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Potencijalna upotreba sokova i ekstrakta biljnih sorti crne ribizle (Ribes nigrum L.) kao
funkcionalne hrane

Rezime

Uvod. Crne ribizle (Ribes nigrum L.) pripadaju grupi jagodastog vocéa, i u Srbiji su
introdukovane pocetkom XX veka. U naSoj zemlji postoje dobri agroklimatski uslovi za uspesno
gajenje ribizle. Prema podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenjih nacija (FAO
- Food and Agriculture Organization) i Republickog zavoda za statistiku Srbije od 2007. godine
uzgoj ribizli je u porastu. Crna ribizla se istice svojim polifenolnim sastavom i sadrzajem
vitamina C. Poznato je da ova jedinjenja sprecavaju i pomazu u leCenju mnogih bolesti kao §to
su kardiovaskularne bolesti, dijabetes i maligniteti - hroni¢ne nezarazne bolesti (HNB).
Antocijani, jedna od najzastupljenijih klasa polifenola, pored antioksidativne i protektivne uloge,
odgovorna je za boju ribizli zbog ¢ega se u industriji hrane koriste kao prirodne boje. Upotreba
crnih ribizli prosirila se poslednjih decenija sa boja i aroma u hrani i pi¢ima, na funkcionalnu
hranu, aditive u formi antioksidanasa u mesu i konzervanase u mesnim proizvodima. Cinjenica
da hemijski sastav crnih ribizli zavisi i od genotipa biljne vrste navela je istrazivace da
dizajniraju i ispituju nove sorte crnih ribizli. Zato je sprovedeno istrazivanje imalo je za cilj da
ispita bioloski, biohemijski 1 mikrobioloski profil, kao i moguénost upotrebe sokova Cetiri sorte
crne ribizle Ribes nigrum L. — Triton, Tenah, Ben Sarek i Ometa, kao funkcionalne hrane i
njihovih ekstrakta, kao dijetetskih suplemenata. Tac¢nije, odredena je antioksidativna i
antimikrobna aktivnost, ukupni i dominantni antocijani, ukupni polifenoli i tanini, flavonoidi i
vitamin C. Ispitivanje je obuhvatilo i odredivanje bioloSke aktivnosti U vidu ispitivanja dejstva
sokova i ekstrakta na glatku muskulaturu tankog creva pacova, kao i sposobnost da redukuju
krvni pritisak 1 kontrakciju pretkomora srca kunica. Istrazivanje je obuhvatilo i uticaj
agroekoloskih faktora na hemijski sastav svake sorte i da li postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u
promeni sastava i fizioloSke aktivnosti usled godiSnjih promena temperature vazduha i koli¢ine
padavina u periodima cvetanja, rasta i razvoja ploda ribizli.

Metode. Sva 4 ispitivana varijeteta uzgajana su na teritoriji Srbije, gajena u sistemu
integrativne zastite, i Sakupljana u toku tri uzastopne godine (2008-2010). Sokovi su pravljeni od
svezih, neoSteCenih plodova, a ekstrakti rastvaranjem soka u vodi, etanolu (96, 80 i 70%) i

metanolu (100, 80 i 70%) i uparavanjem do suva. Sadrzaj vitamin C, antocijana i flavonoida u



sokovima i ekstraktima plodova crnih ribizli, odredivan je te€nom hromatografijom pod visokim
pritiskom (HPLC). Ukupni polifenoli i tanini odredivani su Folin-Ciocalteu metodom. Sadrzaj
ukupnih antocijana u sokovima i ekstraktima crne ribizle uraden je po propisu Evropske
Farmakopeje 6.0. Antioksidativna aktivnost je odredivana kao sposobnost sokova i ekstrakta da
vezu slobodni radikal (pomoc¢u DPPH-metode) i kao sposobnost da sprece lipidnu peroksidaciju
- karotena u emulziji p-karoten/linolna kiselina. Ispitivanje in vitro antimikrobne aktivnosti
sokova 1 ekstrakta crnih ribizli vrSeno je mikrodilucionom metodom, pomocu tipskih
laboratorijskih sojeva bakterija i gljiva nabavljenih od American Type Culture Collection
(ATCC). Gram (+) bakterije upotrebljavane za ispitivanje sokova i ekstrakta su Bacillus cereus
ATCC 10876, Lysteria monocytogenes ATCC 15313 i Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Gram (-) bakterije su bile Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 i Salmonela entertidis ATCC 13076. Candida albicans ATCC 10231 i Aspergilus niger
ATCC 16404 upotrebljavani su za procenu antifungalne aktivnosti. Spazmoliticka aktivnost
sokova i ekstrakata crne ribizle ispitivana je na izolovanom ileumu pacova, pri ¢emu je pracen
uticaj na spontane kontrakcije, i na kalijum-hloridom (KCI) i acetilholinom (Ach) indukovane
kontrakcije. Ispitivano je i dejstva sokova i ekstrakta crne ribizle na srednji arterijski krvni
pritisak i frekvencu sréanog rada, na kuni¢ima. Sve eksperimentalne procedure su vrSene u
skladu sa Evropskom Direktivom 2010/63/EU za eksperimente na zivotinjama, uz odobrenje
Etickog komiteta (reSenje broj 01-206-7).

Rezultati. Dobijeni rezultati su pokazali da postoji statisti¢ki znacajna razlika u skoro svim
ispitivanim parametrima istih sorti izmedu godina. Najveci sadrzaj ukupnog vitamina C imao je
sok sorte Tenah iz 2010. godine (211.64 £ 17.7 mg/100 g). Od ekstrakta je najveéi sadrzaj
pokazao etanolni ekstrakt sorte Tenah iz 2010. godine (771.48 + 29.36 mg/100 g). Sok Omete iz
2010. godine je najbogatiji u sadrzaju polifenola. Najve¢i sadrzaj ukupnih antocijana nalazi se u
soku sorte Tenah iz 2008. godine (0.11%). Delfinidin-3-O-rutenozid (D3R) je dominantan
antocijan u sortama Triton, Tenah i Ben Sarek u sve tri godine, i Omete u 2010. Cijanidin-3-O-
rutinozid (C3R) je drugi antocijan po koli¢ini zastupljen kod sorti Triton, Tenah i Ben Sarek.
Cijanidin-3-O-glukozid (C3G) je detektovan u najmanjoj koli¢ini u uzorcima sve 4 sorte. Tenah,
Ben Sarek i Ometa imale najveéi sadrzaj antocijana u 2009. godini, karakteristi¢noj po velikoj koli¢ini
padavina, dok je Triton bio najbogatiji u njihovom sadrzaju u 2008, koju je karakterisala prosecna

temperatura i koli¢ina padavina. Tenah i Ben Sarek su imali najmanji sadrzaj antocijana u 2008, a



