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Nema

Upotrebom 50% etanola i 50% acetona kao ekstragensa
izvrSena je ekstrakcija delova ploda kestena: srz ploda, braon
spoljna kora ploda, crvena unutra$nja kora ploda, ceo plod
(bez jeZevica), kao 1 drveta: liS¢e, resa, jeZevice, stara 1 mlada
kora stabla. Ispitivani su pitomi kesten, lovranski marun i
kalemljeni italijanski marun. Nakon odredivanja prinosa
suvog ekstrakta, primenom standardnih spektrofotometrijskih
metoda odreden je sadrzaj fenolnih jedinjenja, flavonoida 1
kondenzovanih tanina. lako je primenom 50% acetona kao
ekstragensa dobijen veci prinos fenolnih materija, flavonoida
i kondenzovanih tanina, za proizvodnju ekstrakata se
preporucuje 50% etanol kao ekstragens, jer obezbeduje
sasvim zadovoljavajuce rezultate, a prihvatljiviji je sa aspekta
znatno nize toksi¢nosti.

Ekstrakt lista lovranskog maruna i rese pitomog kestena roda
2007. godine Stite eritrocite od hemolize izazvane H,0..
Glavne komponente hidrolizata nakon metanolizacije
ekstrakata su dimetil estar dehidrodigalne kiseline i metil
estar  dilaktona elaginske 1 valoneinske  Kkiseline.
Kvantitativnom LC/MS 1 HPLC/DAD analizom najveci
sadrzaj elagitanina je utvrden za ekstrakt jezevica (170,6
mg/g ekstrakta).

IzvSeno je ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata u



odnosu na 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), hidroksi (‘OH)
i superoksidni anjon ('Oy) radikale. Kapacitet ekstrakata za
transformaciju organskih hidrofilnih radikala, ispitan kao
sposobnost redukcije spin probe Tempon je najveéi za
ekstrakt rese pitomog kestena (A = 18,1%), dok ekstrakti lista
pitomog kestena i mlade kore drveta ispoljavaju slabu
aktivnost. Ispitivanje protektivnog delovanja ekstrakata u
odnosu na UV zracenje odredeno je kao sposobnost
uklanjanja ‘OH i 'O, radikala nastalih nakon zraenja.
Ekstrakti koji ispoljavaju pozitivne, ali relativno niske RI
vrednosti za proizvodnju obe vrste radikala "OH i ‘O, su
spoljna braon kora lovranskog maruna, resa sa kalemljenog
italijanskog maruna i list lovranskog maruna. Negativne RI
vrednosti dobijene za ostale ekstrakte ukazuju na
prooksidativnu aktivnost u vodenom rastvoru izlozenom UV
zracenju. Ekstrakti rese, lista i jeZevica ispoljavaju aktivnost u
cilju preveniranja/otklanjanja lipidne peroksidacije membrane
eritrocita.

Ispitivanjem in vitro antioksidativne aktivnosti primenom
MTT testa je utvrdeno da ekstrakti rese i jeZevica pitomog
kestena i lista lovranskog maruna imaju izuzetno visoku
antioksidativnu aktivnost u ¢eliji. Narocito je povoljna
¢injenica da deluju u niskim koncentracijama (0,02 mg/ml).
Antimikrobna aktivnost ekstrakata C. sativa odredena je u
odnosu na (G+) bakterije: S. aureus, S. lutea, B. cereus, L.
lactis ssp. lactis, M. pyrogenes var. albus, kao i na (G-)
bakterije: P. mirabilis i S. typhimurium. Znacajnu
antimikrobnu aktivnost daju ekstrakti kore drveta, jeZevica 1
spoljne braon kore ploda. Ekstrakti srzi ploda i celog ploda
nisu ispoljili antimikrobnu aktivnost. Postoji znacajna i jako
znaCajna  korelacija izmedu antimikrobne aktivnosti
ekstrakata, kao i antimikrobne i antioksidativne aktivnosti u
odnosu na superoksid anjon radikale. Ekstrakti lista, jezevica,
spoljne braon i unutraSnje crvene kore ploda, kao i kore
drveta C. sativa Mill. dobijeni primenom 50% etanola kao
ekstragensa predstavljaju znacajan izvor komponenata sa
farmakoloSkim delovanjem u cilju smanjenja nivoa
oksidativnog stresa, poseduju visok kapacitet sprecavanja
lipidne peroksidacije, deluju u pravcu
preveniranja/otklanjanja  lipidne peroksidacije 1 zaStite
membrane eritrocita, imaju visoku in vitro antioksidativnu
aktivnost, a ispoljavaju i znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost.
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Parts of chestnut such as: seeds (without spiny burs), peeled
chestnut, red internal seed coat and brown seed coat, as well as
parts of the trees: leaf, catkin, spiny burs, young and old
chestnut bark have been extracted by 50% ethanol and 50%
acetone as an extragent. Three cultivars of Castanea sativa
Mill.: sweet chestnut, Lovran's marrone and grafted Italian
marrone were examined. After determination of the yield of
dry extract, the content of total phenolic compounds,
flavonoids and condensed tannins are determined by
application of standard spectrophotometrics methods.
Although, the highest content of total phenolics, flavonoids
and condensed tannins are obtained by 50% acetone as
extragents, for production of extracts 50% ethanol is more
suitable, regards much lower toxicity.

Extracts of the leaf of Lovran's marrone and catkin of sweet
chestnut native in 2007, protect erythrocytes from hemolysis
provoked by H,0..

Dehydrodigallic acid dimethyl ester, ellagic acid and valoneic
acid dilactone methyl ester are the main compounds in all
hydrolysates after methanolisation. The highest content of
ellagitannin was detected in extract of spiny burs (170.6 mg/g
extract), by application of quantitative LC/MS and



HPLC/DAD analysis.

The examination of antioxidant activity of 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), hydroxyl ("(OH) and superoxide (O,
radicals have been done. Capacity of extracts for removal of
organic, hydrophilic radicals, exanimate as potential of
reduction of spin probe Tempon is highest in extract of catkin
of sweet chestnut (A = 18.1%), while extracts of catkin, leaf
and spiny burs almost have no antioxidative activity. The
evaluation of UV-protective activity of extracts is
determinated as capacity for removal of ‘OH and O, radicals
generated after irradiation. Extracts which showed positive,
but relative low RI values for production of both radical
species, OH and ‘O, radicals, are brown seed coat of Lovran's
marrone, catkin of grafted Italian marrone and leaf of Lovran's
marrone. Negative RI values obtained for other extracts show
that these have prooxidative activity in aqueous solution
exposed to UV radiation. Extracts of catkin, leaf and spiny
burs expressed activity to prevent/remove lipid peroxidation in
the membrane of erythrocytes.

Examination of antioxidant activity in vitro by application of
MTT test have been detected especially high antioxidant
activity of extracts of catkin, spiny bur of sweet chestnut and
leaf of Lovran's marrone in the cell. Particularly is favorable
that extracts acting in low concentration (0.02 mg/ml).
Antimicrobial activity of extracts of C. sativa was
determinated against Gram-positive bacteria: S. aureus, S.
lutea, B. cereus, L. lactis ssp. lactis, M. pyrogenes var. albus,
as well as Gram-negative bacteria: P. mirabilis and S.
typhimurium. The significant antimicrobial activity shows
extracts of bark, spiny burs and brown seed coat. Extracts of
peeled chestnut and seeds didn’t show any antimicrobial
activity. The very significant and significant correlation
existed between antimicrobial activity of extracts, as well as
antimicrobial activity and scavenging of ‘O radical. Extracts
of leaf, spiny burs, brown seed coat and red internal seed coat,
as well as bark of C. sativa Mill. produced by 50% ethanol as
extragent represent important resource of components with
pharmacological activity in reducing level of oxidative stress,
possess high activity to prevent/remove lipid peroxidation and
protection of the membrane of erythrocytes, have high in vitro
antioxidant activity, and also express significant antimicrobial
activity.
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1. UvOD

Od oko 250 oficinalnih lekovitih supstanci, 11% su biljnog porekla, a veliki broj
lekova se dobija iz prirodnih sirovina. Utvrdeno je da su 60% antineoplasti¢nih i
antiinfektivnih agenasa koje su na trzistu, supstance prirodnog porekla®. Prirodni
proizvodi postaju vodece komponente koje omogucuju dizajn i racionalno planiranje
novih lekova biomimetickom razvojnom sintezom, kao i razvojem i otkricem novih
terapeutskih moguénosti poznatih komponenti.

Pitomi kesten Castanea Sativa Mill., odnosno seme kestena se u terapiji
primenjuje za tretman sréanih smetnji, a liS¢e se koristi za leCenje suvog kaslja i
dijareje. Infuz suvog lista kestena (Extractum Castanea fluidum) se od davnina
koristi kao efikasno sredstvo protiv paroksizmalnog i konvulzivnog kaslja, kao $to je
veliki kaSalj, kao 1 kod drugih iritabilnih 1 ekcitabilnih stanja respriratornih 0rgana3.
Utvrdeno je da poseduje izraZenu in vitro antibakterijsku aktivnost®.

U okviru ove doktorske disertacije postavljen je zadatak da se ispita
ekstrakcija i sastav farmakoloski aktivnih supstanci pitomog kestena, kao 1 mogucénost
primene kestena i ekstrakata kestena u terapiji i dijetetskim proizvodima prehrambene
industrije. Planirana istraZivanja imaju za cilj da ova biljna vrsta, do sada kori$¢ena
prevashodno za ishranu, kao gorivo i za dobijanje taninskog ekstrakta, dobije jednu
sasvim novu, farmakoterapijsku primenu. Detaljno su prikazane osobine i delovanje
fenolnih komponenti kestena, kao moguce ciljne grupe jedinjenja sa antioksidativnim
1 antimikrobnim svojstvima, koja ucestvuju i u inhibiciji lipidne peroksidacije.

Istrazivanja obuhvacena ovom doktorskom disertacijom su podeljena u vise
delova:

1. lzbor ekstragenasa i odgovarajuéeg tehnoloskog postupka za dobijanje
ekstrakata razlicitih delova ispitivanih kultivara kestena;

2. Kvantitativno i kvalitativno odredivanje fenola i drugih komponenata
sadrzanih u ekstraktima  spektrofomometrijskim, HPLC/UV i LC/MS
analizama;

3. Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata u odnosu na stabilne 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil radikale (DPPH), reaktivne hidroksi i peroksi radikale;

4. Kapacitet ekstrakta kestena za uklanjanje organskih, hidrofilnih radikala,
sprecavanje lipidne peroksidacije i zastite od UV zracenja;

5. Delovanje ekstrakata u zaStiti membranskog integriteta eritrocita izloZenih
H,O,, prevenciji/sprecavnju lipidne peroksidacije membrana izlozenih H,Oy i
zastite eritrocita pod uticajem H,Op;

6. In vitro antioksidativna aktivnost odabranih ekstrakata primenom MTT testa;

7. Antimikrobna aktivnost ekstrakata u odnosu na odabrane sojeve bakterija i
kvasaca primenom disk-difuzione metode;

8. Na osnovu dobijenih rezultata izvrSen je izbor ekstrakata sa najboljim
farmakoloskim delovanjem, odnosno dela C. sativa Mill. sa najvise
farmakoterapijskih komponenti, a to su ekstrakti rese, lista, jezevica, spoljne
braon i unutra$nje crvene kore ploda, kao i kore drveta.



2. OPSTI DEO

Fenolna jedinjenja sa antioksidativnim osobinama predstavljaju znacajnu
komponentu koja doprinosi blagotvornom delovanju voca i1 povréa na ljudsko
zdravlje. Njihova sposobnost da uti¢u na bolesti koje su povezane sa oksidativnim
stresom do danas jos uvek nije dovoljno razjasnjena.

Flavonoidi obuhvataju veliki broj jedinjenja sadrzanih u biljkama, koje se u
tradicionalnoj 1 istocnjackoj medicini koriste ve¢ viSe od hiljadu godinas. Sa
farmakoloskog stanovista, ova jedinjenja poseduju zavidan spektar biohemijske i
farmakoloske  aktivnosti. Razli¢iti  flavonoidi  ispoljavaju  antioksidativne,
antibakterijske, antiinflamatorne,  antialergijske, antimutagene, antivirusne,
antineoplasti¢ne, anti-tromboti¢ne 1 vazodilatorne osobine’. Najizrazitiji je
antioksidativni i antiinflamatorni efekat ovih jedinjenja. Aktivni su kod hroni¢nih
inflamatornih i alergijskih bolesti, raka dojke i kardiovaskularnih bolesti’. Posebna
paznja se posvecuje njihovom potencijalu u zastiti 1 prevenciji od kardiovaskularnih
bolesti, s obzirom da epidemioloSke studije ukazuju da flavonoidi poseduju
protektivni efekat u odnosu na razvoj ovih bolesti®.

Deo pozitivnog efekta upotrebe voca i povréa u ishrani se moze pripisati
flavonoidima®. Tokom "Zutphen Elderly Study”, u okviru "Seven Countries Study”,
ispitivanju koje je izvrSeno u Finskoj, utvrdeno je da je unos flavonoida obrnuto
srazmeran mortalitetu od koronarnih bolesti. U drugom istrazivanju je zakljuceno da
veéi unos kvercetina utice na nizi mortalitet od koronarnih bolesti. Ucestalost
cerebrovaskularnih bolesti je manja kada se u ishrani poveca sadrzaj kemferola,
naringenina i hisperidina.

Katehin i derivati katehina, oligomerni proantocijanidini, kvercetin,
flavonoglikozidi izolovani iz ginka, kao i drugi, koriste se u prevenciji i tremanu
kardiovaskularnih bolesti, kancera, astme, bolesti jetre i katarakte™. Zabelezen je
trend smanjenja pojave dijabetesa tipa 2 ukoliko se unose veci sadrzaji kvercetina i
miricetina™,

2.1. POLIFENOLI

U visim biljkama je identifikovano nekoliko hiljada molekula sa polifenolnom
strukturom (viSe hidroksilnih grupa vezanih za aromati¢ne prstenove), dok ih jestive
biljke sadrze nekoliko stotina. Ovi molekuli su sekundarni metaboliti biljaka, a
ucestvuju u zastiti od UV zraenja 1 napada patogenih mikroorganizama.

2.1.1. Tipovi polifenola
U zavisnosti od broja fenolnih prstenova u svojoj strukturi, kao i od

strukturnih elemenata koji medusobno povezuju prstenove polifenoli se dele na
fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane®? (slika 1).



Derivati hidroksibenzoeve kiseline Derivati cimetne kiseline
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Slika 1. Hemijske strukture polifenola

Flavonoidi uobicajene strukture se sastoje od dva aromati¢na prstena A 1 B
(slika 3), medusobno povezana sa 3 ugljenikovih atoma koji formiraju prsten C. U
zavisnosti od tipa strukture, dele se u 6 podklasa: flavonoli, flavoni, izoflavoni,
flavanoni, antocijanidini i flavanoli (katehini i proantocijanidini)’ (slika 2).



Flavonoli Flavoni

R1=0OH; R,=R3=0H : Kemferol Ri=H; R,=0H, R3=H : Apigenin
R1=R,=0H; R3=H : Kvercetin R;=R,=0OH, Rs=H : Luteolin
R1=R,=R3=0H : Miricetin

Izoflavoni Flavanoni

R,=H : Daidzenin

R1=0H : Genistein . ]
Ri1=H; R,=0H : Naringenin

R1=R,=OH: Eriodiktiol
R1=0OH; R,=0OCHg3: Hisperidin
Antocijanidini Flavanoli

Rq

HO ‘
OH

OH
R1=R,=H : Pelargonidin R:=R,=0H; R3=H : Katehin
Ri1=H; R,=H : Cijanidin R1=R,=R3=0H : Galokatehin

R1=R,=0H : Delfinidin
R1=0CHjs ; R,=0H : Petunidin
R1=R2=OCH32 Malvidin

Slika 2. Hemijske strukture flavonoida

Pored toga, polifenoli se vezuju sa razli¢itim ugljenim hidratima i organskim
kiselinama. Drugi autori*® dele flavonoide na 8 razlicitih klasa (flavonoli, flavani,
flavanoni, katehini, antocijanidini, izoflavoni, dihidroflavonoli i halkoni), na osnovu
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razlika u osnovnoj molekularnoj strukturi (slika 3). Stukturne razlike se prvenstveno
ispoljavaju na prstenu sa oznakom C. Flavonoli, dihidroflavonoli, katehini i
antocijanidini imaju hidroksilnu grupu na polozaju 3. Veza izmedu C atoma u
polozaju C-2 i C-3 u prstenu C je kod flavanona, katehina i dihidroflavonola zasi¢ena.

Flavonoli Flavoni Flavanoni

O

Slika 3. Stukturne formule razli¢itih klasa flavonoida

Sva jedinjenja sli¢na flavonoidima imaju B prsten na poziciji C-2 povezan za
C prsten, izuzev izoflavona kod kojih je prsten B povezan sa C prstenom na polozaju
C-3. Katehini i antocijanidini nemaju keto grupu u poloZaju C-4.

Fenolne kiseline se dele na derivate hidroksibenzoeve i cimetne kiseline (slika
1). Caj je znadajan izvor galne kiseline, tako da sveze lisée ¢aja sadrzi 4,5 g galne
kiseline/kg**. Hidroksibenzoeva kiselina u slobodnoj i esterifikovanoj formi
detektovana je samo u nekim viSim biljkama. Cimetne kiseline su viSe zastupljene u
odnosu na hidroksibenzovu kiselinu, i ¢ine ih: p-kumarna, kafena, ferulna i sinapinska
kiselina. Kafena i kininska kiselina formiraju hlorogensku kiselinu, koje ima u
mnogim tipovima voca, a u ve¢oj koncentraciji se nalazi u kafi (jedna Soljica sadrzi
70-350 mg hlorogenske kiseline)*®. Cimetna kiselina je pronadena u svim delovima
voca, a najveci sadrzaj ove kiseline je odreden u spoljaSnjem omotacu zrelog plodale.
Kafena kiselina, u slobodnom i esterifikovanom obliku je najviSe zastupljna fenolna
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kiselina 1 ¢ini od 75 do 100% ukupnog sadrzaja derivata cimetne kiseline u svom
vocu, a odavno je izolovana iz kafe. Ferulna kiselina je dominanta fenolna kiselina u
zrnima Zitarica, njenom najvaznijem izvoru®’.

Flavonoli predstavljaju najrasprostranjenije flavonoide u hrani. Glavni
predstavnici ove grupe jedinjenja su kvercetin i kemferol, kojih ima u hrani u
relativno niskim koncentracijama (15-30 mg/kg). Crveno vino, kao i ¢aj sadrze vise
od 45 mg flavonola/l. Ove komponente su prisutne u glikozidnoj formi, povezane sa
SeCernom jedinicom, obi¢no glukozom i ramnozom, ali mogu zastupljeni i drugi
Seceri (kao galaktoza, arabinoza, ksiloza, glukuronska kiselina). Voce sadrzi od 5 do
10 razligitih flavonolnih glikozida®®.

Flavoni su manje zastupljeni flavonoidi u vocu i povréu. Uglavnom su to
glukozida luteolina i apigenina. Znacajnije koli¢ine flavona su odredene u perSunu i
celeru. Zitarice sadrze glikozide flavona®®,

Flavanoni su detektovani u paradajzu i nekim aromati¢nim biljkama, kao §to
je menta, a prisutni su u veéim koncentracijama u citrus vo¢u. Glavni aglikoni su
naringenin u grejpfrutu, hisperidin u pomorandzama, eriodiktiol u limunu. Flavanoni
su uglavnom u formi glikozida sa disaharidima u polozaju C-7%.

Izoflavoni su flavonoidi koji su strukturno sli¢ni estrogenima. lako nisu
steroidi, oni poseduju hidroksilne grupe u polozaju C-7 i C-4' u konfiguraciji koja je
slicna sa hidroksilnim grupama estradiolnog molekula. Ovo doprinosi
pseudohormonalnim karakteristikama ovih molekula, ukljucujuéi i sposobnost da se
vezu za estrogenske receptore, tako da su klasifikovani kao fitoestrogeni. Izoflavoni
se nalaze uglavnom u leguminozama. Soja i proizvodi od soje predstavljaju glavni
izvor izoflavona u ljudskoj ishrani. Ovi proizvodi sadrze genistein, daidZein i glicitin,
uglavnom prisutnim u odnosu 1:1:0,2. Soja sadrzi izmedu 580 mg i 3.800 mg
izoflavona/kg, dok sojino mleko sadrzi od 30 do 175 mg/lzo.

Flavanoli se nalaze u monomernoj formi (katehini) i polimernoj formi
(proantocijanidini). Katehin je detektovan u mnogim vrstama voca, a kajsija, koja
sadrzi 250 mg/kg ovog jedinjenja, je najbogatija ovom komponentom. Takode su
prisutni i u crvenom vinu (viSe od 300 mg/1), a i zeleni ¢aj i cokolada ih sadrze u vecoj
koli¢ini?!. Katehin i epikatehin su najvazniji flavanoli u voéu, dok su galokatehin,
epigalokatehin i epigalokatehin-galat pronadeni u nekim vrstama semenja i
leguminoza, kao i u grozdu, a najveée koliGine se nalaze u &aju®’. Za razliku od drugih
klasa flavonoida, flavanoli se ne nalaze u glikozidnoj formi. Epikatehini iz ¢aja su
izuzetno stabilni kada su izlozeni zagrevanju, samo 15% ovih supstanci se razlaze
tokom 7 sati kuvanja u kljucaloj vodi na pH 5%,

Tanini ¢ine kompleksnu grupu u prirodi rasprostranjenih polimera, Ciju je
tanu hemijsku strukturu tesko definisati. Termin tanin se originalno koristi za
opisivanje biljnih komponenti koje formiraju stabilne komplekse sa kolagenom iz
kozZe, a poznate su po adstrigentnom delovanju. U pitanju su polifenolni metaboliti,
¢ija je molekulska masa veca od 500, sa osobinom da taloze zelatin i druge proteine iz
rastvora24, a pronadeni su u skoro svakom delu biljke, kori, drvetu, liS¢u, plodu i
korenu. Na osnovu strukture, dele se na dve grupe, hidrolizovane i kondenzovane
tanine.

Hidrolizovani tanini su estri Se¢era i fenolnih kiselina ili derivata fenolnih
kiselina. Cine ih galotanini, koji hidrolizom u prisustvu alkalija daju galnu kiselinu,
kao jedini fenolni deo, i mnogo vise rasprostranjeni elagitanini, koji pored galne
kiseline daju i jedan od njenih derivata — elaginsku kiselinu (dimer galne kiseline)
(slika 4).



HO 0—C HO c—d

A\ OH

Elaginska kiselina HO

1,3,6-Ttrigalolilglukoza
Slika 4. Struktura osnovnih jedinica hidrolizovanih tanina

Kondenzovani tanini se depolimerizuju delovanjem jake kiseline, dajuci
pigment antocijanidin i druge proizvode, pa je proantocijanidini drugi naziv za
kondenzovane tanine. Proantocijanidini (PA) ili leukocijanidini, obuhvataju grupu
polihidroksilnih flavan-3-ol oligomera i polimera, povezanih C-C vezom izmedu
flavonolnih jedinica u polozaju C-4 i C-8 (ili C-6) (B tip proantocijanidina) (slike 5 i
6). Stepen polimerizacije varira od 50 flavanolnih molekula®, a poznati su
kondenzovani tanini sa molekulskom masom ve¢om od 30.000. Kondenzovani tanini
su najcesce prisutni u biljnom tkivu, sastoje se od katehina ili epikatehina, a mogu u
svojoj strukturi sadrzavati i estre galne kiseline.

Monomer katehina ima hiralne centre na C-2 i C-3 prstena C. ZapaZene su
varijacije u stereohemiji ovog polozaja kod prirodnih tanina, medutim, one malo uticu
na vecinu metoda za odredivanje tanina. Supstituenti R;, R, i R3 na slici 5, imaju
znaCajan uticaj na reaktivnost tanina. Kada je OH grupa esterifikovana galnom
kiselinom u pitanju je epigalokatehin galat (R;=R,=0OH, R3=0-galoil), glavni
polifenolni sastojak zelenog Caja. Prisustvo galatnih estara moze znatno menjati

biologke karateristike kondenzovanih tanina®®.

R1
R R, R3 Jedinjenje
OH H OH proantocijanidin
OH H OH prodelfinidin
H H H profisetinidin
H H OH prorobinetidin

Slika 5. Osnovna jedinica kondenzovanih tanina

Ukoliko je R;=R,=0OH i R3=H struktura odgovara (-)-epikatehinu, a kada je
R;=0H, Rs=H, a R,=0- galoil nastaje katehin galat.

Oksidativna kondenzacija izmedu flavonolnih monomera se najcesce odvija u
polozajima C-4 i C-8, ali moze obuhvatiti i polozaje C-4 i C-6 monomera (slika 6),
kao 1 druge polozaje.
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Slika 6. Model struktura kondenzovanih tanina

Ako je R=H ili OH, struktura odgovara procijanidinu ili prodelfinidu. Veza C-
4—C-6 (isprekidana linija) je interflavanska veza.

Tokom formiranja kompleksa sa salivatornim proteinima, kondenzovani tanini
su odgovorni za adstrigentnost voca, kao i okolade®’. Tesko je odrediti tadan sadrZaj
proantocijanidina u hrani, jer oni poseduju razli¢ite strukture i molekulske mase.
Taninske droge imaju pored adstrigentnog, antisepticno i antimikrobno delovanje.
Dekokti i tinkture se koriste kao antidijaroici. Tanini su antidoti (protivotrovi) za
mnoge teske metale 1 biljne toksi¢ne sastojke. Laboratorijska istraZivanja potvrdila su
uglavnom inhibitorno delovanje taninskih molekula na brojne enzime, kao $to su 5-
lipooksigenaza, angiontenzin konvertujuéi enzim, hijauluronidaza i dr.

Antocijanini su pigmenti rastvoreni u c¢elijskom soku, vakuolama i
epidermalnom tkivu cveéa 1 voca, 1 daju im ruZi€astu, crvenu, plavu i ljubiCastu
boju®®. Postoje u razli¢itim hemijskim formama, kako obojenim, tako i bezbojnim, u
zavisnosti od pH vrednosti. Cijanidin je najzastupljeniji antocijanidin u hrani, a
njegova koli€ina je proporcionalna intenzitetu boje. Antocijani su uglavnom
pronadeni u pokozici, izuzev kod pojedinih vrsta crvenog voca kod koga se nalaze i u
mesu (viSnje i jagode). Vino sadrzi od 200 do 350 mg/l antocijanina, Koji se
transzgormiéu u razli¢ite kompleksne strukturne forme tokom procesa sazrevanja
vina™.

Lignani se sastoje od dve fenilpopanske jedinice (slika 1). Najbogatiji resurs
je seme, a manje bogati lignanima su neke alge, le%uminozne biljke, zitarice (tritikale
1 pSenica) 1 povrée (luk, asparagus, éargarepa)?’. Druge zitarice, bobice, voce i
pojedino povrée sadrzi tragove pojedinih lignana, ali je koncentracija u semenu lana
oko 1.000 puta veéa od koncentracije u drugoj hrani".

Stilbeni su pronadeni samo u malim koli¢inama u hrani. Rezveratrol, koji
ispoljava antikancerogeni efekat, analiziran je kod proucavanja lekovitih biljaka, i u
niskim koncentracijama detektovan u crvenom vinu (0,3-7 mg/l aglikona i 15 mg/l
glikozida)®.



2.1.2. Polifenoli u hrani

Postoje nepotpuni podaci o koli¢ini polifenola koja se dnevno konzumira. Ovi
podaci su dobijeni na osnovu analize glavnih aglikona (nakon hidrolize njihovih
glikozida i estara) u hrani koja se najéesée koristi u ishrani. Kuhnau® je 1976. godine
preracunao da je unos flavonoida u Americi oko 1 g/dan i sastoji se od 16% flavonola,
flavona i flavanona, 17% antocijana, 20% katehina i 45% biflavona. Flavonoli su
najviSe istrazivani, i utvrdeno je da se ova jedinjenja unose 20—25 mg/dan u Americi,
Danskoj i Holandiji**. U Italiji, vrednosti se kreéu od 5 to 125 mg/dan, sa srednjom
vredno$¢u od 35 mg/dan35, Flavanoni se u slicnoj ili ve¢oj meri konzumiraju kao
flavonoli, sa srednjom vredno$¢éu od 28,3 od 35 mg/dan hisperidina u Finskoj®.
Istrazivanje dnevne potro$nje antocijanina u Finskoj, zemlji u kojoj se za ishranu
dosta koristi bobicasto voce je polazalo da iznosi 82 mg/dan antocijanina, a u nekim
slucajevima i 200 mg/dan37.

Moze se zakljuditi da ukoliko se tokom dana konzumira nekoliko porcija voca
1 povréa, ukupan unos polifenola verovatno premasuje 1 g/dan, a sa druge strane tesko
je sprovesti dijetu koja je u potpunosti oslobodena polifenola.

2.1.3. Metabolizam flavonoida

Flavonoidi, povezani sa jednim ili vise molekula Secera su glikozidi
flavonoida, dok su u slobodnoj formi nazvani aglikoni. S izuzetkom flavanola
(katehina i proantocijanidina), flavonoidi se nalaze u biljkama uglavhom u formi
glikozida®. Sposobnost da se proizvedu specifichi metaboliti flavonoida, zavisi od
specifi¢nosti mikroflore debelog creva®.

Biovarijabilnost flavonoida je relativno niska, zahvaljuju¢i sporoj apsorpciji i
brzoj eliminaciji. Kako se flavonoidi brzo i ekstezivno metabolisu, bioloska aktivnost
metabolita nije uvek ista kao pocetnih komponenti. Maksimalna koncentracija
izoflavona i flavanona u plazmi ne premasuje 10 pumol/l nakon per os primene.
Maksimalna koncentracija antocijanina, flavanola i flavonola u plazmi izmerena posle
uzimanja &aja je uglavnom manja od 1 pmol/I°.

Enzimi intestinalnih mikroorganizama hidrolizuju glikozide flavonoida do
njihovih konstituenasa aglikona i Seéera®. Vecina aglikona se zatim metaboliSe uz
pomo¢ mikroorganizama, dok se zanemarljiv deo apsorbuje u formi aglikona®'.

2.2. SLOBODNI RADIKALI
2.2.1. Oksidacija

Reakcija molekulskog kiseonika sa organskim molekulima pod umerenim
uslovima obi¢no ukazuje na autooksidaciju, Sto se moze prikazati Semom 1.

Inicijacija: stvaranje RO" 1)
Propagacija: R*+0, » ROO" (2)
ROO* + RH - ROOH +R°® 3
Terminacija: ROO® +RO® — proizvodi 4)
RO* + PhOH — ROOH + PhO* ()

gde je (RH) organski supstrat, (ROOH) organski peroksid, a (PhOH) fenol

Sema 1. Mehanizam oksidacije organskih molekula



Reakcija (1) se odvija brzo, dok je reakcija (4) znatno sporija. Sve organske
supstance koje su izlozene delovanju vazduha, podlezu oksidativnoj degradaciji.
Usporavanje ove degradacije se vr$i dodavanjem malih koli¢ina antioksidanasa.
Fenolna jedinjenja su polazne supstance mnogih antioksidanasa koji su u
komercijalnoj upotrebi. Njihova aktivnost raste sa sposobnoséu da vezu peroksi
radikal (ROQO®), koji omoguéuje lanfanu reakciju, doniranjem fenolnog atoma
vodonika (reakcija 5). Navedena reakcija je mnogo brza u odnosu na napad organskog
supstrata od strane peroksi radikala (reakcija 3).

2.2.2. Reaktivne kiseoniéne vrste

Naziv reactive oxygen species (ROS) je zajednicki za radikale sa centralno
postavljenim elektronom na kiseoniku, kao $to su superoksidni anjon radikal ("O),
hidroperoksi radikal ("O,H) i hidroksi ("OH) radikal, tako i za neradikalske vrste koje
sadrze kiseonik, napr. vodonik peroksid (H0,), singlet kiseonik (*O.), hipohlorna
kiselina (HOCI) i ozon (O3).

Kiseonik je snazno oksidaciono sredstvo. Reakcija potpune redukcije
kiseonika ima veliki redukcijski potencijal (priblizno 0,8 V), iako je za nju potrebna i
velika energija aktivacije’. Iz ovih razloga reakcije, kao §to su reakcije respiratornog
lanca u mitohondrijima, relativno je tesko postiéi:

O, + AH" + 4 > 2H,0

Molekul kiseonika u osnovnom stanju ima dva nesparena elektrona.
Redukcijom nastaje superoksidni anjon radikal (‘O,), a zatim superoksidni anjon O,
koji protonovanjem prelazi u vodonik peroksid (H,O5):

O,+e — 'Oy
0O, +2e + 2H" —> H,0,

Superoksidni radikal je u vodenim medijumima, kao §to je citoplazma, slab
oksidans, a mnogo je snaznije redukciono sredstvo koje moze redukovati komplekse
sa gvozdem, kao $to je citohrom c*.

Hidroksiperoksidni radikal ("O.H) ja¢e je redukciono sredstvo i oksidans od
superoksidnog radikala, kada je prisutan u malim koli¢inama pri pH vrednosti 7,4.

Vodonik peroksid nastaje kao proizvod delovanja urat oksidaze, glukoza
oksidaze, D-aminokiselinske oksidaze ili superoksid dismutaze (SOD). Ovaj molekul
lako prolazi kroz ¢éelijsku membranu, a u prisutvu jona prelaznih metala stvara vrlo
reaktivne slobodne radikale. Razgraduje se delovanjem katalaze (CAT), glutation
peroksidaze (GPx), kao i pojedinih drugih peroksidaza.

U unutrasnjosti Celije slobodni kiseonikovi radikali mogu nastati u toku
uobicajenih ¢elijskih procesa ili mogu biti indukovani odredenim egzogenim
supstancama. Nacini generisanja superoksidnog radikala dele se na enzimske (u toku
katalitickih reakcija NADPH oksidaze, NADPH-P450 reduktaze, ksantin oksidaze,
superoksid dismutaze), ¢elijske (radom makrofaga, leukocita, u respiratornom lancu,
delovanjem mikrozomalne oksigenaze), a moze nastati i delovanjem okruzenja (UV- i
X-zraci, toksi¢ne kemikalije, aromati¢na nitro jedinjenja). UV zracenje izaziva
formiranje ‘OH iz vode i ‘O, iz rastvorenog kiseonika, putem foto-indukovane
ekscitacije**.
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Superoksidnom (‘O;) radikalu se pripisuje kako pozitivna, tako i negativna
bioloska funkcija, dok hidroksil radikal (OH) deluje isklju¢ivo negativno, zbog svoje
visoke reaktivnosti®?. ‘OH se pretezno stvara putem disproporcije HyO,, U reakciji
oksidacije jona Fe** uz pomo¢ vodonik peroksida. Oba reaktanta (Fe®* i H,0,) su
prisutni kako u fizioloskim, tako i u patofizioloSkim uslovima. Superoksid se
spontano emituje iz mitohondrija.

