Mg
dominantni makroelemet ekstrakta korena crnog duda (slika 39). Ekstrakti lista imaju vedi
sadrzaj magnezijuma i kalcijuma u odnosu na ekstrakte ploda i korena iste vrste. Natrijum je
manje zastupljen makroelement u svim ispitanim ekstraktima. Ekstrakt lista crnog duda se
izdvaja po vecem sadrzaju Ca i Mg u odnosu na ostale ekstrakte, dok se ekstrakt korena
crnog duda izdvaja po ve¢em sadrzaju Na u odnosu na ostale ekstrakte (tabela 23).
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Slika 39. SadrZzaj makroelemenata u ekstraktima duda

Sadrzaj mikroelementa u ispitanim ekstraktima duda je razlicit i krece se do 143 pg/g
s.e., koliki je sadrzaj Fe u ekstraktu lista M. nigra. Najzastupljeniji mikroelementi u svim
ispitanim uzorcima duda, po opadajuéem nivou, su Fe, B, Zn, Cu i Mn (tabela 23 i slika 40).

U analiziranim ekstraktima ploda duda najzastupljeniji je Zn (17,7 pg/g s.e.) za M.
alba i Cu (11,9 ug/g s.e.) za M. nigra. Co, Cr i Se su elementi koji se u ekstraktima ploda duda
nalaze u vrlo maloj koli¢ini ili je njihov sadrzaj ispod granice detekcije primenjene metode.
Poredenjem sadrzaja mikroelemenata u ekstraktima ploda duda poreklom iz Turske i Kine
(Ercisli i Orhan, 2007; Imran i sar., 2010; Yang i sar., 2010) i Srbije moZe se zapaziti da su
dobijeni sli¢ni rezultati, Fe, Zn i Cu su mikroelementi koji su dominantni u plodu duda.

U ekstraktima lista duda po svom sadrzaju izdvajaju se B, Cu i Zn za obe ispitane vrste
duda, sa izuzetkom da u ekstraktu lista crnog duda dominira Fe. Zanimljivo je da je sadrzaj
gvozda visestruko veéi u ekstraktu lista M. nigra (143 pg/g s.e.) nego u ekstraktu lista M.
alba (2,63 pg/g s.e.).

Sto se ti¢e mikroelemenata koji su ispitivani u ekstraktima korena veoma znacajni
podaci su dobijeni za ekstrakt korena crnog duda. Po sadrzaju od 11 mikroelementa, 4
elementa (Cu, Mn, Nii Zn) su u ve¢em sadrzaju u ekstraktu korena crnog duda u odnosu na
svih Sest ispitanih ekstrakata, a 10 je u veéem sadrZaju u odnosu na ekstrakt korena belog
duda. Poredenjem svih ispitanih ekstrakata po osnovu sadrzaja mikroelemenata posebno se
izdvajaju ekstrakti lista ispitanih vrsta Morus i ekstrakt korena M. nigra.

93



Marija Radojkovié Doktorska disertacija

160 -
140 -
120 -
= 100 - H M. alba, plod
:D M M. alba, list
]
2 80 - i M. alba, koren
>§ | M. nigra, plod
®
v 60 - H M. nigra, list
i M. nigra, koren
40 A
|
20 i - .
| | 1 | |
Ju | L“I i \‘l |" I |
| - I LAnMI‘ — _m"u"m I_.J'LJU“ Ty L
Zn

B Co Cr Cu Fe Li Mn  Ni Se Sr

Slika 40. Sadrzaj mikroelemenata u ekstraktima duda

Nizak sadrzaj toksicnih elementa (tabela 23) pokazuje da su ekstrakti
zadovoljavajuéeg kvaliteta za humanu upotrebu, tj. da ne sadrZe toksi¢ne elemente preko
dozvoljenih granica (Svarc-Gaji¢, 2010).

Obzirom na relativno veliki sadrzaj makroelemenata (Mg i Ca), kao i mikroelemenata
(Fe, B, Zn, Cu i Mn) i mali sadrzaj toksi¢nih elemenata, ekstrakti duda se mogu preporuciti za
humanu upotrebu u vidu jedne od komponenata dijetetskog suplementa sa odredenim
mineralnim sastavom.

4.4. SUPERKRITICNA EKSTRAKCUJA

Za ekstrakciju lipofilnih komponenata postupak superkriti¢ne ekstrakcije predstavlja
odli¢nu alternativu klasi¢nim postupcima ekstrakcije, Sto je veé opisano u poglavlju 2.7.2.
Preliminarna ispitivanja razlicitih delova duda (ploda, lista i korena) su pokazala da je list kao
materijal jedini pogodan za ovu vrstu ekstrakcije. Da bi se izvrsila ekstrakcija ploda duda, bilo
je potrebno osusiti plod, Sto nije bilo predvideno ovim radom, dok je za ekstrakciju korena
bila potrebna veca koli¢ina materijala, koja je podrazumevala narusavanje vegetacije samog
stabla biljke. Takode, dosadasnja istraZzovanja se nisu bavila superkritic(nom ekstrakcijom
roda Morus, $to je ukazalo na potrebu primene superkriticnog CO, kao ekstragensa. U cilju
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dobijanja ekstrakata lista ispitivanih vrsta Morus primenjena je superkriticna ekstrakcija
ugljendioksidom po prethodno opisanoj proceduri (poglavlje 3.2.1.2.), na pritisku od 300 bar
i temperaturi 40°C, pri protoku ugljendioksida od 0,194 kg/h i zapreminskoj masi 0,929

g/cm?. Kinetika ekstrakcije je prikazana na slici 41.
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Slika 41. Kinetika superkriti¢ne ekstrakcije lista duda

Prinos ekstrakata nakon 17 sati je dat u tabeli 24 i moze se videti da je prinos lista
crnog duda (3,46%) nesSto veéi nego lista belog duda (2,96%). Poredenjem prinosa
ekstrakata (tabele 19 i 24) polarnim (etanolom) i nepolarnim rastvaracem (ugljendioksidom)
moze se zakljuciti da je list duda bogatiji polarnim komponentama. Polarna jedinjenja su
prisutna u listu crnog duda oko 6 puta viSe u odnosu na nepolarna, dok u listu belog duda

oko 8 puta vise.

Tabela 24. Prinos superkriti¢ne ekstrakcije lista duda
Prinos ekstrakta

Vrsta duda
(%, g/100 g droge)
M. alba 2,963+0,081
M. nigra 3,464+0,074

Dobijeni CO, ekstrakti lista duda su analizirani sa ciljem utvrdivanja sadrzaja masnih
kiselina i sadrzaja ukupnih karotenoida. Ispitivanje delovanja ovih ekstrakata je obuhvatalo i

utvrdivanje antioksidativne i citotoksi¢ne aktivnosti.

Lipofilne komponente se najcesée ekstrahuju korséenjem hloroforma, petroletra ili
smese hloroforma i metanola kao ekstragensa. Usled nemoguénosti primene superkriti¢ne
ekstrakcije kod ploda duda, a sa ciljem ispitivanja lipidnog sastava ekstrakata, plod duda je
ekstrahovan klasichom metodom primenom dietiletra kao ekstragensa (poglavlje 3.2.2.8.).
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4.4.1. ISPITIVANJE LIPOFILNOG SASTAVA EKSRAKATA PLODA | LISTA DUDA

4.4.1.1. Sadriaj masnih kiselina primenom GC/FID metode

Uprkos postojanju brojnih studija o sekundarnim metabolitima, kao $to su flavonoidi,
fenolne kiseline, ugljeni hidrati, vitamini i alkaloidi, mali je broj radova koji se odnose na
sadrzaj masnih kiselina u vrstama Morus. Masne kiseline su izolovane iz plodova razlicitih
vrsta duda i ulja semena duda (tabela 4). Ercisli i Orhan (2007) su odredili profil i sadrzaj
masnih kiselina u nekoliko vrsta duda (M. alba, M. nigra i M. rubra). Utvrdeno je da su
najzastupljenije masne kiseline u analiziranim uzorcima bile (C18:2), zatim C16:0, C18:1,
C18:0, C19:1 i C14:0. Elmaci i Altrug su 2002. godine objavili studiju o uticaju razlicitih
genotipova crnog duda na lipidni profil ekstrakata ploda, gde je takode dominantna masna
kiselina bila linolna. Sli¢ni rezultati su dobijeni i analizom ulja dobijenim iz semena ploda
duda (Gecgel i sar., 2011).

U cilju utvrdivanja sastava masnih kiselina u ekstraktima ploda i lista dve vrste roda
Morus, primenjana je GC/FID metoda (poglavlje 3.2.2.8.). Rezultati kompletne analize
ekstrakata su dati u prilogu 4 (tabela 10), a na slikama 42 i 43 su prikazani hromatogrami
ispitivanih ekstrakata. U tabeli 25 su dati sadrzaji dominantnih masnih kiselina koje su
prisutne u ekstraktima duda.