Triton i Ometa u 2010. godini. Najbolji sadrzaj D3G ekstrahovan je koncentrovanim metanolom i
70% metanolom iz sorte Tritona 2008. i iznosio je 97.71 £ 5.1 i 109.54 = 3.7 mg/100 g,
respektivno. Etanolom je najveci sadrzaj ekstrahovan kod sorte Ometa iz 2008. i iznosio je 67.71
2.14 mg/100 g za D3G 1 59.44 + 2.16 mg/100 g za C3G. Najzastupljeniji flavonoid u svim uzorcima
je miricetin, a 2008. je godina u kojoj je odreden njihov najveéi sadrzaj. Cist etanol se pokazao
kao najbolje ekstrakciono sredstvo flavonoida. Ne postoji znacajna razlika u sadrzaju flavonoida
ekstrahovanih etanolom, 80% i 70% etanolom. Najve¢i sadrzaj miricetina sadrzi sok sorte Triton
iz 2008 (191.51 + 8.30 ng/100 mg soka), etanolni ekstrakt (55.81 = 3.25 pug/100 mg ekstrakta)
kao i 80% etanolni ekstrakt (56.92 + 2.20 ug/100 mg). Najbolju antioksidativnu (AO) aktivnost,
odredenu uz DPPH-radikal i izrazenu preko ICs vrednosti, pokazali su sokovi sorte Ometa iz
2008. i 2009. godine (0.09 + 0.01 mg/ml), kao i sok sorte Tenah iz 2009. godine (0.09 = 0.01
mg/ml). Sokovi sorte Ometa pokazali su visoku negativhu korelaciju ICsy sa ukupnim
polifenolima (r = —0.911), kao i visoku negativnu korelaciju sa D3R (r = —0.984), D3G (r =
—0.941) i C3R (r = —0.924). Ekstrakti sorte Tenah iz 2008. i 2010, imaju jedne od najboljih
vrednosti 1Csp medu sortama. Najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji f-
karoten/linolna kiselina pokazao je ponovo sok Omete iz 2009. godine (0.08 + 0.01 mg/ml).
Ekstrakti su delovali u koncentracijama koje su nize u poredenju sa koncentracijama sokova.
Ispitivani sokovi i ekstrakti pokazali su antimikrobnu aktivnost ka razli¢itim alimentarnim 1
patogenim mikroorganizmima. Minimalne inhibitorne (MIC) i baktericidne koncentracije (MBC)
bile su u rasponu od 0.4 do 500 mg/mL za sokove i 0.4 do 500 mg/mL za ekstrakte. Nije bilo
znacajne razlikeu dejstvu prema Gram (+) i Gram (—) bakterijama. Fungalni soj A. niger je
pokazao najvecu rezistentnost i prema sokovima i prema ekstraktima, gde su MIC i MBC bile od
125 do 500 mg/mL. C. albicans je bila osetljivija na dejstvo sokova ispitivanih sorti.
pokazali su da sokovi i ekstrakti crne ribizle ispoljavaju relaksantno dejstvo na spontane
kontrakcije tankog creva pacova, kontrakcije indukovane KCI i acetilholinom, $to ukazuje da su
ekstrakti i sokovi bioloski aktivni. Od ekstrakta je najbolje dejstvo pokazao vodeni ekstrakt sorte
Ometa iz 2010. godine, koji je u koncentraciji od 1mg/ml inhibirao spontane kontrakcije ileuma
za 52.08 £ 4.71%, a u koncentraciji od 3 mg/ml 57.94 + 3.44% (p<0.05). Od sokova je najbolje
delovao Ben Sarek iz 2010. godine koji je u koncentraciji od 1 mg/ml relaksirao spontane
kontrakcije tankog creva za 57.81 + 6.49%, a sa 3 mg/ml 63.39 + 4.85%. VVodeni ekstrakt Tritona



iz 2008. godine (3 mg/ml), pokazao je najbolji efekat na crevu prekontrahovanom 80 mM KCl, i
relaksirao kontrakcije ileuma za 47.27 + 9.95% (p<0.05). Kod sokova je najbolji efekat pokazao
sok sorte Tenah iz 2010 (1 mg/ml) koji je relaksirao ileum za 53.82 + 4.38% (p<0.01). Vodeni
ekstrakti crne ribizle izazivaju statisticki znacajnu depresiju kumulativne koncentracione krive
izazvane acetilholinom (p<0.01). Najbolje efekte su pokazali vodeni ekstrakti Tenaha iz 2009.
godine koji je u koncentraciji od 3 mg/ml doveo je do inhibicije kontrakcija indukovanih Ach za
74.21 + 3.28% i Ben Sareka iz 2008. godine, koji je u istoj koncentraciji smanjio kontrakcije za
66.16 £ 5.28% (p<0.01). Od sokova su najbolju aktivnost ispoljili sok sorte Ben Sarek iz 2010.
koji je u koli¢ini od 3 mg/ml relaksirao tanko crevo za 80.62 + 4.44% (p<0.01). Intravenska
primena sokova crnih ribizli Tenah, Ben Sarek, Ometa i Triton, dovela je do snizenja srednjeg
arterijskog krvnog pritiska kod anesteziranih kuni¢a. Najbolje se pokazao sok Ben Sareka iz
2010. godine, koji je u dozi od 166.5 mg/ml doveo do smanjenja krvnog pritiska od 40.52 +
2.95% 1 frekvencija srcanog rada za 34.01 + 2.35%. Dobar efekat je pokazao 1 sok iste sorte iz
2009. godine, koji je snizio pritisak za 36.99 + 4.52% i frekvencu za 32.24 + 1.85.

Zakljucak. Ispitivanja na sokovima i ekstraktima plodova sorti crnih ribizli (Ribes nigrum
L.) Ben Sarek, Ometa, Triton i Tenah pokazala su da se svaka sorta razlikuje od ostalih po
hemijskom sastavu 1 bioloSkim aktivnostima koje pokazuje. Sorte Ben Sarek i Ometa
preporucuju se kao sorte sa najboljim bioloskim dejstvom na kardiovaskularni i gastrointestinalni
sistem. Sorta Ometa se isti¢e najboljim karakteristikama medu svim testiranim sokovima i
ekstraktima. Pored toga, na osnovu ove studije, mogu se izvuéi znac¢ajne smernice za selekciju

sirovina i mesta za sadnju (proizvodnju, uzgoj) crnih ribizli za dalju komercijalnu upotrebu.

Klju¢ne redi: crna ribizla, polifenoli, antocijani, flavonoidi, antioksidativna aktivnost, antimikrobna
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Potential use of black currants (Ribes nigrum L.) juices and extracts as functional food

Summary

Introduction. Black currants (Ribes nigrum L.) are berries, introduced in Serbia in the
early XX century. There are good agro-climatic conditions for successful cultivation of berries in
our country. According to Food and Agriculture Organization (FAO) and Statistical office of the
Republic of Serbia production of black currants is on the rise since 2007. Black currants are
widely appreciated for their polyphenol composition and vitamin C content. It is known that
these compounds prevent and aid the treatment of many diseases such as cardiovascular disease,
diabetes and malignancies - chronic non-communicable diseases (CNB). Anthocyanins, the most
abundant class of polyphenols, among antioxidant and protective roles, are responsible for the
color of black currants and are used in food industry as natural colorants. In the past decade, the
use of black currants has spread from the use of their color and flavors in foods and beverages, to
their use as functional foods, and additives in the form of antioxidants in meat and preservatives
in meat products. The fact that the chemical composition of black currant depends on the plant
genotype, led researchers to design and test new varieties of black currants. The aim of this
research was to investigate the biological, biochemical and microbiological profile, as well as the
possibility of using the juices of four black currant varieties Ribes nigrum L. - Triton, Tenah,
Ben Sarek and Ometa as functional food and their extracts, as dietary supplements. Antioxidant
and antimicrobial activity were determined, as well as total and dominant anthocyanins, total
polyphenols and tannins, flavonoids and vitamin C. The study included the effects of juices and
extracts on the smooth muscles of rat small intestine, as well as the ability to reduce blood
pressure and contraction of the rabbit atria. The research also included the impact of agro-
ecological factors on the chemical composition of each variety and statistically significant
difference in changes in the composition and physiological activity due to annual changes in air
temperature and precipitation in periods of flowering, growth and development of black currants.

Methods. All four tested varieties were grown on the territory of Serbia, cultivated in
integrative protection practice and collected during three consecutive years (2008-2010). Juices
were made from fresh, undamaged berries, and the extracts were made by the juices dissolved in
water, ethanol (96, 80 and 70%) and methanol (100, 80, and 70%) and being evaporated to



dryness. The vitamin C content, anthocyanins and flavonoids in black currant juices and extracts
were determined by high performance liquid chromatography (HPLC). Total polyphenols and
tannins were determined by Folin-Ciocalteu method. The total anthocyanins content in black
currant juices and extracts was determined according to the European Pharmacopoeia 6.0. The
antioxidant activity was measured as the ability of juices and extracts to bind free radicals (by
DPPH-method) and as the ability to prevent lipid peroxidation of pg-carotene in f-
carotene/linoleic acid emulsion. In vitro antimicrobial activity of black currant juices and
extracts was performed with microdilution method, using standard laboratory strains of bacteria
and funghi, obtained from the American Type Culture Collection (ATCC). The gram (+) bacteria
used for testing of juices and extract were Bacillus cereus ATCC 10876, Lysteria monocytogenes
ATCC 15313 and Staphylococcus aureus ATCC 6538. The gram (-) bacteria used were
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella
entertidis ATCC 13076. Candida albicans ATCC 10231 and Aspergillus niger ATCC 16404
were used for evaluation of antifungal activity. The spasmolytic activity of black currant juices
and extracts was tested on the isolated rat ileum monitoring its influence on the spontaneous
contractions, as well as on potassium chloride (KCI) and acetylcholine (Ach) induced
contractions. The effects of black currant juices and extracts were examined on the mean arterial
blood pressure and heart rate frequency, in rabbits. All experimental procedures were performed
in accordance with the European Directive 2010/63/EU for animal experiments, with the
approval of the Ethics Committee (Decision No. 01-206-7).