Nastali H,O, u prisustvu jona gvozda i bakra daje reaktivne hidroksilne
radikale i/ili hipohlornu kiselinu (HOCI) u prisutvu CI jona, ¢ije nastajanje katalizira
enzim mijeloperoksidaza®,

Odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze moze posluziti kao pokazatelj
infiltracije leukocita na mestu upale®. Stvaranje radikala u unutragnjosti mitohondrija
nastaje kao posledica nedostatka elektrona koji prelaze na kiseonik, redukujuéi se
pritom do ‘O;".

Hidroksi radikali nastaju enzimski (neradikalskim putem, odnosno delovanjem
glikolat oksidaze, acetil-Co oksidaze, NADPH oksidaze, ureat oksidaze i drugim), kao
i dismutacijom superoksidnog radikala (radikalski put). Singletni kiseonik (*O,) nema
svojstva radikala, medutim vrlo je reaktivan zbog spinskih osobina (ima dva
nesparena elektrona paralelnih spinova). Uz reaktivne kiseonikove vrste, veliku
vaznost imaju i reaktivna azotova jedinjenja, od kojih su najvazniji azotmonoksidni
radikal NO® i azotdioksidni radikal N,O°. ROS imaju centralnu ulogu u delovanju
raznih stranih supstanci (napr. ksenobiotika), a njithov povecan sadrzaj je uglavnom
povezan sa raznim formama osteéenja tkiva®’. Poveéeno stvaranje ROS-a moze biti
prvi pokazatelj progresije ili sekundarna posledica prilikom oS$te¢enja tkiva.
Kontrolisano stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ima veoma vaznu ulogu u
razli¢itim fizioloskim procesima, kao $to su receptorima-posredovani signalni putevi i
imuni odgovor®,

Nasuprot tome, neizbalansirano stvaranje stabilnih radikala visoko je
korelisano sa mnogim patofizioloSkim bolestima, kao Sto su neurodegenerativne 1
maligne bolesti, diabetes mellitus i druge. Neki od najpoznatijih negativnih efekata
povecanog stvaranja ROS-a u bioloskim sistemima obuhvataju peroksidaciju
membranskih lipida, oksidativno osteCenje nukleinskih kiselina i Secera, kao i
oksidaciju sulfhidrilnih i drugih grupa u proteinima®. Za slobodne radikale koji imaju
kiseonik u strukturi se smatra da su sposobni da iniciraju i propagiraju kancerogenezu.
Postoji povecan interes za ispitivanje uloge ROS-a kod arterioskleroze, Sloga,
oStecenja miokarda, trauma, artritisa, kancera, kao i sumarnog uticaja ovih vrsta na
starenje organizma™.

2.2.3. Slobodni radikali nastali tokom lipidne peroksidacije

ROS mogu indukovati lipidnu peroksidaciju koja raskida membranski
integritet. Poznato je da lipidna peroksidacija korelira sa smanjenjem membranske
fluidnosti®*. Promene u fluidnosti uti¢u na osobine i funkciju ¢elijske membrane, kao
Sto su rast Celija, prenos signala, permeabilnost, transportni sistem, funkcionisanje
receptora ili enzimsku aktivnost®.

Gvozde ima zadatak prenosa elektrona izmedu kisonika 1 bioloskih
molekula®®. Oksidacija organskih jedinjenja u prisustvu gvozda i vodonik peroksida
naziva se Fenton-ovom hemijom, u cast H. J. H. Fenton-a koji je u XIX veku
sprovodio istrazivanja vezana za oksidaciju vinske kiseline®*,

Hidroksi radikal (*OH), jedan od najsnaznijih poznatih oksidanasa, moze
nastati Fenton-ovom reakcijom:
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H,0, + Fe?*(Cu") — °*OH + Fe**(Cu?*) + OH"

Gvozde moze reagovati i sa lipidnim hidroperoksidima (LOOH), dajuci
reaktivne lipidne alkoksil radikale LO® koji dalje u¢estvuju u lipidnoj oksidaciji:

Fe?*(Cu*) + LOOH — Fe**(Cu®") + LO® + *OH

Gvozde je neposredno povezano sa lipidnom peroksidacijom, a ta pojava je
praéena povecanjem malondialdehida (MDA) i drugih reaktivnih jedinjenja sa
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS). Unos velikih koligina gvozda i bakra dovodi do
degenerativnih bolesti mozga i razvoja tumora, a zabelezene su i promene u aktivnosti
superoksid dismutaze*?.Za neke flavonoide je utvrdeno da inhibiraju kako enzimsku,
tako i neenzimsku lipidnu peroksidaciju. Flavonoidi, kao §to je kvercetin, mogu
suprimirati lipidnu peroksidaciju u model sistemima®® i nekim biologkim sistemima,
kao $to su mitohondrije, mikrozomi®’, hloroplasti*® i eritrociti>®.

Lipozomi se ¢esto koriste kao dobri modeli membrana, ali se ne moze potpuno
poistovetiti prirodna ¢elijska membrana i lipozomi. To su samoformiraju¢e koloidne
Gestice, sli¢ne strukture i sastava kao §to je ¢elijska membrana®’. Lipozomi su sferne
vezikule pre¢nika od 10 do 1.000 nm. Prednost u ispitivanju oksidacije lipida je sto se
uticaj slobodnih radikala moze ispitati bez hemijskih sistema za proizvodnju
reaktivnog oblika kiseonika. Opseg inhibicije enzimske aktivnosti je pozitivno
korelisan sa brojem hidroksilnih grupa u izoflavonskom jezgru. Ispituju¢i inhibitorno
delovanje na lipidnu peroksidaju mikrozoma jetre pacova® utvrdeno je da su 6,7-
dihidroksilni izoflavoni viSe od 80 puta aktivniji u poredenju sa o.-tokoferolom.

Pri dodatku lipidnim radikalima, ROS moze reagovati sa drugim
biomolekulima i formirati organske hidrofilne radikale (kao napr. askorbil radikal,
semihinon, itd). Lipidna peroksidacija se moze inhibirati flavonoidima koji deluju kao
jaki “skevendzeri superoksidnog radikala ("02)®" i gase singlet kiseonik (‘0,). Kada
je samostalno prisutan u sistemu, *O," nije sposoban da inicira lipidnu peroksidaciju,
dok "HO; (protonovana forma *Oy") ispoljava dejstvo u izolovanim polinezasi¢enim
masnim kiselinama®®.

Znataj 'O, u lipidnoj peroksidaciji je zanemarljiva. Inicijacija lipidne
peroksidacije moZe biti indukovana ‘OH i slobodnim radikalima metalnih jona (kao
Sto su napr. perferil i feril kompleksi). “Skevendzing* *OH molekulima flavonoida
umanjuje lipidnu peroksidaciju. Reakcioni mehanizam hidroksi radikala (*OH) i
masnih kiselina (LH) je prikazan na Semi 2.

Inicijacija: LH+°OH —» H,O+L'
Propagacija: L*+ O, — LOO’

LOO*+ LH — LOOH+L’
Terminacija: LOO® + LOO® — Inertni proizvod

L* + L° — Inertniproizvod
LOO® +L* —» Inertni prozvod
gde je (LOOH) lipidni peroksid, a (L") lipid alkilni radikal

Sema 2. Mehanizam lipidne peroksidacije
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Lipidna peroksidacija moze biti sprecena u inicijalnoj fazi “skevendzingom*
slobodnih radikala, dok se lanCana reakcija (propagacija) moze zaustaviti peroksi-
radikalskim “skevendzinzima®, kao $to su fenolne komponente.

2.2.4. Oksidativni stres i starenje

Hearman® je 1956. godine utvrdio da autooksidacija deluje na Goveka (i druge
sisare), a teoriju je nazvao slobodno-radikalskom teorijom starenja. Po njoj, starenje
nastaje kao rezultat endogenih kiseoni¢nih slobodnih radikala, koji se stvaraju tokom
normalnog procesa metabolizma razaranjem strukture biopolimera, §to rezultuje
ostecenjem Celija. Tako je uspostavljena mehanicisticka veza izmedu metabolickih
procesa i starenja. Pre jednog stole¢a zapazeno je da zivotinje koje imaju brzi
metabolizam imaju kraéi zivotni vek. Analize su pokazale da je stvaranje slobodnih
radikala, pre nego nivo metabolickih procesa, u vecoj korelaciji sa dugovecnoscu.

Ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala i antioksidativne odbrane
odreduje nivo oksidativnog stresa. Prilikom nastanka stresa, odbrana organizma zavisi
od sposobnosti ¢elija da se suprostave stresu i obnove odteéene molekule®. Ukoliko je
oksidativni stres vazan za starenje, tada ¢e svi faktori koji povecavaju otpornost na
stres, delovati u pravcu spreCavanja starenja i dovesti do produzenja zivota. Nakon
viSegodiSnjih istrazivanja je utvrdeno da Zivotni vek sisara ne moze biti znacajno
produzen antioksidansima, ali srednja vrednost trajanja zivota moze porasti. Sa ovog
stanovista, teorija slobodno-radikalskog starenja® ukazuje da su slobodni radikali
ukljuceni u etiologiju i razvoj mnogih hroni¢nih bolesti, koje dovode do skracenja
prose¢nog zivotnog veka. Za coveka, ove hroni¢ne bolesti su pre svega
arterioskleroza, emfizem i rak. Od antioksidanasa se ocekuje da predstavljaju kljucne
komponenente zastite ¢elija od oStecenja, delujuci na sakupljanje slobodnih radikala i
tako umanjujuéi u izvesnom stepenu bolest.

2.3. ANTIOKSIDANSI | ANTIMIKROBNI AGENSI
2.3.1. Antioksidansi

Antioksidansi su supstance koje u malim koncentracijama u odnosu prema
supstratima dovode do odlaganja ili inhibicije oksidacije supstrata.
Delovanje antioksidansa moze se opisati slede¢im mehanizmima, uklanjanjem:
— kiseonika, ili uticajem na smanjivanje koncentracija kiseonika;
— metalnih jona;
— ciljnih ROS-a kao superoksida ili vodonik peroksida;
— slobodnih radikala;
— singletnog kiseonika.

Membranski antioksidansi se svojim lipofilnim delovima integriSu u
membranske sisteme, deluju¢i u njima lokalno (tabela 1). Najpoznatiji antioksidansi
su vitamini A, E i p-karoten. Ove prirodne supstance su vazne u prevenciji kancera i
kardiovaskularnih bolesti®. Detoksikacija ROS-a u ¢elijama se obezbeduje kako
enzimskim, tako i neenzimskim sistemima koji ¢ine antioksidativni odbrambeni
sistem. Enzimski sistem obuhvata intenzivno proucavane enzime, kao §to su SOD,
katalaza, glutation peroksidaza, kao i1 glutation regeneriSuc¢e enzimske sisteme®®. Neki
enzimski sistemi kao SOD 1 katalaza, specificno deluju na ROS, dok drugi enzimski
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sistemi redukuju tiole. Neenzimski antioksidansi su manje specifi¢ni, a mogu da gase
i druge radikale, kako organske, tako i neorganske

Tabela 1. Membranski antioksidansi

Membranski Delovanje

antioksidans

Vitamin E Antioksidativno delovanje ostvaruje kidanjem lanaca

B-Karoten Ima sposobnost uklanjanja singletnog kiseonika i slobodnih radikala
Koenzim Q Ima antioksidativno delovanje u respiratornom lancu

Neenzimski antioksidansi se dele na rastvorljive u vodi i u mastima, u
zavisnosti da 1i su reaktivniji u vodenoj fazi ili u lipofilnom regionu celijske
membrane. Hidrofilni antioksidansi ukljucuju askorbinsku kiselinu i urat. Ubihinon
retinoidi, karotenoidi i tokoferol (vitamin E), predstavljaju neke od antioksidanasa
rastvorljivih u mastima®.

Plazma proteini, glutation, urat, ubihinon i drugi endogeni antioksidansi, kao
§to su askorbinska kiselina, karotenoidi, retinoidi, flavonoidi i tokoferol, konstituiSu
neke sastojke antioksidanasa u hrani (tabela 2).

Tabela 2. Niskomolekularni endogeni i hidrofilni antioksidansi

Antioksidans  Delovanje

Glutation Uklanja radikale, u¢estvuje u konjugaciji, regeneraciji askorbata i
kao koenzim

Vitamin C Uklanja slobodne radikale doniranjem elektrona, pri ¢emu nastaje
slabo reaktivan askorbilni radikal

Polifenoli Uklanjaju slobodne radikale i vezu metalne jone

Bilirubin Uklanja peroksidne radikale

Urat Uklanja radikale 1 veze metalne jone

Glukoza Uklanja hidroksi radikale

Selen Koenzim glutation peroksidaze

Ove komponente imaju potencijal za gaSenje 1 “skevendZing” razlicitih
radikala (sa centralno postavljenim kiseonikom, centralno postavljenim ugljenikom,
alkoksil, peroksil i fenoksil radikali) i ROS-a. Neki antioksidansi se mogu obnavljati
uz pomo¢ enzimskih sistema, kao i pod uticajem drugih, neenzimskih antioksidativnih
sistema®”.

2.3.2. Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja

Biljni polifenoli se ne smatraju uvek pravim antioksidansima, ali je u mnogim
in vitro istrazivanjama ustanovljen antioksidativni potencijal fenolnih materija u
vodenoj fazi, "skevendzing" radikala, kao i pojacanje rezistentnosti prema oksidaciji
lipoproteina male gustine, koji ukazuju na patogenezu u slucaju koronarnih bolesti®,
Smatra se da se deo antioksidativnog potencijala mnogih vrsta voca i bobica moze
pripisati polifenolnim komponentama.
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Sposobnost monomernih fenola da deluju kao antioksidansi zavisi od stepena
konjugacije, broja i rasporeda susptitueneta (funkcionalnih grupa) i molekulske mase.
Flavonoidi sa najvise hidroksilnih grupa se najlakse oksiduju®.

Za jednostavne flavonoidne oligomere stepen polimerizacije je u pozitivnoj
korelaciji sa sposobnos¢u "skevendzinga" slobodnih radikala. Flavonoidi su veoma
efikasni "skevendzeri" slobodnih radikala u in vitro uslovima’®. Razmatranjem veze
struktura-delovanje flavonoida, poredenjem antioksidativne aktivnosti kvercetina,
katehina i cijanidina, utvrdena je vaznost prisustva nezasi¢enja na prstenu C (slika
3), koje omoguéava delokalizaciju i stabilizaciju ariloksil radikala’. OH grupa u
poloZzaju C-3 i njen polozaj u blizini keto grupe u polozaju C-4, su neophodni
preduslovi za maksimalnu efikasnost "skevendzinga" radikala’.

Slabiji antioksidativni potencijal katehina (slike 2 1 3) se moze pojacati do
kvercetina sa dvostrukom vezom C2-C3 i okso funkcionalnom grupom, estarskom
vezom OH grupe u polozaju C-3 galne kiseline, i OH grupom u polozaju C-5" B
prstena’®. 1z ovih razloga je (-)-epigalokatehin-3-O-galat jedan od najjefikasnijih
"skevendzinga" superoksidanog radikala™. Monofenolni prsten B nije efikasan donor
vodonika. Njegova antioksidativna aktivnost je maksimalna kada je supstituisan sa
dve hidroksilne grupe u orto-difenolnom rasporedu. Prisustvo tre¢ce OH grupe na
prstenu B ne dovodi do povecanja efektivnosti, izuzev u slucaju katehina. Uticaj koji
antioksidativnoj aktivnosti daju hidroksilne grupe u prstenu A je od znacaja ukoliko
nema dihidroksilne strukture u B prstenu’. O-metilacija hidroksilnog supstituenta
uglavnom inaktivira antioksidativnu aktivnost flavonoida®. 3-glikozilacija flavonoida
takode redukuje aktivnost u odnosu na odgovarajuée aglikone’’. 3°,4’-ortodihidroksil
konfiguracija prstena B i keto grupa 4, kao i OH grupa u poloZaju 3 na prstenu C,
doprinose optimumu antioksidativne aktivnosti.

Middleton i sar.*? su dali opste strukturne karakteristike flavonoida koje
doprinose najjefikasnijoj ”skevendzing” aktivnosti (tabela 3).

Tabela 3. Karakteristike flavonoidne strukture koja obezbeduje najjefikasniju radikal
’skevendZing” aktivnost

Katehol - o-dihidroksilna grupa u prstenu B doprinosi poveéanoj “skevendzing”
sposobnosti;

Pirogalol - trihidroksil grupa u prstenu B katehola, kao kod miricetina, daje vecu
aktivnost. Dvostruka veza C2-C3 u C prstenu povecava aktivnost, jer doprinosi
stabilnosti proizvedenog fenoksi radikala;

4-0kso-keto grupa u polozaju 4 prstena C, pogotovo kada je povezana sa dvostrukom
vezom, povecava “skevendZing” aktivnost delokalizacijom elektrona u prstenu B;
3-OH grupa prstena C daje izuzetno jake ’skevendZere”. Verovatno je najefikasnija
kombinacija dvostruke veze C2-C3 i okso grupe u polozaju 4 odmah nakon katehol
grupe;

5-OH i 7-OH grupa mogu doprineti ’skevendzing” potencijalu u nekim sluéajevima.

U istrazivanjima Uri-ja’® sposobnost flavonoida da inaktiviraju organske
peroksil radikale se moze uporediti sa uobiCajeno koriS¢enim fenolnim
antioksidansima, BHT (butilovani hidroksitoluen) i BHA (butilovani hidroksianizol).
Mehanizam dvo-elektronske peroksil radikalske reakcije sa 34" i 2'5-
dihidroksiflavonolima i1 gradenje odgovaraju¢ih hinona je prikazan na slici 7. Prva
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jedno-elektronska oksidacija daje flavonoidni fenoksi radikal, sa naknadnim
"skevendzingom" drugog peroksi radikala.

Slika 7. Mehanizam reakcije flavonoida i peroksi radikala

Kao posledica ove reakcije organski peroksil radikal selektivno napada B
prsten 3',4'-dihidroksiflavonoida, $to vazi i za 2',5'-dihidroksiflavonoide.

Antioksidativne osobine fenolnih kiselina imaju vaznu ulogu u stabilnosti
hrane, kao | u antioksidativhim odbrambenim mehanizmima bioloskih sistemaw,
Monohidroksilne benzoeve Kkiseline su veoma slabi antioksidansi, samo m-
hidroksibenzoeva kiselina ima antioksidativnu aktivnost. Aktivnost znacajno raste kod
dihidroksilnih supstituisanih kiselina ¢iji antioksidativan odgovor zavisi od poloZaja
hidroksilnih grupa u prstenu. Galna kiselina je najbolji antioksidans od svih
hidroksibenzoevih kiselina™. Aktivnost moZe porasti sa metoksilacijom supstituenata,
dok formiranje glikozida sa karboksilnim grupama nema uticaja na ove osobine.
Antioksidativna aktivnost monofenola u mastima raste proporcionalno sa jednim ili
dva metoksi substituenta na o-poziciji u odnosu na hidroksilnu grupu®.

Utvrdeno je da su tanini ili polimerni polifenoli potentniji antioksidansi u
poredenju sa jednostavnim monomernim fenolima® i da poseduju malu, ili da uopste
ne poseduju pro-oksidativnu aktivnost, dok su mnogi mali fenolni molekuli pro-
oksidantni. Kada se tanini upotrebljavaju kao bioloski antioksidanasi mora se imati u
vidu uticaj ovih materija na digestiju, jer poseduju potencijal umanjenja svarljivosti
hranljivih materija®?.

2.3.3. EPR tehnika

Electron Paramagnetic Resonance Spetroscopy - EPR spektroskopija je
savremena i precizna spektroskopska analiticka tehnika koja se moze koristiti za
pracanje fizi¢kih 1 hemijskih procesa, kao 1 za odredivanje strukture paramagnetnih
supstanci. EPR spektroskopija se koristi u mnogim nau¢nim oblastima, fizici,
biologiji i medicini. U hemiji ova metoda je nasla veoma raznovrsnu primenu®,
pogodna je za pracenje oksido-redukcionih procesa, slobodnoradikalskih reakcija,
ukljucujuéi ispitivanje kinetike reakcije, molekulske ekscitacije, slobodnoradikalskih
reakcija u organskoj hemiji. Ova tehnika omogucava direktnu detekciju slobodnih
radikala.

EPR spektroskopija je primenljiva za sve paramagnetne sisteme koji imaju
zbirni elektron spinski momenat razlicit od 0. Karakterise je velika osetljivost (1072
mol/l), mala masa uzorka i nedestruktivno delovanje. Za EPR spektralnu analizu
slobodnih radikala je neophodno poznavanje prirode ispitivanih slobodnoradikalskih
vrsta, odnosno da li su u pitanju relativno stabilni slobodni radikali (dugog vremena
zivota) ili relativno nestabilni slobodni radikali (kratkog vremena zivota). Potrebno je
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poznavati konstante brzina reakcija koje se odvijaju, kao i da li je u sistemu prisutan
rastvarac®”,

Ova tehnika se Kkoristi za utvrdivanje aktivnosti antioksidanasa, kao i za
njihovu lokalizaciju unutar lipozoma®. Ispitivanja antioksidativnih radikala EPR
tehnikom obezbeduje podatke o delokalizaciji elektrona u antioksidansu, koji su u
korelaciji sa antioksidativnim osobinama. EPR se takode moze koristi za pracenje
gubitka inteziteta signala DPPH®, u cilju detektovanja brzine kojom radikali
antioksidansima oduzimaju fenolni vodonik (koji zato prigusuje EPR signal), a zatim
dolazi do formiranja antioksidantnog radikala.

EPR spektralna analiza relativno stabilnih radikala uglavnhom ne zahteva
posebnu pripemu uzorka i dodatnu aparaturu. Nestabilni slobodni radikali imaju vrlo
kratko vreme zivota, pa je njihova detekcija prakticno nemogucéa. Oni se mogu
detektovati samo ukoliko im se na poseban nacin, tokom duzeg perioda potrebnog za
EPR analizu, koncentracija odrzava konstantnom. Jedna od najceS¢e primenjivanih
metoda je ,,Spin traping™ metoda. Po ovoj metodi se nestabilni radikali hvataju
pomocu odredenih ogranskih jedinjenja, tzv. ,,spin trapova“ i nastaju stabilni radikali,
tzv. ,,spin adukti“ koji se mogu detektovati EPR spektroskopijom. Najcesc¢e koriS¢eni
,»Spin trapovi® su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. ,,Spin trapovi

Naziv Skraéenica Struktura
T
terc-Nit but tNB
erc-Nitrozobutan H3C—C|:—N:O
CHj
(lj_
N-terc-butil-o.- PNB HC= N—C(CHs)s
fenilnitron
0O
5,5-Dimetil-1- DMPO L
pirolin-N-oksid CH;
CHjs
N=0O
2,4,6-Tri-terc- (CHy)sC C(CHa)3
butilnitrozobenzen BNB
C(CHa)3
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2.3.4. Antimikrobna aktivnost fenolnih jedinjenja

Stole¢ima se preparati koji sadrze flavonoide koriste kao glavni aktivni
konstituensi preparata za leCenje bolesti®®. Lekovita svojstva propolisa su pominjana
jos§ u Starom Zavetu, a prepisivao ga je 1 Hipokrat (460-377 p.n.e.) u Staroj Grckoj za
leCenje rana i Cira. Smatra se da su za antimikrobne osobine propolisa odgovorni
flavonoidi galangin i pinocembrin®’.

Flavonoidi se sintetisu u biljkama kao odgovor na mikrobioloske infekcije®.
Zbog toga ne iznenaduje da ova jedinjenja poseduju i u in vitro uslovima
antimikrobnu aktivnost u odnosu na $irok spektar mikroorganizama®. Najvise su
ispitivane antibakterijske 1 antifungalne osobine, a utvrdena je i izvesna antivirusna
aktivnost ovih komponenti®.

Veza struktura-aktivnost u sluc¢aju flavonoida je kontradiktorna. Naime, manje
polarne komponente, kao $to su flavonoidi bez fenolnih grupa u prstenu B, su manje
aktivni u odnosu na flavonoide sa OH grupama®™. U slucaju meticilin-rezistentnih
bakterija Streptococcus aureus, alifaticni bo¢ni lanac na flavonskom prstenu A
(polozaj C-6 ili C-8) ¢ini molekul lipoﬁln;im i povecava antibakterijsku aktivnost u
poredenju sa nesupstituisanim flavonima®. Fenolne komponente toksi¢no deluju u
odnosu na mikroorganizme, a mehanizam delovanja obuhvata inhibiciju oksidovanih
komponenti, kao i moguéu reakciju sa sulthidrilnim grupama, kroz vise nespecifi¢nih
reakcija sa proteinima®. Utvrdeno je da je aktivnost flavonoida rezultat njihove
sposobnosti da se kompleksiraju sa ekstracelularnim i rastvorljivim proteinima i daju
komplekse sa bakterijskim ¢elijskim zidom.

Za antibakterijsku aktivnost u odnosu na S. aureus i Proteus vulgaris potreban
je 3°,4°,5-trihidroksi prsten B, kao i slobodna OH grupa u polozaju C-3%.
Puupponen-Pimid i sar.®® su utvrdili Siroku antimikrobnu aktivnost ispitivanih
flavonoida u odnosu na Lactobacillus i Escherichia coli. Katehini iz ¢aja, posebno
(+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin, inhibiraju rast Streptococcus mutans (izazivaci
karijesa zuba)®. Pored ove bakterijske vrste, katehini inhibiraju u in vitro uslovima
Vibrio cholerae O1, Shigella, kao i neke druge bakterije i mikroorganizme®”.

(-)-Epigalokatehin  poseduje antibakterijsku aktivnost u odnosu na
Staphylococcus epidermidis (G+), Proteus vulgaris (G-) i S. aureus (G+). Katehin
izolovan iz Camellia sinensis, deluje na Shigella spp. u netoksi¢nim
koncentracijama®. Lipofilni flavonoidi (metoksilovani) ne poseduju delovanje u
odnosu na mikroorganizme®. Glikozidi kvercetina i kvercetagetina nemaju izrazeno
delovanje u odnosu na neke patogene mikroorganizme®.

Scalbert’® je utvrdio da tanini ispoljavaju inhibitorno delovanje na
filamenozne alge, kvasce i bakterije. Procijanidini inhibiraju rast (G-) bakterije
Pseudomonas maltophilia'®. Kondenzovani tanini su takode aktivni u odnosu na
(G+) Streptococcus mutans'®, dok su galokatehini aktivni protiv G(+) i G(-)
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bakterija'®. Utvrdeno je da se kondenzovani tanini vezuju za éelijski zid bakterija

preZivara, spreavajuéi rast i aktivnost proteaza'®. lako su tanini poznati kao
antimikrobni agensi, postoje neke vrste bakterija koje mogu rasti na materijalu
bogatom taninima'®}, razvijanjem rezistencije u odnosu na antimikrobne komponente
tanina.

Galna kiselina i njeni metil estri ispoljavaju jasan inhibitorni efekat na nekoliko
veoma opasnih intestinalnih bakterija'®, a za Sest drugih jednostavnih fenolnih
kiselina je utvrdeno da su aktivni protiv razligitih bakterija i plesni’®. Vanilinska i
kafena kiselina u potpunosti inhibiraju rast a-toksina koji stvaraju Aspergillus flavus i
Aspergillus parasiticus. Za antimikrobnu aktivnost meda utvrdeno je da su

potencijalno znacajne prisutne fenolne kiseline'®’.

2.4. BIOLOSKA I FARMAKOLOSKA AKTIVNOST FENOLNIH JEDINJENJA

Fenoli prevazilaze ocekivanja u tretmanu pojedinih bolesti, zahvaljujuéi
glavnim karakteristikama samog fenolnog jezgra, kao §to su:

- kompleksiranje sa metalnim jonima (Fe, Mn, Va, Cu, Al, Ca);

- antioksidativana aktivnost i "skevendzing" radikala;

- moguénost da grade komplekse sa drugim molekulima, kao $to su proteini i
polisaharidi.

Metalni joni (gvozde i bakar), mogu katalizovati stvaranje slobodnih radikala.
Sposobnost flavonoida da helatizira (veZe) metalne jone je utvrdena u in vitro
uslovima'®. U organizmu su Fe i Cu uglavnom vezani za proteine, pa je tako
ograni¢eno njihovo delovanje u stvaranju slobodnih radikala. Osobina metal-
helatizirajué¢eg efekta flavonoida je potencijalno vazna za patoloSka stanja, kada je
prisutan viSak gvozda ili bakra, ali nije poznato da flavonoidi i njihovi metaboliti
funkcioniSu kao helatizirajuci agensi u in vivo uslovima. Fizioloska i farmakoloska
delovanja polifenolnih materija*'® su data u tabeli 5.

Tabela 5. Fizioloska i farmakoloska delovanja fenolnih supstanci

Delovanje

Anthelminticko delovanje

Moluscidno delovanje

Baktericidno delovanje

Antihepatoksicno delovanja

Stimulacija jodiranja fagocitnih Celija

Inhibicija humane imunodeficijentne replikacije virusa (HIV)

Inhibicija humanog simpleks virusa (HSV)

Inhibicija glukozil transferaze Streptococcus mutans-a (dentalnog karijesa)
Inhibicija autooksidacije askorbata (zeleni Caj)

Inhibicija lipooksigenazno zavisne peroksidacije "francuski paradoks"
Katalizovanje antitumor aktivnosti: citotoksi¢ni efekat, inhibicija rasta tumora,
inhibicija ornitin dekarboksilaznog odgovora

Inhibicija ksantin oksidaze i monoamino oksidaze

Mnoga in vitro istrazivanja su ukazala na antioksidativni potencijal fenolnih
materija u vodenoj fazi, kao i pojacanje rezistentnosti prema oksidaciji lipoproteina
niske gustine, $to predstavlja patogenezu kod koronarnih bolesti®®. S obzirom da je
dokazana evidentna inhibicija oksidacije LDL-a i stvaranja krvnih ugrusaka
delovanjem flavonoida, smatra se da redovna upotreba hrane i pi¢a koja sadrze
flavonoide moze zastititi od arteroskleroze i tendencije ka trombozi'"'. Medutim, iako
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pocetne hipoteze potvrduju bioloske efekte flavonoida kao antioksidanasa, raspolozivi
rezultati dobijeni na celijskim kulturama ukazuju da su mnogi bioloski efekti
flavonoida povezani sa promenom signalnih puteva celija**?.

Kalcijum je odgovoran za regulaciju Sirokog opsega celijskih procesa.
Paradoksalno, ali iako je sposoban da stimuliSe mnoge celijske procese, u iSto vreme
je izrazito toksican. Utvrdeno je da povecani sadrzaj kalcijuma moze dovesti do
razli¢itih patoloSkih procesa, ukljucujuéi hipertenziju, arterosklerozu i moguce
neuroloske poremecaje, kao Sto su depresija i manic¢na depresijallg. Homeostaza
kalcijuma je regulisana ekstracelularnim ciklusom, koji kontroliSe protok kalcijuma
izmedu citosola 1 intracelularnih skladista u sarkoplazmati¢cnom retikulumu™.

Hipertenzija je uobicajena posledica poviSenog intracelularnog nivoa kalcijuma.
Limfocitni citosolni kalcijum je znatno povisen kod hipertenzivnih pacijenata™.
Platelarna aktivacija koja dovodi do tromboze i miokardi¢nih oSteéenja je takode
rezultat slobodnog citoplazmati¢nog kalcijuma. Hroni¢na insuficijencija bubrega, kao
i neka oStecanja endokrinih Zlezdi''®, su povezana sa poveéanim bazalnim nivoom
citosolnog Ca®* u hepatocitima''’. Abnormalnosti u homeostazi kalcijuma impliciraju
na niz bolesti CNS-a, demeciju i Alchajmerovu bolest**®,

Za flavonoid kvercetin je utvrdeno da ima spazmoliticko delovanje na glatki
aortni misi¢ pacova''®, kao i inhibitorno delovanje na intestinalni motilitet kod
miseva'®. Oba efekta se mogu objasniti antagonistickim delovanjem kalcijuma.
Uporedivanjem flavonola i flavona, ustanovljeno je da katehin ispoljava najmanju
osetljivost na kontraktilni odgovor indukovan vazokonstriktorima®®. Flavoni i
fenilmetani imaju jasan inhibitorni efekat na protok kalcijuma, dok kafena kiselina,
ferulna kiselina i flavonoidi povecavaju unos Ca®* u ¢eliju. Inhibitorni efekat je
smanjen glikozidacijom flavonoida.

Vaskularne endotelne ¢elije su vazne za kardiovaskularni sistem, jer proizvode
azot-oksid koji pojacava arterijsku relaksaciju (vazodilataciju). Arterijska
vazodilatacija koja rezultuje endotelnom proizvodnjom azot-oksida, nazvana je
endotelno - zavisna vazodilatacija. Dva kontrolisana klini¢ka istrazivanja su pokazala
da dnevna konzumacija 4-5 $olja crnog ¢aja u toku jedne nedelje, znacajno poboljsava
endotelno zavisnu vazodilataciju kod pacijenata sa koronarnim arterijskim bolestima,
kao 1 kod pacijenata sa blago poviSenim serumskim holesterolom. Endotelni azot-
oksid inhibira adheziju i agregaciju krvnih ugruéakaﬁ.

Tanini nemaju metabolicku ulogu®®, ali u poslednjoj dekadi posebna paZnja se
posvecuje antimutagenim 1 antitumorogenim osobinama ovih jedinjenja, posebno
taninske kiseline'??. Utvrdena je obrnuta proporcionalnost izmedu unosa povréa i voéa
i raka plu¢a’?®, kao i upotrebe luka u ishrani i raka Zeluca'®*. Kuntz i sar.*® su utvrdili
da polifenoli mogu imati znacajnu ulogu u prevenciji raka debelog creva blokiranjem
hiper-proliferacije epitela potpomazuci apoptozu. Li i sar.*?® su utvrdili da izoflavon
genistein inhibira ¢elije raka dojke, indukuje apoptozu, reguliSe ekspresiju gena i ima
potencijal za delovanje kod metastaza kancera. Genistein i naringenin inhibiraju
profileraciju ¢elija raka, u zavisnosti od vremena i primenjene doze™?'. Ciljna mesta za
farmakoloSko delovanja flavonoida su jo§ uvek nedovoljno poznata, ali postoje
indikacije da flavonoidi deluju kao inhibitori kinaza'?.
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2.5. METODE ZA ODREDPIVANJE FENOLNIH JEDINJENJA
2.5.1. Priprema uzorka

Priprema uzorka obuhvata ekstrakciju fenolnih materija, ultrazvu¢nu ekstrakciju
i hidrolizu biljnog materijala ili dobijenih ekstrakata.