Tabela 25. Sastav i sadrzaj masnih kiselina u ekstraktima lista i ploda duda

M. alba M. nigra M. alba M. nigra

Jedinjenje list list plod plod
% (g/100 g s.e.)
Miristinska kiselina (C14:0) 2,36 2,24 0,27 0,53
Pentadekanoinska kiselina (C15:0) 0,388 0,48 1,68 0,09
Palmitinska kiselina (C16:0) 26,38 25,99 37,56 16,77
Palmitoleinska kiselina (C16:1) 0,67 0,33 1,24 0,37
Heptadekanoinska kiselina (C17:0) 2,66 1,93 0,29 0,27
Stearinska kiselina (C18:0) 4,91 5,32 1,73 3,89
Oleinska kiselina (C18:1n9c) 2,86 2,30 7,61 6,91
Linolna kiselina (C18:2n6c) 15,76 16,05 40,52 67,38
Arahidonska kiselina (C20:0) 4,45 4,13 0,34 0,37
Cis-11-Eikozanoenska kiselina (C20:1) 1,08 1,15 0,20 0,15
Linolenska kiselina (C18:3n3) 34,97 37,57 6,32 2,61
Behenska kiselina (C22:0) 2,81 1,90 1,94 0,54
Lignocerinska kiselina (C24:0) 1,22 0,61 0,30 0,12
Zasi¢ene masne kiseline (SFA) 45,67 42,60 44,11 22,78
Nezasi¢ene masne kiseline (UFA; MFA+PFA) 54,33 57,40 55,89 77,42
UFA:SFA odnos 1,19 1,35 1,23 3,40

96



Marija Radojkovié Doktorska disertacija

U ispitanim ekstraktima identifikovano je 13 masnih kiselina u udelu veéem od
0,02%. Dominantna kiselina u ekstraktima ploda ispitanih vrsta Morus je linolna kiselina,
koja je u ekstraktima prisutna u udelu od 40,52 do 67,38% u odnosu na ukupan sadrzaj
identifikovanih jedinjenja. Udeo ove kiseline u plodu M. nigra (67,38%) je veéi od sadrzaja
koji su u ovoj vrsti duda detektovali Elmaci i Altug (2002) i Ercisli i Orhan (2008), koji je
iznosio 44,43%, odnosno 64%. Po svom udelu druga kiselina koja se izdvaja u ekstraktima
ploda je palmitinska kiselina koja je najviSe zastupljena u ekstraktu ploda M. alba (37,56%).
Udeo ove kiseline je mnogo veci od udela koji je odreden u istrazivanju Gecgel i sar. (2011),
10,46%. Od nezasi¢enih masnih kiselina (UFA), pored linolne kiseline, u ekstraktima ploda po
svom vecem sadrZaju izdvajaju se stearinska (mononezasi¢ena masna kiselina) i oleinska i
linolenska kiselina (polinezasi¢ene masne kiseline). U ekstraktima ploda duda u udelu ve¢em
od 1% detektovane su u ekstraktima M. alba pentadekanoinska, stearinska i behenska
kisleina, dok u ekstraktima M. nigra samo stearinska kiselina.
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Slika 42. GC hromatogrami ekstrakata ploda duda; a) M. alba, b) M. nigra

U superkriticnim ekstraktima lista Morus (slika 43) dominantna kiselina je

polinezasi¢ena linolenska kiselina Ciji je sadrzaj 34,97% (M. alba) i 37,57% (M. nigra). Po
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svom sadrzaju se izdvajaju i linolna i palmitinska kiselina, Ciji je sadrZaj u oba ekstrakta vedi
od 15% (tabela 25). U poredenju sa ekstraktom ploda, u ekstraktima lista veéa je
zastupljenost miristinske, heptadekanoinske, stearinske, arahidonske, cis-11-eikozeinske i
behenske kiseline u odnosu na ekstrakte ploda iste vrste. Veca zastupljenost nezasic¢enih
masnih kiselina (ve¢a od 50%) ukazuje na povoljne osobine CO, ekstrakata i mogucu
primenu u vidu fitopreparata.
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Slika 43. GC hromatogrami superkriticnih ekstrakata lista duda; a) M. alba, b) M. nigra

U ispitanim ekstraktima nisu detektovane masne kiseline sa nizom manjim od C10.
Odnos UFA i SFA je vedi od 1 Sto ukazuje na pozitivne karakteristike svih ispitanih ekstrakata.
Po ve¢em odnosu posebno se izdvaja ekstrakt ploda M. nigra (3,40). Na osnovu podataka
datih u tabeli moze se zakljuciti da su ekstrakti ploda i lista belog i crnog duda bogati
nezasi¢enim masnim kiselinama i to ekstrakt ploda linolnom kiselinom (40,52 i 67,38%), a
superkriti¢ni ekstrakt lista linolenskom kiselinom (34,97 i 37,57%). Dominantna zasi¢ena
masna kiselina u svim ispitanim ekstraktima je palmitinska kiselina (od 16,77 do 37,56%). O
sadrzaju masnih kiselina u ekstraktima lista Morus vrsta nema objavljenih podataka u
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literaturi, kao ni o karakteristikama superkritinih ekstrakata. Dobijeni podaci i pozitivne
karakteristike ekstrakata odredene u ovom radu mogu biti dobra polazna osnova za
formulaciju novih farmaceutskih proizvoda.

4.4.1.2. Sadrzaj ukupnih karotenoida

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih karotenoida u
superkriticnim ekstraktima lista i dietiletarskim ekstraktima ploda dati su u tabeli 26.

Tabela 26. Sadrzaj ukupnih karotenoida u ekstraktima lista i ploda duda

Uzorak Ekstrakt Ukupni sadrzaj karotenoida

(mg/g suvog ekstrakta)
M. alba o 21,16+0,09
. Dietiletar, plod
M. nigra 14,66%0,23
M. alba . ) 65,08+0,14
. Superkriti¢ni CO,, list
M. nigra 52,8410,11

Sadrzaj karotenoida u ekstraktima se kreée u intervalu od 14,66 do 65,08 mg/g
ekstrakta. lako su primenjeni razliciti ekstragensi rezultati ispitivanja ukazuju da je nesto vedi
sadrzaj ukupnih karotenoidnih jedinjenja kod ekstrakata vrste M. alba, kako u plodu tako i u
listu ove vrste duda. Takode, veéi sadrzaj karotenoida je detektovan u ekstraktima listova
obe vrste duda dobijenim superkriticnom ekstrakcijom u odnosu na ekstrakte ploda. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u istrazivanjima razlic¢itih vrsta Morus (tabela
4). HPLC analizom je kvalitativno i kvantitativno odreden sastav ekstrakata ploda Morus
atropurourea (Issabelle i sar., 2008) u kojima su se kao dominantni izdvojili lutein i -
karoten, koji Cine viSe od 94% ukupanog sadrzaja karotenoida. U istom radu ispitana je
povezanost prisunih karotenoida i antioksidativna aktivnost ekstrakata. Prisustvo devet
karetonoidnih jedinjenja (Uzakova, 1987) je dokazano u ekstraktu lista duda, od kojih su
dominantna pomenuta dva, lutein (22,4%) i B-karoten (41,4%).

4.5. ISPITIVANJE DELOVANJA EKSTRAKATA
4.5.1. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANIE

Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata odredena je primenom testova koji
su zasnovani na transferu elektrona (neutralizacija DPPH" radikala i odredivanje redukcione
sposobnosti), neutralizaciji slobodnoradikalske vrste (kapacitet ,hvatanja” HO® radikala) i
potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije (poglavlje 2.4.). Takode, uporedno su ispitane i
odgovarajuce aktivnosti potentnih, sinteti¢kih antioksidanasa BHT (E320), BHA (E321) i
askorbinske kiseline (E300), koji se vrlo cesto koriste kao aditivi, kako u hrani, tako i u
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farmaceutskim, kozmetic¢kim i raznim drugim industrijskim proizvodima. U tabeli 27 su

prikazani rezultati odredivanja antioksidativnog delovanja ekstrakata roda Morus.

Tabela 27. Antioksidativni potencijal ekstrakata roda Morus

DPPH’ Reducing power OH’ AOA
Uzorak Ekstrakt
ICso (mg/ml) ECso (mg/ml)  1C5 (mg/ml)  1Cs5o (mg/ml)
M. alba Et Ini. plod 0,1469+0,0087 0,337+0,092 0,253+0,016 1,762%0,053
anolni, plo
M. nigra P 0,0650+0,0104 0,276%0,088 0,597+0,094 1,684+0,078
M. alba Et Ini. list 0,0120+0,0055 0,076+0,001 0,164+0,011 0,976%0,121
anolni, lis
M. nigra 0,0055+0,0012 0,014+0,067 0,159+0,089 0,324+0,105
M. alba . 0,0274+0,0038 0,137+0,038 0,322+0,023 1,281+0,061
. Etanolni, koren
M. nigra 0,0153+0,0009 0,249+0,014 0,658+0,014 1,007+0,100
M. alba . . 0,3087+0,0022 - - 2,05910,074
. Superkriti¢ni CO,, list
M. nigra 0,2461+0,0034 - - 1,536+0,058
M. alba Et Ini. list* 0,0118+0,0065 0,087+0,001 0,163+0,009 2,998+0,401
anolni, lis
M. nigra 0,0059+0,0003 0,025+0,033 0,160+0,015 2,426%0,097
BHT 0,0134+0,0006 - 0,149+0,008 0,057+0,021