Results. The results showed a statistically significant difference in almost all the tested
parameters of the same varieties between years. The highest content of total vitamin C was found
in 2010 Tenah variety juice (211.64 + 17.7 mg/100 g). 2010 Tenah variety ethanol extract
showed the highest content among extracts (771.48 + 29.36 mg/100 g). 2010 Ometa juice was
the richest in the polyphenol content. The highest total anthocyanin content was found in 2008
Tenah variety juice (0.11%). Delphinidin-3-O-ruthenoside (D3R) was the dominant anthocyanin
among Triton, Tenah and Ben Sarek varieties in all three years, and in 2010 Ometa. The amount
of cyanidin-3-O-ruthenoside (C3R) was the second highest among anthocyanins present in the
Triton, Tenah and Ben Sarek cultivars. Cyanidin-3-O-glucoside (C3G) was detected in the
smallest amounts in samples of all 4 varieties. Tenah, Ben Sarek and Ometa had the highest

content of anthocyanins in 2009, the year characterized by a large amount of rainfall, while



Triton was the richest in 2008, the year characterized by average temperatures and precipitation.
Tenah and Ben Sarek exhibited the lowest content of anthocyanins in 2008, and Triton and Ometa in
2010. The highest D3G content was extracted with both, concentrated and 70% methanol from 2008
Triton variety and was 97.71 = 5.1 and 109.54 + 3.7 mg/100 g, respectively. Ethanol extracted the
highest content of anthocyanins in 2008 Ometa variety and it was 67.71 + 2.14 mg/100 g for D3G and
59.44 + 2.16 mg/100 g of C3G. The most common flavonoid in all samples was myricetin, and the year
with highest content determined was 2008. The best flavonoids extracting reagent proved to be pure
ethanol. There was no significant difference in the content of flavonoids extracted with pure ethanol,
80% and 70% ethanol. 2008 Triton variety juice contained the highest content of myricetin (191.51 +
8.30 mg/100 mg juice), ethanol extract (55.81 + 3.25 mg/100 mg of extract) and 80% ethanol extract
(56.92 £ 2.20 mg / 100 mg). 2008 and 2009 Ometa variety juices showed the best antioxidant (AO)
activity, determined by the DPPH method and expressed as 1Cs values (0.09 + 0.01 mg / ml), as well
as 2009 Tenah variety juice (0.09 £ 0.01 mg/ml). 1Cso values of Ometa juices showed a high negative
correlation with a total polyphenol content (r = -0.911) as well as with D3R (r = -0.984), D3G (r = -
0.941) and C3R (r = -0.924). The extracts of 2008 and 2010 Tenah variety had one of the best ICs
values among varieties. 2009 Ometa juice showed the best inhibition of lipid peroxidation in the
emulsion S-carotene/linoleic acid (0.08 + 0.01 mg/ml). The extracts were active at concentrations that
were lower comparing to juices. The tested juices and extracts showed antimicrobial activity to
various foodborne pathogens and microorganisms. The minimal inhibitory concentrations (MIC)
and bactericidal concentrations (MBC) ranged from 0.4 to 500 mg/ml for the juices and 0.4 to
500 mg/ml for the extracts. There was no significant difference in the effect of Gram (+) and
Gram (-) bacteria. The fungal strain of A. niger showed the greatest resistance to the juices as
well as the extracts, where the MIC and MBC were from 125 to 500 mg/ml. C. albicans was
more sensitive to the juices of the tested varieties. The most sensitive strains were L.
monocytogenes and P. aeruginosa. The results of in vitro studies showed that juices and extracts
of black currants exhibit relaxant effect on the spontaneous contractions of the rats small
intestine, KCI and acetylcholine induced contraction, which indicated that extracts and juices are
biologically active. The aqueous extract of 2010 Ometa variety exhibited the best effect which, at
concentration of Img/ml, inhibited the spontaneous contractions of the ileum by 52.08 + 4.71%,
and at concentration of 3 mg/ml 57.94 + 3.44% (p <0.05). 2010 Ben Sarek juice showed the best

result which, at concentration of 1 mg/ml, inhibited spontaneous contractions of the small



intestine by 57.81% + 6.49 and at 3 mg/ml 63.39 * 4.85%. The aqueous extract 2008 Triton (3
mg/ml), showed the best effect on the intestine precontracted with 80 mM KCI, and relaxed
ileum contraction by 47.27 £ 9.95% (p <0.05). 2010 Tenah juice had the best effect (1 mg/ml),
relaxing the ileum by 53.82 + 4.38% (p <0.01). The water extracts of black currant caused
statistically significant depression of cumulative concentration curves induced by acetylcholine.
The aqueous extracts of 2009 Tenah had top effect leading, at concentration of 3 mg/ml, to the
inhibition of contractions induced by Ach by 74.21 + 3.28% and in 2008 Ben Sarek which, in the
same concentration, decreased the contraction by 66.16 + 2.85% (p <0.01). 2010 Ben Sarek juice
expressed the best activity among juices which, in amount of 3 mg/ml, relaxed the small intestine
contractions by 80.62 + 4.44% (p <0.01). The intravenous application of black currant Tenah,
Ben Sarek, Ometa and Triton juices, led to a decrease in mean arterial blood pressure in
anesthetized rabbits. 2010 Ben Sarek juice had the best result, which in the dose of 166.5 mg/ml
reduced blood pressure by 40.52 + 2.95% and heart rate frequency by 34.01 + 2.35%. The juice
of the same variety from 2009 also had good effect, reducing the pressure for 36.99 + 4.52% and
frequency by 32.24 + 1.85.

Conclusion. The evaluation of black currants (Ribes nigrum L.) Ben Sarek, Ometa, Triton
and Tenah juices and extracts showed that each variety differs from another in chemical
composition and biological activities. Ben Sarek and Ometa varieties are recommended as the
one with the best biological effect on the cardiovascular and gastrointestinal systems. Ometa
variety stands out with the best features among all the tested juices and extracts. In addition, this
study provides meaningful guidelines for the selection of raw materials and places for planting

(production, breeding) black currants for further commercial use.

Keyword: black currant, polyphenols, anthocyanins, flavonoids, antioxidative activity, antimicrobial

activity, relaxant effect, hypotensive effect, juices, extracts.
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kardiovaskularni sistem
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saburo—dekstrozni agar

saburo—dekstrozni bujon
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Total ascorbic acid (ukupna askorbinska kiselina)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina
2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorid

US Department of Agriculture National Nutrient Database
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1. UvOD

Ubrzan tempo zivota, koji je uslovio manjak fizi¢ke aktivnosti i konzumiranje hrane
visoke energetske vrednosti (takozvane brze hrane), kao i faktori zivotne sredine, doveli su do
znacajnog porasta gojaznih osoba u svetu. Prema zvani¢nim podacima, u 27 evropskih zemalja
59% odraslih muskaraca i 48% odraslih zena su gojazni, ili na pragu gojaznosti. Prema
poslednjim podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO), 36 000 000 (od ukupnih 57 000 000)
smrtnih slucajeva pripisuje Se hroni¢nim nezaraznim bolestima (HNB), a od toga, 14 000 000
nepravilnoj ishrani. Povecana prevalenca HNB dovela je do smanjenja kvaliteta Zivota i eskalacije
troskova zdravstvene zaStite. Zbog toga je danas jedan od bitnih ciljeva SZO i nadleZnih
nacionalnih zdravstvenih institucija, smanjenje faktora rizika za nastanak ovih bolesti i
prevenciju istih. Prestanak puSenja, smanjen unos alkohola, optimalna fizi¢ka aktivnost i
adekvatna ishrana predstavljaju Cetiri kljucna faktora u prevenciji HNB (Functional foods,
European Commission).