2.5.1.1. Ekstrakcija fenolnih materija

Ekstrakcija fenolnih materija iz biljnog materijala je uslovljena njihovom
hemijskom strukturom, primenjenom metodom ekstrakcije i rastvaracem, veli¢inom
Sestica, kao i prisustvom supstanci koje reaguju sa fenolima'®. Hemijske strukture
fenolnih materija se razlikuju, a ove supstance ispoljavaju sklonost da reaguju sa
ugljenim hidratima, proteinima i drugim komponentama i obrazuju komplekse, koji
mogu biti slabo rastvorljivi*®*. Ekstrakti biljnog materijala se sastoje od vise klasa
fenolnih jedinjenja sa razli¢itom rastvorljivoséu u primenjenim rastvara¢ima.
Rastvorljivost zavisi od tipa (polarnosti) upotrebljenog rastvaraca, stepena
polimerizacije fenolnih materija, kao i interakcije sa drugim sastojcima i formiranja
kompleksa. Zbog toga ne postoji jedinstvena ili u potpunosti zadovoljavajuca
procedura koja je primenljiva za ekstrakciju fenolnih materija.

Najcesce se kao ekstragensi koriste metanol, etanol, aceton, voda, etil-acetat i
u manjoj meri, propanol, dimetilformamid i njihove kombinacije**. Vreme
ekstrakcije moze biti od 1 min** do 24 sata. Duza ekstrakcija ujedno povecava
moguénost oksidacije fenolnih materija, ukoliko se ne primeni neki redukcioni
agens'®®. Deshpande™ je utvrdio da je optimalno vreme ekstrakcije za fenolne
materije u suvom grasku 50-60 min. Efikasnost ekstrakcije je uslovljena i odnosom
mase uzorka i zapremine primenjenog rastvaraca. Naczk i sar.**® su ustanovili da se
poveéanjem ovog odnosa povecava i prinos ekstrahovanih kondenzovanih tanina.

2.5.1.2. Ultrazvu¢na ekstrakcija

Ekstrakcija koja primenjuje ultrazvuk u cilju intenzifikacije procesa se ¢esto
zove sonifikacija i predstavlja upotrebu visoko-frekfentnog ultrazvuka u operaciji
ekstrakcije supstanci iz biljnog materijala. Tip primenjene metode ekstrakcije zavisi
od prirode polaznog materijala, odnosno da li je u pitanju biljni materijal*®® ili
Zivotinjska tkiva'®’,

Ultrazvuk proizvodi razaranje Celija, redukovanje veliCine Cestica 1 prolaz
ultrazvucénog talasa kroz ¢vrst materijal, Sto dovodi do vece dodirne povrSine izmedu
¢vrste 1 teCne faze, kao 1 boljeg kontakta rastvarac¢a sa komponentama u poredenju sa
tradicionalnim metodama ekstrakcije'®®. Ekstrakcija ultrazvukom je brzi proces u
poredenju sa tradicionalnim laboratorijskim metodama, kao §to su napr. maceracija i
Soxhlet ekstrakcija, zbog razaranja ¢estica u biljnom materijalulgg, a moguce je dobiti
isti prinos kao i primenom mikrotalasne ekstrakcije. Njena primena se preporucuje za
ekstrakciju supstanci sa manjom molekulskom masom*®, dok u slucaju ekstrakcije
velikih molekula, kao §to su napr. DNA ili proteini, mogu nastati potesko¢e. Tokom
procesa sonifikacije se moze generisati dosta toplote, tako da komponente koje su
osetljive na toplotu (kao proteini), zahtevaju primenu hladenja*,

Tipican proces podrazumeva ekstrakciju ultrazvukom usitnjenog ispitivanog
materijala sa rastaracem u vremenskom periodu od 0,5 do 2 sata. Ekstrakcija biljnog
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materijala primenom ultrazvuka je dala veoma dobre rezultate, a primenjuju se i u
industrijskim procesima za dobijanje komponenata sa farmakoloskim delovanjeli.

2.5.1.3. Hidroliza

IzvrSena su mnoga ispitivanja i identifikacije estara fenolnih kiselina u biljnom
materijalu, s obzirom na izuzetnu raznovrsnost ovih derivata. Hidroliza estara do
karboksilnih kiselina pojednostavljuje analizu i daje fenolni profil kiselina™*. Stepen
kiselo-bazne hidrolize glikozida zavisi od jaCine baze-kiseline, prirode Secera i
poloZaja za koji je vezan za flavonoidni nukleus. Tako se glukuronidi opiru kiseloj
hidrolizi, dok se u poredenju sa njima glukozidi brze razgraduju. Hidroliza cesto
prethodi HPLC analizi.

Postoje dva nac¢ina za hidrolizu estara, kisela hidroliza i saponifikacija. U
tre¢oj, manje primenjivanoj tehnici koriste se enzimi (esteraze), odnosno enzimska
hidroliza.

Kisela hidroliza predstavlja tretiranje uzorka sa neorganskim kiselinama, kao
Sto je HCI, u prisustvu vode ili alkohola kao rastvaraca, a na temperaturi kljucanja ili
ispod nje. Koristi se HCI koncentracije 1 - 2 mol/l, a vreme reakcije je od 30 min do 1
sata**’. Basile i sar.* preporucuju sulfatnu kiselinu koncentracije 3 mol/l, vreme
ekstrakcije 2 sata na temperaturi od 95°C. Proizvodi hidrolize imaju veoma blizak ili
prakti¢no identi¢an UV spektar.

Saponifikacija obuhvata tretiranje uzorka sa rastvorom NaOH, koncentracija
od 1 do 4 mol/l. Veéina reakcija propisuje sobnu temperaturu, a reakciono vreme
varira od 15 min do 8 dasova’®.

Enzimi (pektinaze, celulaze, amilaze) se koriste za hidrolizu veza izmedu
Se¢era 1 fenonih kiselina, uz oslobadanje fenolnih kiselina (uglavom ferulne i p-
kumarne kiseline). Slobodne kiseline se dobijaju hidrolizom veze izmedu acetalne i
hemiacetalne grupe Secera i hidroksilne grupe aromati¢nog prstena fenolnih

kiselina'**,

2.5.2. Kolorimetrijske metode za analizu fenolnih jedinjenja

Folin-Ciocalteu (FC) metodom se odreduje sadrzaj ukupnih fenola u biljnom
materijalu. Metod se zasniva na redukujucoj sposobnosti hidroksinih grupa. Folin-
Ciocalteu reagens nije specifian, jer kao i Folin-Denis reagens detektuje sve fenolne
OH grupe supstanci prisutnih u ekstraktima, ukljucuju¢i i one koji se nalaze u
ekstraktibilnim proteinima'®. FC predstavlja pobolj$anu i unapredenu verziju Folin-
Denis testa, jer manje interferira sa nefenolnim jedinjenjima od originalnog metoda.

Originalni FC metod potice iz 1927. godine, od hemijske metode kojom se
odreduje sadzaj tirozina'® Metoda se sastoji u oksidaciji fenola sa molibdo-
volframatskim reagensom uz formiranje obojenog proizvoda koji ima apsorpcioni
maksimum na talasnoj duzini 745-750 nm.

Mo(VI) zut + ¢ - Mo(V) plav

Reakcija je spora i u kiseloj sredini nedovoljno specifi¢na, pa su Singleton i
Rossi 1965.*° godine razvili FC metod sa molibdo-fosfo-volframatskim
heteropolianjon reagesom koji je specifiniji za fenole i daje obojeni proizvod na 765
nm. Odredivanje se sastoji u formiranju polimernog jona sa fosfor-molibdatskom
(HsPMo01204) i fosforo-volframatovom (HsPW1,04) kiselinom. Polifenolna
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jedinjenja se oksiduju ovim reagensom, a sam reagens se redukuje u smesu volfram-
oksida (WgO23) i molibden-oksida (MogO,3). Stvorena hromofora postaje intezivno
plave boje, a intezitet obojenosti je srazmeran koncentraciji polifenolnih supstanci.
Struktura kompleksa jos uvek nije tatno odredena, a mehanizam same reakcije nije
dovoljno razjasnjen.

Uslovi koji obezbeduju pouzdanost i ponovljivost rezultata analize su:
odgovarajuci odnos alkalija i FC reagensa, optimalno reakciono vreme i temperatura,
odredivanje na talasnoj duzini od 765 nm 1 upotreba galne kiseline kao standarda’®®.

Obrazovanje kompleksa fenolnih jedinjenja i Al(Ill)-jona se Koristi za
spektrofotometrijska odredivanja ukupne kafene kiseline, flavonoida i tanina. Jedna
od modifikacija alumunijum(lil)-hlorid odredivanja predstavlja reakciju fenola
sadrzanih u ekstraktu sa natrijum-nitritom, pra¢enu formiranjem flavonoid-
aluminijum kompleksa (slika 8).

Al+

AI'/O

2+

Slika 8. Obrazovanje kompleksa kvercetina sa aluminijumom

Vanilin test se ¢esto koristi za odredivanje kondenzovanih tanina, zbog svoje
osetljivosti, specifi¢nosti i jednostavnosti**’. Vanilin reaguje samo sa flavan-3-olima,
ili sa terminalnim grupama proantocijanidina. Metoda je osetljiva i specifi¢na za
flavan-3-ole, dihidrohalkone i proantocijanidine'*®. Prednost u odnosu na redoks
metode (FC metod), koje detektuju sve prisutne fenolne grupe, ogleda se u
specifi¢nosti u odnosu na mali broj flavanola 1 dihidrohalkona koji imaju jednostruku
vezu u poziciji C-2, C-3 i slobodnu meta orijentisanu hidroksilnu grupu na prstenu
B0 Ova metoda kombinovana sa kiselim butanolnim odredivanjem, obezbeduje
definisanje stepena polimerizacije, i ve¢ dugo se Kkoristi kao standardna
kolorimetrijska metoda za odredivanje flavanola®™.

Mehanizam hemijske reakcije je prikazan na slici 9. Za uspeh reakcije je od
znacaja primenjeni rastvara¢, priroda i koncentracija kiseline, vreme i temperatura
reakcije, kao i tip referentnog standarda®®. Najcesée se kao standard koristi katehin,
lako neki autori preporucuju upotrebu unutrasnjeg standarda, precis¢enog tanina iz
materijala koji se ispituje, na isti nagin kao kod kiselog butanolnog testa**. Druga
osobina je da je ovaj test nedovoljno specifican, tako da ¢e svaki pogodno
supstituisani monomerni flavanol reagovati primenom ove metode?®.
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o~ Crvena boja

Slika 9. Hemijske reakcije vanilin testa za kondenzovane tanine

Vrh strelice oznacava drugo potencijalno mesto vezivanja (slika 9). Reaktivnost
proantocijanidina (PA) sa molekulima od bioloskog znacaja ima znac¢ajne nutritivne i
fizioloske posledice. Brojne fenolne hidroksilne grupe vode ka fomiranju kompleksa
sa proteinima, metalnim jonima i drugim molekulima, kao $to su polisaharidi'®.
Proantocijanidini

Kiseli butanolni test se koristi za odredivanje sadrzaja kondenzovanih tanina
(proantocijanidina - PA)™. lako je test jednostavan, daje dobru indikaciju na
prisustvo kondenzovanih tanina, putem kiselo-katalizovane depolimerizacije
kondenzovanih tanina i dobijanja crvenih pigmenata antocijanidina (slika 10).
Preciznost reakcije zavisi od vise faktora. Hemijske karakteristike tanina, kao Sto su
broj i1 poloZaj OH grupa i interflavanska veza, kao i na¢in oksidacije, uti¢u na intezitet
boje. Prisustvo vode u reakcionoj smesi zna¢ajno smanjuje intenzitet boje i treba je
ukloniti pre odredivanja. Nezavisnost rezultata od temperature se obezbeduje
termostatiranjem reagenasa, standarda i uzorka na vodenom kupatilu (30°C), pre
pocetka rada. Utvrdeno je da jon Fe** predstavlja najjefikasniji prelazni metal koji
katalizuje formiranje boje u butanol-HCI reakciji. Idealan odnos reagenasa koji se
dodaju uzorku je kiselina : butanol = 6 : 1. Izbor standarda predstavlja problem zbog
raznovrsnosti kondenzovanih tanina i nedostataka prikladnih standarda za njihovu
kvantifikaciju. Da bi se minimizirao problem koriS¢enja neprikladnog standarda,
preporucuje se upotreba standarda izolovanog iz biljnog materijala%. Najveca tacnost
se postize kada su prisutne polimerne interflavanske strukture. Treba napomenuti da
pri ovom odredivanju hidrolizovani tanini ne reaguju.

OH 3 Ar
AN
— R,

Butanol, 100°C L
Antocijanidin

OH (0] Ar

OH
R1
Slika 10. Hemijske reakcije kiselog butanolnog testa
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Reakcija obuhvata oksidaciju, a terminalna jedinica ne daje obojeni
antocijanidin.

Sephadex se koristi za razdvajanje nepolimernih i polimernih fenola (tanini).
Jednostavnim hromatografskim metodom (hromatografija u koloni) upotrebom
Sephadex LH-20 nepolimerni fenoli se eluiraju sa gela 95% etanolom. Naknadnim
eluiranjem sa 50% acetonom se kvantitativno dobijaju polimerni fenoli.

2.5.3. HPLC analiza

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC), odnosno te¢na hromatografija pod
visokom pritiskom je jedna od najvise koriS¢enih metoda za analizu biljnih fenola™®.
HPLC tehnika se siroko Koristi, kako za razdvajanje, tako i za odredivanje fenolnih
komponenti. HPLC kombinuje prednosti simultane separacije i u veéini slucajeva
kvantifikacije bez prethodne derivatizacije.

Fenolne materije se obi¢no analiziraju koriS¢enjem razlicitih vrsta detektora,
kao §to su: UV-VIS detektori sa fotodiodnim nizom (PDA), diodnim nizom (DAD),
kao i UV fluorescentni detektori. Intezivna upotreba detektori sa fotodidodnim nizom
se moze pripisati sposobnos¢u dobijanja jedno-linijskog spektra bez primene tehnika
za zaustavljanje protoka. Fluoroscentna detekcija doprinosi senzitivnosti i
selektivnosti analize flavonoida. Romani i sar.®® su poredili ta¢nost koju pruZaju
razliCite vrste detektora, pulsni voltametrijski, amperometrijski biosenzorni i DAD.
Utvrdena je prednost HPLC/DAD tehnike u pogledu preciznosti i ta¢nosti odredivanja
fenolnih materija. Primena DAD detektora obezbeduje skeniranje celog UV-VIS
podrucja od 210 do 650 nm. Za odredivanje prirodnih proizvoda je od velikog znacaja
razli¢itost njihovih maksimuma apsorpcije. Antocijanidini i antocijanini se odreduju u
rasponu talasnih duzina od 515 do 520 nm, dok se za glikozide flavanona koristi
talasna duzina od 280 nm, a 313 nm za polimetoksilovane flavone. Flavonoidi se
generalno detektuju izmedu 245 i 350 nm. Za HPLC analizu aglikona flavonoida je
neophodno prethodno izvrsiti kiselu hidrolizu™’.

Uslovi odredivanja i primenjene mobilne faze su razli¢ite za odredivanje
antocijanina, flavonona, flavanola, flavan-3-ola, flavona, proantocijanidina i fenolnih
kiselina*®®. U tabeli 6 su date neke od HPLC metoda za odredivanje razliitih klasa
fenolnih materija u hrani.

HPLC/masena spektrometrija (MS), obezbeduje obilje podataka o strukturi
supstanci*®® uz dobro razdvajanje i osetljivost'®®. Ova tehnika se koristi i za strukturno
odredivanje fenolnih komponenti'?’. Potencijal LC/MS odredivanja katehina u ¢aju i
bioloskim matriksima je veliki, s obzirom na veliku selektivnost koju obezbeduje
maseni spektrometar kao detektor. Medutim, ovaj metod ima i neka ogranicenja
prilikom analize supstanci kao $to su: kori$¢enje smesSe prethodno frakcionisanih
katehina za analizu, nisku osetljivost (~5-30 mg analita neophodnih za analizu),
nemoguénost razdvajanja 1 analize (-)-galokatehin galata, strukturnog
diastereoizomera jednog od najvise proucavanih  katehina, (—)-epigalokatehin
galata'®®. Glikolizidi flavonoida se mogu odrediti nedestruktivnim pristupom uz
primenu ove tehnike.
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Tabela 6. HPLC procedure za odredivane razli¢itih klasa fenolnih materija u hrani

Hrana Zuti i zeleni francuski Propolis Kikiriki
grasSak
Fenolne Flavoni i flavonoli Fenolne kiseline, Rezveratrol
materije flavoni,
flavanoni, flavanoli
Priprema Ekstrakcija hloroformom, Rastvaranje u etanolu, Ekstrakcija 80% etanolom,
uzorka uklanjanje hloroforma i alkalna hidroliza, centrifugiranje, semi-
karotenoida, susenje, acidifikacija, ektrakcija  purifikacija Al,O; : silika
ekstrakcija 70% fenolnih materija etil gel 60Ryg (1:1)
metanolom, uparavanje acetatom, uparavanje,
metanola, preci§¢avanje rastvaranje u etanolu
fenolnih materija
upotrebom poliamidnih
ketridza, filtracija
Staciona- LiChrospher 100 RP-18 Lichrosorb RP18 (200 x RP Vydac Cig (150 x 4,5
rna faza (250 x 4,5 mm), 3 mm, 7 um) kuplovana mm)
kuplovana sa sa Cyg pretkolonom
pretkolonim (4 x 4
mm) pakovana sa
istom stacionarnom
fazom
Mobilna (A) Acetonitril; (B) 2% a) H,OsapH 2,6 (A) Acetonitril; (B) 0,1%
faza acetatna kiselina u vodi; podeSenim dodavanjem  TFA (trifluoracetatna
gradijent: 10-30% A u B, H3PO,; (B) acetonitril; kiselina); gradijent: 0% A u
0-35 min; 30-45% A u gradijent: 0-9% B u A, B, 0-1 min; 0-15% A u B,
B, 35-37 min; 45% A u 0-12 min; 9-13% B u 1-3 min; 15-27% A u B,
B, 37-42 min; 45-10% A A, 12-20 min; 13-40% 3-23 min; 27-100% A u B,
u B, 42—44 min B u A, 2040 min; 40— 23-28 min
70% B u A, 40-60 min;
70% B u A, 60-85 min
Referenca  **Hempel i Bohm, 1996.  '® Siess i sar., 1996. 815anders i sar., 2000.

2.6. METODE ODREPIVANJA EPR TEHNIKOM

2.6.1. DPPH radikali

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal predstavlja stabilni organski
azotov radikal, kao 1 jedan od najviSe koriS¢enih primarnih standarda u EPR
spektrometriji*®*. Poznato je da DPPH reaguje sa merkaptanima, aminima, fenolima,
kiselinama, aromati¢nim ugljovodonicima, $to se u velikoj meri koristi u analitickoj
praksi za titrimetrijsko kvantitativno i semi-kvantitativno odredivanje ovih supstanci.
Pored toga, DPPH ima primenu i kao "skevendzer” slobodnih radikala*®'®, kao i za
odredivanje efikasnosti (G-vrednosti) greSaka nastalih u ¢vrstoj fazi nakon primene
visoko-energetskog zraenja. Upotreba DPPH za ispitivanje kapacita prirodnih
antioksidanasa za "skevendzing” slobodnih radikala, predlozen je od strane Blois-a*®’
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1958. godine. Za razliku od slobodnih radikala generisanih u laboratoriji, kao §to su
superoksidni i hidroksi, upotreba stabilnih slobodnih radikala ima prednost, jer nije
pod uticajem sporednih reakcija, kao §to je helatiziranje sa metalima i enzimska
inhibicija, koju izazivaju aditivi. Redukcija DPPH radikala se obi¢no prati merenjem
intenziteta EPR signala. Struktura DPPH radikala je ilustrovana reakcijom DPPH sa
antioksidansima i prikazana je na slici 11.

O;N O;N
)
N—N NO, + antioksidans — » N—N NO, + Pproizvod
o 5 o

Slika 11. Struktura DPPH i mehanizam reakcije sa antioksidansima

Antioksidansi razli¢itim hemijskim transformacijama redukuju stabilne DPPH
radikale u DPPH-H slede¢im reakcionim mehanizmom:

DPPH' + AH — DPPH-H + A’

Hemijske promene prikazane hemijskom reakcijom se mogu odrediti
spektrofotometrijski ili EPR spektrometrijski, direktnim merenjem koncentracije
DPPH radikala.

2.6.2. Hidroksi radikali

U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti EPR tehnikom u odnosu na
hidroksi radikale, primenjuje se Fenton-ov reakcioni sistem za generisanje ovih
radikala:

Fe®* +H,0, —» Fe* + "OH + OH

Nastali reaktivni ‘OH radikali u prisustvu spin trapa DMPO (5,5-dimetil-
pirolin-N-oksid), (formiraju stabilne nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH spin
adukte (slika 12).

+ OH —> CH3—C C—H

C—H
= e@/ on
5 o

CH;—C
3 S

Slika 12. Formiranje hidroksi adukta sa DMPO

Stabilni DMPO-OH spin adukti imaju relativno dugo vreme Zivota, pa su
pogodni za detekciju EPR tehnikom.
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2.6.3. Superoksidni anjon radikali

Spin trap DMPO se koristi ve¢ duze vreme za vezivanje kiseonika u bioloskim
sistemima. Glavni nedostatak ovog spin trapa je Sto se DMPO superoksidni adukt
(DMPO/OOH) spontano i brzo razgraduje do DMPO hidroksilnog adukta
(DMPO/OH) i kao proizvod nastaje superoksidni anjon radikal*®. Istrazivanja su
pokazala da su odredivanja superoksida EPR tehnikom uz upotrebu spin trapa DMPO
ogranicana zbog veoma kratkog vremena poluzivota superoksidnog spin adukta
DMPO/OOH (50 s na pH vrednosti 7)'%°. Da bi se prevazisao ovaj problem, koristi se
fosforilovan analog DMPO koji se oznacava kao DEPMPO (5-(dietoksifosforil)-5-
metil-1-pirolin-N-oksid). Za razliku od DMPO/OOH, DEPMPO superoksidni adukt
(DEPMPO/OOH) se ne razgraduje do DEPMPO/OH. Spin trap DEPMPO stvara
superoksidni adukt koji ima poluvreme Zivota od skoro 15 minuta'”. Superoksidni
anjon radikali generisani hipoksantin/ksantin-oksidaza sistemom (HX/XO), reaguju sa
spin trapom DEPMPO i formiraju DEPMPO/OOH adukte (slika 13).

‘(‘3 o)
I
CH3CH,C—C C—H o0 —> CH3CH,C— —H
N7 2 e S
ChCH=¢ CHiCH—C ' OOH
o

O

Slika 13. Formiranje superoksid adukta sa DEPMPO
2.6.4. Kapacitet uklanjanja lipidne peroksidacije

Reaktivne kiseoni¢ne vrste sposobne su da indukuju lipidnu peroksidaciju.
Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloskim membranama dovodi do gubitka
fluidnosti, opadanja vrednosti membranskog potencijala, povecanja permeabilnosti
prema H" i drugim jonima, pa moZe dovesti do rupture Celije i otpustanja njenog
sadrzaja*®. Aktivnost antioksidanasa u prevenciji i/ili otklanjanju lipidne peroksidacije
lipozoma testira se upotrebom Fenton-ove reakcije u cilju stvaranja ‘OH radikala. Ovi
radikali mogu efikasno da izazovu peroksidaciju.

EPR tehnika i membranska spin proba 7-doksilstearat (2-(5-karboksipentil)-2-
andecil-4,4-dimetiloksazolidin-3-oksildimetiloksazolidin-3-oksil), odnosno (7-DS)

(slika 14) se koristi za procenu smanjenja membranske fluidnosti'’.

0] N—O \
OH
CHs3
CH3

Slika 14. Struktura 7-DS
2.6.5. Organski hidrofilni radikali

ROS moze da reaguje sa biomolekulima i formira organske hidrofilne
radikale. Zato je potrebno ispitati sposobnost uklanjanja ovakvih reaktivnih vrsta. Kao
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model komponenta za ispitivanje organskih radikala koristi se hidrofilna spin proba
(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on), odnosno Tempon (slika 15).

O

CHj3 N CH3
CH; | CHs
O .

Slika 15. Struktura Tempon-a

Ova metoda je sli¢na nespecificnoj spektrofotometrijskoj metodi koja se Cesto
koristi za odredivanje antioksidativne aktivnosti nekih supstanci i ekstrakata u kojoj se
prate promene UV/VIS spektra. Medutim, EPR metoda daje znatno preciznije
rezultate’’®. Antioksidativni kapacitet se odreduje merenjem smanjenja amplitude
signala Tempon-a koji izazivaju ekstrakti u odnosu na amplitudu signala netretiranog
uzorka. Za Tempon je poznato da se pozicionira iskljuivo sa spolja$nje strane
membrane. Kompleksna kinetika redukcije Tempon-a pokazuje da membrana
poseduje sistem za istovremenu proizvodnju superoksid i hidroksi radikala.

2.6.6. Protektivni efekat u odnosu na UV zracenje

Koncentracija slobodnih radikala se povecava primenom zracenja (UV ili
jonizujuéeg) ili stabilizacijom na niskim temperaturama'’®, Tako UV radijacija moze
da izazove stvaranje ‘OH od vode i ‘O, iz rastvorenog kiseonika u vodenim
rastvorima’’*. Starenje koze, kao i razvoj nekih bolesti koZe (melanom) je u korelaciji
sa neizbalansiranim stvaranjem slobodnih radikala u c¢elijama koze. Jurkiewicz i
Buettnert'™ su utvrdili upotrebom EPR spin trap tehnike in situ spin trap adukt, nakon
izlaganja UV radijaciji koze coveka. Istrazivanje potencijalnih UV-protektivnih
komponenti 1 smeSa je od velikog znacaja. Protektivni kapacitet se moZe ispitati
sposobno§¢u antioksidanasa da otklone slobodne radikale ('OH i ‘Oy) iz vodenih
rastvora, koji su izloZzeni UV zraenju.

2.7. ERITROCITI KAO MODELI ZA ISPITIVANJE STEPENA OKSIDATIVNOG
OSTECENJA

Kod nekih patofizioloskih stanja eritrociti su izloZeni povecenom sadrZaju
vodonik peroksida. Tako u slucaju protromboze, H,O, nastaje aktiviranjem
leukocita’® i krvnih plo¢ica’’. Visoke doze ROS-a stvaraju se tokom infekcija’®,
imunog  odgovora organizma, upalal”®, auto-imunih bolesti® i stanja
ishemije/reperfuzije’®. Vodonik peroksid moze proéi éelijske membrane sa susednih
tkiva u kojima se deSava neki patoloski proces oksidativnog napada i/ili su
mitohondrije oStecene i dospeti u krv?®.

Eritrociti su kontinualno izlozeni dejstvu velikih koncentracija kiseonika, kao i
Cestim varijacijama u pritisku kiseonika, a kako hemoglobin sadrzi gvozde, moze
podleéi oksidativnom stresu kroz Fenton-ovu, Haber-Weiss-ovu®® i druge reakcije,
kao §to je auto-oksidacija hemoglobina™®*. Zbog ovih intracelularnih faktora, eritrociti
su opremljeni specificnim antioksidativnim sistemom sastavljenim od glutation-
peroksidaze i katalaze'®® koji uklanjaju vodonik peroksid i superoksid dismutazu koja
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dizmutira superoksid. Kao posledica toga, glavna meta za egzogeni H,O, u
peroksidima nije intracelularni deo eritrocita, ve¢ pre svega membrana. lako vodonik
peroksid moze pro¢i membranu, moze reagovati i sa mastima, izazivajuci
peroksidaciju i oksidativno oSteCenje. Smatra se da H,O, izaziva smanjenje
membranske fluidnosti'®®. Oste¢enje membrane eritrocita se moze odraziti kao
nedostatak nekih celularnih konstituenasa'®’, kao $to je K*. U finalnom stadijumu
oStecenja, eritrociti ¢e podle¢i hemolizi, $to se detektuje prisustvom hemoglobina i
dezoksihemoglobina u plazmi.

Pored direktnog interesovanja za ispitivanje efekata izazvanih H,O, na
eritrocitima kao glavnim nosiocima kiseonika, kao i razvojem preparata za
antioksidativnu odbranu, eritrociti se intezivno koriste i za ispitivanje oksidativnog
ostecenja, sa posebnim naglaskom na osteéenje Celijske membrane’®. Dobijeni
rezultati u ispitivanju antioksidativnog ostecenja izazvanog na membranama eritrocita
se mogu iskoristiti za razumevanje procesa koji se deSavaju na membranama c¢elija
drugih organizama. Ukoliko su antioksidansi sposobni da zastite membranu eritrocita,
mogu da zastite i1 druga tkiva.

2.8. TEST VIJABILNOSTI (MTT)

MTT test je je laboratorijski test i standardni kololorimetrijski metod
odredivanja prezivljavanja i proliferacije Celija sisara. Koristi se zuta tetrazolijum so
MTT  [3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-dipfeniltetrazolijum-bromid], koju u fazi
proliferacije metaboli¢ki razgraduje mitohondrijska sukcinat dehidrogenaza, dajuci
ljubicasti formazonski proizvod (slika 16). Na taj nac¢in se detektuje aktivnost enzima
u redukciji MTT-a do formazona'®®.

N—N mitohondrijska
/\N® S CH;, reduktaza
A . CHj

CH3
CH3

Slika 16. Redukcija MTT-a do formazona

MTT test se koristiti i za odredivanje citotoksi¢nosti potencijalnih medicinskih
agenasa 1 drugih toksi¢nih materijala. Povecanje Ccelijske toksiCnosti rezultuje
metabolickom disfunkcijom koja se ogleda opadanjem vrednosti u testu. Ovaj test
detektuje zive, a ne mrtve Celije, a generisani signal zavisi od stepena aktivacije ¢elija.

Glavne prednosti kolorimetrijskog odredivanja su brzina, preciznost i odsustvo
primene radioizotopa. Tokom rada se ne vrsi ispiranje. Efekat testa je posebno
naglasen u prisustvu fetalnog seruma goveceta. Da bi se povecala rastvorljivost
nerastvornog ljubiCastog proizvoda (formazona), dodaje se solubilizirajuéi rastvor,
obi¢no dimetil sulfoksid (DMSO), acidifikovani etanolni rastvor ili rastvor
deterdzenta (natrijum-dodecil sulfata u razblazenoj hloridnoj kiselini), pri ¢emu
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formazon prelazi u obojeni rastvor. Apsorbancija ovog obojenog rastvora se meri na
spektrofotometru (obicno izmedu 500 1 600 nm) ili ELISA citacu.

2.9. METODA ZA ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Disk difuzioni metod karakteriSe jednostavnost, osetljivost, efikasnost i
pouzdanost'*’. Precnik inhibicije je direktno proporcionalan koncentraciji antibiotika.
Primena ove metode je moguca za ispitivanje antimikrobne aktivnosti razlicitih
ekstrakata, a ne samo antibiotika.

2.10. Castanea sativa Mill.

Evropski pitomi kesten (lat. Castanea sativa Miller) je drvo iz porodice bukvi
(Fagaceae), u kojoj se nalaze bukva i hrast.

2.10.1. Botanicki opis

Sirine 3-6 cm, s istaknutim zilama sa donje strane.
Prasni¢ki cvetovi stoje u zuckastim ¢upercima u grupama od po
3 ili vise, i formiraju 10-30 cm duge uspravne i isprekidane rese.

Tuckovi cvetova, koji su obavijeni zelenkastom opnom, stoje u r 7

Vrste iz ove porodice su Sumsko drvece, sa jednostavnim,
naizmeni¢no poredanim listovima i cvetovima koji su
obi¢no skupljeni u rese. Semenke nekih vrsta su jestive i
bogate hranjivim materijama, i1 koriste se u ishrani jo§ od
davnih vremena. Pitomi kesten je listopadno drvo visine
20-30 m, sa obimom stabla i do 2 m. Kros$nja je gusta i
dobro razvijena, a dostize starost i do 500 godina. Kora
drveta je glatka, crvenkastosive do sivocrne boje
Listovi su naizmeni¢ni, duguljasto lancetasti, krupno
nazubljeni, duzine peteljke do 5 cm, duzine 10-30 cm i

zajednickoj kupoli, i obi¢no se razvijaju u tri ploda, retko kao “ '\1\“&%_& e

jedan. Kesten se oprasuje vetrom ili pomocéu insekata, u sl

zavisnosti od vlaznosti vazduha. Velicina zrna polena je mala
(14-18 pm), sto omogucava da se polen transportuje do

udaljenosti od 100 km'*?,

polukruglasti ili zaobljeno pljosnati.

JezZevice su loptaste, koZaste 1 gusto pokrivene igli¢astim
bodljama, opadaju u oktobru. Masa ploda iznosi 10-25 g, a
od 1 do 3 ploda se nalazi u jezevici**. Plodovi pitomog
kestena su veliko skrobno orasasto voce, pokriveni
kozastom, tamnosmedom, sjajnom,  adstrigentnom
membranom nazvanom pelikula. Debljina varira od tanke
kao papir do relativno tankog drvenastog tkiva, a plodovi su
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Ponekad pelikula ulazi unutar mesa i1 cepa kotiledone, Sto
otezava ljuStenje. Veli¢ina ploda, stepen odvajanja jezevice
od ljuske, lako¢a odvajanja ljuske i pelikula, kao i aroma,
veoma su vazni parametri kvaliteta ploda. Kesten je seme,
koje se gaji kao drvo. Kestenovo drvo moze godisnje da
rodi do 200 kg plodova. Koristi se u kuvanom (pe¢enom)
=3 # obliku, a ima primenu i u kondltorskm industriji.
Od kestena se pravi delikates "marrone glace :
koji je skuplji od cokolade. Kesten se suSi i g
proizvodi se braSno od kestena. Veoma je
zna€ajna namirnica u Kini, Japanu 1 Severnoj
Evropi, pa ga zato zovu “hlebno drvo™®.
Naziv kesten je dobio po mestu Kastano u
Grekoj'®. Smatra se da je postojbina pitomog
kestena Mala Azija, a u Evropu je prenet jos u
V. veku p.n.e., prvo u Gréku, a zatim u Italiju 1
épaniju__.

¥ U Aziji se japanski kesten C. crenata gaji jos od XI veka,
- dok se kineski kesten C. molissima gaji od pre 6.000
4 godina. U Evropi raste kao samoniklo Sumsko drvo ili kao
kultivisan, pa se pretpostavlja da je kesten u Evropi
4 autohton'®®, a najvide je rasprostranjen u Sredozemlju.
,‘,‘" Postoji drvo veoma slicnog imena i ploda kao pitomi
kesten, koje Cesto izaziva zabunu. Radi se o tzv. divljem
h %' kestenu (lat. Aesculus hippocastanum) koji botanicki nije
1&-‘ srodan pitomom kestenu, a plodovi nemaju prijatan ukus i
nisu jestivi.

b

Fenski

muski cvet

zenski cvet

resa (muski cvetovi)

Slika 17. lzgled cveta kestena

U tabeli 7 su dati taksonomski podaci vezani za kesten.
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Tabela 7. Taksonomija C. sativa

Carstvo Plantae Biljno

Potcarstvo Tracheobionta vaskularne biljke
Superodeljak  Spermatophyta semenjace
Odeljak Magnoliophyta cvetnice

Klasa Magnoliopsida dikotiledone biljke
Potklasa Hamamelididae

Red Fagales

Familija Fagaceae familija bukvi

Rod Castanea Mill. kesten

Vrsta Castanea sativa Mill. evropski kesten

Kesten pripada rodu Castanea sa 9 vrsti (tabela 8), od kojih su cetiri
komercijalno najvaznije: C. sativa, C. dentata, C. molissima i C. crenata™’ (slika 18).