BHA 0,0087+0,0012 - 0,317+0,022 -

Askorbinska kiselina - 0,007+0,001 - -

*uzorak lista nakon ekstrakcije superkriticnim CO,

DPPH metod

Slobodni DPPH" radikali se najée$ée upotrebljavaju u antioksidativnim testovima za
odredivanje sposobnosti prirodnih sekundarnih metabolita prisutnih u ekstraktima da
predaju vodonikov atom slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam predstavlja najceséi i
najjednostavniji mehanizam antioksidativne zastite (DPPH" + Antioksidans> DPPH-H +
Antiooksidans®). Zbog nesparenog elektrona DPPH® apsorbuje svetlost u vidljivom delu
spektra, na talasnoj duzini 517 nm (ljubiasta boja). Kada se ovaj elektron spari u prisustvu
antioksidansa, apsorbanca na ovoj talasnoj duZini opada (Goupy i sar., 2003). Odredivanje
kapaciteta neutralizacije DPPH’ radikala je metoda koja je $iroko prihvaéena i primenjivana
zbog komercijalne dostupnosti DPPH reagensa, tacnosti i brzine metode. Na slici 44
prikazane su ICsq vrednosti delovanja ekstrakata duda na neutralizaciju DPPH". ICs vrednosti
ispitanih ekstrakata (tabela 27) iznose od 0,0055 (M. nigra, list) do 0,3087 mg/ml (M. alba,
list CO,) i ukazuju na to da ispitivani ekstrakti imaju znacajnu sposobnost neutralizacije
DPPH® radikala. Na osnovu ICsq vrednosti evidentno je da ekstrakt lista M. nigra pokazuje
veéu antiradikalsku aktivnost ¢ak i od komercijalno koris¢enih BHT i BHA.

Redosled antiradikalske aktivnosti etanolnih ekstrakata duda na DPPH" je: M. nigra,
list> M. alba, list> M. nigra, koren> M. alba, koren> M. nigra, plod> M. alba, plod, iz Cega se
zakljuCuje da najvecu aktivnost pokazuje ekstrakt lista duda, a najmanju ekstrakt ploda, bez
obziran na ispitivanu vrstu duda. Poredenjem ekstrakata u odnosu na vrstu, M. nigra ima
vedi kapacitet neutralizacije DPPH" radikala u odnosu na M. alba. 1z rezultata antioksidativne
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aktivnosti ekstrakata lista dobijenog od droge koja je predhodno ekstrahovana
superkriticnim CO, moZe se videti da sam proces superkriticne ekstrakcije nije bitno uticao
na antioksidativnu aktivnost (ICsg vrednost je prakticno ista: 0,0055 odnosno, 0,0059
mg/ml). Superkriticni ekstrakti lista imaju znatno niZu aktivnost u odnosu na etanolne
ekstrakte, sto je i razumljivo shodno predhodno odredenom hemijskom sastavu ekstrakata.
Takode, i u slucaju superkriticnih ekstrakata, ekstrakt lista M. nigra ima vecu aktivnost u
odnosu na ekstrakt lista M. alba, $to je u skladu sa sadrZajem karotenoida i detektovanih
masnih kiselina.

Poredenje rezultata ispitivanja ekstrakata roda Morus sa drugih lokaliteta i rezultata
dobijenih u ovom radu omoguéeno je Sirokom primenom DPPH metode. U ispitivanju
antioksidativnog delovanja etanolnog ekstrakta ploda M. alba sa podrucja Koreje (Bae i Suh,
2007), utvrdeno je da se RSC vrednost od oko 60% postize pri koncentraciji od 200 pg/ml.
Koncentracija metanolnog ekstrakta lista M. indica potrebna da se inhibira 50% DPPH
radikala je 0,079 mg/ml (Arabshahi i Urooj, 2007), sto je nesto veca vrednost u odnosu na
nase ispitivane uzorke. Chang i saradnici (2011) koriste¢ci DPPH test su ispitivali
antioksidativno dejstvo etanolnih ekstrakata kore i korena M. alba. Utvrdeno je da ovi
ekstrakti pri koncentraciji od 0,010 mg/ml dostizu RSC vrednosti od 86% (kora) i 37%
(koren).
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Slika 44. Potencijal neutralizacije DPPH’ radikala etanolnih ekstrakata roda Morus

Ranija istraZivanja su pokazala i da mehanizam reakcije antioksidanasa i DPPH" zavisi
od strukture antioksidanasa (Bondet i sar., 1997). Na antiradikalsku aktivnost fenolnih
jedinjenja uticaj ima broj i polozaj hidroksilnih grupa (Cotelle, 2001; Heim i sar., 2002; Amic i
sar., 2003). Kafena kiselina, prisutna fenolna kiselina u ekstraktima duda, ispoljava vecu
antiradikalsku aktivnost na DPPH® u poredenju sa, npr., ferulnom i p-kumarinskom
kiselinom, obzirom na njihovu strukturu, koja omogucava bolju stabilizaciju fenoksil radikala
(Tumbas i sar., 2012).
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Reduktivna sposobnost

Reduktivna sposobnost (Reducing power) neke komponente mozZze da posluzi kao
znacajan indikator njegove potencijalne antioksidativne aktivnosti (Meir i sar., 1995).
Merenje reduktivne sposobnosti se zasniva na pracenju i ispitivanju transformacije
Fe**>Fe® u prisustvu ekstrakata primenom metode po Oyaizu (1986). Veca apsorbanca
ukazuje na vecéu reduktivnu sposobnost. U ovoj metodi Zuta boja test rastvora menja se u
razliCite nijanse zelene ili plave, u zavisnosti od redukcione moci prisutnih komponenata u
ispitivanom uzorku. U prisustvu reduktanata (antioksidativnih komponenata) dolazi do
redukcije Fe** fercijanidnog kompleksa u Fe?* formu, a ova transformacija se prati na
talasnoj duZini 700 nm merenjem formacije Perlovog prusijanskog plavog (Fereira i sar.,
2007).
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Slika 45. Redukcioni potencijal etanolnih ekstrakata roda Morus

Reduktivna sposobnost ekstrakata duda (slika 45), na osnovu dobijenih ECsg
vrednosti (tabela 27), opada u sledecem nizu: M. nigra, list> M. alba, list> M. alba, koren>
M. nigra, koren> M. nigra, plod> M. alba, plod, sto je skoro isti redosled odreden primenon
DPPH metode. Reduktivha sposobnost svih ispitivanih ekstrakata roda Morus je mnogo
manja u odnosu na reduktivnu sposobnost askorbinske kiseline. Na osnovu rezultata
ispitivanja, kao ekstrakt sa najve¢om reduktivhom sposobnoséu moze se izdvojiti ekstrakt
lista M. nigra, kao i kod DPPH metode. Najmanju reduktivhu sposobnost su pokazali
ekstrakti ploda obe ispitane vrste.

Bae i Suh (2007) su ispitali reduktivnu sposobnost pet ekstrakata ploda razlicitih
kultivara Morus alba i utvrdili da reduktivna sposobnost ovih ekstrakata pri koncentraciji od
0,4 mg/ml odgovara absorbancama od 0,621 do 1,2. Chang i saradnici (2011) koji su
ispitivali antioksidativhu sposobnost ekstrakata kore i korena duda su uporedivali
reduktivnu sposobnost ekstrakata i flavonoida prisutnih u ovim ekstraktima. Flavonoidi koji
su se izdvoijili po svojoj reduktivnoj sposobnosti su maklurin i morin, dok su ekstrakti kore i
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korena ove vrste duda (M. indica) pokazali 3 do 6 puta manju reduktivhu sposobnost u
odnosu na standard, askorbinsku kiselinu.

Neutralizacija OH" radikala

Kapacitet ,hvatanja“ hidroksil radikala ispitivanih ekstrakata prikazan je na slici 46.
Najvedi potencijal pokazao je ekstrakt lista M. nigra (tabela 27), dostizuci I1Csqg vrednost pri
koncentraciji od 0,159 mg/ml, dok je najmanju izmerenu aktivnost ispoljio ekstrakt korena
M. nigra (0,658 mg/ml). U poredenju sa BHT (ICso= 0,149 mg/ml), ni jedan ekstrakt nije
pokazao bolju aktivnost, dok su bolji potencijal od BHA (ICso= 0,317 mg/ml) ispoljili ekstrakti
lista i crnog i belog duda i ploda belog duda. MoZe se uociti da ekstrakti ploda obe ispitane
vrste imaju bolju aktivnost u poredenju sa ekstraktima korena, Sto je razlika u poredenju sa
rezultatima dobijenim primenom ostalih metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti.
Ovakvi rezultati mogu biti biti posledica aktivnosti drugih klasa jedinjenja prisutnih u ovim
vrstama, kao i osetljivosti same metode (uticaj svetlosti, temperature). Takode, TBA metoda
koris¢ena za detekciju MDA, nije specificna ni dovoljno osetljiva za ova jedinjenja, jer i
druga, strukturno slicna jedinjenja, uglavnom dialdehidi i ugljeni hidrati, Cije prisustvo je
¢esto u biljnim vrstama, takode mogu da reaguju sa TBA (Gazzani i sar., 1998; Arabashahi-
Delouee i Urooj, 2007; Lesjak, 2011).
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Slika 46. Potencijal neutralizacije OH" radikala etanolnih ekstrakata roda Morus