Zbog toga je znacaj ishrane u savremenom drustvu bitno promenjen. Svrha pravilne
ishrane danas je da obezbedi odgovarajuci unos energetskih i gradivnih materija, da se postigne i
odrzi optimalna telesna tezina i da spre¢i nastanak hroni¢nih nezaraznih bolesti. Prema
Evropskoj Komisiji Evropske unije (EU), pod funkcionalnom hranom podrazumevaju se
namirnice koje blagotvorno uti¢u na jednu ili vise fizioloskih funkcija u telu, pored odgovarajuce
nutritivne uloge. Funkcionalna hrana poboljsava zdravstveni status i opSte stanje organizma ili
smanjuje rizik od nastanka bolesti i produzava zivotni vek ¢oveka delovanjem bioloski aktivnim
jedinjenjima. Stoga je vazno identifikovati koja hrana i koji specifi¢ni sastojci hrane, nutritivni ili
nenutritivni, mogu pozitivno uticati na zdravlje. Vazno je utvrditi i na koje zdravstvene promene
najve¢i uticaj pokazuje ova vrsta hrane, kao i stanja u Kkojima ispoljavaju svoje dejstvo
(Functional foods, European commission).

Funkcionalni sastojci hrane vazni su u promociji zdravlja i smanjenja rizika od nastajanja
bolesti. Od funkcionalne hrane se oc¢ekuje da, pored hranljive vrednosti, ispolji i fiziolosku
funkciju. Fizioloska funkcija je posledica prisustva bioaktivnih jedinjenja. lako je prisustvo ovih
jedinjenja u hrani vazno, njihova apsorpcija, bioraspolozivost i metabolizam kljucni su faktori

koji utiu na blagotvorne efekte. Sa druge strane, prerada sveZih namirnica mozZe da uti¢e na
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njihovu aktivnost te se zato promene u funkcionalnim sastojcima hrane, indukovane preradom,
moraju pazljivo ispitati. Pored toga, mehanizmi delovanja ovih supstanci u hrani su brojni, i
ukljucuju 1 antioksidantnu aktivnost.

Pojam "funkcionalne hrane" prvi put je uveden u analizu hrane, pored analize hranljivih
materija (kao $to su proteini, lipidi, i ugljeni hidrati, kao i arome, kiseling, i isparljiva jedinjenja),
pre visSe od tri decenije. Istrazivanja vezana za ovu oblast su multidisciplinarna.
Multidisciplinarnosti je doprinela i obavestenost potrosaca o korisnim efektima sastojaka hrane u
smislu promocije zdravlja i smanjenja rizika od nastanka bolesti.

Hroni¢ne nezarazne bolesti, kao Sto su kardiovaskularne bolesti, maligniteti 1 dijabetes
mogu biti indukovani dejstvom slobodnih radikala. Stoga se danas intezivno radi na pronalazenju
novih antioksidanasa medu fitohemijskim jedinjenjima.

Sirok spektar nutritivnih molekula, kao i nenutritivnih jedinjenja, ¢ini jagodasto voée
jednom od najproucavanijih grupa u carstvu voca. Bogatsvo u sadrzaju Seéera, vitamina,
minerala, organskih Kiselina i polifenola u¢inile su da pored prijatnog ukusa, ovo voce pokaze
protektivno, pa ¢ak i lekovito dejstvo. Najzastupljenije i proucavanije iz ove grupe su jagoda,
borovnica, malina i crna ribizla.

Crna ribizla (Ribes nigrum L.) se istice svojim polifenolnim sastavom i sadrzajem
vitamina C. Poznato je da ova jedinjenja sprecavaju i pomazu u le¢enju mnogih bolesti kao $to
su HNB. Antocijani, jedna od najzastupljenijih klasa polifenola, pored antioksidativne i
protektivne uloge, odgovorni su i za boju ribizli i koriste se u industriji hrane kao prirodne boje.
Upotreba crnih ribizli prosirila se sa boja i aroma u hrani i pi¢ima, na funkcionalnu hranu i dalje,
na aditive u formi antioksidanasa u mesu i konzervanasa u mesnim proizvodima (Jia i sar, 2012).
U skorasnje vreme, pocelo je i ispitivanje potencijalne upotrebe pupoljaka, cvetova i listova crne
ribizle kao bogatih izvora prirodnih antioksidanasa (Tabart i sar, 2011), dok se seme ribizle, koje
je bogato esencijalnim masnim kiselinama i vitaminom E, upotrebljava u raznim kozmetickim
proizvodima (Pordevic¢, 2012).

Prvi zapisi o uzgoju crne ribizle na tlu Evrope datiraju iz XI veka 1 poticu iz okoline
Moskve, odakle se ova biljna vrsta Siri po Centralnoj i Isto¢noj Evropi. Po¢etkom XVIII veka
pominju se prve plantaze crnih ribizli, kao i trgovanje njenim plodovima. Saznanjem o

nutritivnim karakteristikama crne ribizle, kao i lekovita svojstva njenih plodova, semena i lista,
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ucinila su da u XIX veku po¢ne masovnija sadnja ovog bobicastog voca, naroCito u zemljama
severne Evrope.

Najveci proizvodac ribizle je zemlja iz koje i potice, Ruska Federacija, i to sa polovinom
svetske godiSnje proizvodnje (373000 t). Izuzetan porast proizvodnje ribizle u svetu zapazen je
pocetkom XXI veka usled velike potraznje ribizle na svetskom trzistu, a zbog dobrih (povoljnih,
pozitivnih) hranljivih i proizvodnih karakteristika.

U Srbiju je ribizla introdukovana pocetkom XX veka sa najnovijim sortama tadasnjeg
vremena. Sedamdesetih godina istog veka postojali su komercijalni zasadi na podrucju zapadne
Srbije i u manjem obimu na podru¢ju Valjeva, Cacka i na Vlasini (Stanisavljevi¢ i sar, 1999).
Medutim, zasadene sorte bile su slabog kvaliteta, nisu prosle provere zdravstvene ispravnosti 1
nutritivnih Kkarakteristika, te se nisu pokazale kao uspesne. Ove sadnice su bile zarazene i
virusom atavizma - Black Currant reversion virus (Suti¢, 1970).

U Srbiji postoje dobri agroklimatski uslovi za uspesno gajenje ribizle. Uzgoj ribizli u
Srbiji je u porastu od 2007. godine, prema podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenjih nacija FAO (Food and Agriculture Organization) i Republi¢kog zavoda za statistiku
Srbije. Polja sa zasadima crnih i crvenih ribizli nalaze se u zapadnim i juznim delovima zemlje
na povrsini od 70 do 80 ha. U 2012. godini prinos ribizla bio je 40% veci u odnosu na prinos u
2011. godini (250 i 180 tona, respektivno). S druge strane, prinosi ribizli bili su mnogo nizi u
poredenju sa prinosom malina (50000 1 89602 tona respektivno), jagoda (20000 1 21161 tona) i
kupina (15000 i 17000 tona) u istim godinama (Nikoli¢ i sar, 2012). Povoljne proizvodne
osobine crne ribizle, kao i sve vece saznanje o njenim hranljivim i lekovitim karakteristikama

namece neophodnost povecanja njenog uzgoja.

1.2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cinjenica da hemijski sastav crnih ribizli zavisi od genotipa biljke navela je istrazivace da
dizajniraju i ispituju nove i novointrodukovane sorte crnih ribizli. Takode, od sustinskog je
znacaja za preradivacku industriju i sektor funkcionalne hrane da na kvalitet plodova crne ribizle
u najmanjoj moguc¢oj meri uti¢u faktori Zivotne sredine. Cilj doktorske disertacije bio je da se

ispita bioloski, biohemijski i mikrobioloski profil, kao 1 moguénost upotrebe sokova cCetiri sorte
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crne ribizle Ribes nigrum L. — Triton, Tenah, Ben Sarek i Ometa, kao funkcionalne hrane i
njihovih ekstrakta, kao dijetetskih suplemenata.