Tabela 8. Vrste roda Castanea

Vrste

Castanea alnifolia
Castanea crenata
Castanea dentata
Castanea henryi
Castanea mollissima
Castanea ozarkensis
Castanea pumila
Castanea sativa
Castanea seguinii

japanski kesten
americki kesten
henrijev kesten
kineski kesten

evropski kesten

2.10.2. NajvaZnije sorte

Castanea crenata

Japanski kesten je prirodno nastanjen u Japanu, Kini i Koreji, manje je
bujnosti, ali je krupniji od evropskog. Drvo raste do 15 m visine. Rezisentno je na
veéinu poznatih biljnih bolesti, medutim ukus ploda je inferiorniji u odnosu na druge
sorte. Drvo je manje visine u odnosu na C. dentata, sa veli¢inom ploda koja se nalazi
izmedu C. dentata i C. sativa. Plod je veliki i sa grubom teksturom. Poseduje izvesno
pomanjkanje ukusa u odnosu na druge vrste kestena. Razvijeno je nekoliko varijeteta,

198

a samo drvo po svojoj teksturi i formi nije zadovoljavajuée za proizvodnju drveta™™".
U tabeli 9 su date karakteristike najvaznijih sorti kestena.
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Tabela 9. Osobine sorti kestena

Vrsta Uobicajeno ime Visina (m) Velicina  Aroma  Rezistentnost

jezgra jezgra na
Cryphonectria
parasitica

C. crenata japanski kesten 12-18 varira losa srednja

C. dentata americki kesten 18-30 mala izvrsna losa

C. molissima  kineski kesten 9-15 srednja dobra veoma visoka

C. sativa evropski kesten 18-24 velika dobra veoma niska

Castanea dentata

Americki kesten je nastanjen u Apackim planinama od drzava Dzordzija i
Mejn do Micigena u Americi. Dostize visinu od 30 m, obim drveta 80-150 cm. Jezgra
su mala i porkrivena tankom, svetlom paperjastom opnom (77 jezgara/kg). U jezevici
ih ima 2-3. Osetljiv je prema endotivnhom raku kore kestena - Cryphonectria
parasitica (raniji naziv Endothia parasitica), dok je otporan prema korenastoj gljivi,
mastiljavoj bolesti (Phytophtora cambivora). Plod je sladi i sa finijjom strukturom u

odnosu na C. crenata®®.

X J

Ameri¢ki - Kkineski — japanski -  evropski

Slika 18. Izgled ploda razli¢itih vrsti kestena

Castanea molissima

Kineski kesten raste u Kini i Koreji, najnize je drvo roda Castanea, dostize
visinu do 12 m. Prirodno je nastanjen u severnoj i zapadnoj Kini. Srednje veli¢ine
jezgra (66 jezgara/kg), dobrog kvaliteta. Daje plodove u ranoj dobi (trogodiSnje), a
plodovi su ukusniji od ostalih vrsta. Najrezistentnije je vrsta u odnosu na
Cryphonectria parasitica i Phytophtora cambivora®®.
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Castanea sativa

Evropski kesten prirodno raste u planinskim predelima zapadne Azije, Evrope
i Severne Afrike. Jako je tolerantan na uslove gajenja i kada uslovi nisu adekvatni.
Plod je znatno veéi od americkog kestena. Kvalitet orasice se jako razlikuje, u
zavisnosti od varijeteta.

Pored distih vrsta, gaje se 1 pojedini hibridi razli¢itih vrsta. Medu pojedinim
vrstama i kultivarima postoje razlike u prinosu, nutritivnoj vrednosti, kao i drugim
osobinama. Marun je velika, oplemenjena sorta pitomog kestena nastala
kalemljenjem plemkama maruna. U Hrvatskoj ga ima mnogo po obroncima Ucke,
najvi$e u okolini Lovrana i Opatije, pa se u ovim krajevima jo$ naziva i "lovranski
marun"?®’, Za lovranski marun se smatra da je dobijen ukritanjem divljeg kestena i
sadnica koje su lovranski mornari doneli iz neke od zemalja Dalekog istoka,
najverovatnije Japana. Marun je izgledom veci, svetlije ljuske, koja se lako odvaja, i
sladi je od obi¢nog kestena. U Italiji su maruni posebna sorta, sa plodovima odli¢nog
kvaliteta, ¢ija su stabla jako zahtevna i manje produktivna u odnosu na "obi¢ne" vrste
kestena.

Kesten ima izuzetne hortikulturne mogucnosti za proizvodnju jestivog
orasastog voca Castanea vrste. Pored toga, predstavlja izvor drveta i drugih Sumskih
proizvoda vaznih za zaStitu ¢ovekove sredine, kao $to su uredenje prostora i zaStitu
zemljista od erozije.

Vrste koje se koriste za jelo su:

e C. sativa (evropski = Spanski = slatki kesten);
e C. mollisima, najvaznija vrsta za proizvodnju plodova;
e C. crenata, koji daje velike plodove.

Svetska godisnja proizvodnja kestena iznosi 540.000 t. Najvecu proizvodnju
kestena u svetu imaju Juzna Koreja 119.790 t (C. crenata) i Kina 118.000 t (C.
mollisima). U Evropi su najveci proizvodaci: Italija sa 78.420 t, zatim Turska 70.000
t, Portugalija 20.000 t i Francuska 12.600 t**.

2.10.3. Hemijski sastav

Plod kestena kao hrana ima visoku energetsku vrednost (200 kcal/100 g
pe€enog kestena). Medutim, to je i dalje mnogo nizi sadrzaj kalorija u odnosu na
drugo suvo oraSasto voce, koje sadrzi oko 600 kcal/100 gzoz. Plodovi oraha, lesnika i
badema, kao glavni sastojak imaju masno ulje, dok je glavni sastojak kestena skrob.
Pored toga, u kestenu ima Secera, blizu 4% proteina, oko 2% masti, a svega oko 5
mg% vitamina C.

Za razliku od vecine voca koja daju pulpu (jabuke, kajsije), sadrzaj vode u
kestenu je nizak, iznosi 52,9% u sveZzem i 10% u suvom kestenu, dok je sadrzaj vode
u jabuci 84,8% (tabela 10). Svez kesten ima visoku energetsku vrednost (160 kcal/100
g), zadovoljavajuci sadrzaj hranljivih vlakana (7-8%), izuzetan sadrzaj ugljenih
hidrata (oko 35%), visok sadrzaj proteina i nizak sadrzaj masti*®,
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Tabela 10. Hemijski sastav ploda kestena

Komponenta Sirov Suv  Pefen Kuvan Brasno
Jestivi deo (%) 81 100 82 88 100
Voda (%) 52,9 10,1 424 63,3 114
Energetska vrednost  (kcal/100g) 160 287 200 120 343
Hranljivi elementi (/100 g)

Ugljeni hidrati 34,0 57,8 39 24,4 63,3
Seceri 9,6 16,1 10,7 7,5 23,6
Skrob 24,4 41,7 28,3 16,9 40
Hranljiva vlakna (9/100 g)

Ukupna 7,3 13,8 8,3 5,4 14,2
Rastvorljiva 0,6 1,1 0,7 0,6 1
Nerastvorljiva 6,7 12,7 7,6 4,8 13,2
Proteini (g/100 g) 3,2 6 3,7 2,5 6,1
Masti  (g/100 g) 1,8 3,4 2,4 1,3 3,7

Sadrzaj ugljenih hidrata (Secera i skroba), dominira u odnosu na druge
hranjive sastojke (34 g/100 g). Skrob je prisutan u znacajnom iznosu (24,4 g/100g),
Sto ga u poredenju sa sirovim krompirom (15,9 g/100 g) i pasuljem (19,5 g/100 g),
&ini glavnim izvorom skroba u ishrani®®. Upotreba kestena je znatno manja u odnosu
na krompir, pasulj i druge mahunarke. Kako ugljene hidrate kestena uglavnom c¢ine
polisaharidi (skrob se razgraduje do glukoze pre nego $to se asimiliara), to ograni¢ava
upotrebu jednostavnih Secera, posebno saharoze, na 7-8% ukupnog energetskog
unosa. Zbog toga je kesten izvrstan izvor energije, pogotovo kod stanja iscrpljenosti i
stresa, a ne preporucuje se dijabetiCarima. Alergije na laktozu, narocito kod dece, su
sve GeSée, pa se kao alternativno reSenje preporutuje kestenovo bra§no®®.
Monosaharidi daju kestenu karakteristi¢an sladak ukus. Generalno, voc¢e sa visokim
sadrZzajem skroba zahteva pecenje ili kuvanje, da bi tekstura i aroma dosli do punog
1zrazaja.

Biljna vlakna (7,3 g/100 g), sastoje se od nerastvornog dela, koji preovladuje u
odnosu na rastvoran. Ovaj parametar je vazan za strukturne osobine semena, koje ga
¢ine prihvatljivim za upotrebu. Vlakna se sastoje uglavnom od polisaharida koji se ne
mogu asimilirati u telu, medutim znatno pomazu u prevenciji intestinalnih problema,
dok u isto vreme snizavaju sadrzaj holesterola. Kesten je veoma lako svarljiv. Sadrzaj
proteina (3,2 g/100 g), ekvivalentan je sadrZaju proteina u mleku. Proteini su najviseg
kvaliteta, jer sadrze esencijalne amino kiseline, triptofan i lizin, kao i amino kiseline
koje sadrzi sumpor, metionin i cistin. Uporediv je sa sadrZzajem proteina u jajima, gde
je njihov odnos u idealnoj ravnotezi®®. Tako kesten izvrsno upotpunjuje one materije
koje nedostaju povréu.

Orasasto voce je izuzetno bogato u mastima, medutim kesten ima relativno
nizak sadrZzaj masti (1,8-2 g/100 g), Sto ga ¢ini idealnim za primenu u dijetama gde se
preporucuje visok sadrzaj ugljenih hidrata, a nizak sadrZzaj masti, kao 1 u cilju
smanjenja rizika nastajanja raka i kardiovaskularnih bolesti. lako je sadrzaj masti
nizak, njihov sastav je jako kvalitetan. Kesten ima nizak sadrzaj "loSih" zasi¢enih
masti 1 dosta "dobrih" nezasi¢enih masti. Ne sadrzi holesterol, a dragocen je izvor
esencijalnih masnih kiselina (posebno linolne kiseline), koja je znacajna u prevenciji
sr¢anih obolj enjaZOB.

U tabeli 11 su date nutritivne vrednosti kestena u poredenju sa jabukom.
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Tabela 11. Nutritivan sastav ploda kestena u poredenju sa jabukom
(/100 g sveze mase)

Sastojak Kesten Jabuka
Voda (%) 52,5 84,8
Proteini (Q) 2,9 0,2
Masti () 1,5 0,6
Ugljeni hidrati (g) 42,1 14,1
Tiamin ~ (mg) 0,22 0,03
Riboflavin (mg) 0,22 0,02
Niacin  (mg) 0,6 0,1
Kalcijum (mg) 27 7
Fosfor  (mg) 88 10
Gvozde (mg) 1,7 0,3
Natrijum (mg) 6 1
Kalijum (mg) 454 110

Kesten ima visok sadrzaj kalijuma, elementa koji doprinosi misi¢noj
kontrakciji i radu srca. Druge mineralne materije su prisutne u manjoj meri (kalcijum,
magnezijum, gvozde i fosfor) (tabela 12). Sadrzaj hidrosolubilnih vitamina (B i B, )
je mali.

Tabela 12. Mikroelementi kestena (mg/100 g sveze mase)

Tip K Fe Ca P Tiamin Riboflavin  Niacin  Vitamin
vitamin B;  vitamin B, A

Kesten 395 09 30 81 0,08 0,28 1,1 0

sirov

Kesten 738 19 56 131 0,2 0,5 2,1 0

suv

Kesten 847 3,2 50 164 0,2 0,4 1,0 0

brasno

Sirov oljusten kesten ima mali sadrZaj flavonoida. Sadrzaj flavonoida u
sirovom oljustenom kestenu iznosi 0,01 mg/100 g (+)-katehina i (+)-galokatehina, dok
ostali flavan-(3)-oli, (-)-epikatehin, (-)-epikatehin 3-galat, (-)-epigalokatehin i (-)-
epigalo-katehin 3-galat nisu detektovani.?’’
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2.10.4. Kesten kao lekovita biljka

U Hilandarskom medicinskom kodesku broj 517
(XV vek), koji se smatra prvim medicinskim
delom kod Srba, odnosno prvom srpskom
farmakopejom, pominje se upotreba kestena. U
delu o zaraznim bolestima se preporucuje
rekonvalescentima, da nakon zaraznih bolesti
uzimaju, radi jaanja, hranu od plodova kestena
- (1 sa limunom i pomorandZom.

Drvo, kora i jeZevica imaju visok procenat tanina, pa '
sluze kao adstrigensi i odli¢no sredstvo protiv katara f
pluc¢a. Sa 10% Vl&%@, kora drveta sadrzi oko 6,8%, a |
drvo 13,4% tanina®”®. Tonik kore C. pumila se koristi
kao okrepljuju¢e sredstvo i adstrigens®®. Od svih
domacih sirovina za dobijanje taninskog ekstrakta, |f fa!#
pitomi kesten je najekonomi¢niji, jer sadrzi najviSe [¢F &

taninskih materija**°.

o
i

Listovi i kora deluu antiinflamatorn

e 0,
k)

kao ekspektoransi i tonici®*t. Seme se
koristi u  pedijatriji za tretman
gastroenteritisa i primene dijete bez
glutena?*?. Jos se u Srednjem veku sveZe
seme koristilo za tretman sréanih

smetnji?®.

Lisée se koristi u vidu infuza,
ekstrakta i tinkture. Prikuplja se juna
I jula kada je u najboljem stanju i
susi. Moze se koristiti i sveze. Lis¢e
je bez mirisa, ali adstrigentnog
ukusa. Infuz dobijen od suvog lis¢a
(Extractum  Castanea  fluidum)
deluje efikasno na iritabilno i
ekscitiraju¢e stanje respiratornog
nerva i protiv upale grla®* 2.

U listu kestena, pored tanina ima i pektina, fitosterina, flabofena, kao i drugih

supstanci. Veoma znacajan sastojak lista je vitamin K, jer pospeSuje zaustavljanje
krvarenja®®. Lis¢e se koristiti i za tretman reumatizma, u sluaju manjih bolova u
ledima, kao i uko&enosti misiéa i zglobova. Caj od kestena je odli¢no sredstvo protiv
katara pluca 1 bronhijalne astme. Infuz od 1 kaSike suvog liS¢a i 1 dl kljucale vode se
uzima 3-5 puta dnevno, po 1 kasika. Smatra se da je velika efikasnost Caja rezultat
prisustva kodeina®?. Ekstrakti lis¢a kestena imaju osim izraZenog antibakterijskog
efekta® i dobar antioksidativni potencijal®®. Allona i sar.?!” su utvrdili antifungalnu
aktivnost kestena u odnosu na Tricoderma viride.

Isgsistujuéi lekovi;[fg biljke koje se tradicionalno koriste u Italiji za lecenje
Zivotinja®, Viegi i sar.”” navode upotrebu C. sativa u ishrani svinja, da bi one bile
robusnije i izdrzljivije.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

U okviru ove disertacije, radi ispunjavanja prethodno postavljenih zadataka,
bilo je neophodno izvrsiti karakterizaciju polaznog biljnog materija, delova ploda
kestena: oljusten kesten, tj. srz ploda, braon spoljna i crvena unutrasnja kora ploda,
ceo plod (bez jezevica), kao i drveta: lisca, rese, jezevice, stare i mlade kora stabla.
Pored toga, trebalo je raspolagati odgovaraju¢im analitickim metodama za
odredivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava dobijenih ekstakata kestena.

Iz ovih razloga istrazivanja obuhvacena ovom disertacijom su podeljena na
sledece segmente:

— dobijanje ekstrakata kestena ekstrakcijom razli¢itih delova ploda i drveta
upotrebom 50% etanola i 50% acetona kao ekstragensa, odredivanje srednjeg
pre¢nika Cestica i prinosa suvog ekstrakta, utvrdivanje hemijskog sastava,
primena standardnih spektrofotometrijskih metoda za odredivanje sadrzaja
fenolnih jedinjenja, flavonoida i kondenzovanih tanina;

— odredivanje kapaciteta ekstrakata u zastiti eritrocita od hemolize;

— kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih materija HPLC/DAD i HPLC/MS
analizom;

— EPR-a ispitanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata u odnosu na DPPH,
hidroksi i superoksid anjon radikale, kapacitet ekstrakata za uklanjanje lipidne
peroksidacije, transformaciju organskih hidrofilnih radikala, kao i
transformaciju hidroksi i superoksid anjon radikala generisanih UV zracenjem;

— uticaj ekstrakata na preveniranje/uklanjanje lipidne peroksidacije membrane
eritrocita, kao i uticaj ekstrakata na zastitu membranskog integriteta eritrocita
merenjem sadrzaja kalijuma, upotrebom EPR tehnike;

— invitro antioksidativna svojstva ekstrakata;

— ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata.

Analizom dobijenih rezultata istrazivanja izdvojeni su ekstrakti sa znacajnim
farmakoloskim delovanjem, odnosno definisan je deo pitomog kestena sa najvise
farmakoterapijskih komponenti. Pored toga, predlozen je pogodan tehnoloski
postupak za dobijanje kvalitetnog proizvoda.

3.1. DOBIJANJE I ISPITIVANJE HEMIJSKOG SASTAVA EKSTRAKATA
KESTENA

Nakon pripreme biljnog materijala, odredivanja srednjeg precnika cCestica 1

ekstrakcije, izvrSene su hemijske i instrumentalne analize dobijenih ekstrakata C.
sativa.

3.1.1. Srednji prec¢nik ¢estica i prinos suvog ekstrakta kestena

Rezultati prinosa suvog ekstrakta, za tri ispitivana kultivara kestena roda 2006.
godine su dati u tabelama 13, 14 i 15. Detaljna ispitivanja su izvrSena na pitomom
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kestenu, a za druga dva kultivara su ispitivani samo pojedini delovi ploda i drveta.
Izbor vrste 1 najpovoljnije koncentracije ekstragensa izvrSen je u skladu sa
literaturnim podacima?**%,

Tabela 13. Prinos suvog ekstrakta za pitomi kesten (rod 2006. godine)

Ekstragens

Delovi kestena 50% ac* 50% et**

Prinos suvog ekstrakta, %(m/m)
Ceo plod*** 14,94+0,086 7,09+0,091
SrZ ploda 13,70+0,075 12,79+0,092
Spoljna braon kora ploda 3,30+0,045 3,30+0,083
Crvena unutrasnja kora ploda - 6,790,077
Resa 25,09+0,939 10,04+0,046
List 19,83+0,083 4,94+0,038
Mlada kora drveta 12,48+0,079 7,840,073
Stara kora drveta 8,17+0,069 3,40+0,089
Jezevice 7,50+0,076 1,82+0,066
*ac - aceton
**et - etanol

***ceo plod — srz ploda + crvena unutrasnja + spoljna braon kora ploda

Tabela 14. Prinos suvog ekstrakta za lovranski marun (rod 2006. godine)

Ekstragens

Delovi kestena 50% ac 50% et

Prinos suvog ekstrakta, %(m/m)
Ceo plod 8,28+0,096 5,780,066
Srz ploda 15,38+0,107 5,51+0,096
Spoljna braon kora ploda 3,38+0,054 7,13+0,034
Crvena unutrasnja kora ploda 15,45+0,093 13,32+0,096
List 23,22+0,124 7,03+0,063

Tabela 15. Prinos suvog ekstrakta za kalemljeni italijanski
marun (rod 2006. godine)

Ekstragens
Delovi kestena 50% ac 50% et
Prinos suvog ekstrakta, %(m/m)
Ceo plod 8,21+0,096 6,68+0,035
Resa 33,560,172 10,58+0,078
List 22,08+0,110 6,18+0,045
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Srednji pre¢nik Cestica se krece od 0,18 mm za list pitomog kestena i crvenu
unutra$nju kora ploda lovanskog maruna do 0,40 mm za spoljnu braon koru ploda
pitomog kestena.

U zavisnosti od dela kestena prinos suvog ekstrakta primenom 50% acetona
kao ekstragensa iznosi od 3,30% za spoljnu braon koru ploda pitomog kestena, do
33,56% za resu kalemljenog italijanskog maruna. Za ekstrakte dobijene ekstrakcijom
sa 50% etanolom, najmanji prinos suvog ekstrakta (1,82%) je odreden za jezevice,
dok je najve¢i prinos 13,32% dobijen za crvenu unutra$nju koru ploda lovranskog
maruna.

U tabeli 16 je dat procentualni sastav ploda pitomog kestena i lovranskog
maruna.

Tabela 16. Sastav ploda kestena (rod 2006. godine)

Kultivari
Delovi ploda Pitomi kesten Lovranski marun
Sastav ploda, %(m/m)
Srz ploda 68,9+0,319 70,45+0,521
Spoljna braon kora ploda 24,41+0,107 21,03+0,178
Crvena unutras$nja kora ploda 6,68+0,047 8,52+0,065
Kora (spoljna + unutrasnja) 31,140,077 29,55+0,122

Odnos sr7i 1 kore ploda pitomog kestena i lovranskog maruna je slican (70% :
30%).

Prinosi suvog ekstrakta rese i lista ispitivanih kultivara kestena roda 2007.
godine, dati su u tabeli 17. Uzorci su usitnjeni do sitnog i vrlo sitnog praska (veli¢ina
Cestica se kre¢e od 0,25 mm za list pitomog kestena i kalemljenog italijanskog maruna
do 0,32 mm za resu pitomog kestena).

Tabela 17. Srednji prec¢nik ¢estica i prinos suvog ekstrakta (rod 2007. godine)

Delovi Ekstragens
kestena 50% ac 50% et
Prinos suvog ekstrakta, %(m/m)

Pitomi kesten

Resa 23,53+0,121 9,33+0,045
List 22,78+0,098 14,19+0,063
Lovranski marun

Resa 9,70+0,054 7,67+0,039

List 17,88+0,087 5,01+0,073

Kalemljeni italijanski marun

List 24,530,015 13+0,036

Upotrebom 50% acetona kao ekstragensa, najmanji prinos suvog ekstrakta
(9,70%) dobijen je za resu lovranskog maruna, a najveéi (24,53%) za list kalemljenog
italijanskog maruna. Za uzorke dobijene 50% etanolom, prinos suvog ekstrakta se
krec¢e od 5,01% za list lovranskog maruna do 14,19% za list pitomog kestena.

Prinosi suvog ekstrakta su veéi upotrebom 50% acetona kao ekstragensa u
odnosu na 50% etanol.
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Utvrden je slede¢i redosled prinosa suvog ekstrakta u zavisnosti od
analiziranog dela kestena, uz primenu oba ekstragensa:

resa > list > srz ploda > ceo plod > crvena unutrasnja kora ploda >
mlada kora drveta > stara kora drveta > spoljna braon kora ploda > jezevice.
3.1.2. Odredivanje ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i kondenzovanih
tanina
U dobijenim ekstraktima ispitivanih delova C. sativa odredeni su sadrzaji
ukupnih fenola, flavonoida i kondenzovanih tanina primenom spektrofotometrijskih
metoda129, 145-154.

3.1.2.1. Standardni dijagram za odredivanje ukupnih fenola

U cilju odredivanja sadrzaja ukupnih fenola izraden je standardni dijagram
zavisnosti apsorbancije od koncentracije galne kiseline (slika 19).
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Slika 19. Standardni dijagram za galnu kiselinu

Na osnovu dobijenih vrednosti apsorbancija i prikazane jednacine, sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja (X1) je izrazen kao ekvivalent galne kiseline (GAE), u mg
GAE/g suvog ekstrakta.

L A1 ;(,)3101-? ©)
gde je:
X; - sadrzaj ukupnih fenola u uzorku, sracunat kao mg GAE/g suvog
ekstrakta;

A — apsorbancija rastvora.
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Ispitivani ekstrakti C. sativa rastvoreni su u metanolu u finalnoj koncentraciji
1 mg/ml.

Sadrzaj ukupnih fenola u drogi (Y1), izrazen kao mg GAE/100 g droge, se
dobija kada se sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorku (X;) pomnozi sa
prinosom suvog ekstrakta (Y):

Yi= XY (7)

3.1.2.2. Standardni dijagram za odredivanje ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida je odreden iz standardnog dijagrama zavisnosti
apsorbancije od koncentracije (+)-katehina (slika 20).
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Slika 20. Standardni dijagram za katehin

Na osnovu dobijenih vrednosti apsorbancija i prikazane jednacine izracunat je
sadrzaj ukupnih flavonoida (Xy) i izrazen kao ekvivalent katehina (CE) u mg CE/g
suvog ekstrakta:

=ASB:0 ®
3,49-10
gde je:
X, — sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku, sratunat kao mg CE/g suvog
ekstrakta;

A — apsorbancija rastvora.

Kada se sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku (X3) pomnozi sa prinosom suvog
ekstrakta (YY), dobija se sadrzaj ukupnih flavonoida (Y3), izrazen kao mg CE/100 g
droge:

Y2= X2 - Y (9)
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3.1.2.3. Standardni dijagram za odredivanje kondenzovanih tanina vanilin testom

U cilju odredivanja sadrzaja kondenzovanih tanina primenom vanilin testa
izraden je standardni dijagram zavisnosti apsorbancije od koncentracije katehina
(slika 21).
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Slika 21. Standardni dijagram za katehin (vanilin test)

Na osnovu dobijenih vrednosti apsorbancija i prikazane jednacine, sadrzaj
kondenzovanih tanina (X3) je izrazen kao ekvivalent katehina (CE), u mg CE/g suvog
ekstrakta:

_ A-4,02.107

’ 5,00-10* (10)
gde je:
X3— sadrzaj kondenzovanih tanina u uzorku, izrazen kao mg CE/g suvog
ekstrakta;

A — apsorbancija rastvora.

Sadrzaj kondenzovanih tanina dobijen vanilin testom (X3) se mnozi sa
prinosom suvog ekstrakta (Y) i dobija se sadrzaj kondenzovanih tanina (Y3), izrazen
u mg CE/100 g droge:

Y3 = X3 - Y (11)

3.1.2.4. Standardni dijagram za odredivanje kondenzovanih tanina kiselim butanolnim
testom

Kondenzovani tanini — proantocijanidini, koris¢eni za izradu standardnog

dijagrama za kiseli butanolni test (slika 22), dobijeni su iz ekstrakta lista kestena
preciS¢avanjem sa 50% acetonom na koloni sa Sephadex-om.
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Slika 22. Standardni dijagram za kondenzovane tanine — proantocijanidine
(kiseli butanolni test)

Sadrzaj kondenzovanih tanina (X;) izrazen kao ekvivalent kondenzovanih
tanina (CT), u mg CT/g suvog ekstrakta se dobija na osnovu vrednosti apsorbancija i
prikazane jednacine:

_ A-7,95.10°

= 12
‘7 7,30-10° (12

gde je:
X4 —sadrzaj kondenzovanih tanina u uzorku, izrazen kao mg CT/g suvog
ekstrakta;
A — apsorbancija rastvora.

MnozZenjem sadrzaja kondenzovanih tanina u uzorku (X;) sa prinosom suvog
ekstrakta (Y), dobija se sadrzaj kondenzovanih tanina (Y,) u drogi, izrazen u mg
CT/100 g droge:

Y4: X4 - Y (13)

3.1.3. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida

Za kultivare kestena roda 2006. godine, prinos ukupnih fenola i flavonoida je
dat u tabelama 18, 19 i 20.
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Tabela 18. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u razli¢itim delovima pitomog
kestena (rod 2006. godine)

Ekstragens
50% ac 50% et 50% ac 50% et 50% ac 50% et
Delovi kestena SadrZaj fenola Sadrzaj flavonoida Ukupni flavonoidi
(%GAE) (%CE) Ukupni fenoli x100 (%)

Ceo plod 1,22+0,104  0,42+0,067  0,49+0,046 0,17+0,008 40 40

Srz ploda 1,00£0,093  0,59+0,029 0,02+0,009 0,07+0,003 2,0 11,86

Spoljna braon 1,0740,109  1,1940,126 0,43+0,086  0,65+0,021 40,18 54,62

kora ploda

Crvena unutrasnja - 2,82+0,063 - 1,44+0,096 - 51,06

kora ploda

Resa 10,160,291 3,28+0,154  2,45+0,157 0,60+0,031 24,11 18,29

List 6,89+0,194  1,40+0,011 1,50+0,073 0,330,008 21,77 23,57

glllada kora 5,38+0,201  3,00+0,078  1,38+0,059 0,750,069 25,65 25,00

rveta
Starakoradrveta  321+0,247 1,70+0,097 2,12+0,046  0,69+0,056 66,04 40,58
Jezevice 1,060,086  0,49+0,023 0,67+0,025 0,13+0,017 63,20 26,53
:?/()GAE — g galne kiseline/100 g droge
%CE - g katehina/100 g droge
Tabela 19. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u razli¢itim delovima lovranskog
maruna (rod 2006. godine)
Ekstragens
) 50% ac 50% et 50% ac 50% et 50% ac 50% et
Delovi kestena Sadrzaj fenola Sadrzaj flavonoida Ukupni flavonoidi
(%GAE) (%CE) Ukupni fenoli X100 (%)

Ceo plod 0,93+0,086 0,67+0,045  0,50+0,034  0,16+0,010 53,76 23,88
Srz ploda 0,60+0,045 0,11+0,009  0,02+0,008  0,02+0,011 3,33 18,18
Spoljna braon kora 1,53+0,073  3,24+0,023  0,87+0,092  1,06+0,056 56,86 32,71
ploda
Crvena unutrasnja 6,08+0,175 6,16+0,145 2,030,074  1,62+0,099 33,39 26,29
kora ploda
List 11,050,252  2,43+0,056  2,26+0,049  0,61+0,024 20,45 25,10
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Tabela 20. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u razli¢itim delovima kalemljenog
italijanskog maruna (rod 2006. godine)

Ekstragens
Delovi 50% ac 50% et 50% ac 50% et 50% ac 50% et
kestena Sadrzaj fenola Sadrzaj flavonoida Ukupni flavonoidi
(%GAE) (%CE) leoo (%)
Ceo plod 0,82+0,045 0,414+0,031 0,38+0,043 0,24+0,032 46,34 58,53
Resa 11,42+0,056 3,96+0,012 2,19+0,069 0,83+0,056 19,18 20,96
List 6,45+0,079 1,71+0,065 1,68+0,085 0,42+0,039 26,04 24,56

Sadrzaj ukupnih fenola dobijen upotrebom 50% acetona kao ekstragensa se
kre¢e od 0,60 %GAE za ekstrakt srzi ploda lovranskog maruna do 11,42 %GAE za
resu kalemljenog italijanskog maruna. Koris¢enjem 50% etanola kao ekstragensa,
najmanji sadrzaj ukupnih fenola je dobijen za srz ploda lovranskog maruna (0,11
%GAE), a najve¢i (3,96 %GAE) za resu kalemljenog italijanskog maruna.

Najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida uz ekstragens 50% aceton (0,02 %CE)
ima srz ploda pitomog kestena i lovranskog maruna, a najvecéi (2,45 %CE) resa
pitomog kestena. Sadrzaj ukupnih flavonoida (ekstragens 50% etanol) se krece od
0,02 %CE za srz ploda lovranskog maruna do 1,62 %CE za crvenu unutra$nju koru
ploda lovranskog maruna.

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima kestena, roda
2007. godine su dati u tabeli 21.

Tabela 21. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u razli¢itim delovima kultivara
kestena (rod 2007. godine)

Ekstragens

Delovi 50% ac 50% et 50% ac 50% et 50% ac 50% et
kestena Sadrzaj fenola Sadrzaj flavonoida Ukupni flavonoidi

(%GAE) (%CE) W cen
Pitomi kesten
Resa 9,79+0,096  3,98+0,011 2,67+0,069 0,96+0,013 27,27 24,12
List 8,16+0,102  4,03+0,035 1,99+0,043 1,51+0,075 24,39 37,46
Lovranski marun
Resa 6,96+0,061 3,43+0,079 0,75+0,043 0,62+0,016 10,76 18,08
List 4,49+0,081 2,55+0,063 1,82+0,045 0,72+0,033 40,53 28,23
Kalemljeni italijanski marun
List 15,22+0,106 4,42 +0,059 3,48+0,055 1,10+0,046 22,86 24,89

Najmanji odnos ukupni flavonoidi/ukupni fenoli je dobijen za ekstrakt srzi
pitomog kestena (2%), a najveéi za staru koru drveta 66,04% i jezevice 63,20% (u
svim slucajevima je kao ekstragens koris¢en 50% aceton). Srz ploda kestena ima
niske vrednosti odnosa ukupnih flavonoida/ukupnih fenola (tabele 18 i 19). Poznato je
da sirov oljusten kesten sadrzi malo flavonoida®’. Veée vrednosti odnosa ukupni
flavonoidi/ukupni fenoli su dobijene za staru koru drveta, spoljnu braon koru i crvenu
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unutrasnju koru ploda. Za ekstrakte C¢vrstih delova su pored visokih ukupnih
flavonoida dobijene i ve¢e vrednosti ukupnih fenola. Veci proseCan sadrzaj ukupnih
fenola, flavonoida i odnosa ukupni flavonoidi/ukupni fenoli je dobijen upotrebom
50% acetona kao ekstragensa u poredenju sa 50% etanolom.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se ustanoviti sledeéi redosled sadrzaja
ukupnih fenola i flavonoida (primenom oba ekstragensa):

crvena unutrasnja kora ploda > resa > list > mlada kora drveta > stara kora drveta >
spoljna braon kora ploda > ceo plod > jezevice > srz ploda.

Poredenjem sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida odgovaraju¢ih uzorka roda
2006. 1 2007. godine utvrdeno je da su veée vrednosti dobijene 2007. godine u odnosu
na 2006. godinu primenom oba ekstragensa. Flavonoidi se formiraju u biljci i
ucestvuju u svetloj fazi fotosinteze tokom koje katalizuju prenos elektrona®®. Sinteza
flavonoida se moze stimulisati UV  zraenjem, interakcijama izazvanim
mikroorganizmima, ali i hemijski stres moze biti stimulans. Na stvaranje fenolnih
materija uti¢u pored svetlosti, temperatura, zemljiste i drugi faktori.