Lipidni model sistem

Antioksidativna aktivnost u lipidnom model sistemu (AOA) ekstrakata duda odredena
je na osnovu oksidativne degradacije B-karotena u emulziji B-karoten-linolna kiselina. Do
oksidacije B-karotena dolazi tokom slobodnoradikalske reakcije sa radikalima
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karakteristi¢nim za oksidaciju lipida, prilikom ¢ega B-karoten gubi dvostruke veze. Dodatkom
antioksidansa u sistem sprecava se apstrakcija vodonika iz dialilnih metilenskih grupa linolne
kiseline, ¢ime se indirektno spreCava oksidacija B-karotena (Kennedy i Lieber, 1991;
Tsuchihashi i sar., 1995; Tadaka i sar., 2006). Na slici 47 graficki su prikazane ICso vrednosti
etanolnih ekstrakata duda, dobijene iz jednaline linearne regresije, na osnovu rezultata
spektrofotometrijskog odredivanja (poglavlje 3.2.3.1.4.)
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Slika 47. Potencijal inhibicije lipidne peroksidacije etanolnih ekstrakata roda Morus

Poredenjem dobijenih ICsq vrednosti za AOA ekstrakata duda uocdava se neznatna
razlika medu uzorcima, $to moze upucivati na €injenicu da su jedinjenja, koja su odgovorna
za inhibiranje oksidacije lipida, slicne strukture. U poredenju sa standardnim sintetickim
antioksidansom (BHT) svi ekstrakti su ispoljili znatno manju antioksidativhu aktivnost.
Najvecu aktivnost u lipidnom model sistemu ispoljio je ekstrakt lista M. nigra (ICso = 0,324
mg/ml), dok je najmanju ispoljio ekstrakt ploda M. alba (ICso = 1,762 mg/ml). Ekstrakti lista
duda dobijeni superkriticnom ekstrakcijom su pokazali odredenu antioksidativnu aktivnost i
u lipidnom sistemu. Za nivo inhibicije oksidacije lipida, kao i kod DPPH metode,
najverovatnije su zasluzni sadrzaj karotena i masnih kiselina sadrzanih u ekstraktima duda
(poglavlje 2.2.). Poredenjem antioksidativne aktivnosti ekstrakata lista dobijenog od droge
nakon superkritiéne ekstrakcije ugljendioksidom u odnosu na nativnu drogu moze se videti
uticaj samog procesa superkritiCne ekstrakcije. Specificni mehanizmi reakcije i uslovi
pomenutih metoda najverovatnije uticu na dobijene rezultate.

Prisustvo fenolnih kiselina u ekstraktima lista i korena, ukljuCujuéi kafenu i
hlorogensku kiselinu, ima uticaja na ostvarene AOA vrednosti u lipidnom model sistemu
(Butt i sar., 2008; Bidel i sar. 2007; Memon i sar., 2010), dok prisustvo antocijana i drugih
flavonoida u ekstraktima ploda najverovatnije uti¢e na antoksidativnu aktivnost ekstrakata
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(Hassimotto i sar. (2006). Masne kiseline, identifikovane u superkriticnim ekstraktima
(tabela 25) mogu, takode, biti odgovorne za dobijene AOA vrednosti u ovom radu.

Uzimajuci u obzir sve dobijene rezultate, moze se zakljuditi da ispitani ekstrakti M.
alba i M. nigra poseduju znacajnu antioksidativnu aktivnost u svim izvedenim testovima.
Ekstrakti lista M. nigra pokazali su veéi antioksidativni potencijal u odnosu na sve ostale
ekstrakte. Najmanji antiksidativni potencijal su pokazali ekstrakti ploda obe ispitane vrste.
Ekstrakti vrste M. nigra imaju vecu aktivnost u odnosu na ekstrakte vrste M. alba, $to je u
saglasnosti sa prisutnim i identifikovanim polifenolnim jedinjenjima (tabela 21).

4.5.2. CITITOKSICNO DELOVANJE

MTT test

Antiproliferativna aktivnost ekstrakata razlic¢itih delova biljaka M. alba i M. nigra
ispitana je u in vitro uslovima na Hep2c, RD i L2OB celije, u opsegu koncentracija od 5 do
1.000 pg/ml. Razli¢iti ekstrakti ploda, lista i korena obe vrste duda uticale su na rast
tumorskih ¢elija u zavisnosti od humane linije ¢éelija i primenjene koncentracije.

Citotoksicni efekat je izrazen kao ICsg vrednost (koncentracija koja inhibira 50%
Celijskog rasta), a kao kontrola u metodi su koriséene nestimulisane éelije, odnosno ¢elije u
kulturi ciji je rast 100%. Sumarni rezultati ispitivanja citotoksicne aktivnosti razlicitih
ekstrakata duda dati su u tabeli 28.

Tabela 28. ICs5o vrednosti citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih ekstrakata na éelijske linije

IC ml
Uzorak Ekstragens, ekstrakt .o > (ll%/" ) 2 1ae
Hep2c éelije RD ¢elije L20B celije
M. alba 90,95+1,25 30,67+0,76 50,45+0,55
. Etanol, plod
M. nigra 300,34+10,59 850,47+0,25 350,84+0,90
M. alba Etanol. list 29,00+0,37 42,00+0,44 25,00+0,31
anol, lis
M. nigra 9,34+0,59 15,57+0,75 12,54+0,20
M. alba 225,20+2,88 650,35+1,35 150,45+0,76
. Etanol, koren
M. nigra 850,57+0,40 250,54+1,20 250,54+0,20
M. alba . . 56,00+2,27 350+3,25 50,00+1,20
. Superkriti¢ni CO,, list
M. nigra 25,80+2,88 26,90+0,25 30,45+0,70
M. alba . 30,0041,59 45,00+0,25 28,00+0,25
. Etanol, list*
M. nigra 10,90+41,25 15,80 1,25 13,2040,25

*uzorak lista nakon ekstrakcije superkriticnim CO,

Ispitivani ekstrakti su pokazali izuzetnu aktivnost na primenjene ¢elijske linije, sedam

ekstrakata od ispitanih deset je pokazalo citotoksi¢nu aktivnost u koncentracijama manjim
od 100 mg/ml. Ovakvi rezultati upucuju na znacaj dobijenih rezultata i mogudéu Siroku
aplikaciju ispitivanih ekstrakata u vidu farmaceutskih proizvoda. Ekstrakti lista M. nigra se na
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sve tri Celijske linije pokazao kao najpotentniji inhibitor rasta celija. U sva tri slucaja ovaj
ekstrakt u koncentracijama od 16 pg/ml i nizim za 50% smanjuje preZivljavanje tumorskih
celija, pri ¢emu su Hep2c bile najosetljivije. Mikroskopska analiza je pokazala da etanolni
ekstrakt lista M. nigra ima izrazito citoliticko dejstvo na sve tri Celijske linije. Prema
American National Cancer Institute (NCI), kriterijum za citotoksi¢nu aktivnost ekstrakata je
ICso < 30 pg/ml (Itharat i sar., 2004), sto zadovoljavaju etanolni ekstrakti obe vrste Morus za
sve tri éelijske linije.

Kod ispitivanih ¢elijskih linija RD i L20B inhibitorni efekat etanolnog ekstrakta ploda
M. nigra je bio najnizi, dok je kod Hep2c Celijske linije najnizi efekat pokazao etanolni
ekstrakt korena M. nigra. Slabo stimulativni efekat je uocen kod RD ¢elijske linije
delovanjem etanolnog ekstrakta korena M. alba pri koncentraciji vec¢oj od 650 pg/ml i
delovanjem superkriticnog ekstrakta lista M. abla pri koncentraciji ve¢oj od 350 pg/ml. Na
etanolne ekstrakte ploda i korena M. nigra i korena M. alba znacajniji inhibitorni efekat na
rast/prezivljavanje testiranih celija uocen je samo pri upotrebi vec¢ih koncentracija (od 150
pg/ml do 850 pg/ml).

Etanolni ekstrakti ploda obe vrste roda Morus pokazuju medusobno najvecu razliku u
citotoksi¢noj aktivnosti. NajizraZzenija razlika je u osetljivosti RD éelija na ispitivane ekstrakte
ploda duda, ekstrakt ploda M. alba je i do 28 puta efikasniji od ekstrakta ploda M. nigra u
pogledu citotoksi¢nosti. Kod iste ¢elijske linije razlika medu ekstraktima dobijenim od dve
razliite vrste uocava se i kod superkriticnih ekstrakata lista duda. U ovom slucaju ekstrakt
dobijen superkriticnom ekstrakcijom lista M. nigra je do 10 puta efikasniji od ekstrakta lista
M. alba. Na ekstrakt korena ispitivanih vrsta najviSe su bile osetljive L20B éelijske linije kod
kojih ekstrakt u koncentraciji od 150 pug/ml (M. alba), odnosno 250 pg/ml (M. nigra), dovodi
do inhibicije rasta od 50%.