Konkretni ciljevi podrazumevali su odredivanje antioksidativne i antimikrobne
aktivnosti, odredivanje ukupnih i dominantnih antocijana, ukupnih polifenola i tanina, flavonoida
1 vitamina C. Ispitivanje je obuhvatilo 1 odredivanje bioloske aktivnosti u vidu ispitivanja dejstva
sokova i ekstrakta na glatku muskulaturu tankog creva pacova, kao i sposobnost da redukuju
krvni pritisak i kontrakciju pretkomora srca kuni¢a. Sva Cetiri ispitivana varijeteta uzgajana su na
teritoriji Srbije i sakupljani u toku tri uzastopne godine (2008-2010), pa je istrazivanje obuhvatilo
i uticaj agroekoloskih faktora na hemijski sastav svake sorte. Ispitano je da li postoji statisticki
znacajna razlika u promeni sastava i fizioloske aktivnosti usled godisnjih promena temperature
vazduha, vlaznosti i koli¢ine padavina u periodima cvetanja, rasta i razvoja ploda ribizli.

Posebna paznja tokom rada posvecena je bioloskom dejstvu sokova i ekstrakta na
gastrointestinalni trakt i kardiovaskularni sistem, usled podizanja svesti kod ljudi i okretanja
zdravijoj i pravilnijoj ishrani, koja vodi ka prevenciji bolesti.

Dobijeni rezultati bi posluzili za izbor varijeteta sa najboljim karakteristikama i
najmanjim varijacijama u sastavu u odnosu na klimatske uslove. Ovi varijeteti bi bili preporuceni

za intezivnu sadnju na velikim proizvodnim povrSinama.
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2. OPSTI DEO

2.1. FAMILIJA GROSSULARIACEAE

Familija Grossulariaceae obuhvata listopadne Zbunaste vrste sa spiralno rasporedenim
listovima koji su bez zalistaka ili su oni veoma sitni. Cvetovi su potpuni, pentamerni,
organizovani u grozdaste ili male, bocne klasolike cvasti. Krunicni listi¢i slobodni. Prasnika ima
pet. Plodnik je podcvetan, vratova ima dva, u donjem delu srasli. Plod je bobica.

Rod Ribes L. pripada klasi Magnoliopsida, koja zajedno sa klasom Liliopsida ¢ini razdeo
Magnoliophyta. Ovaj rod ¢ini oko 150 vrsta. Magnoliophyta su biljke koje su se najbolje od svih
biljaka adaptirale na uslove zivota na zemlji jer su dostigle najvisi nivo organizacije. Rod Ribes
je ranije pripadao familiji Saxifragaceae, a temeljnim taksonomskim prouc¢avanjem morfoloskih
karakteristika biljnih vrsta (mesnatijeg ploda, inferiornijih plodnika (Brennan, 1996)) rod je
svrstan u familiju Grossulariaceae.

Staniste: Biljnim vrstama ovog roda odgovara umerena i kontinentalna klima. Rastu na
podrucju severne i istocne Evrope, Severne Amerike, Sibira, Arktika i Severne Azije (Slika 2.1)
(Atlas Florae Europaeae, 1999; Kuzmanov, 2012). Pojedini predstavnici se mogu naéi i u
Severozapadnoj Africi, Juznoj Americi, Novom Zelandu i drugim delovima Azije (Pordevi¢,
2012). Ove biljne vrste rastu na pes¢anim mestima, kraj planinskih potoka i reka, na visini od

1600 do 1800 m nadmorske visine (Kuzmanov, 2012).

. [3265]

Slika 2.1. Stani$ta crne ribizle u Evropi (Atlas Florae Europaeae, 1999)
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Vrste ribizli koje odlikuju crni plodovi grupisane su u okviru subgenusa Coreosma
Berger roda Ribes, od kojih se po upotrebi i kvalitetu izdvaja vrsta Ribes nigrum L. sa svoja dva
varijeteta — Ribes nigrum var. scandinavicum i Ribes nigrum var. sibiricum (Nikoli¢ i
Milivojevié, 2010).

2.1.1. Morfoloske osobine roda Ribes L.

Carstvo — Plantae

Razdeo — Magnoliophyta
Klasa — Magnoliopsida
Potklasa — Rosidae
Nadred — Rosanae

Red — Saxifragales
Familija — Grossulariaceae
Rod — Ribes L.

Pod-rod — Coreosma
Vrsta — Ribes nigrum L.

Stabla biljnih vrsta roda Ribes L. su 1-1.5 (2) m visoka, bez bodlji. Mladi izdanci su
svetlozeleni i kratkodlakavi. Vegetativni pupoljci su 7-8 mm dugi, jajasti, tupi i svetlosmedi.
Ljuspe vegetativnih pupoljaka su po lednoj strani prekrivene gustim trepljama. Listovi su 3-10 cm
dugacki, 5-10 (12) cm Siroki, dlanoliki, pri osnovi klinasti ili srcasti, duboko 3- do 5-delni,
krupno nazubljeni, odozgo potpuno goli, odozdo rastrkano, kratko dlakavi, sa mnogobrojnim
zelzdama koje sadrze etarsko ulje. Lisne drske su 3-5 cm duge i gusto kratkodlakave. Cvasti su
3-8 cm dugacke, viseCe, osa cvasti je kratko dlakava. Cvetovi su dvopolni. Cvetne drske su (3) 5-15 mm
duge, gusto i kratko dlakave. Brakteje su duge 2-2.5 mm, kra¢e od cvetnih drSaka, ovalne,
trouglaste do linerano lancetaste, listolike, bledozelene, pricvréene u osnovi cvetne drske i1
pokrivene su gustim trepljama. Cvetna loZa je zvonasta. Casi¢ni listi¢i 5-8 mm dugacki, elipti¢ni,
gusto kratko dlakavi, sa raStrkanim Zlezdama, povijeni unatrag, zelenkasti, crvenkasti do smede-
zeleni. Kruniéni listi¢i su eliptiéni, dopiru do 2 duzine CaSi¢nih listi¢a, potpuno beli. Prasnici su
sa kratkim drSkama i eliptiénim Zzutim anterama. Plod je bobica, do 12 mm u dijametru, sferi¢na,

crna, gola. Semenke jajaste, 2-3 mm dugacke i smede (Kuzmanov, 2012).
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2.1.2. Proucavane sorte biljne vrste Ribes nigrum L.

Sve ispitivane sorte su stranog porekla, a u nasu zemlju su introdukovane u poslednjih 10

godina, tako da je njihovo proucavanje i dalje aktuelno.

Ben Sarek

Ben Sarek je Skotska sorta nastala planskom hibridizacijom sorti Golijat i Ojebin i
pogodna je za sve vidove upotreba. Obrazuje zbun slabe bujnosti. Pojava prvih listova je u
proseku oko 05. marta, dok se prve cvasti javljaju oko 22. marta. Srednje je ranog sazrevanja
cvetova, a puno cvetanje ove sorte je oko 10. aprila. Ranog je sazrevanja plodova koji dostizu
punu zrelost oko 17. juna. Formira kratak i zbijen grozd, krupnih do vrlo krupnih bobica, koje
sazrevaju istovremeno (slika 2.2). Potrebno je u proseku 65 dana od formiranja bobice do

postizanja pune zrelosti (Pordevi¢, 2012).

Ometa

Sorta Ometa je Svajcarskog porekla, pogodna za sve vidove upotreba. Obrazuje zbun
umerene bujnosti. Srednje je ranog vremena cvetanja i veoma kasnog vremena zrenja. Prvi
listovi se javljaju u proseku oko 06. marta, a cvasti oko 24. marta. Puno cvetanje dostize oko 13.
aprila. Grozd je srednje duzine, sitnih, okruglastih bobica koje istovremeno sazrevaju (slika 2.3).

Plodovi dostizu punu zrelost oko 03. jula. KarakteriSe je izuzetna aroma plodova. Potrebno je

prosecno 77 dana od formiranja ploda do potpune zrelosti (Pordevi¢, 2012).

- 2

~ /A

Slika 2.2. Ribes nigrum cv. Ben Sarek Slika 2.3. Ribes nigrum cv. Ometa

Tenah
Tenah je sorta holandskog porekla, nastala visekratnom hibridizacijom. Obrazuje Zbun

umerene bujnosti. Prvi listovi se javljaju oko 07. marta, a cvasti oko 24. marta. Puno cvetanje u
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proseku dostize oko 12. aprila. Formira grozd srednje duzine, krupnih do vrlo krupnih bobica
koje ujednaceno sazrevaju (slika 2.4) 1 punu zrelost dostizu u proseku oko 21. juna. Plodovi su
kiselog ukusa. Potrebno je prosecno 69 dana od formiranja ploda do potpune zrelosti (Pordevié,
2012).