3.1.4. Sadrzaj ukupnih kondenzovanih tanina
Sadrzaj ukupnih kondenzovanih tanina za ekstrakte kestena roda 2006. godine

je dat u tabelama 22, 23 i 24.

Tabela 22. Sadrzaj kondenzovanih tanina u razli¢itim delovima pitomog kestena
(rod 2006. godine)

Ekstragens

Delovi kestena

50% ac

50% et

50% ac

50% et

Kondenzovani tanini

Kondenzovani tanini

(%CE)" (%CT)”

Ceo plod 0,87+0,052 0,39+0,022 2,750,059 0,88+0,023
Srz ploda 0 0 0,09+0,018 0

Spoljna braon kora ploda 2,29+0,087 2,78+0,093 2,88+0,054 1,67+0,058
Crvena unutrasnja kora ploda - 15,29+0,282 - 3,12+0,085
Resa 0,35+0,020 0,49+0,042 2,35+0,084 0,95+0,082
List 0 0 0,93+0,037 0,08+0,007
Mlada kora drveta 6,64+0,069 3,91+0,063 4,15+0,091 1,89+0,081
Stara kora drveta 1,51+0,074 0,76+0,045 1,89+0,063 0,58+0,034
Jezevice 0,09+0,007 0 0,25+0,009 0,08+0,008

“%CE — g katehina/100 g droge — vanilin test
%CT — g kondenzovanih tanina/100 g droge
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Tabela 23. Sadrzaj kondenzovanih tanina u razli¢itim delovima lovranskog maruna
(rod 2006. godine)

Ekstragens
Delovi kestena 50% ac 50% et 50% ac 50% et
Kondenzovani tanini Kondenzovani tanini
(%CE) (%CT)
Ceo plod 1,63+0,083 0,32+0,020 1,62+0,081 0,97+0,022
Srz ploda 0 0 0,08+0,008 0,04+0,005
Spoljna braon kora ploda 3,09+0,073 8,64+0,216 3,03+0,081 5,63+0,104
Crvena unutrasnja kora ploda 27,29+0,164 23,93+0,154 6,13+0,108 11,37+0,094
List 0 0 0,78+0,023 0,07+0,006

Tabela 24. Sadrzaj kondenzovanih tanina u razli¢itim delovima kalemljenog
italijanskog maruna (rod 2006. godine)

Ekstragens
Delovi kestena 50% ac 50% et 50% ac 50% et
Kondenzovani tanini Kondenzovani tanini
(%CE) (%CT)
Ceo plod 1,11+0,067 0,83+0,045 1,88+0,049 0,74+0,053
Resa 2,34+0,077 0,44+0,021 1,42+0,076 1,46+0,039
List 0 0 2,89+0,083 0,11+0,032

Koris¢enjem vanilin testa kondenzovani tanini nisu detektovani u ekstraktima
lista i srzi ploda ispitivanih kultivara, uz primenu oba ekstragensa. Najvec¢i prinos
kondenzovanih tanina vanilin testom dobijen je za ekstrakt crvene unutrasnje kore
ploda lovranskog maruna 27,29 %CE (50% aceton), odnosno 23,93 %CE, kada je
50% etanol primenjen kao ekstragens.

Najmanji prinos kondenzovanih tanina odreden kiselim butanolnoim testom uz
primenu 50% acetona kao ekstragensa iznosi 0,08 %CT za srz ploda, dok je najveci
dobijen za crvenu unutrasnju koru ploda lovranskog maruna (6,13 %CT). Kiselim
butanolnim testom kondenzovani tanini nisu detektovani u ekstraktu (ekstragens 50%
etanol) srzi ploda pitomog kestena, a najveéi prinos ovih jedinjenja (11,37%CT)
dobijen je za crvenu unutra$nju koru ploda lovranskog maruna.

Primenom vanilin testa kondenzovani tanini nisu detektovani u ekstraktima
lista i rese roda 2007. godine. Rezultati prinosa kondenzovanih tanina dobijeni
primenom kiselog butanolnog testa su dati u tabeli 25.
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Tabela 25. Sadrzaj kondenzovanih tanina u razli¢itim delovima kultivara kestena
(rod 2007. godine)

Ekstragens
Delovi kestena 50% ac 509 et
Kondenzovani tanini
(%CT)
Pitomi kesten
Resa 2,66+0,070 0,96+0,029
List 1,99+0,061 1,00+0,032
Lovranski marun
List 1,76+0,059 0,29+0,014
Resa 0,74+0,034 0,62+0,028
Kalemljeni italijanski marun
List 3,48+0,081 1,10+0,037

Najmanji prinos kondenzovanih tanina odreden je za ekstrakt rese lovranskog
maruna (0,74 %CT), a najveci (3,48 %CT) za list kalemljenog italijanskog maruna
(ekstragens 50% aceton). Kada se za ekstrakciju koristi 50% etanol, najmanji prinos
kondenzovanih tanina je dobijen za ekstrakt lista lovranskog maruna (0,29 %CT), dok
najveci ima list kalemljenog italijanskog maruna (1,10 %CT).

Primenom 50% acetona kao ekstragensa odreden je veci prinos kondenzovanih
tanina, upotebom oba testa. Vanilin testom je dobijen veéi prinos kondenzovanih
tanina (izrazen kao %CE) u odnosu na prinos kondenzovanih tanina dobijen kiselim
butanolnim testom (izrazen kao %CT).

Vanilin test je zasnovan na rekciji egzo tipa u kojoj meta suptituisani prsten
flavanola formira hromoforu, a broj flavanola je proporcionalan apsorbanciji rastvora.
Iako se dosta koristi za odredivanje kondenzovanih tanina (proantocijanidina) ovaj
metod nije specifican za PA. Svaki pogodno supstituisani flavonoid reaguje,
ukljucujuci i "monomer” kondenzovanih tanina katehin dajuci obojeni proizvod, pa se
katehin koristi kao standard u odredivanju™®. Kiseli butanolni test je zasnovan na
endo tipu reakcije depolimerizacije kondenzovanih tanina u butanolu koja je
katalizovana hloridnom kiselinom. Stvara se crveno obojeni proizvod - antocijanidin
koji se odreduje spektrofotometrijski. Za standardizovanje ove metode kori$cen je
proantocijanidin dobijen iz ekstrakta lista kestena.

Zbog razlika koje postoje izmedu ove dve metode, kao i razli¢itih standarda
(katehina i kondenzovanih tanina) rezultati odredivanja za kondenzovane tanine
dobijeni vanilin i kiselim-butanolnim testom se uglavnom dosta razlikuju.

Na osnhovu dobijenih rezultata primenom vanilin i kiselog butanolnog testa
moze se ustanoviti slede¢i redosled sadrzaja kondenzovanih tanina (vazi za oba
ekstragensa):

crvena unutrasnja kora ploda > mlada kora drveta > stara kora drveta >
spoljna braon kora ploda > ceo plod > jeZevice > resa > srz ploda > list.

Ve¢i prinosi kondenzovanih tanina odredeni kiselim butanolnim testom su

dobijeni kod ekstrakata roda 2006. godine u odnosu na 2007. godinu uz primenu oba
ekstragensa.
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3.1.5. Korelaciona analiza

Korelacija izmedu prinosa suvog ekstrakta, ukupnih fenola, flavonoida i
kondenzovanih tanina je data u tabeli 26. Analizom su obuhvaceni rezultati uzoraka
roda 2006. i 2007. godine.

Tabela 26. Korelacija izmedu prinosa suvog ekstrakta, sadrzaja ukupnih fenola,
ukupnih flavonoida i kondenzovanih tanina

Parametar Sadrzaj fenola Sadrzaj flavonoida Kondenzovani tanini
(%GAE) (%CE) (%CE)

0,81" (50% ac)
Prinos suvog 0,69 (50% ac) 0,64" (50% et)
ekstrakta (%m/m) 0,65 (50% et)

0,89" (50% ac)
Sadrzaj flavonoida ns.”
(%CE) 0,78" (50% et)

0,73" (50% ac)

Kondenzovani tanini 0,64" (50% et) n.s.
(%CT) 0,92" (50% et)

" Korelacija je znatajna na nivou 0,01
n.s. - nije signifikantno (P > 0,05)

Veoma znacajna korelacija (P < 0,01) utvrdena je izmedu: prinosa suvog
ekstrakta i ukupnih fenola, ukupnih fenola i ukupnih flavonoida, kao i kondenzovanih
tanina odredenih vanilin i kiselim butanolnim testom kod ekstrakata dobijenih
upotrebom oba ispitivana ekstragensa.

Upotrebom 50% etanola kao ekstragensa utvrdena je veoma znacajna razlika
izmedu ukupnih flavonoida i kondenzovanih tanina odredenih vanilin testom (r =
0,64), kao i izmedu ukupnih flavonoida i kondenzovanih tanina odredenih kiselim
butanolnim testom.

Izmedu prinosa suvog ekstrakta i ukupnih flavonoida (ekstragens 50% aceton)
je takode utvrdena veoma znacajna korelacija (P < 0,01). Izmedu ostalih odredivanja
nije utvrdena signifikanta korelacija (P > 0,05).

Iako su zapaZene razlike u prinosu kondenzovanih tanina dobijenith uz pomo¢
dva testa, izmedu njih je utvrdena veoma znacajna korelaciona zavisnost.

S obzirom da fenolne materije i flavonoidi predstavljaju materije sa
raznovrstnim farmakoloSkim delovanjem, veoma signifikantna zavisnost izmedu
prinosa suvog ekstrakta i ukupnih fenola, kao i prinosa suvog ekstrakta i ukupnih
flavonoida je vazan parametar za proizvodni proces dobijanja ekstrakata kestena sa
primenom u dijeti i terapiji.

Sva dalja istrazivanja su vrSena na ekstraktima kestena dobijenim upotrebom
50% etanola kao ekstragensa. Etanol kao ekstragens obezbeduje sasvim
zadovoljavajuée rezultate, a prihvatljiviji je sa aspekata znatno niZe toksi¢nosti u
odnosu na 50% aceton.
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3.2. ODREPIVANJE KAPACITETA EKSTRAKATA U ZASTITI ERITROCITA OD
HEMOLIZE

Rezultati za nivo hemolize izazvan dodatkom 3 mmol/l H,O, u prisustvu
ekstrakata kestena su dati u tabeli 27. Kompletna hemoliza eritrocita inkubirinanih u
vodi 30 minuta uzima se kao 100% hemolize. Nivo ekstracelularnog hemoglobina i
dezoksihemoglobina se izraCunava na osnovu merenja apsorbancija na 540 nm 1 560
nm.

Tabela 27. Nivo hemolize indukovane dodatkom 3 mmol/l H,O, u prisustvu
ekstrakata kestena

Talasna duZina (nm)

540 560

Kontrola Hemoliza (%) + SD
Eritrociti (netretirani) 0,6+0,002 0,5+0,001
Eritrociti (tretirani sa H,0,) 1,1£0,001 1,1+0,002

Rod Delovi kestena
(godina)

Resa kalemljenog italijanskog maruna 1,0+0,001 0,9+0,001
2006. List lovranskog maruna 0,8+0,001 1,0+0,003
Jezevice 1,0+0,001 0,9+0,001
Resa lovranskog maruna 1,240,003 1,1+0,001
2007. List lovranskog maruna 0,7+0,003 0,6+0,002
Resa pitomog kestena 0,9+0,003 0,8+0,001

Pod primenjenim eksperimentalnim uslovima (30 minutna inkubacija), tretman
sa H,O, navedene koncentracije izaziva nizak stepen hemolize. Ekstrakti lista
lovranskog maruna i rese pitomog kestena roda 2007. godine S§tite eritrocite od
hemolize. Sa druge strane ekstrakti kestena roda 2006. godine ispoljavaju maniji
kapacitet zaStite. S obzirom da je doSlo do veoma blage hemolize, stepen zastite nije
jako izraZen.

3.3. ODREDPIVANJE FENOLNIH JEDINJENJA HPLC ANALIZOM
3.3.1. HPLC/DAD analiza sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja

Hidroliza glikozida do aglikona je jedan od prakti¢nih metoda za odredivanje
flavonoida u hrani. Resa i list sva tri ispitivana kultivara kestena su podvrgnuti kiseloj
hidrolizi. Nakon toga izvrsena je HPLC/DAD analiza sadrzaja ukupnih fenolnih
materija. Pored toga, ekstrakt rese pitomog kestena je analiziran bez prethodne kisele
hidrolize (tabela 28).

Najve¢i sadrzaj fenolnih materija odreden za ekstrakt rese pitomog kestena
(0,083 %RE), a najmanji za resu kalemljenog pitomog kestena (0,021 %RE). Dobijeni
HPLC hromatogrami su prikazani na slici P1a-f u Prilogu.

52



Tabela 28. Sadrzaj fenola i flavonoida u ekstraktima kultivara kestena

Sadrzaj fenola Sadrzaj

Delovi Sadrzaj fenola Sadrzaj HPLC fenola
kestena (%GAE)" flavonoida (mg RE/g HPLC

(%CE)” SE)™ (YoRE)™™
Pitomi kesten
Resa 0,082+0,004 0,077+0,015 284,57+0,89 0,083+0,015
List 0,240+0,009 0,105+0,007 176,82+0,52 0,065+0,003
Lovranski marun
List 0,116+0,010 0,038+0,006 144,59+0,55 0,057+0,019
Kalemljeni italijanski marun
Resa 0,074+0,010 0,014+0,003 95,56+0,32 0,021+0,007
List 0,061+0,008 0,015+0,008 187,63+0,97 0,041+0,022
Pitomi kesten 3,28+0,154 0,60+0,031 39,3940,18 0,395+0,043
resa
(bez
hidrolize)

:%GAE — g galne kiseline/100 g droge
_%CE - g katehina/100 g droge
mg RE/g SE — mg rutina/g suvog ekstrakta

*kkk

%RE — g rutina/100 g droge

Veoma znacajna korelacija (P < 0,01) je utvrdena izmedu: ukupnih fenola
(HPLC) i ukupnih flavonoida (r = 0,996), ukupnih fenola (FC metod) i ukupnih
flavonoida (r = 0,994), ukupnih fenola (HPLC) i ukupnih fenola (FC metod) (r =
0,989).

Dobijeni rezultati ukazuju da je FC metod pogodan za analizu fenolnih
materija ekstrakata kestena.

3.3.2. HPLC/DAD i LC/MS analiza

Metodama LC/MS i HPLC/DAD analize izvrSena Su ispitivanja sastava
hidrolizata ekstrakata C. sativa i dobijeni rezultati su dati u tabelama 29a i 29b.
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Tabela 29a. Rezultati HPLC/DAD analize

Rod 2006. godine

£ Naziv komponente  Amax (NM) Resa List Jezevice
3 t'? kalemljenog lovranskog pitomog
5 (min) italijanskog maruna kestena
'_g maruna
& Sadrzaj (mg/ g SE)
1 8,61 Elagitanin 254,374 4,140,4 7,540,5 8,940,5
2 915  Derivat galne kiseline 220, 272 5,4+0,5 4,0+0,5 nd”
3 9,53 Derivat galne kiseline 218, 276 5,1+0,4 13,2+0,8 11,9+0,8
4 10,00 Metil galat 218, 272 36,3+1,2 40,7+1,2 30,8+1,2
5 10,40 Derivat galne kiseline 222,272 5,9+0,5 4,54+0,2 nd
6 11,39  Derivat galne kiseline 216, 276 3,640,2 8,8+0,5 8,8+0,5
7 12,00 Elagitanin 224,268sh™ 3,240,2 4,840,3 2.9+0,2
8 13,02  Elagitanin 224, 268 sh 5,4+0,4 6,3+0,4 4,5+0,4
9 15,16  Flavogaloinska kiselina 218, 256, 298, 3,1+0,4 7,2+0,4 9,3+0,5
366
10 17,92 Derivat galne kiseline 216, 276 0,7+0,1 2,740,2 1,8+0,2
11 18,21 Metil estar 218, 256, 298, 1,5+0,2 2,840,2 3,540,2
flavogaloinske kiseline 366
12 18,53 Derivat protokatehinske 278, 344 2.1+0,2 25+0,2 2,740,2
kiseline
13 21,16 Dimetil estar 224,272 100,5+1,8 63,1+1,5 6,3+0,5
dehidrodigalne kiseline
14 22,34 Elaginska kiselina 254, 368 53,9+1,2 52,1+1,2 84,1+1,2
15 2491 Metil estar dilaktona 220, 254, 302, 35,8+1,2 61,7+1,5 73,7+1,7
valoneinske Kiseline 364
16 27,84 Kvercetin 202, 256, 372 7,940,5 5,7+0,4 12,740,7
17 28,41 Metil estar 228, 298, 310 8,740,4 16,6+0,8 20,5+0,8
p-kumarne kiseline
18 29,72 Kemferol 196, 222 3,1+0,2 4,1+0,4 7.4+05
19 30,2 Izohromatin 226 sh, 306 sh, 5,0+0,5 4,0+0,3 4,0+0,4
326 sh, 370
Elaginska kiselina i njeni derivati (9, 11, 14, 15) 94,3+1,0 123,8+1,1 170,6+1,3
Y. Derivati galne kiseline (4, 13) 136,8+1,0 103,8+1,2 37,1+0,67
Jedinjenja sa flavonoidnom strukturom (16, 18 i 16+0,7 13,5+0,5 13,8+0,9

19)

“nd — nije detektovano

“sh” — shoulder = rame = pik nije jasan
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Nastavak tabele 29a. Rezultati HPLC/DAD analize

Rod 2007. godine

@©
X
‘a ts ) : -
— F Na komponente List Resa domaceg Resa
g (min) o b Amax (NM) lovranskog  pitomog kestena lovranskog
c maruna maruna
E SadrZaj (mg/g SE)
1 861 Elagitanin 254,374 10,5+0,5 3,540,2 6,5+0,5
2 9,15  Derivat galne kiseline 220, 272 2,140,2 5,1+0,5 5,1+0,5
3 9,53  Derivat galnekiseline 218, 276 5,7+0,5 3,840,2 6,4+0,5
4 10,00 Metil galat 218, 272 41,4+1.2 43,7+1,4 31,1+1,2
5 10,40 Derivat galne kiseline 222,272 2,5+0,2 5,7+0,4 6,1+0,5
6 11,39 Derivat galne kiseline 216, 276 5,0+0,5 2,940,2 6,1+0,5
7 12,00 Elagitanin 224,268 sh 4,3+0,2 3,9+0,4 6,5+0,5
8 13,02  Elagitanin 224, 268 sh 3,0+0,2 4,5+0,4 7,840,3
9 15,16 Flavogaloinska kiselina 218, 256, 298, 3,3+0,2 3,9+0,4 5,8+0,4
366
10 17,92 Derivat galne kiseline 216, 276 1,140,2 0,740,1 1,5+0,2
11 18,21  Metil estar 218, 256, 298, 2,940,2 1,4+0,2 1,710,2
flavogaloinske kiseline 366
12 18,53 Derivat protokatehinske 278, 344 2,6+0,2 1,7+0,2 2,2+0,2
kiseline
13 21,16 Dimetil estar 224,272 41,8+1,3 73,2416 67,0+1,2
dehidrodigalne kiseline
14 22,34 Elaginska kiselina 254, 368 84,0+1,2 457+1,2 59,1+1,2
15 2491 Metil estar dilaktona 220, 254, 302, 49,0+1,2 32,8+1,2 41,3+1,3
valoneinske kiseline 364
16 27,84 Kvercetin 202, 256, 372 5,5+0,5 11,5+0,7 25+0,2
17 28,41 Metil estar 228, 298, 310 12,6+0,8 19,0+0,8 13,640,8
p-kumarne kiseline
18 29,72 Kemferol 196, 222 2,9+0,2 7,3+0,5 2.0+0,2
19 30,2 Izohromatin 226 sh, 306 sh, 2,240,2 16,1+0,7 25+0,2
326 sh, 370
Elaginska kiselina i njeni derivati (9, 11, 14, 15) 139,2+0,9 83,8+1,3 107,9+1.0
Derivati galne kiseline (4, 13) 82,9+0,8 116,9+1,6 98,1+0,86
2 Jedinjenja sa flavonoidnom strukturom (16, 18 i 19) 10,6+0,9 34,9+0,9 7+0,3
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Tabela 29b. Rezultati HPLC/DAD analize

Rod 2006. godine

Rod 2007. godine

g List List Resa List List
= . pitomog  kalemljenog domaceg  domaceg kalemljenog
_g tr Naziv Amax (nm) kestena italijanskog pitomog pitomog italijanskog
= (min) komponente maruna kestena kestena maruna
e)
4 SadrZaj (mg/g SE)
1 8,39 Elagitanin 254, 374 t t 0,5+0,1 0,2+0,1 t
2 8,94 Derivat galne 220, 272 t t 2,5+0,1 0,8+0,1 t
kiseline
3 9,28 E_eril\_/at galne 218,276 1,6+0,1 2,1+0,1 2,510,1 2,910,1 0,6+0,1
iseline
4 9.8 Metil galat 218,272 8,9+0,1 11,5+0,1 14,4+0,1 9,3+0,1 11,8+0,1
5 1018 Derivat galne 222,272 t t 4,1+0,1 0,9+0,1 t
kiseline
6 11,09 Derivat galne 216, 276 t 0,6+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1 t
kiseline
7 1167 Elagitanin 224, 268 sh 0,6+0,1 t 1,9+0,1 0,6+0,1 t
8 12,65 Elagitanin 224,268 sh 1,0+0,1 1,8+0,1 2,1+0,1 2,4+0,1 3,910,1
9 1487 Flavogaloinska 218, 256, 0,1+0,1 0,1+0,1  0,740,1  1,3+0,1 t
kiselina 298, 366
10 1792 Derivat galne 216, 276 nd nd nd nd nd
kiseline
11 1821 Metil estar 218, 256, nd nd nd nd nd
flavogaloinske 298
kiseline
12 1853 Derivat 278, 344 nd nd nd nd nd
protokatehinske
kiseline
13 20,68 Dimetil estar 224,212 15,2+0,3 12,740,2 43,9+0,3 16,0+0,2 20,5+0,3
dehidrodigalne
kiseline
14 21,98 E_Iag:i_nska 254, 368 20,2+0,3 18,0+0,3 13,7#0,3 10,8+0,1 21,6+0,3
iselina
15 24,72 Metil estar 220,254,302, 14,8+0,2 14,9+0,3 105+0,3 9,8+0,1  8,940,1
dilaktona 364
valoneinske
kiseline
16 27,68 Kvercetin 202, 256, 372 1,0+0,1 1,9+0,1 0,340,1 t 0,6+0,1
17 2821  Metil estar 228,298,310  27+0,1  50+0,1  1,5t0,1 3,601  3,2+0,1
p-kumarne
kiseline
18 29,58 Kemferol 264, 368 t 0,5+0,1 0,2+0,1 t t
19 29,98  Izohromatin 254, 266 sh, t t 0,2+0,1 t t
306 sh,
326 sh, 370
Elaginska kiselina i njeni derivati (9, 11, 351+0,3 33,0+0,4 24,9+04 21,940,2 30,5+0,3
14, 15)
> Derivati galne kiseline (4, 13) 24,1404 24,2+0,7 58,3+0,6 25,3+0,3 32,3+0,3
Jedinjenja sa flavonoidnom strukturom 1 0+0,1 2,4+0,6 0,6+0,1 t 0,6+0,1

(16, 18 i 19)

t — tragovi

U slucajevima kada struktura komponenata nije nedvosmisleno odredena,
komponente su definisane kao elagitanini (komponente 1, 7 i 8), derivati galne
kiseline (komponente 2, 3, 5, 6 i 10) ili derivat protokatehinske kiseline (komponenta
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12). Za ove komponente (izuzev za komponente 7 i 8) prikazane su verovatne
strukture.

Na osnovu izvrSenih analiza, strukture identifikovanih komponenti u
ekstraktima C. sativa su prikazane na slici 23a-c.

Elagitanini iz razli¢itih biljaka poseduju visok antioksidativni kapacitet, a
deluju inhibitorno na inicijaciju i razvoj kancerogeneze??°. Elagitanini su sastojci
svakodnevne dijete, a netoksi¢ni su nakon dugotrajnog konzumiranja?*. Elagitanini se
ne apsorbuju u nepromenjenom obliku, ve¢ se metaboliSu dejstvom intestinalne
mikroflore do elaginske kiseline i njenih derivata’?. Metaboliti elagitanina imaju
dugo vreme polu-zivota u krvnoj plazmi. Derivati elagitanina ispoljavaju visok
antioksidativni potencijal elagitanina i deluju blagotvorno kao sastojci dijete kod
patofizioloSkih stanja povezanih sa oksidativnim stresom.

Poznato je da su glavni sastojci ekstrakata C. sativa kompleksni, a sastoje se
od hidrolizovanih tanina, kao §to su elagitanini i galotanini®®®. U cilju simulacije
metabolizma tanina u intestinumu ¢oveka i olakSane analize, ekstrakti C. sativa su

podvrgnuti metanolizaciji.
Tana merenja masa molekularnih i fragmentiranih jona komponenata su
dobijena na (TOF) "time-of-flight” masenom spektrometru na pozitivnhom i
negativnom polarnom modu. Rezultati LC/MS analize su sumarno dati u tabelama
30a i 30b.

Tabela 30a. Rezultati LC/MS analize

Pozitivan mod

Negativan mod

(]

X

= Detektovana Molekulska Detektovana ~ Molekulska Molekulska
§ jonska vrsta masa jonska vrsta masa formula
3

@

1 M+H, M+Na, 2M+H 596,0414 M-H,2M-H 596,0429  C;H0
2 M+H, M+Na, M+K 352,0428 M-H 352,0430 Ci5H12040
3  M+H, M+Na, M+K, 2M+Na, 2M+K  498,1002 M-H, 2M-H 498,1013  Cx;H»014
4 M+H, M+Na, M+K 184,0367 M-H, 2M-H 184,0377  CgHgOs

5 M+H, M+Na, M+K 352,0433 M-H 352,0432  CysH1,04
6 M+H, M+Na, M+K, 2M+Na 498,1008 M-H, 2M-H 498,1008 CxH2014
7 M+2H, M+Na, 1130,1081 M-2H 1130,1063 CsoH3403:1
8 M+2H, M+H, M+Na, M+K 1116,0927 M-2H 1116,0909 CyH3,041
9  M+H, M+Na, 2M+H, 2M+Na 470,0127 M-H,2M-H 470,0118  CyHi0013
10 M+H, M+Na, M+K 498,1006 M-H 498,1004  C1H»014
11  M+H, M+Na, M+K, 2M+Na 484,0275 M-H 484,0269  Cy;Hi045
12 M+H, M+Na 306,0376  M-H, 2M-H 306,0374  Ci4H1Og
13  M+H, M+Na, M+K 366,0585 M-H 366,0585  Ci6H14010
14 M+H, M+Na, M+K, 2M+Na 302,0060 M-H 302,0060  Cy4HeOg
15 M+H, 2M+H 484,0271 M-H, 2M-H 484,0289  C3H1,013
16 M+H 302,0423 M-H, 2M-H 302,0421  CisH100;
17 M+H, M+Na 178,0626 M-H 178,0631  CyoH1005
18 M+H, M+Na 286,0478 M-H 286,0474  CysH10Og
19 M+H 316,0575 M-H 316,0582  CyHi,0;
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Tabela 30b. Rezultati LC/MS analize

Pozitivan mod

Negativan mod

©

X

; Detektovana Molekulska Detektovana  Molekulska Molekulska

_fg jonska vrsta masa jonskavrsta  masa formula

g

1 M+H, M+Na, 2M+H 596,0414 M-H, 2M-H 596,0429 C,7H16016

2 M+H, M+Na, M+K 352,0428 M-H 352,0430 C15H12010

3 M+H, M+Na, M+K, 2M+Na, 498,1002 M-H, 2M-H  498,1013 C21H2,014
2M+K

4 M+H, M+Na, M+K 184,0367 M-H, 2M-H 184,0377 CgHgOs

5 M+H, M+Na, M+K 352,0433 M-H 352,0432 C15H12,010

6 M+H, M+Na, M+K, 2M+Na 498,1008 M-H, 2M-H 498,1008 C21H2,014

7 M+2H, M+Na, 1130,1081 M-2H 1130,1063 CsoH3403;

8 M+2H, M+H, M+Na, M+K 1116,0927 M-2H 1116,0909 Ca9H3,03;

9 M+H, M+Na, 2M+H, 2M+Na 470,0127 M-H, 2M-H 470,0118 Co1H10013

13 M+H, M+Na, M+K 366,0585 M-H 366,0585 C16H14010

14 M+H, M+Na, M+K, 2M+Na 302,0060 M-H 302,0060 C14HeOg

15 M+H, 2M+H 484,0271 M-H, 2M-H 484,0289 Cx»H15013

16 M+H 302,0423 M-H, 2M-H 302,0421 C15H1007

17 M+H, M+Na 178,0626 M-H 178,0631 C10H1003

18 M+H, M+Na 286,0478 M-H 286,0474 C15H1006

19 M+H 316,0575 M-H 316,0582 C16H1,07

Dominantna vrsta registrovana na pozitivnom modu za vecinu komponenta je
[M+H]" pseudomolekularni jon. Za neke od njih prisutan je takode [2M-H] adukt. U
vecini sluéajeva su prisutni [M+Na]", [M+K]", [2M+Na]" i [2M+K]" adukti natrijuma
i kalijuma. Sve identifikovane komponente ispoljavaju kvazi-molekularni jon [M-H]
na negativnom modu, a u nekim sluc¢ajevima potvrdena je molekulska masa [2M-H]
jona.

Za elagitanine ve¢e molekulske mase 7 i 8, dodatno su zapazene dvostruko
naelektrisane [M+2H]?* i [M-2H]* vrste. Pored toga, spektralni podaci dobijeni na
UV/VIS detektoru sa fotodidodnim nizom omogucuju kona¢no odredivanje mnogih
struktura. UV/VIS maksimumi karakteristicni za razliCite klase polifenolnih
komponenata su uporedeni sa onima iz literaturnih podataka224'225.

Izvr$eno je kvantitativno odredivanje komponenata upotrebom HPLC/DAD
metode merenjem apsorbancija na 280 nm. Sadrzaj svih ispitivanih komponenata je
dobijen na osnovu povrsine integrala, koriS¢enjem kalibracione jednacine za galnu
kiselinu. HPLC hromatogrami su prikazani na slici P2a-k (u Prilogu), a sadrzaj 19
detektovanih komponenata je dat u tabelama 29a i 29b. Ekstrakt jeZevica ima najveci
sadrzaj elagitanina (170,6 mg/g) (tabela 30a).

Identifikovovane komponente se mogu klasifikovati u elaginsku kiselinu i
njene derivate (9, 11, 14, 15), koji predstavljaju proizvode nastale od elagitanina,
derivate galne kiseline (4, 13), zatim tri flavonoidne strukture (16, 18 i 19), kao i na
metil estar kumarne kiseline (17). Glavne komponente hidrolizata nakon
metanolizacije su dimetil estar dehidrodigalne kiseline, kao i metil estar dilaktona
elaginske i valoneinske kiseline.
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HO OH

Verovatna struktura 1

CHsO._O
o) OH OH
HO, OH OH
o)
o)
HO OH
OH o)

Verovatna struktura 3~

OH HO

gusae]

C OCHjs COOH

Verovatna struktura 5

“211 5 su izomeri, pa je predloZena ista formula

OH HO OH

c OCH;  COOH

Verovatna struktura 2"

CH30~ _0

CH;30

\

OH OH
HO OH
HO OH

Verovatna struktura 6

"3, 6i 10 su izomeri (predlozena je ista formula)

Slika 23a. Strukture razli¢itih identifikovanih komponenti
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Slika 23b. Strukture razli¢itih identifikovanih komponenti
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Slika 23c. Strukture razli¢itih identifikovanih komponenti

3.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA KESTENA

Ispitana je antioksidativna aktivnost ekstrakata C. sativa u odnosu na
transformaciju DPPH, hidroksi i superoksidnog anjon radikala, kapacitet ekstrakata za
uklanjanje lipidne peroksidacije, transformacije organskih hidrofilnih radikala i
transformacije radikalskih vrsta generisanih UV zrac¢enjem.
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3.4.1. Transformacija DPPH radikala

EPR spektar stabilnog DPPH radikala se lako moze prepoznati po blanku
(slepoj probi) koja ima 5 linija relativnog odnosa inteziteta 1:2:3:2:1 i hiperfine
konstante kuplovanja ay = 9,03G (slika 24a). Hiperfina struktura EPR spektra

stabilnih DPPH radikala potice od interakcije nesparenog elektrona i dva **N atoma,
sa spinskim kvantim brojem I=1.

a) A
[
b)
*—w—/\/\/ i

T T T T T
3400 3420 3440 3460 3480 (G]

Slika 24. a. EPR spektar DPPH radikala bez dodavanja ekstrakta (slepa proba)
b. EPR spektar DPPH radikala sa dodatkom ekstrakta rese pitomog
kestena
(Koncentracija DPPH radikala je 11,8 x 10 mmol/dm?, ekstrakt rese je dodat
u koncentraciji od 0,2 mg/ml, rastvoren u vodi)

U tabeli 31 su rezultati za antioksidativnu aktivnost (AA) u odnosu na DPPH
radikale ekstrakata razli¢itih kultivara i delova C. sativa, rastvorenih u vodi u
koncentraciji 0,2 mg/ml. Ekstrakt rese pitomog kestena ispoljio je najvecu
antioksidativnu aktivnost AA = 37,50% (slika 24b). U isto vreme, ovaj ekstrakt
poseduje i1 visok sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti, i to 3,28 %GAE (tabela 18).
Visoka antioksidativna aktivnost je takode utvrdena za ekstrakte spoljne braon kore
lovranskog maruna (AA = 36,52%) i lista kalemljenog italijanskog maruna (AA =
29,96%). Ceo plod kestena i srz ploda nisu ispoljili antioksidativnu aktivnost.
Dobijene vrednosti za antioksidativnu aktivnost srzi, ploda 1 spoljne braon kore su
povezane sa sastavom ploda pitomog kestena, gde srz ploda ucestvuje sa 69,9%, a
spoljna braon kora sa 24,41% (tabela 16).
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Tabela 31. Antioksidativna aktivnost u odnosu na DPPH radikale

Delovi kestena DPPH aktivnost (%) + SD
Pitomi kesten

Ceo plod 0

Srz ploda 0
Spoljna braon kora ploda 21,43+0,23
Resa 37,50+0,96
List 21,43+0,78
Stara kora drveta 21,74+0,35
Jezevice 1,1940,07
Lovranski marun

Spoljna braon kora ploda 36,52+1,13
List 15,48+0,08
Kalemljeni italijanski marun

Resa 9,56+0,09
List 29,96+0,78

Istrazivanja Yokozawe i sar.??® su pokazala da tanini i neki flavonoidi

ispoljavaju aktivnost u odnosu na DPPH radikale i da je aktivnost u tesnoj vezi sa
njihovom hemijskom strukturom. Sa porastom broja galoil grupa, molekulske mase i
orto-hidroksidnih grupa u strukturi raste aktivnost tanina, a broj i pozicija hidroksilnih
grupa predstavljaju vaznu karakteristiku flavonoida za "hvatanje” slobodnih radikala.