Rezultati dati u tabeli 28 pokazuju da i superkriti¢ni ekstrakti lista ispitivanih vrsta
zadovoljavaju ovaj kriterijum, izuzev pomenute celijske linije RD i CO, ekstrakta M. alba.
Poredenjem superkriti¢nih i etanolnih ekstrakata istih vrsta moze se uoditi mala razlika u
inhibitornom efektu na rast/preZivljavanje testiranih celija. Ova cinjenica je bitna jer
dokazuje da su i polarne i nepolarne komponente prisutne u ispitivanom materijalu
odgovorne za izrazitu citotoksi¢nu aktivnost ekstrakata. Po sadrZaju detektovanih
sekundarnih metabolita izdvaja se list crnog duda (M. nigra), koji ujedno ima i najnize ICsg
vrednosti, zbog ¢ega se moZe pretpostaviti da su identifikovana jedinjenja zasluzna za
citotoksicnu aktivnost. Nakon HPLC i GC analiza, kao i antioksidativnih testova, moguce je
pretpostaviti da ekstrakti koji sadrze izrazite antioksidanse (polifenole, karotene, masne
kiseline) mogu uticati na redoks stanje celija i na taj nacin dovesti do smanjenja celijske
proliferacije. Polifenolna jedinjenja su snazni antioksidansi sa potencijalom da sprecavaju
oksidativna oStecenja izazvana reaktivnim kiseoni¢nim vrstama i na taj nacin Stite organizam
od kancera i kardiovaskularnih oboljenja (Vinson i sar., 1995; Gamez i sar., 1998; Pietta,
2000; loku i sar., 2001). Ipak, tesko je odrediti i utvrditi doprinos pojedinac¢nih komponenti
na ukupan antikancerogeni efekat. Aktivnost ekstrakta cesto moZe biti rezultat
sinergistickog dejstva razli¢itih jedinjenja. Martens-Talcott i saradnici (2003) zabelezZili su
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povecanje apoptoze i inhibiciju celijske proliferacije kod humanih leukemickih éelija nakon
njihovog tretiranja smeSom kvercetina i elaginske kiseline, u poredenju sa uticajem
pojedinacnih jedinjenja.

Uporedivanjem ICsq vrednosti ekstrakata lista duda dobijenih ekstrakcijom etanolom
odmah i nakon superkriticne ekstrakcije moze se zakljuciti da ne postoji velika razlika u
citotoksi¢noj aktivnosti ekstrakata. Na osnovu iznetih rezultata moguce je maksimalno
iskoriséenje sirovine i upotreba ekstrakata dobijenih i polarnim i nepolarnim rastvaraéem u
zavisnosti od sistema u kome ¢e se ekstrakti primenjivati. Rezultati koji su prikazani u tabeli
28 jasno ukazuju na inhibitorno dejstvo komponenata prisutnih u ekstraktima duda na
proliferaciju celijskih linija Hep2c, RD i L20B u in vitro uslovima i Siroke mogucnosti upotrebe
ispitivanih ekstrakata u leCenju humanog organizma.

4.5.3. TOKSICNO | GENOTOKSICNO DELOVANJE

Allium anafazno-telofazni test

U cilju maksimalnog smanjenja rizika od primene prirodnih preparata (npr. prirodnih
antioksidanasa) kao novih oblika konzervanasa, neophodno je poznavati njihovu
potencijalnu toksi¢nost i genotoksi¢nost.

Uzorcima ekstrakata lista i ploda ispitivanih vrsta Morus (dobijenih po predhodno
opisanoj proceduri poglavlje 3.2.1.1.) je utvrdena potencijalna toksi¢nost i genotoksi¢nost
Allium anafazno-telofaznim testom. Na slici 48 prikazani su korenci¢i luka nakon 72 ¢asa
rasta u uzorku.

Slika 48. Korencici luka nakon 72 ¢asa rasta u uzorku

Ceo postupak testa sastoji se iz dva dela. U prvom delu utvrdena je opsta toksi¢nost.
Allium anafazno-telofazni test je osetljiv za merenje ukupne toksi¢nosti hemijskih tretmana,
a toksi¢nost je izrazena kroz inhibiciju rasta korenci¢a. U drugom delu je analizirana
genotoksi¢nost razli¢itih koncentracija ekstrakata (125, 62,5, 31,5 i 15,75 mg/ml).
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Stepen toksi¢nosti ispitivanih uzoraka je ocenjen na osnovu srednje duZine rasta
korena koji je izrazen kao procenat duzine korena u odnosu na negativnu kontrolu. Kod svih
ispitivanih uzoraka inhibicija rasta korenci¢a u odnosu na negativnu kontrolu primecena je u
uzorcima najvece koncentracije (I) a najmanja je pri najnizoj koncentraciji (IV), Sto je
prikazano na slici 48.
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Slika 48. Prosec¢na duZina korencica u ispitivanim uzorcima ekstrakta lista M. nigra

Ova inhibicija je prouzrokovana prisustvom alkohola u rastvoru. Zato se
koncentracija od 62,5 mg/ml (ili niza) moZe smatrati bezbednom koncentracijom u pogledu
produkovanja toksi¢nih efekata. Takode, rastvaranje u alkoholu moZe pojacati toksi¢na
svojstva u odredenoj koncentraciji, pa je neophodno da koncentracija alkohola u rastvoru
bude Sto je moguce manja.

Rezultati ispitivanja genotoksi¢nih efekata ispitivanih ekstrakata prikazani su u tabeli
28. Relativni ukupni broj aberacija je bio najveéi kod uzoraka ploda M. alba, kod prve tri
koncentracije (>11%), a najmanji kod uzoraka lista M. alba (4,54%, za |1l koncentraciju). Sve
u svemu, najéeS¢e promene su Celije sa multipolarnim vretenom, sa zaostalim
hromozomima, dok su redi mostovi. Fragmenti i c-mitoze su pronadeni u manje od 4%
¢elija. U analizi su detektovana dva tipa aberacija. Prvi tip je rezultat poremecaja deobnog
vretena i obuhvata zaostale hromozome, multipolarne konfiguracije i c-mitozu, dok je drugi
tip nastao delovanjem na hromozome i uklju¢uje mostove i fragmente. Oba tipa se u nekim
¢elijama javljaju istovremeno. U aberatnim ¢éelijama je mnogo ucestalija prva grupa
aberacija, Sto ukazuje da testirani uzorci pretezno deluju na taj nacin Sto narusavaju deobna
vretena.
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Tabela 28. Broj razlicitih tipova aberacija u ¢elijama vrha korena luka izloZenih delovanju
ektrakta Morus u razli¢itim koncentracijama

) Nenormalne
Ukupan broj e
Ekstrakt Uzorak BR FR MP Vcx Cm MA L celije
analiziranih celija

(%)
1-125 mg/ml 15 3 - 21 - 3 554 11,3
11-62,5 mg/ml 21 - 11 18 - 10 607 11,4
N-31,5 mg/ml 17 - 17 18 - 7 584 11,5
M. alba
Plod |v-15,75_mg/m| 9 - 21 11 - 10 572 8,9
K 16 - 9 4 - - 554 7,3
K, 5 - 15 13 1 2 565 4,6
K* 25 3 18 22 3 40 522 21,3
1-125 mg/ml 5 3 25 10 4 9 644 9,8
11-62,5 mg/ml 3 2 23 26 - 7 578 10,4
N-31,5mg/ml 10 1 22 25 - 3 589 7,7
M. nigra
IV-15,75 mg/ml 3 15 9 - 2 523 4,8
Plod K 3 - 7 9 . 3 623 3,1
K, 6 - 21 12 1 2 563 6,1
K* 28 - 13 13 9 34 534 25,8
1-125 mg/ml 6 - 13 7 - 1 543 5,66
11-62,5 mg/ml 7 - 11 4 2 2 523 5,45
111-31,5 mg/ml 9 - 11 11 - 3 534 4,54
M. alba
st |v-15,75_mg/m| 1 2 11 7 - 5 523 7,23
K 14 - 6 6 - 3 565 4,89
K, 6 - 23 10 - 2 559 7,3
K* 23 4 12 23 5 51 523 22,25
1-125 mg/ml 5 1 13 10 1 2 575 6,3
11-62,5 mg/ml 1 12 9 - - 566 5,23
. 111-31,5 mg/ml 6 - 11 11 - 4 557 5,98
M. nigra
List IV-15,75 mg/ml 11 - 11 9 - 7 598 6,98
K 14 - 9 7 - 3 545 6,29
K, 8 - 23 10 - - 578 7,8
K* 24 4 13 23 4 49 529 22,9

K - negativna kontrola, K, - kontrola rastvaraca, K* - pozitivna kontrola, BR - mostovi, FR -fragmenti, MP -
multipolarnost, Vcx - lutaju¢i hromozomi, Cm - ¢ mitozi, MA - éelija sa vise aberacija