Triton

Triton je sorta Svedskog porekla. Srednje je ranog vremena cvetanja i ranog zrenja
plodova. Prvi listovi se javljaju izmedu kraja februara i sredine marta, a prve cvasti u proseku
oko 24. marta. Puno cvetanje dostize sredinom aprila. Obrazuje Zbun umerene bujnosti. Formira
dugacak grozd, sitnih do srednje krupnih bobica, koje ne sazrevaju ujednaceno (slika 2.5). U
proseku, bobice dostizu punu zrelost oko 18. juna. Potrebno je prosecno 65 dana od formiranja

ploda do potpune zrelosti (Pordevi¢, 2012).

B Tl

Slika 2.4. Ribes nigrum cv. Tenah Slika 2.5. Ribes nigrum cv. Triton

2.2.VITAMIN C

Vitamin C ili askorbinska kiselina je hidrosolubilan vitamin koji je u najvecoj koli¢ini
zastupljen u vocu i povréu (Tabela 2.1). Nalazi se uglavnom u svom redukovanom obliku —
askorbinskoj kiselini (ASK), a u manjoj koli¢ini (5-10%) u oksidovanoj formi -
dehidroaskorbinskoj kiselini (DASK). Oksidacija vitamina C lako se odvija u vodenim
rastvorima, (a samim tim se povecava i udeo DASK), i podsti¢u je prisustvo kiseonika, jona
teskih metala, naro&ito Cu®*, Ag™ i Fe**, visoka temperatura i alkalni pH (Lee i Kader, 2000).
Oksidovana forma vitamina C moze se lako redukovati u ASK pod uticajem razli¢itih
redukujucih agenasa, ali se moze i ireverzibilno hidrolizovati u diketogulonsku kiselinu, koja

nema vitaminsko dejstvo.
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Tabela 2.1. Koli¢ina vitamina C (mg/100 g) u voc¢u, povréu i proizvodima po podacima baze nutrijenata
US Department of Agriculture (USDA)

Broj u nutritivnoj bazi

podataka USDA Namirnica Ukupan vit C (mg/100 g)
09002 Acerola, sok, svez 1600
11951 Paprika slatka, Zuta, sirova 183.5
11339 Paprika slatka, zelena, sirova 177.04
09083 Ribizla, evropska crna, sirova 181
09445 Kivi, zlatni, svezi 105.38
11921 Paprika slatka, crvena, sirova 127.72
09148 Kivi, zeleni, svezi 92.72
09206 Sok od narandze, svez 50
09152 Sok od limuna, svez 38.69
09404 Sok od grejpfruta, crveni, svez 38.02
09128 Sok od grejpfruta, beli, svez 38.02
09316 Jagode, sveze 58.82
11297 PerSun, svez 133
09266 Ananas, svez 47.82
09088 Zova, plod 36
09190 Dud, plod 36.43
09084 Ribizle, crvene i bele, sveze 40.98
11215 Beli luk, svez 31.18
09107 Ogrozd, svez 27.73
09302 Maline, sveze 26.26
09042 Kupina, sveza 20.97
09021 Kajsije, sveze 10
09063 Visnje, sveze 10
09050 Borovnica, sveza 9.73
09326 Lubenica, sveza 8.11
11282 Crni luk,svez 7.38

Askorbat oksidaza je enzim odgovoran za enzimsku degradaciju ASK. Navedeni enzim

sadrzi bakar i u prisustvu molekularnog kiseonika vrsi oksidaciju ASK u DASK (Saari i sar, 1995).
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Askorbat oksidaza se javlja u delovima biljke koji se razvijaju. Nivo askorbat oksidaze je
povecan u uslovima stresa, napada patogena ili izlaganja hemijskim jedinjenjima.

Koncentracija, ta¢nije, odnos ASK/DASK, moze biti pokazatelj redoks stanja ljudskog
organizma. Zato se ponekad ASK =zajedno sa DASK, odreduje u razli¢itim bioloskim
materijalima odgovaraju¢im analitickim metodama (Novakova, 2008).

Vitamin C se lako razlaZze kada je plod nepravilno uskladiSten. Gubitke ovog vitamina
povecava i produzeno skladiStenje, poviSena temperatura, niska vlaznost, fizicko ostecenje, kao 1
oStecenja izazvana hladenjem (Lee i Kader, 2000).

Ljudski organizam ne moze sintetisati vitamin C, zbog nedostatka enzima L—glukonolakton
oksidaze, ali ga organizam lako apsorbuje iz namirnica bogatih ovim vitaminom — voca i povr¢a.
Nephodan je za odvijanje normalnog metabolizma kod ljudi. U¢estvuje u brojnim enzimskim 1
neezimskim reakcijama (Davey i sar, 2000), kao jak antioksidans (Ishikawa i sar, 2006), kao i u
obnavljanju drugih jedinjenja sa antioksidativnim delovanjem (vitamin E). Antioksidativni
potencijal vitamina C preporucuje se u prevenciji nastanka i razvoja hroni¢nih nezaraznih
bolesti, kao $to su kardiovaskularne bolesti, diabetes mellitus, kancer.

Biosinteza vitamina C se u biljkama primarno odvija iz L—galaktoze (Wheeler i sar, 1998).
Postoje i alternativni putevi biosinteze vitamina C kao §to su sinteze preko D—glukuronske kiseline
(Agius i sar, 2003), ili preko mioinozitola (Lorence 2004) ili deo puta L—galaktoze, koji koristi L
gulonske intermedijere (sinteza preko L-guloze (Wolucka, 2003))(Slika 2.2)

Sam vitamin C ima nekoliko vaznih uloga i u fiziologiji biljaka. Prvenstveno, ucestvuje
kao kofaktor enzima ukljuenih u rast i deobu biljnih Celija i kao kosupstrat u sintezi biljnih
hormona etilena i giberelinske kiseline (Davey i sar, 2000). Deluje i kao antioksidans, jer hvata
slobodne radikale koji nastaju u procesima lignifikacije celijskog zida, fotosinteze i1 u
odgovorima biljke na stres (Davey i sar, 2000; Foyer i Noctor, 2003).

Nivo vitamina C se u biljnom tkivu odrZzava mehanizmom ravnoteze u reakcijama
oksidacije i sinteze. Askorbat peroksidaza katalizuje oksidaciju askorbinske kiseline do
monodehidroaskorbata, koji se spontano konvertuje do ASK i DASK (Slika 2.2).

Enzimsku regeneraciju ASK iz monodehidroaskorbata i DASK katalizuju
monodehidroaskorbat reduktaza i glutation reduktaza. Ovaj ciklus askorbat-glutation, pored

regenerisanja ASK predstavlja i efikasan nacin oslobadanja od H,O; (Foyer i Noctor, 2003).
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Sinteza i akumulacija vitamina C odvija se u ranim fazama razvoja ploda crne ribizle,
ubrzo nakon cvetanja, biosintezom preko L-galaktoze (Hancock i sar, 2007). Sadrzaj vitamina C
koji se tada sintetiSe, ostaje konstantan nakon ovog perioda (Viola, 2000; Hancock, 2007). Nivo
vitamina C primarno je odreden genotipom biljke, ali na njega uticu i uslovi zivotne sredine u

kojoj se razvija, kao $to su svetlost (Badejo i sar, 2009; Li i sar, 2009), vreme berbe (Felicetti i

D-glukozni put

D-glukoza
HXK
L-gulozni put D-glukoza-6-P
PGI LT
D-fruktoza-6-P
PMI LT
D-manoza-6-P
PMMLT

D-manoza-1-P

myo-inozitolni put GMPLT galakturonatni put biosinteze

< GDP-D-manoza
o pektin celijskog zida
— GMELT
myo-inozitol i PG

GDP-L-guloza * > i
T ¢ SER-L-galaldom metilgalakturonat
D-glukuronat l GGPL l PME
l L-guloza-1-P L-galaktoza-1-P D-glukuronat
cep| JGaluR