Na slikama P3a-1 (u Prilogu) prikazani su spektri DPPH radikala nastalih u
prisustvu 0,2 mg/ml ispitivanih ekstrakata rastvorenih u vodi.

U svim slu¢ajevima nema promene u obliku EPR spektra, ali je relativan
intezitet EPR signala redukovan dodatkom C. sativa ekstrakata (slike P3d-1). EPR
spektar celog ploda (slika P3b) i srzi kestena (slika P3c) su identi¢ni slepoj probi
(slika P3a), jer je antioksidativna aktivnost ovih ekstrakata u odnosu na DPPH
radikale jednaka O.

3.4.2. Transformacija hidroksi radikala

Ispitan je kapacitet razlicitih ekstrakata C. sativa Mill. za inhibiciju
hidroksilnih radikala generisanih u Fenton-ovoj reakciji (Fe**/H,0,). Od svih
kiseoni¢nih radikala, hidroksi radikali su najreaktivniji 1 indukuju ozbiljna oStec¢enja
okolnih biomolekula®’.

Na slici 25 su prikazani EPR spektri DMPO-OH spin adukta snimanih 5 min
nakon mesanja slepe probe sa 0,2 mg/ml ispitaivanih ekstrakata kestena rastvorenih u
vodi (aparat I).

Kako je prikazano na slici 25a, reakcija Fe®* i H,O, u prisustvu spin trap
agensa DMPO generise 1:2:2:1 kvartet linija u EPR spektru sa hiperfinom strukturom
I konstantom kuplovanja ay 1 a4=14,9 G.
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Slika 25. a. EPR spektar DMPO-OH spin adukta slepe probe (blank)
b. EPR spektar DMPO-OH spin adukta ekstrakta stare kore kestena
rastvorenog u vodi.

(Slepa proba je dobijena mesanjem 2 ml 0,8 mol/dm® DMPO, 0,2 ml 10 m
mol/dm® H,0,, 0,2 ml 10 mmol/dm?® Fe** i 0,2 ml vode. Ekstrakt stare kore je dodat
rastvoren u vodi u finalnoj koncentraciji od 0,2 mg/ml. EPR spektri su snimani 5
minuta nakon dodavanja reagenasa)

Antioksidativna aktivnost u odnosu na hidroksi radikale ispitivanih ekstrakata
je data u tabeli 32.

Tabela 32. Antioksidativna aktivnost ekstrakata kestena roda 2006. godine u odnosu
na OH radikale

Delovi kestena OH aktivnost (%) + SD
Pitomi kesten

Ceo plod 5,45+0,31
Stz ploda 0
Spoljna braon kora ploda 21,82+0,93
Resa 43,64+1,72
List 0
Stara kora drveta 68,18+2,43
JeZevice 1,82+0,08
Lovranski marun

Spoljna braon kora ploda 56,36+2,51
List 5,45+0,07
Kalemljeni italijanski marun

Resa 59,09+1,78
List 48,18+1,32

EPR spektar DMPO-OH spin adukta formiran u prisustvu ekstrakata stare kore
drveta kestena je dat na slici 25b sa najve¢om "skevendzing” radikalskom aktivnoscéu
koja iznosi AA = 68,18% (tabela 32). Visoka "skevendzing” radikalska aktivnost je
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ispoljena i za resu kalemljenog italijanskog maruna (AA = 59,09%) (slika P4l) i
spoljnu braon kore lovranskog maruna (AA = 56,36%) (slika P4i). Antioksidativna
aktivnost u odnosu na OH radikale nije detektovana za ekstrakt srzi kestena (slika
PAc), kao i lista kestena (slika P4f). Niska vrednost antioksidativne aktivnosti je
odredena za ceo plod kestena (AA = 5,45%) (slika P4b).

Porast hidroksi radikalske "skevendzing” aktivnosti se moze objasniti
osobinom tanina da helatiziraju gvozde.

Karakteristican EPR signal za DEPMPO/OH adukt dobijen u Fenton-ovoj
reakciji (aparat 1) je prikazan na slici 26.

B
I T T T T T T T T
3320 3370 3410 3450 3490
[G]
Slika 26. EPR signal DEPMPO adukta ‘OH radikala generisanog u Fenton-ovoj

reakciji
(Oznacen je DEPMPO/OH pik ¢ija se amplituda odreduje)

EPR spektar DEMPO/OH spin adukta snimanog 5 min nakon kombinovanja
28 mmol/l DEPMPO, 2 mmol/l H,0,, 0,075 mmol/l FeSO, i 0,2 ml Fe?* i vode
(blank) je prikazan u Prilogu, na slici P5a. Na slikama P5b-f (u Prilogu) su prikazani
EPR spektri DEMPO/OH spin adukta snimanog 5 minuta nakon dodavanja ekstrakata
koncentracije 0,2 mg/ml prethodno rastvorenih u vodi.

U tabeli 33 su dati rezultati za antioksidativnu aktivnost u odnosu na hidroksi
radikale ekstakata rese i lista roda 2007. godine.

Tabela 33. Sposobnost ekstrakata kestena roda 2007. da redukuju stvaranje ‘OH
radikala u Fenton-ovoj reakciji

Delovi kestena RI (%) + SD
Pitomi kesten

Resa 20+0,03
List 29+0,04
Lovranski marun

Resa 23+0,03
List 34+0,02
Kalemljeni italijanski marun

List 33+0,03

Svi ekstrakti su ispoljili "skevendzing” ‘OH radikala, ali u razli¢itoj meri.
Ekstrakti rese ispoljavaju nize vrednosti antioksidativne aktivnosti u poredenju sa
ekstraktima lista.
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3.4.3. Korelaciona analiza

IzvrSena je korelaciona analiza izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida,
kondenzovanih tanina, kao i antioksidativne aktivnosti u odnosu na DPPH i hidroksi
radikale (aparat I) (tabela 34). Analizom su obuhvaceni ekstrakti dobijeni od kestena
roda 2006. godine.

Tabela 34. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, kondenzovanih
tanina i antioksidativne aktivnosti u odnosu na DPPH i OH radikale

Parametar Sadrzaj fenola Sadrzaj flavonoida DPPH aktivnost
(%GAE) (%CE) (%)

SadrzZaj fenola (% GAE) 0,83~ 0,60

Sadrzaj flavonoida (% CE) 0,66

OH aktivnost (%) 0,68 0,76 0,60

Kondenzovani tanini (%CE) ns.” 0,67 n.s.

Kondenzovani tanini (%CT) n.s. 0,737 n.s.

" Korelacija je zna¢ajna na nivou 0,05
Korelacija je znacajna na nivou 0,01
n.s. - nije signifikantno (P > 0,05)

Veoma znacajna korelacija (P < 0,01) je utvrdena izmedu sadrzaja fenola i
flavonoida, sadrzaja flavonoida i OH antioksidativne aktivnosti, kao i sadrzaja
flavonoida i kondenzovanih tanina odredenih kiselim butanolnim testom. Znacajna
korelacija (P < 0,05) je utvrdena izmedu sadrzaja fenola i OH aktivnosti, sadrzaja
fenola 1 DPPH aktivnosti, sadrZzaja flavonoida 1 DPPH aktivnosti, kao 1 izmedu
sadrZaja flavonoida i kondenzovanih tanina odredenih vanilin testom.

Izmedu ostalih odredivanja nije ustanovljena signifikanta korelaciona
zavisnost (P > 0,05).

3.4.4. Transformacija superoksidnog anjon radikala

Karakteristican EPR signal dobijen u HX/XO sistemu upotrebom DEPMPO je
prikazan na slici 27.

- f A }r|| ' 'ﬂ A
e Ao S e A |
el g Py \J \( A F“I uw,( IUI' ! \jklr,'\“f U\ H.U"*m \; WWW*WMW
f
33I30 1 33:?'0 i 34T1[J T 34!50 1 3‘-';90
[G]

Slika 27. EPR signal DEMPO adukta dobijen u HX/XO sistemu

66



(Na spektru je oznacena linija DEPMPO/OOH signala ¢ija se amplituda
odreduje)

Slab signal DEPMPO/OH adukta se takode moze zapaziti u vidu dva mala
centralna signala, ali on ne utic¢e na amplitudu i oStrinu dve centralne linije koje poti¢u
od DEPMPO/OOH signala.

Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su izrazitu ”"skevendzing” aktivnost u odnosu
na ‘O, radikale (tabela 35). Karakteristi¢ni spektri slepe probe i ekstrakata su
prikazani na slikama P6 i P7 (u Prilogu).

Tabela 35. Relativna inhibicija ‘O radikala proizvedenih u HX/XO sistemu
indukovanom ekstraktima kestena

Delovi kestena RI (%) + SD
Pitomi kesten

Ceo plod 67+0,05
Srz ploda 54+ 0,01
Spoljna braon kora ploda 70+0,03
Crvena unutras$nja kora ploda 53+0,05
Resa 70+0,04
List 73£0,06
Mlada kora drveta 75+0,04
Stara kora drveta 77+0,07
Jezevice 79+0,03
Lovranski marun

Ceo plod 20+0,02
Srz ploda 45+0,04
Spoljna braon kora ploda 77+0,01
Crvena unutrasnja kora ploda 75+0,05
List 80+0,03
Kalemljeni italijanski marun

Ceo plod 25+0,04
Resa 85+0,04
List 86+0,04

lako svi ekstrakti ispoljavaju signifikantnu antioksidativnu aktivnost u odnosu
na uklanjanje "O; radikala, najjefikasniji su ekstrakti lista (Rl = 86) i rese kalemljenog
italijanskog maruna (R1 = 85), kao i lista lovranskog maruna (Rl = 80) i jezevica (RI
=79).

Za razliku od njih, ekstrakt celog ploda lovranskog maruna (RI = 20), srzi
lovranskog maruna (R1 = 45), celog ploda kalemljenog italijanskog maruna (RI = 25),
kao 1 ekstrakti celog ploda i srzi pitomog kestena ispoljavaju znatno niZu
antioksidativnu aktivnost.

Utvrden je sledeci redosled RI aktivnosti ispitivanih ekstrakata u odnosu na
‘O, radikale:

resa > list > jezevice > stara kora drveta > spoljna braon kora ploda >
mlada kora drveta > crvena unutrasnja kora ploda > srz ploda > ceo plod.
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3.4.5. Kapacitet ekstrakata za uklanjanje lipidne peroksidacije

Kapacitet ekstrakata da prevenira ili uklanja lipidnu peroksidaciju lipozoma je
testiran koriS¢enjem Fenton-ove reakcije u kojoj se stvara ‘OH, koji efikasno izaziva
peroksidaciju. Iz spektra 7-DS-a koji se inkorporira u lipozome odreduje se parametar
reda S koji je reciprocno proporcionalan membranskoj fluidnosti.

10G

Slika 28. EPR spektar lipozoma obelezenih 7-DS-om
(Tamno: lipozomi tretirani *OH radikalima; svetlo: netretirani lipozomi);
S: parametar; 2T);: spoljasnje hiperfino kuplovanje; 2T : unutrasnje
hiperfino kuplovanje; a: izotropna hiperfina konstanta kuplovanja kristala
[a=1/3(Tx + Tyy + T;)]; a’: izotropna hiperfina konstanta kuplovanja
membrane [a’= 1/3(Ty + 2T_)]; Txx Tyy, Tz hyperfine konstante (za 7-DS,
uzimasedaje Tyx=Ty = 6,1G, T;; =324 G)
(Slika pokazuje kako se 2Ty, i 2T,: odreduju za netretirane lipozome. Dve
bliske linije (vertikalne linije) poti¢u od 7-DS u rastvoru)

Tabela 36 daje vrednosti za parametar reda (S) za: i) Ciste lipozome, ii)
lipozome izloZzene Fenton-ovom sistemu, iii) lipozome pomeSane sa ekstraktima
kestena i iv) lipozome pomeSane sa ekstraktima kestena izloZzene Fenton-ovom
sistemu.
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Tabela 36. Parametar S lipozoma i lipozoma pomesanih s ekstraktom kestena roda

2006. godine, odreden upotrebom EPR-a i spin probe 7-DS

S+SD
Kontrola Netretirani lipozomi (i) 0,590+0,002
Tretirani lipozomi (i) 0,609+0,004
Delovi kestena
Pitomi kesten
Netretirani Ilpp_zomllekstrakt 0.62140,002
Ceo plod (iii)
Tretirani Ilpg\z/;Jmllekstrakt 0.61940,010
Srz ploda nt 0,595+0,004
t 0,587+0,005
Spoljna braon kora nt 0,613+0,003
ploda t 0,611+0,003
Crvena unutras$nja nt 0,612+0,003
kora ploda t 0,617+0,003
Resa nt 0,590+0,004
t 0,601+0,002
List nt 0,610+0,004
t 0,604+0,003
Mlada kora drveta nt 0,620+0,005
t 0,619+0,003
Stara kora drveta nt 0,597+0,002
t 0,597+0,004
Jezevice nt 0,579+0,002
t 0,587+0,010
Lovranski marun
Ceo plod nt 0,612+0,004
t 0,621+0,002
Srz ploda nt 0,606+0,002
t 0,620+0,005
Spoljna braon kora nt 0,604+0,007
ploda t 0,603+0,009
Crvena unutraS$nja nt 0,606+0,007
kora ploda t 0,603+0,009
List nt 0,592+0,003
t 0,588+0,003
Kalemljeni italijanski marun
Resa nt 0,598+0,005
t 0,606+0,003
List nt 0,593+0,002
t 0,597+0,002
"t — tretirani

““nt — netretirani
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Merenjem parametra reda S za Ciste lipozome i lipozome izloZene Fenton-
ovom sistemu odreduje se stepen smanjenja membranske fluidnosti izazvan od strane
"OH radikala stvorenih u Fenton-ovom sistemu. Merenjem S za netretirane lipozome
pomesane sa ekstraktima utvrduje se da li komponente u ekstraktima izazivaju
promenu membranske fluidnosti. Dobijene vrednosti ukazuju na mehanizam zastite
od peroksidacije, kao i neke druge moguce primene ekstrakata.

Iz tabele 36 se moze videti da vecina ekstrakata kestena ispoljava aktivnost.

Ekstrakt mlade kore drveta i celog ploda pitomog kestena izaziva signifikantno
smanjenje membranske fludnosti kod lipozoma koji nisu tretirani u Fenton-ovoj
rekeiji (uzorci koji nisu izlozeni ‘OH), dok ekstrakti celog ploda lovranskog maruna,
crvene unutras$nje kore i spoljne braon kore lovranskog maruna, crvene unutras$nje
kore, braon spoljne kore i lista pitomog kestena ispoljavaju smanjenje koje nije tako
izrazito. Ekstrakt rese pitomog kestena, celog ploda i srzi lovranskog maruna ne
ispoljava sposobnost zastite lipozoma od peroksidacije.

Promene u fluidnosti kod netretiranih lipozoma ukazuje da se neke
komponente iz ekstrakata celog ploda, lista i jeZevica ugraduju u membranu. Lipofilne
komponente ekstrakata menjaju fluidnost lipozoma i prvenstveno uklanjaju lipidne
radikale unutar membrane. Drugi ekstrakti najverovatnije preveniraju lipidnu
peroksidaciju uklanjanjem “OH radikala iz rastvora. Smanjenje membranske fluidnosti
izazvane ekstraktom jeZevica se moze uzeti u razmatranje za njegovu dalju primenu u
dijeti i terapiji kod hipertenzije.

Rezultati dobijeni za ekstrakte kestena roda 2007. godine su prikazani u tabeli
37.

Tabela 37. Parametar (S) lipozoma i lipozoma pomesanih sa ekstraktom kestena roda
2007. godine, odreden upotrebom EPR-a i spin probe 7-DS

S+SD
Kontrola Netretirani lipozomi  0,600+0,005
Tretirani lipozomi 0,616+0,002

Delovi kestena
Pitomi kesten

Resa n 0,593+0,002
t 0,605+0,010

List n 0,599+0,004
t 0,599+0,003

Lovranski marun

Resa n 0,603+0,002
t 0,606+0,002

List n 0,605+0,004
t 0,605+0,005

Kalemljeni italijanski marun

List n 0,621+0,002
t 0,61620,004

Ekstrakt rese pitomog kestena (tabela 37) neznatno povecava fluidnost kod
netretiranih lipozoma i prevenira lipidnu peroksidaciju, $to treba uzeti u obzir u daljim
ispitivanjima. Ekstrakt lista kalemljenog italijanskog maruna izaziva signifikanto
smanjenje membranske fluidnosti lipozoma koji nisu izlozeni Fenton-ovom sistemu.
Poredenjem ekstrakata rese 1 lista roda 2006. 1 2007. godine zapaza se da ekstrakti
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kestena roda 2006. godine neznatno smanjuju membransku fluidnost kod netretiranih
lipozoma, dok ekstrakt rese kalemljenog italijanskog maruna roda 2007. godine
ispoljava izrazito smanjenje membranske fluidnosti kod netretiranih lipozoma.

3.4.6. Kapacitet ekstrakata za transformaciju organskih hidrofilnih radikala
Ispitivanje sposobnosti ekstrakta kestena da reaguje sa organskim hidrofilnim
radikalima izvr$ena je kori§¢enjem hidrofilne probe Tempon. Na slici 29 je prikazan

karakteristican EPR signal u vodenom rastvoru Tempon-a. Prilikom merenja se
odreduje amplituda sredisSnjeg pika.

20G
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Slika 29. EPR spektar spin probe Tempon-a u vodenom rastvoru

Kapacitet za uklanjanje Tempon-a (model komponente za organske, hidrofilne
radikale) je ispoljen u slu¢aju skoro svih ispitivanih ekstrakata kestena (tabela 38).

Tabela 38. Sposobnost redukcije spin probe Tempon ekstrakata kestena rod 2006.

god.
Delovi kestena AA (%) £ SD
Pitomi kesten
Ceo plod 0,4+ 0,002
Srz ploda 4,6+0,001
Spoljna braon kora ploda 5,940,002
Crvena unutraSnja kora ploda 8,3+0,004
Resa 18,140,002
List 0,2+0,002
Mlada kora drveta 0,5+0,001
Stara kora drveta 7,0+£0,006
Jezevice 8,4+0,004
Lovranski marun
Ceo plod 2,14+0,002
Stz ploda 1,8+£0,002
Spoljna braon kora ploda 12,6+0,002
Crvena unutrasnja kora ploda 4,340,003
List 4,1+0,003
Kalemljeni italijanski marun
Resa 9,1+0,004
List 7,1+0,005

Ekstrakti rese pitomog kestena (A = 18,1%) i spoljne braon kore lovranskog
maruna (A = 12,6%) ispoljavaju najvecu antioksidativnu aktivnost u pogledu
redukcije spin probe Tempon. Visoke vrednosti ispoljavaju i ekstrakt rese
kalemljenog italijanskog maruna, crvena unutraSnja kora pitomog kestena 1 jeZevica.
Ekstrakti lista pitomog kestena i mlade kore drveta ispoljavaju minimalnu aktivnost.

U tabeli 39 su dati rezultati dobijeni za ekstrakte kestena roda 2007. godine.
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Tabela 39. Sposobnost redukcije spin probe Tempon ekstrakata kestena rod 2007.

god.
Delovi kestena AA (%) = SD
Pitomi kesten
Resa 5,140,002
List 2,5+0,001
Lovranski marun
Resa 7,3+0,003
List 4,5+0,003
Kalemljeni italijanski marun
List 2,4+0,002

Ekstrakti rese ispoljavaju vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na organske
hidrofilne radikale u poredenju sa ekstraktima lista.

Na osnovu dobijenih rezultata za kapacitet ekstrakata na transformaciju
organskih hidrofilnih radikala (Tempon), odreden je slede¢i redosled aktivnosti
analiziranih ekstrakata:

resa > spoljna braon kora ploda > crvena unutrasnja kora ploda > jezevice >
stara kora drveta > list > srz ploda > ceo plod > mlada kora drveta.

Ekstrakti rese pitomog kestena i lista kalemljenog italijanskog maruna roda
2006. godine ispoljavaju veéu antioksidativnu aktivnost u odnosu na odgovarajuée
uzorke roda 2007. godine, dok je za ekstrakte lista pitomog kestena i lovranskog
maruna roda 2007. godine zabelezena veca aktivnost u odnosu na 2006. godinu

3.4.7. Transformacija hidroksi radikala i superoksid anjon radikala generisanih
UV zradenjem

Ispitivanje protektivnog delovanja ekstrakata na UV zraCenje ispituje Se
sposobnos¢u uklanjanja "OH i ‘O, radikala nastalih nakon zragenja.

Na slici 30 je prikazan karakteristican kombinovani spektar DEPMPO/OH i
DEPMPO/OOH adukta, dobijen u vodenom rastvoru izlozenom UV zracenju.

o

I | I
3410 3450 3490

Magnetno polje [G]

I T
3330 3370

Slika 30. EPR signal dobijen UV zracenjem vodenog rastvora ekstrakta srzi pitomog
kestena
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Krugom je oznaéen pik DEPMPO/OOH adukta ¢ija se amplituda meri.
Popunjenim krugom oznacen je karakteristican pik za DEPMPO/OH adukt. Trouglom
je oznacen signal oksidovanog hidroksilamina generisanog UV zraenjem
indukovanim razgradnjom DEPMPO.

Karakteristi¢ni spektri dobijeni za slepu probu i vodene rastvore suvih
ekstrakata dodavane u koncentraciji (0,2 mg/ml) su prikazani na slici P8 (u Prilogu).

Analiza UV protektivne aktivnosti ekstakata je slozena zbog dodatnog signala
oksidovanog hidroksilamina koji se stvara razgradnjom DEPMPO indukovanim UV
zradenjem??®. NepozZeljni signal (najjintezivniji u slepoj probi) (slika P8) znacajno se
preklapa sa spektrima DEPMPO/OH i DEPMPO/OOH adukta, $to dovodi do teskoc¢a
u odredivanju amplitude pika. Zapazeno delovanje ukazuje da ekstrakti obezbeduju
zastitu spin trapa od degradacije izazvane UV zraCenjem.

U tabeli 40 su dati rezultati za relativnu inhibiciju u odnosu na UV zraenje
izazvano stvorenim "OH i "0 radikalima indukovanim u ekstraktima kestena.

Tabela 40. Relativna inhibicija ‘OH i ‘O, radikala indukovana ekstraktima kestena
(rod 2006. godine)

Delovi kestena RI (OH) + SD RI (O2)+SD
Pitomi kesten

Ceo plod 16+0,05 -119+0,10
Srz ploda -5+0,02 -150+0,12
Resa 18+0,02 -12+0,02
List 8+0,03 -6+0,02
Stara kora drveta -18+0,03 -19+0,05
Jezevice -13+0,03 -69+0,09
Lovranski marun

Spoljna braon kora ploda 21+0,04 12+0,05
List 21+0,02 25+0,05
Kalemljeni italijanski marun

Resa 29+0,02 12+0,05
List 34+0,09 -31+0,02

Tri ekstrakta poseduju pozitivne RI vrednosti za relativnu inhibiciju u odnosu
na obe vrste radikala, ‘OH i O, i to: spoljna braon kora lovranskog maruna (R1 (‘OH)
=21; RI (‘Oy) = 12), resa sa kalemljenog italijanskog maruna (R1 ((OH) = 29; RI ('0y)
=12) i list lovranskog maruna (Rl (OH) = 21; RI ('O;") = 25).

Negativne RI1 vrednosti dobijene za ostale ekstrakte ukazuju da oni ispoljavaju
prooksidativnu aktivnost u vodenom rastvoru izloZzenom UV zraenju. ZapaZena
prooksidativna aktivnost, kao i veoma slaba antioksidativna aktivnost navedenih
ekstrakata sa pozitivnim vrednostima RI u odnosu na oba ispitana radikala, ukazuju da
se oni ne mogu koristiti u cilju UV zastite. Visoka senzitivnost ekstrakata srzi ploda
pitomog kestena, jezevica i celog ploda pitomog kestena u odnosu na UV zrafenje
uslovljava da se one drze dalje od svetlosti u cilju sprecavanja razgradnje.
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3.5. UTICAJ EKSTRAKATA NA PREVENIRANJE/UKLANJANJE LIPIDNE
MEMBRANE ERITROCITA

Kapacitet ekstrakata C. sativa je u odnosu na zaStitu membrane eritrocita od
lipidne peroksidacije i promene fluidnosti ispitan je upotrebom EPR-a.

Na slici 31 je prikazan karakteristiCan spektar netretiranih eritrocita i eritrocita
tretiranih H,O; i obelezenih 7-DS-om.

2T
Slika 31. EPR spektar eritrocita obelezenih sa 7-DS-om
(Crna boja — netretirani eritrociti; crvena boja — eritrociti izloZzeni 3 mmol/l
H»0, nakon perioda inkubacije od 30 minuta); S: parametar. 2T ;: spoljasnje
hiperfino kuplovanje. 2T ;: unutrasnje hiperfino kuplovanje; a: izotropna
hiperfina konstanta kuplovanja kristala [a = 1/3(Txx + Tyy + Tz)]; a’:
izotropna hiperfina konstanta kuplovanja membrane [a’= 1/3(T,, + 2T )];
Two Tyys Tzt hyg)erfine konstante (za 7-DS, uzima se da je Txx = Tyy= 6,1 G,
T, =324 G)*
Dve bliske linije (vertikalne linije) poti¢u od 7-DS u rastvoru.

Na slici 31 se moze zapaziti poveCenje parametra reda S utvrdenim za
eritrocite tretirane H,O,. U tabeli 41 su date vrednosti parametra reda S.
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Tabela 41. Parametar reda S netretirananih eritrocita i eritrocita tretiranih H,O, u

prisustvu ekstrakata kestena upotrebom spin probe 7-DS

Uzorak S+SD
Kontrola Netretirani eritrociti 0,753+0,005
Tretirani eritrociti 0,776+0,006
Rod Delovi ploda
(godina)
Resa kalemljenog Netretirani eritrociti + e 0,752+0,009
italijanskog maruna Tretirani eritrociti + e 0,757+0,006
2006. List lovranskog maruna Netretirani eritrociti + e 0,753+0,005
Tretirani eritrociti + e 0,752+0,004
Netretirani eritrociti + e 0,761+0,005
Tretirani eritrociti + e 0,760+0,005
Resa lovranskog maruna Netretirani eritrociti + e 0,761+0,008
Tretirani eritrociti + e 0,765+0,014
2007. List lovranskog maruna Netretirani eritrociti + e 0,760+0,014
Tretirani eritrociti + e 0,758+0,015
Resa pitomog kestena Netretirani eritrociti + e 0,749+0,007
Tretirani eritrociti + e 0,758+0,011
e — ekstrakt

Tretirani eritrociti su izlozeni dejstvu 3 mmol/l H,O,. Utvrdeno je da svi
ispitvani ekstrakti Stite membrane od lipidne peroksidacije. Najslabije delovanje je
zapazeno za ekstrakte pitomog kestena roda 2006. godine. Kako razlika izmedu
parametra reda S za netretirane eritrocite i eritrocite tretirane H,O, nije statisti¢ki
znacajana, moze se zakljuCiti da svi ispitivani ekstrakti ispoljavaju antioksidativnu
aktivnost dovoljnu da preveniraju/otklone lipidnu peroksidaciju membrane eritrocita.

3.6. UTICAJEKSTRAKATA NA ZASTITU MEMBRANSKOG INTEGRITETA
MERENJEM SADRZAJA KALIJUMA

U tabeli 42 su dati rezultati efluksa kalijuma, koji je izazvan izlaganjem
kontrole i ekstrakata dejstvu 3 mmol/I rastvora H,O, nakon 30 min.

Efluks se dobija oduzimanjem [K'lnewetiani 0d  [K'Twetirani. Kontrolni
eksperiment je postavljen odredivanjem razlike u koncentraciji kalijuma izmedu
tretiranog i netretiranog uzorka eritrocita.

75



Tabela 42. Efluks kalijuma iz eritrocita izlozenih H,0,

Uzorak Efluks (mmol/l) = SD
Kontrola 4,35+0,018
Rod Delovi kestena
(godina)
Resa kalemljenog italijanskog maruna 0,39+0,01
List lovranskog maruna 5,80+0,02
2006. Jezevice 1,67+0,006
Resa lovranskog maruna 0,96+0,009
List lovranskog maruna 0,460,022
2007. Resa pitomog kestena 0,75+0,019

Moze se zapaziti da HyO, uti¢e na membranu eritrocita izazivajuéi povecanje
efluksa K* (kontrola). Efluks K™ nije statisti¢ki zna¢ajan u sluéaju eritrocita izlozenih
H.0, u prisustvu ekstrakata rese kalemljenog italijanskog maruna, kao i u slu¢aju sva
tri ekstrakta kestena roda 2007. god. To ukazuje da ovi ekstrakti §tite membranu
eritrocita. Ekstrakt lista lovranskog maruna (rod 2006. godine) ne Stiti integritet
membrane, s obzirom de je efluks kalijuma isti kao i u kontrolnom uzorku. Ekstrakt
jezevica daje manju vrednost efluksa kalijuma u odnosu na kontrolu, pa ne
obezbeduje zastitu eritrocita kao gore navedeni ekstrakti. Ekstrakti lista lovranskog
maruna poticu od istog kultivara, ali iz razli¢itih godina. Ekstrakt kestena (rod 2007.
godine) poseduje veéi sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida (tabela 21), i ovaj ekstrakt
Stiti eritrocite, a odgovarajuci ekstrakt iz prethodne godine sa manjim sadrzajem ovih
supstanci (tabela 19) ne deluje u smislu zastite. Fenoli i flavonoidi predstavljaju
potencijalno aktivne supstance u eritrocitima u odnosu na oksidativno osteéenje.

S obzirom da svi ekstrakti pokazuju dobar kapacitet u preveniranju lipidne
peroksidacije (tabela 37 i 38) gubitak aktivnosti za ekstrakte lista lovranskog maruna
(2006. god.) i jezevica, ne bi trebalo da uti¢e na efekat indukovan kod membranskih
lipida. Delovanje H,O; ide u pravcu disfunkcije nekih membranskih proteina kao Sto
su K*/Na* ATP-aze?, ili ¢ak moZe poveéati propustljivost membrane eritrocita u
odnosu na K*.

3.7. IN VITRO ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA EKSTRAKATA KESTENA

Dijabetes nastaje kao posledica propadanja i disfunkcije B-celija pankreasa, §to
rezultuje smanjenom ili obustavljenom proizvodnjom insulina. Ovim putem
organizam razvija netoleranciju ka glukozi §to dovodi do dijabetesa. Obzirom da je
Diabetes mellitus definisan kao stanje pojacanog oksidativnog stresa, veoma je vazno
uvesti éeliju u ekvilibrijum®.

U cilju uspostavljanja model-sistema dijabetesa, p-celije pankreasa (Rin-5F)
su inkubirane sa streptozotocinom (STZ), aloksanom (ALX) i Na-nitroprusidom
(SNP). STZ i ALX su poznati izazivai dijabetesa koji ucestvuju u formiranju
slobodnih radikala izazivaju¢i o$tecenje DNK, proteina, lipida i drugih molekula u
¢eliji. Od stepena oStecenja i celijske sposobnosti da odgovori na indukovan stimulans
zavisi i stepen smrtnosti éelija®.

Sposobnost balansiranja poremecenog oksidativnog stanja pracena je analizom
¢elijskog prezivljavanja pomocu MTT testa na Rin-5F ¢elijama, nakon istovremenog
tretmana sa dijabetogenim agensima i ekstraktima kestena.
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3.7.1. STZ/ALX/SNP izazvan dijabetes tip | (Diabetes mellitus-tip 1)

Analizirane su kontrolne Rin-5F c¢elije, zatim celije sa indukovanim
dijabetesom primenom STZ-a ili SNP-a i Rin-5F c¢elije koje su pre tretmana sa
izaziva¢ima dijabetesa inkubirane sa ekstraktima kestena. Inkubacija sa odabranim
ekstraktima traje sve vreme u toku kojeg su celije izloZene dejstvu dijabetogenih
agenasa-STZ/SNP. U tabeli 43 su dati delovi dva kultivara kestena i njihove oznake u
okviru ovih ispitivanja.

Tabela 43. Uzorci na kojima je radeno in vitro antioksidativno ispitivanje

Delovi kestena Oznaka uzorka

Pitomi kesten

Resa Ekstrakt 15
Jezevice Ekstrakt 32
Lovranski marun

List Ekstrakt 23

Primenom dijabetogenih agenasa (STZ, ALX) u rastu¢im koncentracijama
dobijena je opadajuéa kriva celijskog prezivljavanja (slika 32). Dijabetogenim
stanjem se smatra kada je manje od 60% celija vijabilno. Primenom STZ-a u
koncentraciji od 5 do 10 mmol/l dovodi do razvijanja modela dijabetesa, dok ALX
deluje u koncentraciji od 15 mmol/l, sto je nefizioloska doza, koja ne dovodi do
razvijanja dijabetesa. SNP je klasi¢an egzogeni donor azot monoksida (NO).

U pripremi eksperimenta SNP je kori§¢en u cilju potvrde mehanizma dejstva
STZ-a. SNP dovodi do dijabetogenog stanja u koncentraciji od 1 mmol/l. H,O, je
koris¢en kao pozitivna kontrola samog testa i Celijske smrti, rastvaran u je vodi a
primenjene su sledec¢e koncentracije: 0, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 i 1 mmol/l.
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Slika 32. Test vijabilnosti (MTT) uraden na B-¢elijama pankreasa nakon tretmana
¢elija sa dijabetogenim agensima — STZ, ALX i SNP-a
(H20; je korisc¢en kao pozitivna kontrola ¢elijske smrti)

STZ u ¢eliji in vivo pokrec¢e nekoliko destruktivnih mehanizama medu kojima
su posebno znacajni citotoksi¢na metilacija DNK i stvaranje "OH i NO radikala.
Pretpostavlja se da glavni signal destrukcije B-Celija pankreasa potic¢e od sposobnosti
STZ-a da formira NO radikal. Stoga STZ - indukovan dijabetes predstavlja veoma
pogodan eksperimentalni sistem za prouc¢avanje komplikacija u dijabetesu, kao §to su
¢elijska oStecenja 1 smrt.

IzvrSena je analiza ekstrakata kestena (tabela 43) u in vitro u kulturi Rin-5F
éelija. Celije su istovremeno inkubirane sa ekstraktima i sa STZ ili SNP-om, koji
dovode do poremecaja oksidativnog statusa celije. Svaki ekstrakt je koris¢en u
koncentraciji od 0,02 mg/ml, koja je u DPPH testu dovela do oko 80% redukcije
DPPH?* (3to je mera antioksidativne funkcije, tj. funkeije "skevendzinga" slobodnih
radikala).