Generalno posmatrajudi, ispitani ekstrakti lista i ploda vrste Morus ne pokazju
povedane gentoksi¢ne efekte, Sto daje novu moguénost koriséenja ovih ekstrakata. U
koncentracijama veéim od 31,5 mg/ml treba biti obazriv da bi se izbegli eventualni nezeljeni
efekti. Na osnovu svih iznetih rezultata i ispitivanja potencijalne toksi¢nosti i genotoksi¢nosti
moze se zakljuciti da ispitani ploda i lista M. alba i M. nigra u svim ispitanim
koncentracijama ne produkuju genotoksicne efekte. Zapazeni toksicni efekti jednim delom
su rezultat prisustva alkohola kao rastvaraca, ali i toksiénih efekata kod najveée
koncentracije (125 mg/ml). Radi potpune bezbednosti preporucuju se koncentracije
ekstrakata do 31,5 mg/ml za dalju primenu.
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Ukupni biopotencijal ispitivanih ekstrakata vrsta Morus, odreden na osnovu
hemijskog sastava, antioksidativne, citotoksi¢ne, toksi¢ne i genotoksi¢ne aktivnosti, opada u
nizu list, plod, koren. Vrsta M. nigra je pokazala bolje potencijale u odnosu na M. alba vrstu.
Koren koji je jedini neregenerativni deo biljke nije pokazao opravdanost za koriséenje i
buduca bioloska i farmakoloska ispitivanja, dok su list i plod pokazali visok potencijal i dobru
osnovu za dalja ispitivanja. List M. nigra sa prostora Vojvodine se pokazao kao izuzetan
resurs za razvijanje novih fitopreparata, dijetetskih suplemenata, odnosno dodataka u
ishrani i kao izvor bioloski i farmakoloski aktivnih jedinjenja.
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5. ZAKLJUCCI
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U okviru ove doktorske teze izvrSena su ispitivanja ekstrakcije, hemijskog sastava,
delovanja i mogudée primene ekstrakata ploda, lista i korena dve vrste duda, belog duda
(Morus alba L.) i crnog duda (Morus nigra L.) sa lokaliteta Vojvodine (Srbija). Na osnovu
dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Optimalni uslovi ekstrakcije etanolom kao ekstragenskom za list M. alba su
koncentracija etanola 69,84%, temperatura 61,6°C i odnos rastvarac:droga 21,08 ml/g, za
list M. nigra, koncentracija etanola 69,46%, temperatura 59,92°C i odnos rastvarac:droga
20,73 ml/g, za plod M. alba koncentracija etanola 62,24%, temperatura 63,21°C i vreme
46,53 minuta i za plod M. nigra koncentracija etanola 68,62%, temperatura 61,27°C i vreme
48,03 minuta.

2. Najvedi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden je kod ekstrakta korena M. nigra
(186 mg EHK/g), flavonoida kod ekstrakta lista M. nigra (67 mg ER/g), a antocijana i
monomera antocijama kod ekstrakta ploda M. nigra (2,97 i 1,32 mg C3G/g). Vedi sadrZaj svih
odredivanih jedinjenja nezavisno od dela biljke su pokazali ekstrakti vrste M. nigra.

3. HPLC analizom je utvrden kvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja u
etanolnim ekstraktima belog i crnog duda. Po veéem sadrzaju detektovanih polifenolnih
komponenti izdvajaju se ekstrakti lista (30 i 137 mg/g ekstrakta), zatim ekstrakti korena (58 i
107 mg/g ekstrakta) i na kraju ekstrakti ploda ispitivanih vrsta Morus (0,31 i 1,98 mg/g
ekstrakta), koji su i najsiromasniji pomenutim jedinjenjima.

4. U ekstraktima lista po svom sadrZaju u odnosu na ukupan sadrzaj polifenolnih
jedinjenja, istice se kafena kiselina 53,34% za M. alba i 62,11% za M. nigra, dok se u
ekstraktima korena izdvaja hlorogenska kiselina (udeo veci od 74%). U ekstraktima ploda
obe vrste duda utvrdeno je prisustvo manjeg broja ispitivanih komponenata.

5. Poredenjem rezultata dobijenih HPLC analizom ekstrakata lista belog i crnog duda
nakon superkriticne ekstrakcije uocena je izvesna razlika u njihovom kvantitativhom sastavu.
Ukupan sadrzaj polifenolnih jedinjenja je manji za M. alba 10,82%, a za M. nigra 17,03% u
odnosu na sadrzaj u ekstraktima nativne droge.

6. Sadrzaj glukoze (oko 49%) i fruktoze (oko 50%), odreden HPLC analizom, u
ispitivanim uzorcima ekstrakata ploda je mnogo vecéi u odnosu na sadrzaj saharoze (oko
0,3%).

7. U pogledu mineralnog sastava ekstrakata relativno veliki sadrzaj Ca i Mg je
karakteristican za list obe vrste duda (>1.400 pg/g suvog ekstrakta), dok je Na manje
zastupljen makroelement u svim ispitanim ekstraktima. Ekstrakt lista crnog duda se izdvaja
po veéem sadrzaju Mg (1.942 pg/g) i Ca (1.548 pg/g), dok se ekstrakt korena crnog duda
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izdvaja po veéem sadrzaju Na (440 pg/g) u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte.
Najzastupljeniji mikroelementi u svim ispitanim uzorcima duda, po opadaju¢em nivou, su Fe,
B, Zn, Cu i Mn. Znacajan podatak je dobijen za sadrzaj Fe u ekstraktu lista M. nigra (143
ug/g) koji je visestruko veci nego u svim ostalim ekstraktima (<19 pg/g). Poredenjem svih
ispitanih ekstrakata po osnovu sadrzaja mikroelemenata posebno se izdvajaju ekstrakti lista
ispitanih vrsta Morus i ekstrakt korena M. nigra.

Nizak sadrZaj toksi¢nih elementa koji je odreden u ekstraktima belog i crnog duda
pokazuje da su ekstrakti zadovoljavaju¢eg kvaliteta za humanu upotrebu, tj. da ne sadrze
toksi¢ne elemente preko dozvoljenih granica.

8. Analiza lipofilnih ekstrakata duda, primenom GC/FID metode, pokazalo se vece
prisustvo nezasi¢enih masnih kiselina, linolne u ekstraktima ploda (40,52% za M. alba i
67,38% za M. nigra) i linolenske u superkriticnim ekstraktima lista duda (34,97% za M. alba i
37,57% za M. nigra). Dominantna zasi¢ena masna kiselina u svim ispitanim ekstraktima je
palmitinska kiselina (od 16,77 do 37,56%). Sadrzaj karotenoida u ekstraktima ploda i lista
duda se krece u intervalu od 14,66 do 65,08 mg/g ekstrakta, pri ¢emu je sadrzaj ukupnih
karotenoidnih jedinjenja veci kod ekstrakata vrste M. alba u odnosu na ekstrakte vrste M.
nigra. O hemijskom sastavu superkriticnih ekstrakata Morus vrsta nema objavljenih
podataka u literaturi zbog ¢ega su dobijeni rezultati od velikog znacaja.

9. Procena antioksidativne aktivnosti izvrSena je primenom testova koji su zasnovani na
transferu elektrona, neutralizaciji slobodnoradikalske vrste i potencijalu inhibicije lipidne
peroksidacije. Dobijeni rezultati primenjenih testova pokazali su da su obe ispitivane vrste
potentni antioksidativni agensi. Ekstrakti vrste M. nigra imaju veéu aktivnost u odnosu na
ekstrakte vrste M. alba, pri ¢emu su ekstrakti lista M. nigra pokazali veéi antioksidativni
potencijal u odnosu na sve ostale ekstrakte. Najmanji antioksidativni potencijal su pokazali
ekstrakti ploda obe ispitane vrste.

10. Procena citotoksic¢ne aktivnosti odredena je u in vitro uslovima na tri Celijske linije
(Hep2c, RD i L20B), i pokazalo se da je su Hep2c i L20B ¢elije najosetljivije na etanolne
ekstrakte lista obe vrste duda i superkriticne ekstrakte lista crnog duda (ICso < 30 pg/ml). U
slu¢aju RD celija najbolje inhibitorno dejstvo su pokazala oba ekstrakta lista crnog duda,
etanolni ekstrakt lista i ploda belog duda. Ekstrakti lista M. nigra se na sve tri éelijske linije
pokazao ubedljivo kao najpotentniji inhibitor rasta ¢elija, za sve Celijske linije oba ekstrakta
imaju ICsg vrednost manju od 30 pg/ml. Rezultati koji su dobijeni u ovom radu jasno ukazuju
na inhibitorno dejstvo komponenata prisutnih u ekstraktima duda na proliferaciju celijskih
linija Hep2c, RD i L20B u in vitro uslovima i Siroke moguénosti upotrebe ispitivanih
ekstrakata.

11. Procena toksi¢ne i genotoksi¢ne aktivnosti odredena je primenom Allium anafazno-
-telofaznog testa i utvrdeno je da ispitani ekstrakti lista i ploda vrste Morus ne pokazju
poveéane genotoksi¢ne efekte, Sto daje novu moguénost koriséenja ovih ekstrakata. U
koncentracijama vec¢im od 31,5 mg/ml treba svakako biti obazriv da bi se izbegli eventualni
nezeljeni efekti.
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12. Ukupni biopotencijal ispitivanih ekstrakata vrsta Morus, odreden na osnovu
hemijskog sastava, antioksidativne, citotoksi¢ne, toksi¢ne i genotoksi¢ne aktivnosti, opada u
nizu list, plod, koren. Vrsta M. nigra je pokazala bolje potencijale u odnosu na M. alba vrstu.
Koren, koji je jedini neregenerativni deo biljke, nije pokazao opravdanost za dalja bioloska i
farmakoloska ispitivanja, dok su list i plod obe vrste pokazali visok potencijal i dobru osnovu
za dalja ispitivanja u cilju primene proizvoda na bazi duda.