L-gulonat

L-guloza L-galaktoza L-galaktonat
gulonolaktonaza L-GalDH \ ‘Aldono-laktonaza

L-gulono-1,4-lakton L-galaktono-1,4-lakton

m‘%

L-askorbat
Aol
monodehidroaskorbat
APX >

dehldroaskorbat —>»  tartarat i oksalat

MDHAR

DHAR

Slika 2.6. Putevi biosinteze vitamina C u biljkama (Zheng, 2014)

GDP-guanozin difosfat; HXK-heksokinaza; PGl-fosfoglukozo izomeraza; PMI-fosfomanozo izomeraza; PMM- fosfomano
mutaza; GMP-GMP-D-manozo-pirofosforilaza; GME- GMP-D-manozo-3',5-epimeraza; GGP-GDP-L-galaktoza fosforilaza
(GDP-L-galaktoza-heksoza-1-fosfat  guaniltransferaza); ~ GPP-L-galaktoza-1-P ~ fosfataza;  L-GalDH-L-galaktoza
dehidrogenaza; GLDH-L-galakton-1,4-lakton dehidrogenaza; MIOX-myo inositol oksigenaza; PG-poligalakturonaza; PME-
pektin metilesteraza; GalUR-D-galakturonat reduktaza; GulO-L-gulono- 1,4- lakton oksidaza; AO-askorbat oksidaza; APX-
askorbat peroksidaza; MDHAR-monodehidroaskorbat reduktaza; DHAR- dehidroaskorbat reduktaza
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Mattheis, 2010), biotski (Davey i sar, 2007) i abiotski stresovi (Gautier i sar, 2010), mesto i
agrohemijske mere koje se sprovode nad biljkom (Caris-Veyrat i sar, 2004).

lako svetlost nije esencijalna za sintezu vitamina C u biljkama, koli¢ina i intenzitet
svetlosti tokom vegetatativnog perioda definitivno imaju uticaja na koli¢inu nastalog vitamina C.
Ovaj vitamin se sintetise iz Se¢era koji nastaju tokom fotosinteze u biljkama. Voce koje se nalazi
izlozeno suncevoj svetlosti sadrzi vecu koli¢inu vitamina C nego ONo U unutrasnjosti zbuna ili
krosnje i na tamnom mestu na istoj biljci (Lee i Kader, 2000). Povecana je i ekspresija gena koji
reguliSe D-galakturonat reduktazu, kao odgovor na vecu koli¢inu svetlosti, pa je samim tim bila
dva puta povecana i koliina sintetisanog vitamina C, u odnosu na plodove grozda koji su rasli sa
manje svetla (Cruz-Rus i sar, 2010).

Povecéana upoteba azotnih dubriva smanjuje nivo vitamina C, dok upotreba dubriva sa
kalijumom povecava nivo ovog vitamina. Azotna dubriva poboljSavaju rast biljaka. Poznato je da
ova dubriva povecavaju lisnu masu, povrsinu listova i listanje biljke i tako mogu umanijiti
intenzitet svetlosti i akumulaciju vitamina C u delovima koji se nalaze u hladovini. Kako
poveéana upotreba azotnih dubriva povecava koncentraciju nitrata i istovremeno smanjuje
koli¢inu vitamina C, ova primena moze imati dvostruko negativan efekat na kvalitet biljne hrane
(Mozafar, 1993).

Sadrzaj vitamina C je obrnuto proporcionalan koli¢ini padavina, ta¢nije, pogoduje mu
manja koli¢ina navodnjavanja. Smatra se da se vitamin C 1 sintetiSe kao odbrana od
dehidratacije, stoga, ukoliko se zZeli rod sa vecom koli¢inom vitamina C, preporuc¢eno je umereno
navodnjavanje.

Zrelost ploda u trenutku branja predstavlja jedan od glavnih faktora koji odreduje sadrzaj
vitamina C, a samim tim i kvalitet voc¢a. Zeleni plodovi sadrze 30% manje vitamina C u odnosu
na zrele (Lee i Kader, 2000).

Nacin branja moZe odrediti razlicita zrelost ploda i fizicka oSte¢enja i posledi¢no uticati
na nutritivni sastav vo¢a. Mehanicka oStec¢enja, kao §to su nagnjeCenja, povrSinska oStecenja i
posekotine mogu dovesti do ubrzanog gubitka vitamin C. Na ucestalost 1 ozbiljnost ovih
oStecenja uti¢e metod branja i postupanje sa ubranim plodovima. Primarni cilj je da oStecenje
bude na minimalnom broju plodova, bilo da se branje vr$i ru¢no ili mehanicki.

Nakon branja, tkivo voca prolazi kroz neprekidne promene. One se ne mogu zaustaviti,

ali se mogu usporiti koriS¢enjem razlicitih procedura i tehnika. Generalno, sveze voce ¢e uvek
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imati veci sadrzaj vitamina C u odnosu na ono koje se ¢uva skladisteno. Odrzavanje temperature
je jedan od glavnih nacina produzenja roka upotrebe i1 kvaliteta ubranog voca. Odlaganje
hladenja 1 obrade uzoraka nakon branja moze dovesti do direktnih gubitaka kao Sto su gubitak
vode i pocetak kvarenja ili do indirektnih gubitaka, kao Sto je gubitak arome i nutritivnog
sastava. Gubitak vitamina C, kao odgovor na poviSene temperature, bi¢e vec¢i kod povréa, nego
kod kiselog voca, kao Sto su citrusi 1 bobicasto voce, jer je vitamin C stabilniji u kiseloj sredini
(Nagy, 1980).

Nagnjecenje znacajno uti¢e na hemijski sastav perikarpa i lokalnog tkiva voca. Sadrzaj
vitamina C manji je za 15% u nagnje¢enom tkivu u odnosu na zdravo (Moretti i sar, 1998).

Prema podacima Nacionalnog instituta za hranu Danske (National Food Institute —
Technical University of Denmark), sveze crne ribizle sadrze prosec¢no 181 mg vitamina C u 100 g
ploda, a sadrzaj se krece od 113 do 255 mg/100 g. Isti podatak prikazuje i USDA u svojoj
nacionalnoj bazi nutrijenata, s tim da se kod njih ne prikazuje raspon u sadrzaju ovog vitamina
(Nutrient data for 09083, Currants, european black, raw).

Odredivanje vitamina C u voc¢u (kao zbir sadrzaja ASK i DASK) bitno je jer je sadrzaj
vitamina C jedan od parametara kvaliteta voc¢a i konzumiranje voc¢a bogatog ovim vitaminom
utice na kvalitet Zivota.

U Srbiji se vitamin C koristi u nekoliko oblika kao prirodni antioksidans, ¢ija je osnovna
funkcija da preveniraju 1 odloZe oksidativna oStecenja proteina, lipida 1 nukleinskih kiselina
slobodnim radikalima. Vitamin C se nalaze na Pozitivnoj listi aditiva (A1 grupa) 1 to u slede¢im
oblicima: E300 — askorbinska kiselina, E301 — natrijum-askorbat, E302 — kalcijum-askorbat,
E304 - estri masnih Kiselina i askorbinske kiseline: () askorbil-palmitat (I1) askorbil-stearat,
E315 — eritorbinska kiselina (izoaskorbinska kiselina) i E316 — natrijum-eritorbat (natrijum-
izoaskorbat). Propisima Evropske unije predvidena je upotreba svih nabrojenih aditiva i to u

guantum satis koli¢inama, ukoliko nije druga¢ije naglaseno (Miri¢ i Sobaji¢, 2002).

2.3. SEKUNDARNI METABOLITI CRNE RIBIZLE

Primarni metaboliti biljaka nastaju u svim biljnim celijama na isti nacin. Primarni
metabolizam biljaka obuhvata procese fotosinteze (u kojima se sintetiSe glukoza) i

transformacije dobijene glukoze do slozenih Secera. Primarni metabolizam ¢ini i glukoliza do

13



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

nastanka masnih kiselina i aminokiselina i dalje do sinteze lipida i proteina. Na ovaj nacin,
nastaju, menjaju se i kataboliSu osnovni gradivni elementi zivog sveta — ugljeni hidrati, proteini i
lipidi. Oni, pored gradivne, imaju i energetsku ulogu, kojom se obezbeduje rast, razvice,
reprodukcija i normalno funkcionisanje organizma (Golubovié, 2010).