Inkubacija ekstrakata i dijabetogenih agenasa sa Rin-5F ¢elijama je trajala 24
h. Nakon toga su radeni testovi vijabilnosti (MTT-test), prikazani na slici P9 (u
Prilogu).

Ekstrakti rese i jeZevica pitomog kestena i lista lovranskog maruna imaju
izuzetno visoku antioksidativnu aktivnost u ¢eliji. Naro¢ito je povoljna ¢injenica da su
delotvorni u niskim koncentracijama (oko 0,02 mg/ml). Ekstrakti rese pitomog
kestena i lista lovranskog maruna su sli¢ni po antioksidativnom kapacitetu i za nijansu
bolji od ekstrakta jeZevica.

Askorbinska kiselina (AA), odnosno vitamin C je koris¢ena u koncentraciji
250 umol/l kao kontrola. AA se pokazala kao blago toksi¢na u kombinaciji sa ve¢im
koncentracijama dijabetogenih agenasa — STZ i SNP-a.

3.8. ISPITIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Antimikrobna aktivnost suvih ekstrakata C. sativa i standarda rastvorenih u
30% etanolu je prikazana u tabelama 44 i 45.
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Tabela 44. Antimikrobna aktivnost ekstrakata C. sativa i referentnih standarda

Mikroorganizmi

Delovi kestena Staphylococcus  Sarcina Bacillus Proteus

aureus lutea cereus mirabilis
zI’

Pitomi kesten

Ceo plod NIT NI NI NI

Srz ploda NI NI NI NI

Spoljna braon kora 9,67+058 7,33+0,58 9,33+0,58 10+0

ploda

Resa 15,33+0,58 13,66 + 0,58 10+£0 11,33+ 0,47

List 14 + 4,89 11+1 10£0 12+0

Stara kora drveta 14,67 £0,58 9,33+0,58 10+0 11+0

Jezevice 9,33+0,58 10+0 10+1 11,33+ 0,47

Lovranski marun

Spoljna braon kora 10+0 10,33 +0,58 10,67+0,59 10,33+0,58

ploda

List 16 + 3,46 13+1 10,33+0,58 12,66 +0,47

Kalemljeni italijanski marun

Resa 16,67 +£0,58 15,66 +£0,58 9,33+0,58 12+0

List 14+1,73 9+1 9,67+058 11,33+0,47

Standardi

Amoksicilin 27,3 +1,15 55,0+ 1,0 29,0+ 0 26,33 £ 0,57

Penicilin 30,3+225 37,7+0,49 340+0  3433+0,57

“Z1 se izrazava kao srednja vrednost = SD (mm)
NI — nema inhibicije

Svi ispitivani ekstrakti su ispoljili aktivnost u odnosu na gram pozitivne
bakterije: Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus cereus, Lactococcus lactis
ssp. lactis, Micrococcus pyrogenes var. albus, kao i na gram negativne bakterije
Proteus mirabilis i Salmonella typhimurium. Samo je ekstrakt lista sva tri ispitivana
kulitivara ispoljio antimikrobnu aktivnost u odnosu na kvasac Rhodotorula.

Najveca aktivnost ekstrakata je utvrdena u odnosu na bakterije M. pyrogenes
var. albus, S. aureus i S. typhimurium, a ekstrakti su najmanje aktivni u odnosu na
kvasac Rhodotorula. Resa i list svih ispitivanih kultivara daju maksimalnu
antimikrobnu aktivnost. Ekstrakti rese i lista ispitivanih kultivara kestena poseduju
visok sadrzaj fenola i flavonoida (tabele 18, 19 i 20). Visoku aktivnost ispoljavaju i
ekstrakti stare kore drveta, jezevice i spoljne braon kore ploda.

Sa druge strane, ceo plod i srz ploda pitomog kestena (sa izuzetkom L. lactis
ssp. lactis) ne ispoljava antimikrobnu aktivnost. To je uglavnom rezultat visokog
sadrzaja ugljenih hidrata, pre svega skroba'®, koji su zastupljeni u sastavu ploda
(tabela 10).
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Tabela 45. Antimikrobna aktivnost ekstrakata C. sativa i referentnih standarda

Mikroorganizmi

Delovi kestena Lactococcus Micrococcus Salmonella Rhodotorula

lactis ssp. lactis  pyrogenes var. typhimurium

albus
ZI

Pitomi kesten
Ceo plod 10,67 +1,53 NI NI NI
Srz ploda NI NI NI NI
Spoljna braon 15 £2,5 12,33 +1,15 NI NI
kora ploda
Resa 10,33+ 0,72 15,5+ 2,59 17,82 +0,78 NI
List 145+25 14,33+ 1,15 13,67 + 0,88 12 +1,58
Starakoradrveta  1233+153 13,67 +0,58 11,65 + 0,55
Jezevice 10+1 14,16 + 1,25 15,83 +1,82
Lovranski marun
Spoljna braon 11,33+2,08 12,67 +2,08 11,5+0,53 NI
kora ploda
List 11,5+0,84 16,33+ 0,58 17,83+1,19 15+0
Kalemljeni italijanski marun
Resa 90+0 17,83 + 2,25 18,59+1,12 NI
List 14+1,73 14,33+ 1,15 12,47 + 0,61 12,33 +£0,58
Standardi
Amoksicilin 8+0 36 £0,58 16£0
Penicilin 12+0,58 52+0 15+0
Ketokonazol 25+0
Nistatin 18+0
Amfotericin B 10,3+ 0,58

Najvecu aktivnost ekstrakti su ispoljili u odnosu na M. pyrogenes var. albus, S.
aureus, S. typhimurium, L. lactis ssp. lactis, a najmanju u odnosu na kvasac

Rhodotorula.

Ispitivani delovi kestena ispoljavaju jaku antibakterijsku aktivnost u odnosu na
Staphylococcus aureus, jednu od gram pozitivnih bakterija Cestog izazivaca kvarenja
hrane. Nekada slabo rasprostranjen, danas ¢ini 50% svih S. aureus izolata, a
karakteristi¢na je rezistencija ovog soja na antibiotik meticilin, detektovana kod nekih

sojeva S. aureus.

Na slici 33 je prikazano ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata C. sativa

u odnosu na inokulat S. aureus.
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Slika 33. Antimikrobna aktivnost ekstrakata C. sativa u odnosu na S. aureus (1-11:
ekstrakti; 12 kontrola)

Rauha i sar.?® su pokazali da je rast S. aureus efikasno inhibiran flavonima,
flavonolima 1 naringeninom, $to ukazuje da flavonoidi u kestenu predstavljaju
potencijalno aktivne antimikrobne supstance. Flavonoidi se sintetiSu u biljkama kao
odgovor na mikrobioloske infekcije. Zbog toga ne iznenaduje da ova jedinjenja
poseduju i u in vitro uslovima antimikrobnu aktivnost u odnosu na §irok spektar
mikroorganizama®®*. Sa punim uvaZavanjem prirodnih proizvoda, generalno je
prihvaceno da fitohemikalije predstavljaju manje potentne anti-infektivne agense u
odnosu na agense mikrobiologkog porekla, kao §to su antibiotici®®.

Ispitivani uzorci ekstrakata C. sativa nisu ispoljili aktivnost u odnosu na
bakterije Escherichia coli (G-) i Enterococcus gallinarum (G+), kao i kvasce
Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans.

Ispitivani soj E. coli ima najmanju aktivnost u odnosu na antibiotike koji se u
ovim istrazivanjima koriste kao referentni standardi: Amoksicilin (21,33+1,15 mm) i
Penicilin (10+0 mm). Izostanak aktivnosti ekstrakata u odnosu na patogenu bakteriju
E. coli se moze objasniti visokom rezistentnoS¢u ovog soja u odnosu na ove
antibiotike i samim tim na ispitivane ekstrakte. lako ekstrakti nisu ispoljili aktivnost u
odnosu na E. coli, ispoljili su aktivnost u odnosu na ostale gram negativne bakterije,
P. mirabilis i S. typhimurium, $to ukazuje da struktura celijskog zida nije od
presudnog znacaja za aktivnost ekstrakata.

3.8.1. Korelaciona analiza

Rezultati korelacione analize izmedu antimikrobne i antioksidativne aktivnosti
u odnosu na superoksid anjon radikale su dati u tabeli 46.

Signifikantna korelacija (r = 0,65) je ustanovljena izmedu antimikrobne
aktivnosti ekstrakta u odnosu na L. lactis ssp. lactis i B. cereus, kao i antimikrobne
aktivnosti ekstrakta u odnosu na L. lactis ssp. lactis i P. mirabilis (r = 0,63). U svim
ostalim slucajevima je ustanovljena jako signifikantna korelacija (P < 0,01)
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Tabela 46. Korelacija izmedu antimikrobne aktivnosti i antioksidativne aktivnosti u
odnosu na superoksid anjon radikale

L. M. S. S. S. P. SadrZaj 0,

Parametar lactis  pyrogenes typhim aureus Ilutea mirab  fenola  aktivnost
ssp. var. albus  urium ilis  (%GAE) (%)
lactis

M.  pyrogenes n.s. 0,65

var. albus - .

S. typhimurium n.s. 0,84 0,66

S. aureus n.s. 0,96 084" 0,69

S. lutea n.s. 09 0917 094" 0,78"

B. cereus 0,65 0977 0,747 089" 089 098" n.s. 0,74

P. mirabilis 0,63 0,907 0,80 094" 0937 n.s.

O, aktivnost 0,60 0,80 0,72 076" 0,73 078" n.s.

(%)

"Korelacija je znatajna na nivou 0,05
Korelacija je znacajna na nivou 0,01
n.s. - nije signifikantno (P > 0,05)

Sadrzaj ukupnih fenola je u veoma znacajnoj korelaciji sa antimikrobnom
aktivnosti ekstrakata u odnosu na S. lutea (r =0,78). Utvrdena je znacajna korelacija
(P < 0,05) izmedu ukupnih fenola i antimikrobne aktivnosti ekstrakata u odnosu na S.
aureus (r =0,69), antimikrobne aktivnosti ekstrakata u odnosu na S. typhimurium (r =
0,66) i antimikrobne aktivnosti ekstrakata u odnosu na M. pyrogenes var. albus (r =
0,65).

Veoma signifikantna korelacija (P < 0,01) utvrdena je izmedu antimikrobne
aktivnosti ekstrakata u odnosu M. pyrogenes var. albus i antioksidativne aktivnosti u
odnosu na "0, radikale (r =0,80), antimikrobne aktivnosti ekstrakata u odnosu na P.
mirabilis i antioksidativne aktivnosti u odnosu na ‘O, radikale (r = 0,78). U svim
ostalim slucajevima je utvrdena signifikantna korelacija (P < 0,05).
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4.0. EKSPERIMENTALNI DEO

Proizvoda¢ galne kiseline monohidrata i (+)-katehin monohidrata je Fluka
A.G., a Sephadex-a LH-20 Pharmacia Fine, Chemicals, Uppsala, Sweden. Galna
kiselina (98%) za HPLC, L-a-fosfatidilholin, ksantin, ksantin oksidaza i DPPH su
proizvedeni u Sigma, St. Louis, MO, USA, a Kz;EDTA u Vacuette EDTA, Greiner
Bio-One, Austria. Acetonitril i metanol, LiChrosolv, Cistoée za hromatografiju i
vanilin su proizvedeni u Merck (Darmstadt, Germany). Trolox je proizveden u
Aldrich (Milw, WI, USA). 7-DS i Tempon u Molecular Probes (Junction City, OR,
USA). Proizvoda¢ H,0; je Renal, Budapest, Hungary, a FeSO, je Merck, Darmstadt,
Germany. Spin-trapovi DMPO i DEPMPO su proizvodi Alexis Biochemical (Lausen,
Switzerland), DEPMPO je preciscen i testiran na hidroksilaminske necistoce. Za
Mueller-Hinton agar proizvoda¢ je Difco, Detroit, MI, USA, a za Sabouraud
dekstrozni agar Merck, Darmstadt, Germany. Proizvodal streptozotocina je MP
Biomedicals, USA, dok je proizvoda¢ Aloxana (Cat. No. A7413-10G), Na-
nitroprusida (Cat. No. 228710-5G), boje (MTT) (Cat. No. M5655-1G) i RPMI 1640
medijuma (Cat. No. E15-848) Sigma St. Louis, MO, USA. Svi drugi reagensi i
hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analiti¢ke Cistoce (p.a.).

Teflonske epruvete su proizvedene u Zeus industries, Raritan, USA, a Petri
kutije u HiMedia®, Mumbai, India. Filteri su proizvedeni u Rotilabo—Spritzenfilter,
Roth, Karlsruhe, Germany.

Za ekstrakciju je korisé¢eno vodeno kupatilo Branson model b-220 Smith-Kline
Company (50/60 Hz, 125 W). Spektrofotometrijska odredivanja radena su na
spektrofotometru Hewlett Packard 8452A. EPR odredivanja su izvrSena na EPR
spektrometru Bruker 300E i Varian E104-A spektometru opremljenom sa X-trakom
(9,51 GHz). Snimanje na Varian E104-A spektometru izvrSeno je koris¢enjem EW
softvera (Scientific Software, Bloomington, IL, USA). Sadrzaj kalijuma je odreden
koris¢enjem PFP7 plamenog fotometra (Dunmow, England, UK). HPLC odredivanja
su izvrSena na HP1090 (Hewlett-Packard Company, Avondale, PA, USA) sa DAD
detektorom (kolona i pretkolona Zorbax SB-C18, proizvodaca Agilent, USA) i na
Agilent 1200 HPLC/DAD, USA, povezanim sa Agilent MSD TOF, USA. LC/MS
analiza je izvrSena na Agilent MSD TOF kuplovanom za Agilent 1200. In vitro
antioksidativna svojstva su odredena na ELISA 96-well plate reader (Behring, FR
Germany).

4.1. DOBIJANJE EKSTRAKATA KESTENA

Opisan je postupak pripreme delova kestena za analizu i postupka ekstrakcije
sa dva ekstragensa (50% etanol i 50% aceton).
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4.1.1. Priprema biljnog materijala

Uzorkovanje kestena vrseno je prikupljanjem plodova iz etiri opstine Unsko-
sanskog kantona (Buzim, Velika Kladusa, Cazin i Bosanska Krupa). lzabrana su tri
najrasprostranjenija kultivara: pitomi kesten, kalemljeni italijanski marun i lovranski
marun. Uzorkovanje je izvrSeno u sezoni sazrevanja, od sredine septembra do kraja
oktobra 2006. i 2007. godine. Nakon toga je u laboratoriji metodom &etvrtanja®®
dobijen reprezentativni uzorak. Analizirani su pojedini delovi ploda: oljusten kesten,
odnosno srz ploda, braon spoljna kora ploda, crvena unutrasnja kora ploda, ceo plod
(bez jezevica), lis¢e, resa, jezevice, stara 1 mlada kora stabla. Pitomi kesten je detaljno
analiziran, dok su za ostala dva kultivara izabrani samo pojedini delovi (ceo plod, list,
resa).

Delovi kestena su u laboratorijskom mlinu samleveni za dalju analizu. Srednji
pre¢nik Cestica (d) je odreden primenom seta sita (Erweka, Germany) po postupku
jugoslovenske farmakopeje®®’. Odredivanje se vrii tako §to se usitnjena droga prenese
na set sita (prvo sito na setu, odozgo na dole je ono kroz koje prolazi celokupna masa
usitnjene droge), stavi poklopac i seje 20 minuta®*®.

Nakon toga meri se masa dela droge (na situ sa manjim pre¢nikom otvora) i
izraGunava maseni procenat frakcije (m). Srednji pre¢nik cCestica (d) izracunava Se
primenom sledeée jednacine:

100 m.
b o I (14)
d Z[ d. j

I
gde je:
m; - maseni procenat i-te frakcije (%);
d; — srednji pre¢nik i-te frakcije (mm).

4.1.2. Ekstrakcija

Uzorak droge (50,0 g) se prenese u erlenmajer sa slifom i doda 50% etanol
(250 ml), pri ¢emu je odnos droge i ekstagensa 1 : 5 (m:V). Opisani postupak
ekstrakcije je u slucaju primene 50% acetona kao ekstragensa u potpunosti isti, s tim
Sto je odnos droge i rastvaraca 1:10. Erlenmajeri su tarirani i izvrSena je ekstrakcija
primenom ultrazvuka (30 min). Nakon provere mase i dodavanja eventualno
otparenog rastvaraca, izvrSena je filtracija, pri cemu je dobijen te¢ni ekstrakt. Tacno
odmerena zapremina dobijenog ekstrakta (100 ml) se prenese u tarirani balon i
rastvara¢ ukloni primenom rotacionog vakuum uparivaca na temperaturi od 40°C do
suva, i precizno izmeri masa suvog ostatka. Postupak dobijanje suvog ekstrakta je
prikazan na Semi 3. Na osnovu dobijene mase suvog ekstrakta (SE) izraCunava se
prinos ekstrakcije Y (g SE/100 g droge), odnosno % (m/m). Dobijeni suvi ekstrakti su
¢uvani u frizideru u staklenim bocicama.

84



BILINA
SIROVINA

susenje

DROGA

ekstrakcija

Extracta
fluida

uparavanje
susenje
Y

Extracta
sicca

Sema 3. Blok $ema dobijanja suvog ekstrakta (Extracta sicca)

4.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

Opisani su postupci standardnih kolorimetrijskih metoda za odredivanje
ukupnih fenola, flavonoida i kondenzovanih tanina primenjenih za analizu uzoraka.

4.2.1. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola se vr$i metodom po Folin-Ciocalteu*®. Rastvor
ispitivanih ekstrakata u metanolu (0,1 ml) koncentracije 1 mg/ml ili standarda galne
kiseline se prenese u epruvetu i doda 7,9 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu
reagesa i 1,5 ml 20% Na,CO3 (4 g anhidrovanog Na,COj3 se rastvori uz zagrevanje
(70°C) u 16 ml destilovane vode). Za slepu probu se umesto ekstrakta u epruvetu
doda 0,1 ml destilovane vode i ponovi prethodno opisani postupak.

Nakon inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, meri se apsorbancija na
talasnoj duzini od 765 nm. Ukupni fenoli su izrazeni kao ekvivalent galne kiseline,
GAE/100 g uzorka®®.

Za formiranje standardnog dijagrama galne kiseline se u normalni sud (10 ml)
odmeri 2, 4, 6 ili 8 ml standardnog rastvora galne kiseline monohidrata (200 mg/l) i
dopuni do crte metanolom. U epruvetu se prenese po 0,1 ml prethodno pripremljenih
standarnih rastvora, a u poslednju epruvetu se odmeri 0,1 ml standardnog rastvora
galne kiseline monohidrata. Nakon dodavanja reagenasa po prethodno opisanoj
proceduri i inkubacije, meri se apsorbancija na talasnoj duzini od 765 nm.

4.2.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida je izvrSeno kolorimetrijskom metodom
primenom aluminijum-hlorida®*’. Rastvori ekstrakta u metanolu (1 ml) ili standardnog
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rastvora (+)-katehina: 20, 40, 60, 80 ili 100 mg/l, se prenesu u normalni sud od 10 ml
u kome se nalazi 4 ml destilovane vode i 0,3 ml 5% natrijum-nitrita. Nakon 5 minuta,
doda se 0,3 ml 10% rastvora AlICl36H,0, a posle 6 minuta jo§ 2 ml NaOH (1 mol/l) i
normalni sud dopuni do crte destilovanom vodom. Rastvor se promucka i
apsorbancija se meri na talasnoj duzini od 510 nm.

4.2.3. Odredivanje kondenzovanih tanina vanilin testom

Zapremina od 0 do 1 ml (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ili 1 ml) standardnog rastvora
katehina u metanolu (300 mg/l) se prenese u epruvete, a zatim se do 1 ml dopune
apsolutnim metanolom. Na opisani nacin pripreme se po 2 paralelne probe
standardnih rastvora'™!. Jednom setu epruveta se doda 5 ml vanilin reagensa (1%
vanilin u metanolu : 4% HCI u metanolu = 1:1 (V:V)), rastvor se priprema
neposredno pre odredivanja, a drugom setu 5 ml 4% HCl u metanolu. Izmedu
dodavanja ovih reagenasa potrebno je da prode ne vise od 1 minut.

Epruvete se inkubiraju na vodenom kupatilu 20 minuta (30°C). Vrednosti
apsorbancija uzorka se takode mere u 1 minutnom intervalu na talasnoj duzini od 500
nm. Apsorbancija slepe probe (metanolni rastvor ekstrakta kome nije dodat vanilin
reagens, a sadrzi 4% HCI u metanolu) se oduzima od apsorbancije uzorka koji sadrzi
vanilin reagens.

Po 1 ml metanolnog rastvora ekstrakta (1 mg/ml) se prenese u 2 epruvete, tako
da svaki uzorak ima svoju slepu probu. Nakon primene prethodno opisanog postupka i
inkubacije, meri se apsorbancija.

4.2.4. Odredivanje kondenzovanih tanina Kiselim butanolnim testom

U epruvete se doda 6 ml kiselog butanolnog reagensa (n-butanol : cc. HCI =
95 : 5 (V:V)) i 1 ml metanolnih rastvora ekstrakata koncentracije 1 mg/ml. Doda se
0,2 ml gvozde reagensa (0,5 g FeNH4(SO4) x 12 H,O se rastvori u 25 ml rastvora HCI
(2 mol/l)) i uzorak se promesa. Epruvete se zatvore staklenim zatvaracem i stave na
kljucalo vodeno kupatilo (50 min). Nakon hladenja, apsorbancija se meri na talasnoj
duzini od 550 nm. Od dobijene vrednosti se oduzima apsorbancija slepe probe koja
sadrzi 1 ml rastvaraga (metanol), kiseli butanol reagens i gvozde reagens®’.

Standardizacija metode se vrsi odgovaraju¢im proantocijanidinom, dobijenim
iz ekstrakta kestena prec¢isc¢avanjem preko Sephadex-a LH 20, rastvorenim u metanolu
u koncentraciji 1 mg/ml.

4.2.4.1. PreciS¢avanje ekstrakta kestena na Sephadex-u LH 20 i dobijanje
kondenzovanih tanina

Kolona dimenzija 1 cm x 17,8 cm se napuni Sephadex-om LH 20 (3 g
liofiliziranog Sephadex-a se doda u 100 ml 95% etanola). Zatim se Sephadex-u dodaje
etanol da bi se formirao stabilan sloj. Na kolonu se nanosi uzorak ekstrakta kestena
(100 mg suvog ekstrakta u 5 ml 95% etanola). Za odvajanje nepolimernih fenolnih
materija, kolona se prvo eluira 95% etanolom. Brzina eluiranja je 0,2 ml/min. Eluat se
sakuplja u oznacene epruvete, do zapremine 5 ml, sve dok ispoljava pozitivnu
reakciju na Prussian plavo.
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Prussian blue test: Za ovaj test uzorku (0,1 ml) se doda po 1 ml 0,02 mol/Il
FeCl; rastvorenog u 0,1 mol/dm HCI i 1 ml 0,016 mol/l KsFe(CN)g, kao i 5 ml vode.
Prisustvo fenolnih komponenata se detektuje obrazovanjem plave boje®*.

Prikupljene frakcije istog sastava se spoje i rastvara¢ u potpunosti ukloni na
rotacionom vakuum uparivaéu (T=40°C). Na ovaj nac¢in su dobijeni nepolimerni
fenoli.

Eluiranjem kolone 50% acetonom se dobijaju frakcije koje sadrze tanine
(polimerne fenole). Acetonske frakcije se spoje i aceton se ukloni na vakuum
uparivacu. Obe frakcije (netaninski fenoli i proantocijanidini) se osuse do konstantne
mase u su$nici, zatim se izmeri njihova masa i kvantitativno se prenesu u staklene
bocice koje se do ispitivanja cuvaju u frizideru.

4.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje kapaciteta ekstrakata u zastiti eritrocita
od hemolize izazvane vodonik peroksidom

Stepen zaStite membranskog integriteta je odreden u zavisnosti od mere kojom
ekstrakti mogu da sprece hemolizu eritrocita. Eritrociti izlozeni intenzivnom ili
produzenom oksidativnom stresu, mogu podle¢i hemolizi, koja se moze detektovati
prisustvom hemoglobina i dezoksihemoglobina u plazmi.

U cilju odredivanja relativnog stepena hemolize, meri se vrednost apsorbancija
na talasnim duzinama od 540 nm i 560 nm. Na ovim talasnim duzinama hemoglobin i
dezoskihemoglobin ispoljavaju maksimum apsorbancije'®®. Pod normalnim uslovima,
hemoglobin i dezoksihemoglobin se ne nalaze u plazmi, tako da njihovo prisustvo
predstavlja indikator da je doslo do hemolize. Izvesni mali stepen hemolize se desava
i kod netretiranih eritrocita, kao posledica mehanickih oste¢enja u toku manipulacije
uzorcima.

Sveza krv je uzeta od tri zdrava volontera (starosti od 23 do 35 godina). U
epruvete u kojima se nalazi 0,072 ml 7,5% rastvor K;zEDTA kao antiokoagulans,
unese se 3 ml krvi. Sveza krv je prethodno tri puta isprana izotoni¢nim rastvorom
fosfatnog pufera (NaCl 8,8 g/l, Na,HPO, 1,2 g/l, NaH,PO4 0,43 g/l, pH je podesen na
7,4 primenom 1 mol/l HCI), a zatim je izvrSeno centrifugiranje na 3500 x g (10 min,
23°C). Hematokrit sveze krvi je 40%, a pre inkubacije je u svim uzorcima postignut
isti hematokrit. U svim istrazivanjima je H,O, dodat do finalne koncentracije od 3
mmol/l. Uzorci bez H,0; se koriste kao slepe probe.

Eritrociti tretirani sa H,O; koji ne sadrze ekstrakte sluze kao kontrola. Za svaki
ekstrakt je pripremljeno dva tipa uzorka, sa i bez vodonik peroksida. Finalne
koncentracije ekstrakata su bile 0,2 mg/ml. Svi uzorci su inkubirani 30 minuta na
37°C. Nakon inkubacije uzorci su pomesani sa 10 puta ve¢om zapreminom fosfatnog
pufera u cilju uklanjanja H,O, i centrifugirani na 3500 x g (10 min, 20°C).

Dobijeni supernatant je razblazen 100 puta, nakon cega se odreduje
apsorbancija na navedenim talasnim duZinama. Stepen hemolize se izrazava u
procentima (%), tako da apsorbancija u uzorcima u kojima je postiguta kompletna liza
eritrocita predstavlja 100% hemolize. Za pripremu uzoraka sa kompletnom
hemolizom, eritrociti su inkubirani 30 minuta sa vodom umesto fosfatnog pufera.
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4.3. HPLC ANALIZA

Za kvantitativno odredivanje ukupnih fenolnih materija je primenjen HPLC
uredaj HP1090, dok je kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih materija izvrSena
primenom Agilent MSD TOF kuplovanim sa HPLC uredajem Agilent 1200.

4.3.1. HPLC/DAD analiza za kvantitativno odredivanje ukupnih fenolnih
materija

Odmeri se 5 g uzoraka i doda 50 ml H,SO,4 (pH=3). Izvrsi se kisela hidroliza,
zagrevanjem balona sa povratnim kondenzatorom na klju¢alom vodenom kupatilu u
toku 2 h. Nakon filtracije, 20 ml vodenog ektrakta se ekstrahuje (2 x 10 ml etil-
acetata) u levku za odvajanje. Spojeni etil-acetatni ekstrakti se upare do suva na
rotacionom vakuum uparivacu.

HPLC analiza je izvrSena upotrebom te¢nog hromatografa HP1090 sa DAD
detektorom. Korisc¢ena je kolona na obrnutoj fazi (Zorbax SB-C18, 3,0 x 250 mm, 5
um), koja je zasti¢ena pretkolonom (Zorbax SB-C18, 4,6 x 12,5 mm, 5 um). Detekcija
je izvrSena na 277 nm, a apsorcioni spektar komponenata je sniman u intervalu od 210
do 400 nm. Gradijent mobilne faze je formiran varijacijom odnosa mobilne faze A
(1% sirc¢etna kiselina u vodi, V/V) i mobilne faze B (acetonitril). HPLC separacija je
izvrSena slede¢im linearnim gradijentom: 0-10 min, 80% A; 10-40 min, 60% A; 40-80
min, 40% A; 80-130 min 50% A. Kolona je uravnotezena na pocetne uslove sa 95%
A, 10 min. Brzina protoka mobilne faze je 0,30 ml/min. Analiza je izvrSena na sobnoj
temperaturi (22°C). Uzorak (rastvor hidrolizovanog ekstrakta ili standard rutin) je
injektovan mikro$pricem (10 pl). Suvi ekstrakt C. sativa dobijen nakon Kkisele
hidrolize je rastvoren u smesi metanol : voda = 2 : 3 (V/V). Svi rastvori su filtrirani
pre injektovanja u HPLC sistem, kroz filter veli¢ine otvora pora 0,45 um.

4.3.2. HPLC/ DAD i LC/MS analiza

Suvi ekstrakt (100 mg) se rastvori u 1 ml metanola i doda 2 ml 3% HCI (u
metanolu). Normalni sud sa reakcionom smeSom se zatvori 1 stavi na kljuc¢alo vodeno

kupatio u toku 2 h. Nakon hladenja, rastvor se razblazi deset puta i injektuje u
HPLC/DAD i LC/MS sistem.

HPLC/DAD analiza

HPLC analiza hidrolizovanih ekstrakata je izvrSena primenom uredaja Agilent
1200 serije sa RR Zorbax Eclipse Plus C18 kolonom (150 x 4,6 mm, 1,8 um).
Mobilna faza A je 0,2% mravlja kiselina u vodi, a mobilna faza B je acetonitril.
Injektovana zapremina uzorka je 1 ul, a protok mobilne faze 0,95 ml/min, sa
programom gradijenta: 0-20 min 5-16% B, 20-28 min 16-40% B, 28-32 min 40-70%
B, 32-36 min 70-99% B, 36-45 min 99% B, 45-46 min 99,5% B. UV-VIS detekcija je
na talasnim duzinama 230, 280 i 320 nm. Kvantitativna analiza je zasnovana na
merenju povrSine dobijenih pikova standardnih rastvora uz koriséenje standardnog
dijagrama galne kiseline, odnosno na osnovu zavisnosti povrsine pika od mase galne
kiseline i odgovarajuce jednacine, u koncentracionom opsegu od 0,1 do 1,0 mg/ml.
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LC/MS analiza

LC/MS analiza je izvrSena na aparatu Agilent MSD TOF kuplovanim sa
Agilent 1200 HPLC aparatom, upotrebom iste kolone i programom gradijenta kao i u
HPLC/DAD analizi. Analize mase molekula i fragmentiranih jona je izvrSena na
osnovu masenih spektara dobijenih upotrebom Agilent ESI-MSD (TOF) "time-of-
flight” masenog spektrometra na pozitivhom i negativnom polarnom modu. Protok
gasa (N.) je 12 dm®min; pritisak nebulizatora 45 psig; temperaura gasa je 350°C. Za
ESI analizu, parametri su bili: kapilarni napon, 4.000 V; fragmentor, 140 V; skimer,
60 V; Oct RF V 250 V, za pozitivan i negativan mod. Opseg je od 100 to 2.000 m/z.

4.4. ISPITIVANJE EKSTRAKATA KESTENA EPR SPEKTRALNOM ANALIZOM

EPR spektri su za odredivanja DPPH 1 hidroksi radikala snimani na EPR
spektrometru Bruker 300E (aparat je oznacen oznakom I).

Sva ostala EPR odredivanja radena su na Varian E104-A EPR spektrometru
opremljenom sa X-trakom (9,51 GHz) (aparat je oznacen oznakom II). Za pojedine
uzorke su na ovom aparatu radena 1 ispitivanja hidroksi radikala.

4.4.1. Transformacija DPPH radikala
Analiza na aparatu |

Stabilni DPPH slobodni radikali ispitivani su u reakcionoj smesi koja se dobija
mesanjem 200 pl vode i 600 pl 0,4 mmol/l rastvora DPPH (slepa proba). Uticaj
ekstrakata na transformaciju DPPH radikala analiziran je u rastvoru koji se dobija
mesSanjem: X pl 1% vodenog rasvora kestena, (200-x) ul vode i 600 ul 0,4 mmol/l
vodenog rastvora DPPH. Svaki uzorak je inkubiran 20 minuta na sobnoj temperaturi
(20°C), a zatim su izvriena merenja primenom aparata I sa vremenom skeniranja od 4
minute.

Za ispitivanje uticaja ekstrakata na stvaranje i transformaciju DPPH radikala,
ekstrakti su rastvoreni u destilovanoj vodi u koncentraciji od 1 mg/ml i dodavani u
Fenton-ov model sistem u koncentraciji od 0,2 mg/ml. Paralelno je ispitivan uticaj
sintetickog antioksidansa BHA na transformaciju DPPH radikala, pri istim
koncentracijama.

Smesa je intezivno meSana u toku 2 minuta i preneta u Bruker-160 FC kvarcnu
kivetu za vodene rastvore. EPR spektri su snimani pri slede¢im uslovima: frekvencija
modulacije, 100 kHz; amplituda modulacije, 0,256 G; vremenska konstanta, 40,96
ms; vremenski opseg merenja, 327,68 ms; centar polja, 3.440,00 G; ukupan opseg
merenja, 100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja, 9,45 GHz; jacina struje, 2 X
10% snaga mikrotalasnog podru&ja, 20 mW:; temperatura merenja, 23°C. U svim
eksperimentima koriS¢ena je ultra-Cista voda c¢ija je otpornost 18 MQ. Svi
eksperimenti su radeni u tri ponavljanja i rezultati su prikazani kao srednja vrednost =
standardna devijacija.

Antioksidativna aktivnost (AApppH) ekstrakata definisana je slede¢im izrazom:
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h,—h
Apppn = %100 (%) (15)

X

gde je: h, - visina drugog pika EPR signala slepe probe;
hx - visina drugog pika EPR signala uzorka sa ekstraktom.

4.4.2. Transformacija hidroksi radikala
Analiza na aparatu |

U Fenton-ovom model sistemu, koji je dobijen me$anjem 200 ul 10 mmol/I
FeCl, x 4H,0, 200 pul 80 mmol/l DMPO i 200 pl 10 mmol/l H,O, ispitano je
nastajanje hidroksi radikala nakon reakcionog perioda od 5 min. Finalne koncentracije
ekstrakata iznosile su 0,2 mg/ml.

Ispitan je i uticaj komercijalnog antioksidansa BHA, pri koncentracijama 0,1,
0,21 0,3 mg/ml, na stvaranje i transformaciju hidroksi radikala.