13. Kao izuzetan resurs i najbolji deo vrste Morus pokazao se list M. nigra sa prostora
Vojvodine, koji se ujedno preporucuje za razvijanje novih fitopreparata, dijetetskih
suplemenata, dodataka u ishrani ili izvora novih bioloski i farmakoloski aktivnih jedinjenja.
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7. PRILOZI

PRILOG 7.1. RSM analiza M. alba folium

Tabela 1. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X;, X, X3) i
eksperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola (UF), sadrzaja ukupnih
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (I1Csq)

. . Prinos UF UFI
Redni Etanol Temperatura Rastvarac:droga v 1Csq
. . ekstrakcije = (mgEHK/ (mgER/
broj (%) () (ml/g) (mg/ml)
(%, g/100g) gdroge) gdroge)
1 40 (-1) 40 (-1) 20 (0) 24,256 12,84 4,64 0,1380
2 40 (-1) 60 (0) 10(-1) 20,568 9,92 5,69 0,1350
3 40 (-1) 80 (1) 20 (0) 23,020 15,12 5,74 0,1100
4 40 (-1) 60 (0) 30 (1) 24,539 18,47 5,28 0,0823
5 60 (0) 40 (-1) 10(-1) 18,094 9,49 4,64 0,1570
6 60 (0) 80 (1) 10 (-1) 19,928 13,69 6,03 0,0753
7 80 (1) 60 (0) 10(-1) 13,956 13,65 5,12 0,0741
8 80 (1) 80 (1) 20 (0) 16,280 20,66 5,49 0,0710
9 80 (1) 60 (0) 30(1) 16,194 22,58 4,46 0,0740
10 60 (0) 80 (1) 30 (1) 22,940 23,07 4,58 0,0706
11 60 (0) 60 (0) 20(0) 37,528 19,36 6,06 0,0759
12 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,260 19,98 6,02 0,0758
13 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,528 19,04 6,40 0,0821
14 60 (0) 60 (0) 20 (0) 37,528 19,86 6,01 0,0762
15 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,260 19,08 6,00 0,0809
16 80 (1) 40 (-1) 20 (0) 26,932 14,90 5,34 0,1197
17 60 (0) 40 (-1) 30(1) 26,765 14,87 5,29 0,0874
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Slika 1. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih fenola: a) temperatura i
koncentracija etanola (odnos rastvarac:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarac:droga i

koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvara¢:droga i temperatura
(koncentracija etanola 60%)
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Slika 2. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i
koncentracija etanola (odnos rastvarac:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarac:droga i

koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarac:droga i temperatura
(koncentracija etanola 60%)
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Slika 3. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata lista M.
alba: a) temperatura i koncentracije etanola (odnos rastvarac:droga 20 ml/g), b) odnos
rastvarac:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarac:droga i

temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Tabela 2. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva

o Regresioni Standardna b
Odzivi . . F - vrednost p - vrednost
koeficijent devijacija

Sadrzaj ukupnih fenola

Odsetak 19,46 0,34

X; 1,93 0,27 51,07 0,0002
X, 2,56 0,27 89,60 <0,0001
X; 4,03 0,27 222,57 <0,0001
X2 -1,35 0,37 13,20 0,0084
X2 22,23 0,37 35,81 0,0006
X2 -1,96 0,37 27,65 0,0012
XX, 0,87 0,38 5,19 0,0568
X:X; 0,092 0,38 0,058 0,8171
XoX; 1,00 0,38 6,85 0,0345
R%=0,9850

Sadrzaj ukupnih flavonoida

Odsecak 6,10 0,13

X, -0,12 0,10 1,30 0,2924
X, 0,24 0,10 5,48 0,0517
X; -0,23 0,10 5,23 0,0560
X, -0,40 0,14 7,87 0,0263
X, -0,40 0,14 7,97 0,0257
X5’ -0,56 0,14 15,96 0,0052
XX, -0,24 0,14 2,65 0,1479
X:X; -0,063 0,14 0,19 0,6758
XX -0,52 0,14 13,07 0,0086
R?=0,9004

IC5o vrednost

Odseéak 0,078 0,0022

X, -0,016 0,0018 81,20 <0,0001
X, -0,022 0,0018 155,76 <0,0001
X3 -0,016 0,0018 81,97 <0,0001
X, 0,013 0,0024 27,29 0,0012
X, 0,019 0,0024 60,80 0,0001
X5’ 0,0005 0,0024 0,049 0,8313
XX, -0,0005 0,0025 4,35 0,0755
X X3 0,013 0,0025 28,08 0,0011
XoX; 0,016 0,0025 42,75 0,0003
R*>=0,9858

®X,: rastvarac; X: temperatura; X;: odnos rastvarac:droga.
bp < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p 2 0,05 nije znacajno
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Tabela 3. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za ekstrakciju lista M. alba

- Suma Stepen Srednja vrednost Fvrednost  p-vrednost’
kvadrata slobode kvadrata
Sadrzaj ukupnih fenola
Model 268,77 9 29,86 51,17 < 0,0001
Ostatak 4,09 7 0,58
Odstupanje
od modela 3,32 3 1,11 5,80 0,0612
Greska 0,76 4 0,19
Ukupno 272,85 16
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Model 5,31 9 0,59 7,03 0,0088
Ostatak 0,59 7 0,084
Odstupanje
od modela 0,47 3 0,16 5,35 0,0695
Greska 0,12 4 0,029
Ukupno 5,90 16
IC5o vrednost
Model 0,012 9 0,0013 54,18 <0,0001
Ostatak 0,0002 7 0,00002
Odstupanje
0,0001 3 0,00004 4,79 0,0822
od modela
Greska 0,00004 4 0,000009
Ukupno 0,012 16

“p < 0,01 veoma znaéajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno
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PRILOG 7.2. RSM analiza M. alba fructus

Tabela 4. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X;, X, X3) i
eksperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola (UF), sadrzaja ukupnih
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (1Csq)

Prinos UF UFI

Redni Etanol Temperatura  Vreme v I1Csq
. ) . ekstrakcije (mg EHK/g (mg ER/g
broj (%) Q) (min) (mg/ml)
(%, g/100 g) ploda) ploda)
1 40 (-1) 40 (-1) 40 (0) 14,858 1,88 1,08 0,0747
2 40 (-1) 60 (0) 20 (-1) 13,904 1,70 0,92 0,0851
3 40 (-1) 80 (1) 40 (0) 14,603 1,69 1,08 0,0799
a4 40 (-1) 60 (0) 60 (1) 14,033 1,59 1,43 0,0773
5 60 (0) 40 (-1) 20 (-1) 16,432 1,71 0,85 0,0845
6 60 (0) 80 (1) 20 (-1) 15,962 1,79 1,02 0,0893
7 80 (1) 60 (0) 20 (-1) 11,748 1,75 1,15 0,0902
8 80 (1) 80 (1) 40 (0) 16,421 1,99 1,14 0,0719
9 80 (1) 60 (0) 60 (1) 13,614 1,57 1,63 0,0757
10 60 (0) 80 (1) 60 (1) 15,982 1,93 1,35 0,0657
11 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,105 2,09 1,71 0,0669
12 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,385 2,01 1,63 0,0703
13 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,440 2,03 1,74 0,0711
14 60 (0) 60 (0) 40 (0) 13,908 1,95 1,71 0,0720
15 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,798 1,95 1,87 0,0714
16 80 (1) 40 (-1) 40 (0) 14,039 1,67 1,22 0,0765
17 60 (0) 40 (-1) 60 (1) 13,376 1,93 1,15 0,0677
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Slika 4. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih fenola: a) temperatura i

koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Slika 5. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i

koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Slika 6. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ploda M. alba:
a) temperatura i koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola
(temperatura 60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Tabela 5. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva
Odziv® Regr.e.ilonl Star.1-dat‘.dna F - vrednost p - vrednost”
koeficijent devijacija
Sadrzaj ukupnih fenola
Odsecak 8,01 0,18
X; 0,060 0,14 0,18 0,6863
X, 0,11 0,14 0,57 0,4734
X3 0,031 0,14 0,049 0,8310
X7 -0,78 0,20 15,68 0,0055
X’ -0,010 0,20 0,0028 0,9590
X5 -0,64 0,20 10,58 0,0140
XX, 0,52 0,20 6,58 0,0372
XX -0,076 0,20 0,14 0,7154
XoX3 -0,075 0,20 0,14 0,7220
R*=0,8355
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Odsecak 6,93 0,19
X; 0,31 0,15 4,18 0,0803
X, 0,15 0,15 0,94 0,3646
X3 0,81 0,15 28,50 0,0011
X -0,83 0,21 15,84 0,0053
X5 -1,57 0,21 56,36 0,0001
X5 -0,98 0,21 21,78 0,0023
XiX; -0,081 0,21 0,14 0,7166
XX -0,028 0,21 0,017 0,9013
XoX3 0,033 0,21 0,024 0,8808
R*=0,9516
IC5o vrednost
Odsetak 0,070 0,0014
X -0,0003 0,0011 0,093 0,7692
X5 0,0004 0,0011 0,15 0,7115
X3 -0,0007 0,0011 49,32 0,0002
X7 0,0053 0,0015 12,05 0,0104
X’ 0,0001 0,0015 0,0028 0,9593
X5 0,0064 0,0015 17,28 0,0043
XX, -0,0025 0,0016 2,41 0,1641
X1X3 -0,0017 0,0016 1,14 0,3215
XoX3 -0,0017 0,0016 1,15 0,3187
R?=0,9243

®X,: rastvara¢; X: temperatura; X3: vreme.

bp < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p = 0,05 nije znacajno
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Tabela 6. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva

- Suma Stepen Srednja vrednost F-vrednost vrednost?
kvadrata slobode kvadrata g

Sadrzaj ukupnih fenola

Model 5,75 9 0,64 3,95 0,0418
Ostatak 1,13 7 0,16
Odstupanje

0,89 3 0,30
od modela
Greska 0,24 4 0,060 4,98 0,0775
Ukupno 6,88 16
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Model 25,45 9 2,83 15,30 0,0008
Ostatak 1,29 7 0,18
Odstupanje

0,79 3 0,26 2,07 0,2473
od modela
Greska 0,51 4 0,13
Ukupno 26,75 16
IC5o vrednost
Model 0,00085 9 0,0000957 9,49 0,0036
Ostatak 0,00006 7 0,0000099
Odstupanje

0,00005 3 0,0000180 4,54 0,0889

od modela
Greska 0,00002 4 0,0000039
Ukupno 0,00092 16

?p < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znadajno; p = 0,05 nije znacajno
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PRILOG 7.3. RSM za M. nigra fructus

Tabela 7. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X;, X X3) i
ekperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadrzaja ukupnih fenola (UF), sadrzaja ukupnih
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (ICsp)

Redni Etanol Temperatura Vreme Prinos UF UFI 1Cso
broj (%) (°C) (min) ekstrakcije (mg EHK/g (mgER/g (mg/ml)
(%, g/100 g) ploda) ploda)
1 40 (-1) 40 (-1) 40 (0) 12,828 3,22 1,70 0,0261
2 40 (-1) 60 (0) 20 (-1) 12,410 2,96 1,72 0,0306
3 40 (-1) 80 (1) 40 (0) 12,648 3,29 1,94 0,0270
4 40 (-1) 60 (0) 60 (1) 13,639 3,51 1,87 0,0300
5 60 (0) 40 (-1) 20 (-1) 12,070 2,96 1,71 0,0305
6 60 (0) 80 (1) 20 (-1) 7,978 3,32 1,92 0,0353
7 80 (1) 60 (0) 20 (-1) 12,237 3,30 1,94 0,0352
8 80 (1) 80 (1) 40 (0) 13,107 3,17 1,49 0,0254
9 80 (1) 60 (0) 60 (1) 13,928 3,55 1,74 0,0286
10 60 (0) 80 (1) 60 (1) 13,143 3,33 2,14 0,0276
11 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,446 3,37 2,37 0,0237
12 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,060 3,46 2,18 0,0243
13 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,235 3,52 2,22 0,0252
14 60 (0) 60 (0) 40 (0) 10,998 3,50 2,22 0,0249
15 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,562 3,46 2,26 0,0244
16 80 (1) 40 (-1) 40 (0) 12,127 3,09 1,53 0,0243
17 60 (0) 40 (-1) 60 (1) 12,207 3,44 2,01 0,0291
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Slika 7. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih fenola: a) temperatura i

koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Slika 8. Uticaj ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i

koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Slika 9. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ploda M. nigra:
a) temperatura i koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola
(temperatura 60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)
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Tabela 8. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva

. 2 Regresioni Standardna b

Odziv . . F - vrednost p - vrednost
koeficijent devijacija

Sadrzaj ukupnih fenola
Odsecak 18,00 0,24
X 0,088 0,19 0,21 0,6615
X, 0,25 0,19 1,67 0,2376
X3 0,85 0,19 19,45 0,0031
Xlz -0,51 0,26 3,66 0,0974
X22 -0,89 0,26 11,23 0,0122
X5 -0,17 0,26 0,39 0,5509
XX 0,015 0,27 0,0029 0,9588
X:X3 -0,38 0,27 2,01 0,1994
XoX3 -0,61 0,27 4,99 0,0607
R>=0,8648
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Odsecak 11,72 0,31
X -0,35 0,24 2,11 0,1893
X5 0,35 0,24 2,10 0,1910
X3 0,32 0,24 1,74 0,2286
X7 -1,87 0,33 31,56 0,0008
X22 -1,19 0,33 12,65 0,0093
X32 -0,41 0,33 1,49 0,2614
XX -0,37 0,34 1,2 0,3098
XX -0,44 0,34 1,63 0,2425
XoX3 -0,11 0,34 0,11 0,7487
R®=0,8929
I1Cso vrednost
Odsecak 0,025 0,0004613
X -0,000025 0,0003647 0,0047 0,9473
X, 0,000662 0,0003647 3,30 0,1121
X3 -0,002038 0,0003647 31,22 0,0008
X12 0,0008375 0,0005027 2,78 0,1396
X22 0,0003625 0,0005027 0,52 0,4942
ng 0,005763 0,0005027 131,42 <0,0001
XX 0,00005 0,0005157 0,9255
XX -0,0015 0,0005157 0,0227
XX -0,001575 0,0005157 0,0185
R>=0,9646

®X,: rastvarac; X: temperatura; X3: vreme.

bp < 0,01 veoma znacajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p = 0,05 nije znacajno
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Tabela 9. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva

Suma Stepen Srednje kvadratno a
lzvor . F-vrednost  p-vrednost
kvadrata slobode odstupanje

Sadrzaj ukupnih fenola

Model 13,18 9 1,46 4,97 0,0230
Ostatak 2,06 7 0,29
Odstupanje

1,69 3 0,56 6,13 0,0562
od modela
Greska 0,37 4 0,092
Ukupno 15,24 16
Sadrzaj ukupnih flavonoida
Model 27,31 9 3,03 6,48 0,0111
Ostatak 3,28 7 0,47
Odstupanje

2,72 3 0,91 6,55 0,0505
od modela
Greska 0,55 4 0,14
Ukupno 30,59 16
IC5o vrednost
Model 0,0002 9 0,00002 21,22 0,0003
Ostatak 0,000007 7 0,000001
Odstupanje

0,000006 3 0,000002 6,08 0,0569

od modela
Greska 0,000001 4 0,0000003
Ukupno 0,0002 16

“p < 0,01 veoma znaéajno; 0,01< p < 0,05 znacajno; p > 0,05 nije znacajno
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PRILOG 7.4. GC/FID analiza ekstrakata lista i ploda duda

Tabela 10. Sastav i sadrzaj masnih kiselina u ekstraktima lista i ploda duda

M. alba M. nigra M. alba M. nigra

Masna kiselina list list plod plod
% (g/100 g s.e.)

Kapronska kiselina (C6:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Kaprilna kiselina (C8:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Kaprinska kiselina (C10:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Dekanoinska kiselina (C11:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Laurinska kiselina (C12:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Tridekanoinska kiselina (C13:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Miristinska kiselina (C14:0) 2,36 2,24 0,27 0,53
Miristoleinska kiselina (C14:1) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Pentadekanoinska kiselina (C15:0) 0,88 0,48 1,68 0,09
10- Pentadekanoinska kiselina (C15:1) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Palmitinska kiselina (C16:0) 26,38 25,99 37,56 16,77
Palmitoleinska kiselina (C16:1) 0,67 0,33 1,24 0,37
Heptadekanoinska kiselina (C17:0) 2,66 1,93 0,29 0,27
10- Heptadekanoinska kiselina (C17:1) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Stearinska kiselina (C18:0) 4,91 5,32 1,73 3,89
Elaidinska kiselina (C18:1n9t) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Oleinska kiselina (C18:1n9c¢) 2,86 2,30 7,61 6,91
Linolaideinska kiselina (C18:2n6t) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Linolna kiselina (C18:2n6c) 15,76 16,05 40,52 67,38
Arahidonska kiselina (C20:0) 4,45 4,13 0,34 0,37
y-Linolenska kiselina (C18:3n6) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
11-Eikozanoenska kiselina (C20:1) 1,08 1,15 0,20 0,15
Linolenska kiselina (C18:3n3) 34,97 37,57 6,32 2,61
Heneikozanoinska kiselina (C21:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
11, 14-Eikozadenoinksa kiselina (C20:2) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Behenska kiselina (C22:0) 2,81 1,90 1,94 0,54
8, 11, 14-Eikozatrenoinska kiselina

<0,02 <0,02 <0,02 <0,02
(C20:3n6)
Erukinska kiselina (C22:1n9) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
11, 14, 17-Eikozatrienonska kiselina

<0,02 <0,02 <0,02 <0,02
(C20:3n3)
Arahidonska kiselina (C20:4n6) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Trikozanoinska kiselina (C23:0) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
13,16-Dokozadienoinska kiselina (C22:2) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Lignocerinska kiselina (C24:0) 1,22 0,61 0,30 0,12
Cis-5, 8, 11, 14, 17-Eikozatrienoinska kiselina

<0,02 <0,02 <0,02 <0,02
(C20:5n3)
Nervoinska kiselina (C24:1) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
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iselina (C22:6n3) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Zasic¢ene masne kiseline (SFA) 45,67 42,60 44,11 22,78
Nezasicene masne kiseline (UFA; MFA+PFA) 54,33 57,40 55,89 77,42
UFA:SFA odnos 1,19 1,35 1,23 3,40
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