EPR spektralna odredivanja hidroksi radikala u svim ispitivanim model
sistemima koji su se nalazili u Bruker ER-160 FC kvarcnoj kiveti za vodene rastvore,
izvrSena su na EPR spektrometru I pri slede¢im radnim karakteristikama: frekvencija
modulacije, 100 kHz; amplituda modulacije, 0,521 G; vremenska konstanta, 81,92
ms; vremenski opseg merenja, 327,68 ms; centar polja, 3.440,00 G; ukupan opseg
merenja, 100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja, 9,64 GHz; jacina struje, 2,00
x 10°; snaga mikrotalasnog podrugja, 20 mW; temperatura merenja, 23°C .

Antioksidativna aktivnost (AAon) ekstrakta definisana je jednac¢inom:

h,—-h
Aon = Oh *100 (%) (16)

X

gde je: h, - visina drugog pika EPR signala slepe probe;
hx - visina drugog pika EPR signala uzorka sa ekstraktom ili BHA.

Analiza na aparatu Il

Tipi¢an EPR spin traping eksperiment se odvija na slede¢i na¢in®*®: a) Zeljeni
radikal se proizvodi u radikal generiSu¢em sistemu i njegova koncentracija se
odreduje na osnovu ampitude EPR signala koji poti¢e od spin trap adukta koji se
formira trapingom radikala, b) isti eksperiment se ponavlja nakon dodavanja
ispitivanog ekstrakata koji je "skevendzer” ispitivanih slobodnih radikala, $to bi
trebalo da izazove smanjenje inteziteta EPR signala, s obzirom da ekstrakt uklanja
odredenu koli¢inu proizvedenih radikala.

Sposobnost ispitivanog ekstrakta da ukloni radikale se ispituje na osnovu
razlike amplituda izmedu EPR signala trapovanog radikala u radikal — generiSu¢em
sistemu, sa | bez dodavanja ispitivanog ekstrakta. Rezultati se predstavljaju kao
relativno smanjenje stvaranja radikala, odnosno kao relativna inhibicija (R1):

F)r s Pr S+e
RI = gp—gloo (%) (17)

rgs
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gde je: Prgs - pik amplitude (radikal generiSuéi sistem);
Prgs+e - pik amplitude (radikal generiSuci sistem + ekstrakt).

Sposobnost ekstrakata da izvrSe “skevendzing” 'OH radikala je ispitana
upotrebom Fenton-ove reakcije kao “’OH proizvodackog” sistema. Za Fenton-ovu
reakciju je koriS¢en rastvor dobijen kombinovanjem 2 mmol/l H,O; i 0,075 mmol/I
FeSO, za stvaranje "OH, a kori$c¢en je spin-trap DEPMPO u finalnoj koncentraciji od
28 mmol/l. DEPMPO reaguje sa "OH i formira DEPMPO/OH adukt. Finalna
koncentracija ekstrakta (prethodno rastvorenih u vodi) je 0,2 mg/ml. Uzorci bez
dodatog ekstrakta se koriste kao slepa proba.

EPR spektri su snimani na sobnoj temperaturi, pri slede¢im uslovima:
frekvencija modulacije, 100 kHz; amplituda modulacije, 2,0 G; vremenska konstanta,
32 ms; centar polja, 3.410,00 G; ukupan opseg merenja, 200,00 G; snaga
mikrotalasnog podrucja, 10 mW. Uzorci su prebaceni u gas-permeabilne teflonske
epruvete. Merenja su izvrsena uz primenu kvarcnih kapilara u koje su postavljene
teflonske epruvete. Snimanje je izvrseno 2 minuta nakon pocetka reakcije, a trajalo je
4 minuta.

4.4.3. Transformacija superoksidnog anjon radikala

Superoksidni anjon radikali su generisani u ksantin (1,6 mmol/l)/ksantin
oksidaza (6 IU/ml) (X/XO) sistemu, rastvorenom u vodi visoke c¢istoce (18 MQ).
Finalna koncentracija DEPMPO je 28 mmol/l. Vreme inkubacije je 2 minuta.

Za ispitivanje uticaja ekstrakata na stvaranje i transformaciju superoksidnog
anjon radikala, ekstrakti su rastvoreni u destilovanoj vodi u koncentraciji od 1 mg/ml i
dodavani u sistem u finalnoj koncentraciji od 0,2 mg/ml. Uzorak Kkoji ne sadrzi
ekstrakt je sluzio kao kontrola. Sposobnost ispitivanih ekstrakata da vezu radikale
ispitana je na osnovu razlike amplituda izmedu EPR signala radikala u spin-trapu i u
radikal-generisu¢em sistemu, sa i bez dodavanja ispitivanog ekstrakta. Rezultati su
prikazani kao antioksidativna aktivnost (AA) koris¢enjem sledece jednacine:

AA :hoh_—hxlOO (%) (18)

X

gde su h, 1 hy amplitude karakteristi¢nih linija u EPR spektru, dobijenih sa kontrolom,
odnosno sa uzorkom koji sadrzi ekstrakt.

EPR spektri su snimani pri istim prethodno opisanim uslovima za
transformaciju hidroksi radikala (aparat I1).

4.4.4. Kapacitet ekstrakata za uklanjanje lipidne peroksidacije

Ispitivanje sposobnosti ekstrakata u prevenciji i/ili otklanjanju lipidne
peroksidacije lipozoma testirano je upotrebom Fenton-ove reakcije u stvaranju "OH
radikala, za koje je poznato da efikasno izazivaju peroksidaciju. EPR spin probing
tehnika i membranska spin proba (7-DS) je upotrebljena za procenu smanjenja
membranske fluidnosti, za koju se zna da korelira sa lipidnom peroksidacijom®. Spin
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probe daju sopstveni signal u EPR spektru za razliku od spin trapova koji daju signal
tek u formi spin adukta.

Na osnovu spektra 7-DS ugradenog u lipozome izvrSeno je izraCunavanje
parametra reda (S), koji je obrnuto proporcionalan membranskoj fluidnosti** Za
pripremu lipozoma, hloroformski rastvor L-o-fosfatidilholina uparen je do suva u
vakuumu. Zatim je dodat fosfatni pufer (Na,HPO,4 1,2 g/l, NaH,PO, 0,43 g/l, pH
vrednost 7,4) da bi se dobila koncentracija od 125 mmol/l lipida i suspenzija je
homogenizovana na vortex-u 5 minuta. Ekstrakti su rastvoreni u puferu do finalne
koncentracije od 0,2 mg/ml (finalna koncentracija lipida je 100 mmol/l). U
kontrolnom uzorku se umesto ekstrakta nalazi pufer u istoj zapremini. Uzorcima je
zatim dodata radikal-generisuca smesa sa¢injena od 0,5 mmol/l H,O, i 0,075 mmol/Il
FeSO,. Reakcija je trajala 20 minuta, a zatim je dodata 10 puta vea zapremina
fosfatnog pufera da bi se reakcija zaustavila. Uzorci su centrifugirani 10 min (10.000
o/min) i supernatant je odbac¢en. Lipozomi su rastvoreni u puferu, rastvor dodat 7-DS
-u i nakon toga homogenizovan.

Kontrolni uzorak je tretiran na isti nacin, ali bez izlaganja radikal-generiSu¢em
sistemu (spin proba)/(membranski lipid)**® u odnosu 1:200.

EPR spektri su snimani pri istim uslovima kao za transformaciju hidroksi
radikala (aparat I1).

4.4.5. Kapacitet ekstrakata na transformaciju organskih hidrofilnih radikala

Za odredivanja kapaciteta ekstrakata za transformaciju organskih radikala
koristi se hidrofilna spin proba Tempon, koja se ugraduje u celijsku membranu za
razliku od 7-DS. Finalna koncentracija Tempon-a u uzorku je 0,1 mmol/l, a finalna
koncentracija ekstrakta 0,2 mg/ml. Svaka proba je inkubirana 20 minuta, a zatim je
izvr§eno merenje sa 4 minutnim vremenom skeniranja na sobnoj temperaturi (20°C).

EPR spektri su snimani pri istim uslovima kao za transformaciju hidroksi
radikala (aparat II).

Izmerena je amplituda sredine pika upotrebnom EPR signala i antioksidativna
aktivnost (AA) svakog uzorka je dobijena koris¢enjem jednacine:

A, — A,
AA=———100 (%) (19)
A,
gde su Asp i A amplituda srediSnjeg pika slepe probe i amplituda sredisnjeg pika
uzorka sa ekstraktom.

4.4.6. Transformacija hidroksi radikala i superoksid anjon radikala generisanih
UV zra¢enjem

Moguc¢i protektivni kapacitet ekstrakata u odnosu na UV zracenje ispituje se
sposobnos§¢u "skevendzinga” slobodnih radikala ("OH i ‘Oy), nastalih izlaganjem UV
zraCenju. Kontrolni uzorak, vodeni rastvor DEMPO (28 mmol/l), izloZzen je UV
zraCenju. Zracenje je izvrSeno U UV reaktoru (snage 1.000 W) i trajalo je 10 minuta.
Ekstrakti su rastvoreni do finalne koncentracije od 0,2 mg/ml i izlozeni UV zracenju
na isti prethodno opisani nadin za kontrolni uzorak. Nakon inkubacije, uzorci su
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prebaceni u teflonske epruvete i izvrsena su EPR odredivanja pri istim uslovima kao
za transformaciju hidroksi radikala (aparat I1).

UV protektivna aktivnost se moze izraziti kao relativna inhibicija (RI), na
slede¢i nacin:

P, —P
RI =———=2100 (%) (20)
I:)V

gde je: Py - pik amplitude (voda);

Pe - pik amplitude (ekstrakt).

4.5. PREVENIRANJE/UKLANJANJE LIPIDNE PEROKSIDACIJE MEMBRANE
ERITROCITA

Glavna meta napada egzogenog H,O, u eritrocitima nije intracelularna sredina,
ve¢ ¢eS¢e membrana eritrocita. Kako H,0O, moze pro¢i membranu, on takode poseduje
sposobnost reagovanja sa mastima izazivaju¢i peroksidaciju i oksidativna oStecenja.
Utvrdeno je da H,0, izaziva smanjenje membranske fluidnosti*®.

Priprema uzorka je identicna kao za spektrofotometrijsko odredivanje
kapaciteta ekstrakata u zastiti eritrocita od hemolize izazvane vodonik peroksidom, s
tim Sto se za ovu metodu superatant uklanja. Eritrociti se rastvaraju u dvostrukoj
zapremini fosfatnog pufera. Etanolni rastvor 7-DS koji se koristi kao spin proba se
nanese na zidove epruvete. Nakon uparavanja etanola, doda se uzorak ekstrakta do
finalne koncentracije od 0,2 mg/ml i epruveta blago promucka. 7-DS se dodaje
eritrocitima tako da se dobije optimalan odnos spin-obeleziva¢/membranski lipid*®,
koji iznosi oko 1:100.

Zatim se pristupa snimanju EPR spektra, pri istim uslovima kao za
transformaciju hidroksi radikala (aparat I1).

4.6. ISPITIVANJE ZASTITE MEMBRANSKOG INTEGRITETA ERITROCITA
MERENJEM SADRZAJA KALIJUMA

Sposobnost neke supstance da zastiti membranski integritet eritrocita izloZenih
oksidativnom stresu se moze odrediti merenjem sadrzaja kalijuma, koji je dobar
indikator koegzistentnosti i funkcionalnosti membrane eritrocita.

Efluks jona K" u odsustvu stimulansa stvara potencijalnu razliku kroz éelijsku
membranu. Veli¢ina potencijala kroz c¢elijsku membranu zavisi od ravnoteznog
potencijala za K* i selektivne permeabilnosti membrane éelije za K*. Sve dok je
intraéelijska aktivnost K mnogo veéa od ekstraéelijske, ravnotezni potencijal za K je
osetljiviji na ekstracelijske promene246 aktivnosti K*. Oste¢enje membrane se moze
reflektovati oslobadanjem konstituenasa Celije, kao Sto je kalijum.

Odredivanje zaStite membranskog integriteta je izvrSena ispitivanjem da li
ekstrakti kestena mogu da preveniraju efluks kalijuma. Sadrzaj kalijuma je odreden
plamenom fotometrijom.

Eritrociti su tretirani na isti nacin kako je objasnjeno u prethodnom
eksperimentu, izuzev $to nakon 30 minutnog perioda inkubacije, uzorci nisu prani.
Centrifugiranje je obavljeno na 3500 x g (10 min, 20°C) i dobije se supernatant u
kome se odreduje sadrzaj K™ upotrebom PFP7 plamenog fotometra.
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Supernatant je razblazen 100 puta da bi se dobile koncentracija kalijuma u
opsegu detekcije plamenog fotometra, i meren je ekstracelularni kalijum. Efluks
kalijuma povezan sa gubitkom membranskog integriteta izazvanog vodonik
peroksidom se preracunava na osnovu koncentracije kalijuma u supernatantu za
uzorke koji su tretirani sa H,O, i netretiranih uzoraka. S obzirom da ekstrakt kestena
moze sadrzavati kalijum 1 uticati na eritrocite membrane, ekstrakt se dodaje i
netretiranom uzorku.

4.7. ODREDPIVANJE VIJABILNOSTI RIN-5F CELIJA POMOCU MTT TESTA

Izvr§eno je wuspostavljanje model-sistema dijabetesa u kulturi B-¢elija
pankreasa (Rin-5F) upotrebom STZ, ALX i SNP.

Rin-5F c¢elije su uzgajane u RPMI 1640 medijumu koji je obogacen
albuminom govefeta iz seruma, 10% glutaminom 1 koktelom antibiotika
(penicilin/streptomicin). Medijum je menjan svaki tre¢i dan, a ¢éelije pasazirane u
trenutku dostizanja 70% konfluentnosti suda u kome se uzgajaju.

e STZ je rastvoren u RPMI medijumu i koris¢en na Rin-5F Celije u seriji
koncentracija: 0, 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10 i 15 mmol/I

* ALX je rastvoren u RPMI medijumu i kori§¢en u koncentacijama: 0, 1, 2, 5,
7,5,10 i 15 mmol/l

* SNP je rastvoren u vodi, a primenjene su slede¢e koncentracije: 0, 0,1, 0,2,
0,5,1,2,5i 10 mmol/l.

Navedeni izazivaci dijabetogenog stanja inkubirani su sa Rin-5F ¢elijama 24
h. Celije su potom isprane u PBS-u, tripsinizovane, sakupljene centrifugiranjem 1000
x g (5 min, 20°C) i koris¢ene u daljim eksperimentima. Vijabilnost Rin-5F celija
pracena je pomo¢u MTT testa®”’. Boja MTT (2,5 mg/5 ml RPMI medijuma) nanese
se na tretirane i kontrolne Rin-5F ¢elije. Inkubacija traje u mraku na sobnoj
temperaturi 2 h. Boja lako prodire u viabilne Celije. Vizualizacija se vr$i rastvaranjem
MTT-om fiksiranih ¢elija u dimetil-sulfoksidu (DMSO)-u. Nakon rastvaranja vidljiva
ljubicasta boja se ocitava u ELIZA ¢&itacu koriS¢enjem filtera od 570 nm.

4.8. MIKROBIOLOSKA METODA ISPITIVANJA

Muzejske kulture referentnih sojeva mikroorganizama 1 izolata, ¢uvane u
frizideru na temperaturi od 4°C uz redovno presejavanje, su za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti biljnih ekstrakata fizioloski aktivirane dvostrukim
pasaziranjem po Mueller-Hinton agaru (MHA) za bakterije, ili Sabouraud-dextrose
agaru za kvasce.

4.8.1. Disk-difuziona metoda — metoda za skrining

Nakon pasaziranja od referentnih kultura je pripremljena suspenzija u 9 ml
fizioloskog rastvora. Broj ¢elija u suspenziji je procenjen McFarland nefelometrom i
prema potrebi pripremljena serija razredenja tako da broj celija u suspenziji za
inkokulaciju podloge nije manji od 1 x 10" cfu/ml (cfu = colony forming unit). Po 1
ml ove suspenzije je homogenizovan sa 9 ml otopljene i ohladene (do 45°C) podloge
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koje su odmah razlivene u Petri kutije precnika 10 cm i ostavljene da zeliraju. Po
ocvrsloj podlozi postavljeni su sterilni diskovi pre¢nika 6 mm.

U aseptiénim uslovima na diskove je naneto po 10 pl Castanea sativa
ekstrakata koncentracije 10 mg/ml rastvorenih u 30% etanolu.

Petri kutije su inkubirane 48 h u termostatu na temperaturi od 37°C za
bakterije ili 25°C za kvasce, nakon ¢ega su izmerene zone inhibicije oko diskova (ZI,
ukljucujuéi disk) i izrazene u mm sa precizno$éu od 0,1 mm. Prisustvo ove zone
potvrda je antimikrobne aktivnosti ekstrakta.

Kao referentne supstance kori$¢eni su sledeci antibiotici: penicilin (10 U/disc),
amoksicilin (25 pg/disc), kao i antimikotici: ketokonazol (25 pg/disc), nistatin (100
U/disc) i amfotericin B (100 U/disc) Bioanalyse®, Ankara, Turska.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti kestena, upotrebljeni su sledeci sojevi
bakterija i kvasaca: Sarcina lutea (ATCC 9341, (G+) bakterija), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923, (G+) bakterija), Bacillus cereus (ATCC 10876, (G+)
bakterija), Proteus mirabilis (ATCC 35659, (G-) bakterija), Escherichia coli (ATCC
25922, (G-) bakterija), Lactococcus lactis ssp. lactis (B-4449, (G+) bakterija),
Micrococcus pyrogenes var. albus ((G+) bakterija, izolat iz prirodne sredine),
Enterococcus gallinarum ((G+) bakterija, izolat iz prirodne sredine), Salmonella
typhimuri (ATCC 14028, (G-) bakterija), Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank
Weihenstephan, kvasac), Candida albicans (ATCC 10231, kvasac), Rhodotorula
(izolat iz prirodne sredine, kvasac).

Bakterije i kvasci su deo kolekcije Mikrobioloske laboratorije Tehnoloskog
fakuleta Univerziteta u Novom Sadu.

Paralelno sa antimikrobnim ispitivanjem ekstrakata C. sativa, ispitan je i Cist
rastvara¢ u smislu ispoljavanja eventualne antimikrobne aktivnosti.

Napomena: ATCC- American Type of Collection Cultures

4.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi eksperimenti su radeni u tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna greska. Svi podaci dobijeni u ispitivanjima obradeni su
pomocu softverskog paketa Microsoft Excel 2000 (CORREL statisticka funkcija).
Pearson-ov korelacioni test je upotrebljen za odredivanje korelacije izmedu
promenljivih. Nivo znacajnosti definisan je kao P < 0,05.
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maruna (33,56%) primenom 50% acetona, dok je primenom 50% etanola kao
ekstragensa najveci prinos suvog ekstrakta 13,32% dobijen za crvenu unutrasnju
koru ploda lovranskog maruna. Najmanji prinos suvog ekstrakta (1,82%) je
odreden za jezevice (50% etanol) i spoljnu braon koru ploda pitomog kestena
(3,30%) (50% aceton). U zavisnosti od analiziranog dela kestena utvrden je
slede¢i redosled prinosa suvog ekstrakta (vazi za oba ekstragensa): resa > list >
srz ploda > ceo plod > crvena unutrasnja kora ploda > mlada kora drveta > stara
kora drveta > spoljna braon kora ploda > jezevice. lako se radi o dva razlicita
kultivara, odnos srzi i kore ploda pitomog kestena i lovranskog maruna je sli¢an
(70% : 30%).

Primenom spektrofotometrijskih metoda utvrdeno je da ekstrakt rese
kalemljenog italijanskog maruna ima najveéi sadrzaj ukupnih fenola (11,42
%GAE) (ekstragens 50% aceton), dok je najmanji sadrzaj dobijen za srz ploda
lovranskog maruna (0,11 %GAE) (50% etanol). Najvec¢i sadrzaj ukupnih
flavonoida je odreden za resu pitomog kestena (2,45 %CE), ekstragens 50%
aceton, a najmanji 0,02%CE za srz ploda pitomog kestena (50% etanol).
Definisan je slede¢i redosled sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida u
analiliziranim ekstraktima: crvena unutrasnja kora ploda > resa > list > mlada
kora drveta > stara kora drveta > spoljna braon kora ploda > ceo plod >
jezevice > srz ploda. Najveéi sadrzaj kondenzovanih tanina je odreden u
ekstraktu crvene unutrasnje kore ploda lovranskog maruna 27,29 %CE (50%
aceton), odnosno 23,93 %CE, kada je 50% etanol primenjen kao ekstragens.
Sadrzaj kondenzovanih tanina primenom kiselog butanolnog testa je najveci
(11,37 %CT) u uzorku crvene unutraSnje kore ploda lovranskog maruna
(ekstragens 50% etanol), a kondenzovani tanini nisu detektovani u ekstraktu srzi
ploda pitomog kestena (50% etanol). Na osnovu rezultata sadrzaja
kondenzovanih tanina dobija se slede¢i redosled ispitivanih ekstrakata (vazi za
oba ekstragensa): crvena unutrasnja kora ploda > mlada kora drveta > stara kora
drveta > spoljna braon kora ploda > ceo plod > jezevice > resa > srz ploda >
list.

Utvrdena je veoma znacajna korelacija (P < 0,01) izmedu prinosa suvog
ekstrakta i1 ukupnih fenola, ukupnih fenola i ukupnih flavonoida, kao i
kondenzovanih tanina odredenih wvanilin i kiselim butanolnim testom za
ekstrakte dobijene upotrebom oba ekstragensa. lako je primenom 50% acetona
kao ekstragensa dobijen vec¢i sadrzaj fenolnih materija, flavonoida i
kondenzovanih tanina, za proizvodnju ekstrakata se preporucuje 50% etanol kao
ekstragens, jer obezbeduje sasvim zadovoljavajuée rezultate, a prihvatljiviji je sa
aspekata znatno nize toksi¢nosti. Sva dalja istrazivanja su vrSena na ekstraktima
kestena dobijenim upotrebom 50% etanola kao ekstragensa.
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Ekstrakt lista lovranskog maruna i rese pitomog kestena roda 2007. godine Stite
eritrocite od hemolize izazvane H,0,, ali ova zastita nije izraZena, jer je je doslo
do veoma blage hemolize. Ekstrakti kestena roda 2006. godine ispoljavaju manji
kapacitet zastite.

Primenom HPLC/DAD analize najvec¢i sadrzaj fenolnih materija je odreden za
ekstrakt rese pitomog kestena (284,57mg RE/g ekstrakta) odnosno 0,083 %RE.
Utvrdena je jako znacajna korelacija (r = 0,989) izmedu rezultata HPLC/DAD
metode za odredivanje ukupnih fenola i1 spektrofotometrijske metode za
odredivanje ukupnih fenola (FC) metod, $to pokazuje da je FC metod pogodan
za analizu fenolnih materija ekstrakata kestena. Kvalitativnhom i kvantitativhom
analizom hidrolizata C. sativa dobijenog nakon metanolizacije ekstrakata,
metodama LC/MS i HPLC/DAD analize, identifikovana su: elaginska kiselina i
njeni derivati, jedinjena sa flavonoidnom strukturom, kao i metil estar p-
kumarne kiseline. Glavne komponente hidrolizata nakon metanolizacije su
dimetil estar dehidrodigalne Kkiseline i metil estar dilaktona elaginske i
valoneinske kiseline. Kvantitativnom HPLC/DAD analizom najvec¢i sadrZaj
elagitanina je utvrden za ekstrakt jeZevica (170,6 mg/g ekstrakta). Derivati
elagitanina imaju dugu postojanost unutar tela, deluju¢i sa prolongiranim
antioksidativnim efektom. Ova ¢injenica ukazuje da elagitanini iz ekstrakata C.
sativa predstavljaju znacajne komponente u ishrani kod patofizioloskih stanja
povezanih sa antioksidativnim stresom.

Najveca antioksidativna aktivnost u odnosu na 1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikale (AA = 37,50%) je dobijena za ekstrakt rese pitomog kestena, kod koga
je odreden i visok sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti (3,28 %GAE).
Antioksidativna aktivnost u odnosu na DPPH radikale je visoka za ekstrakt
spoljne braon kore lovranskog maruna (AA = 36,52%) i lista kalemljenog
italijanskog maruna (AA = 29,96%). Ceo plod kestena i srz ploda nisu ispoljili
antioksidativnu aktivnost. Dobijene vrednosti za antioksidativnu aktivnost srzi,
ploda i spoljne braon kore su povezane sa sastavom ploda pitomog kestena, gde
srz ploda ucestvuje sa 69,90%, a spoljna braon kora sa 24,41%. Utvrdena je
znacajna korelacija (P < 0,05) izmedu sadrzaja fenola i DPPH aktivnosti.
Ekstrakt stare kore drveta kestena ispoljava najvecu "skevendzing” radikalsku
aktivnost u odnosu na hidroksi ('OH) radikale (AA = 68,18%). Visoka
"skevendzing” aktivnost utvrdena je za resu kalemljenog italijanskog maruna
(AA = 59,09%) i spoljnu braon koru lovranskog maruna (AA = 56,36%).
Antioksidativna aktivnost za ekstrakt srzi kestena je jednaka 0, a niska vrednost
je odredena za ceo plod kestena (AA = 5,45%). Veoma znacajna korelacija (P <
0,01) je utvrdena izmedu sadrzaja flavonoida i OH antioksidativne aktivnosti,
dok je izmedu sadrZaja fenola 1 OH antioksidativne aktivnosti odredena znacajna
korelacija.

Svi analizirani ekstrakti ispoljavaju signifikantnu antioksidativnu aktivnost u
odnosu na uklanjanje superoksidnih anjon (‘O;") radikala, a kao najjefikasniji su
se pokazali ekstrakti lista (Rl = 86) i rese kalemljenog italijanskog maruna (RI =
85), kao i lista lovranskog maruna (RI = 80) i jezevica (RI = 79). Najmanja
antioksidativna aktivnost u odnosu na superoksid anjon radikale je odredena za
ekstrakt celog ploda lovranskog maruna (Rl = 20). Redosled relativne inhibicije
(RI) aktivnosti ispitivanih ekstrakata u odnosu na ‘O, radikale je sledeci: resa >
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list > jezevice > stara kora drveta > spoljna braon kora ploda > mlada kora
drveta > crvena unutrasnja kora ploda > srz ploda > ceo plod. Ispitivanjem
kapaciteta ekstrakata za uklanjanje lipidne peroksidacije utvrdeno je da vecina
ispitivanih ekstrakata ispoljava aktivnost. Ekstrakt mlade kore drveta i celog
ploda pitomog kestena izaziva signifikantno smanjenje membranske fludnosti
kod lipozoma koji nisu tretirani u Fenton-ovoj rekciji, dok ekstrakti celog ploda
lovranskog maruna, crvene unutraSnje kore i spoljne braon kore ploda
lovranskog maruna izazivaju smanjenje koje nije tako izrazito. Ekstrakti rese
pitomog kestena, celog ploda i srzi lovranskog maruna ne ispoljavaju
sposobnost zastite lipozoma od peroksidacije.

Kapacitet ekstrakata za transformaciju organskih hidrofilnih radikala, ispitan
kao sposobnost redukcije spin probe Tempon-a je najveéi za ckstrakt rese
pitomog kestena (A = 18,10%) i spoljnu braon koru lovranskog maruna (A =
12,60%). Ekstrakti lista pitomog kestena i mlade kore drveta imaju veoma malu
aktivnost. U pogledu kapaciteta za transformaciju organskih hidrofilnih radikala
(Tempon), ustanovljen je sledeci redosled aktivnosti analiziranih ekstrakata: resa
> spoljna braon kora ploda > crvena unutrasnja kora ploda > jezevice > stara
kora drveta > list > srz ploda > ceo plod > mlada kora drveta. Ispitivanje
protektivnog delovanja ekstrakata u odnosu na UV zracenje odredeno je kao
sposobnost uklanjanja "OH i "0, radikala nastalih nakon zracenja. Ekstrakti koji
ispoljavaju pozitivne, ali relativno niske RI vrednosti za proizvodnju obe vrste
radikala ‘OH i "0, su spoljna braon kora lovranskog maruna (Rl ('OH) = 21; RI
(‘07 = 12), resa sa kalemljenog italijanskog maruna (Rl (OH) = 29; RI ('O;) =
12), kao i list lovranskog maruna (RI ((OH) = 21; RI ('O = 25). Negativne Rl
vrednosti dobijene za ostale ekstrakte ukazuju na prooksidativnu aktivnost u
vodenom rastvoru izlozenom UV zraenju. Na osnovu prooksidativne
aktivnosti, kao i slabe antioksidativne aktivnosti navedenih ekstrakata sa
pozitivnim vrednostima RI u odnosu na oba ispitana radikala, moze se zakljuciti
da se ispitivani ekstrakti C. sativa ne mogu koristiti u cilju UV zastite.

Ekstrakti rese, lista 1 jezevica ispoljavaju  aktivnost u cilju
preveniranja/otklanjanja lipidne peroksidacije membrane eritrocita, jer dobijena
razlika izmedu parametra reda S za netretirane eritrocite i eritrocite tretirane sa
H,0O, nije statisticki znacajna. Efluks K* nije statisticki znadajan u slucaju
eritrocita izlozenih H,O, u prisustvu ekstrakata rese kalemljenog italijanskog
maruna, kao i za sva tri ekstrakta kestena (rese i lista) roda 2007. god. To
ukazuje da ovi ekstrakti poseduju sposobnost zaStite membrane -eritrocita.
Ekstrakt jezevica daje manju vrednost efluksa kalijuma u odnosu na kontrolu, pa
ne obezbeduje zastitu eritrocita.

Ispitivanjem in vitro antioksidativne aktivnosti primenom MTT testa je utvrdeno
da ekstrakti rese i jeZzevica pitomog kestena, kao i lista lovranskog maruna imaju
izuzetno visoku antioksidativnu aktivnost u ¢eliji. Narocito je povoljna ¢injenica
da su delotvorni u niskim koncentracijama (oko 0,02 mg/ml). Ekstrakti rese
pitomog kestena i lista lovranskog maruna su sli¢ni po antioksidativnom
kapacitetu i za nijansu bolji od ekstrakta jezevica.
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12.

Antimikrobna aktivnost ekstrakata C. sativa odredena je u odnosu na (G+)
bakterije: S. aureus, S. lutea, B. cereus, L. lactis ssp. lactis, M. pyrogenes var.
albus, kao i na (G-) bakterije: P. mirabilis i S. typhimurium. Najvecu
antimikrobnu aktivnost ispoljavaju ekstrakti rese i lista, koji imaju i visok
sadrzaj fenola i flavonoida. Znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost daju ekstrakti kore
drveta, jezevica i spoljne braon kore ploda. Ekstrakti srzi ploda i celog ploda
nisu ispoljili antimikrobnu aktivnost. Postoji znacajna i jako znacajna korelacija
izmedu antimikrobne aktivnosti ekstrakata, kao i antimikrobne i antioksidativne
aktivnosti u odnosu na superoksid anjon radikale.

Ekstrakti lista, jezevica, spoljne braon i unutrasnje crvene kore ploda, kao i kore
drveta C. sativa Mill. dobijeni primenom 50% etanola kao ekstragensa
predstavljaju znacajan izvor komponenata sa farmakoloskim delovanjem u cilju
smanjenja nivoa oksidativnog stresa, poseduju visok kapacitet sprecavanja
lipidne peroksidacije, deluju u pravcu preveniranja/otklanjanja lipidne
peroksidacije i zastite membrane eritrocita, imaju visoku in vitro antioksidativnu
aktivnost, a ispoljavaju i znacajnu antimikrobnu aktivnost.
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6. PRILOG

6.1. HPLC/DAD HROMATOGRAMI EKSTRAKATA KESTENA

1604
1404
120+
100+
80
mRU
60

409

204

o .

160
140
120]
100
80 1
mRU |
60
40

201

10 20 30

vreme (min)

Slika Pla. List pitomog kestena

Mode

10 20 30 40
vreme (min)

Slika P1b. Resa pitomog kestena

100



1204
100-
80
mRU
60 -

40

20

10 20 30

vreme (min)

Slika P1c. List lovranskog maruna

180
160j
14011
1204
100
801
mRU §
60
40

201
0] ' N__,JU\M

Y

10 20 ' © 30
vreme (min)
Slika P1d. List kalemljenog italijanskog maruna

101



10 20 30 40
vreme (min)
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Slika P1. HPLC/DAD hromatogrami ekstrakata
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6.2. HPLC/MS HROMATOGRAMI EKSTRAKATA KESTENA
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Slika P2a. List pitomog kestena (rod 2006. godine)
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Slika P2d. List kalemljenog italijanskog maruna (rod 2006. godine)
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Slika P2f. Jezevice (rod 2006. godine)
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6.3. EPR SPEKTRI TRANSFORMACIJE DPPH RADIKALA
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Slika P3f. Ekstrakt lista pitomog kestena
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Slika P3j. Ekstrakt lista kore ploda lovranskog
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Slika P3. EPR spektar DPPH radikala

Na slici P3a je prikazan EPR spektar DPPH radikala uzorka bez dodavanja
ekstrakta (slepa proba). Na slikama P3b-l su prikazani EPR spektri DPPH radikala
identi¢ni slepoj probi kojima su dodati uzorci ekstrakta C. sativa.
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6.4. EPR SPEKTRI TRANSFORMACIJE HIDROKSI RADIKALA
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Slika P4. EPR spektar DMPO-OH spin adukta (rod 2006. godine) (aparat I)
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Slika P5. EPR spektar DEMPO/OH spin adukta (rod 2007. godine) (aparat I1)
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6.5. EPR SPEKTRI TRANSFORMACIJE SUPEROKSIDNOG ANJON

RADIKALA
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Slika P6. EPR spektri DEMPO adukta slepe probe i ekstrakata dobijeni u HX/XO

sistemu
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Slika P7. EPR spektri DEMPO adukta dobijeni u HX/XO sistemu (aparat I1)

6.6. EPR SPEKTRI TRANSFORMACIJE HIDROKSI RADIKALA I
SUPEROKSID ANJON RADIKALA GENERISANIH UV ZRACENJEM
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6.7. IN VITRO PROVERA ANTIOKSIDATIVNOG KAPACITETA
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medunarodnog znacaja, 11 radova na skupovima medunarodnog znacaja Stampanih u
celini, 5 radova u vodeem cCasopisu nacionalnog znaaja, 5 radova u Casopisu
nacionalnog znacaja, 12 radova saopStenih na skupovima nacionalnog znacaja
Stampanih u celini i 17 radova saopstenih na skupu medunarodnog znac¢aja Stampanih
u izvodu. Autor je udzbenika, Tomin Jasmina, Zivkovi¢ Jelena: Praktikum iz
Farmaceutske hemije, Medicinski fakultet u Nisu (2006).

Izabrana je za asistenta 01.11.2008. godine na Medicinskom fakultetu u Nisu,

Odseku za Farmaciju, a od 01.12.2004. godine izvodi prakti¢nu nastavu iz obaveznog
predmeta nastavnog plana Farmacije, Farmaceutska hemija i Farmaceutska hemija I1.
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