Sekundarni metabolizam se nadovezuje na primarni i predstavlja transformaciju i
katabolizam nastalih finalnih proizvoda primarnog metabolizma. Ova jedinjenja su veoma
razli¢ita po svojoj hemijskoj prirodi, a nastaju pod dejstvom razliCitih enzima kao bioloskih
katalizatora i nazivaju se sekundarni metaboliti. Ovu grupu obuhvataju terpeni, polifenoli,
alkaloidi i druga jedinjenja (Kovacevi¢, 2004). Ona imaju razli¢ite i veoma znacajne uloge. Neki
sekundarni metaboliti predstavljaju koenzime u enzimskim sistemima koji uéestvuju u ¢elijskom
disanju ili reguliSu rast i razvoj biljke (Janci¢, 2002). Neki su odgovorni za adaptaciju biljne
vrste na razli¢ite ekoloske uslove. Takode, u velikoj meri su odgovorni za odbranu biljke od
predatora i patogena, kao i od faktora spoljasnje sredine, kao $to su slobodni radikali,

ultraljubicasto zracenje i drugi nepovoljni uslovi (Savi¢, 1993).

2.3.1. Polifenoli i tanini

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka, ¢ija je bioloska aktivnost dokazana brojnim
eksperimentima. Najcesc¢e se unose u organizam ¢oveka hranom biljnog porekla i suplementima
(Han i sar, 2007; Karjalainen i sar, 2009; Scalberti sar, 2005). Polifenoli se dele na: fenolne
kiseline, flavonoide, stilbene, lignane i tanine (Habauzit, 2014), mada su tri najzastupljenije klase
polifenola - flavonoidi, fenolne kiseline i tanini, jaki in vitro antioksidansi (Matilla i sar, 2011).
Flavonoidi su podeljeni u 10 potklasa (flavoni, flavanoni, flavonoli, flavanonoli, katehini,
antocijani, leukoantocijanidini, halkoni, dihidrohalkoni i auroni) (Gruji¢-Injac i Lajsi¢, 1983) i
¢ine glavnu grupu bioaktivnih jedinjenja voca. Fenolne kiseline ¢ine drugu grupu polifenola
prisutnih u vo¢u (Haminiuk i sar, 2012), koju ¢ine dve potklase jedinjenja. Prva su jedinjenja
hidroksi cimetne kiseline, od kojih je najzastupljenija hlorogenska kiselina u velikom broju voca,
posebno u jabukama, kruskama i jagodastom vo¢u (Manach i sar, 2004). Drugu potklasu ¢ine
jedinjenja hidroksi benzoeve kiseline (vanilna, galna, elaginska i siringinska), kojima su, u formi

estara sa Se¢erima (hidrolizujudi tanini), bogate razli¢ite vrste voca (Del Rio i sar, 2013).
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Tanini predstavljaju grupu polifenola koja odreduje senzorne karakteristike svezeg voca i
njihovih proizvoda. Oni su odgovorni za kiseo, adstrigentni ukus, kao i promenu boje voca i
sokova (Jimenez-Garcia 1 sar, 2013). U tanine se ubrajaju kondenzovani tanini
(proantocijanidini)(Bautista-Ortin i sar, 2012) i estri galne i elaginske kiseline (hidrolizujuci
tanini)(Jimenez-Garcia i sar, 2013). Pored ovih, neki autori spominju meSovite i pseudotanine
(Kovacevi¢, 2004). U vocu bogatom antocijanima, tanini ih vezuju i formiraju kopolimere, a
najveca koli¢ina ovakvih tanina je pronadena u aroniji (Hanlin i sar, 2010). Hidroliziraju¢i tanini
su manje zastupljeni, a mogu se na¢i U jagodama, malinama i borovnicama (Holt i sar, 2008).
Unos vece koli¢ina tanina, medutim, moZe uticati inhibitorno na dostupnost gvozda (House,
1999) i tiamina (Tamir i Alumot, 2006).

Polifenoli su poslednjih decenija u zizi interesovanja nau¢nog sveta, ali i javnosti, zbog
pozitivnog dejstva koje imaju na zdravlje coveka. Njihovo delovanje pocinje sa
antioksidativnom, preko antiinflamatorne aktivnosti (Sakurai i sar, 2010; Chang i sar, 2013), do
neuro- (Pandareesh i sar, 2015) i kardio-protektivnog dejstva (Iriti i Varoni, 2014). Poznato je da
polifenoli inhibiraju bakterijske, gljiviéne i virusne infekcije (Liskova i sar, 2015; Shahzad i sar,
2014; Chatel-Ferreira i sar, 2015), sprec¢avaju razvoj tumora (Valavanidis i Vlachogianni, 2013).
Polifenolna jedinjenja reaguju sa tkivnim proteinima, membranskim receptorima i enzimima,
menjajuc¢i njihovu aktivnost (Gamet-Payrastre i sar, 1999; Richard i sar, 2006). Zbog ovih
osobina se sve viSe koriste u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Parisi i sar, 2014).
Medutim, polifenoli su veoma osetljivi na toplotu i svetlost, veoma se brzo metabolisu i
eliminiSu iz ljudskog organizma. U vodenoj sredini se mogu degradirati ili oksidovati, §to moze
umanjiti njihovu aktivnost, a apsorpcija je otezana, jer su uglavnom velike molekulske mase (Xia

i sar, 2010).

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju dobro poznatu grupu sekundarnih proizvoda metabolizma sa
znacajnim uticajem na ljudsko zdravlje. Njihov skelet se sastoji iz C6-C3-C6 jedinice (Slika 2.3),
u kojima su dva benzenova prstena (prsten A i B) povezana preko C-3 jedinice (Jani¢ijevic i sar,
2008). Na osnovi stepena oksidacije C3 jedinice (centralnog piranovog pstena), mogu biti

podeljeni u deset klasa: flavoni, flavanoni, flavonoli, flavanonoli, katehini, antocijani,
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leukoantocijanidini, halkoni, dihidrohalkoni i auroni. Razli¢itim vezivanjem prstena B za
prstenasti skelet heterociklusa, dobijaju se i druge klase jedinjenja, kao Sto su izoflavoni,

neoflavoni, biflavoni i druga (Gruji¢-Injac i Lajsi¢, 1983).

Slika 2.7. Opsta struktura flavonoida

Flavonoidi danas broje preko 8000 razlicitih jedinjenja koji ljudi koriste u svakodnevnoj
ishrani (Bigovié¢, 2013), a najbolji izvori istih su crveno voce, borovnice, citrusi, jabuke,
cokolada, orasasto voce, crni luk, kao i €ajevi, pivo 1 vino. SintetiSu se u listovima, pupoljcima 1
plodovima biljaka iz Sikimske kiseline 1 imaju brojne uloge u razvoju i1 reprodukciji biljaka, ali su
ukljuceni i u razli¢ite odgovore na stres kod biljaka (Liu i sar, 2013). Na njihovu produkciju
uticu faktori Zivotne sredine, kao §to su: temperaturni ekstremi, jaka svetlost, UV-B zracenje,
niski nivoi ugljen dioksida, dostupnost vode, kao i nedostatak mineralnih materija. Na sintezu
flavonoida, takode, utice i lokalitet stanista, kao i genetika same biljke.

Sinteza flavonoida se odvija preko tri aktivirana acetil-CoA (prsten A) i jedinjenja
cimetne kiseline — 4-kumaroil-CoA (prsten B) koji daju 4, 2°, 4°, 6’- tetrahidroksihalkon
(osnovni C6-C3-C6 skelet). Ovako nastala struktura se zatim ciklizuje formirajué¢i molekul
halkona i iz njega flavanona. Iz flavanona transformacijama nastaje veliki broj izoflavonoida,
flavona, flavonola i antocijanina, sa razli¢itim fizioloskim funkcijama (Golubovi¢, 2010;
Buchanan i sar, 2000; Horton i Cornish, 1995).

Apsorpcija skoro svih flavonoida, (koji se u biljkama nalaze uglavnom u formi
glikozida), odvija se u tankom crevu (Donovan i sar, 2006). Naime, u ¢etkastom pokrovu
epitelijalnih celija tankog creva dolazi do hidrolize flavonoida, pri ¢emu se oslobada aglikon,
pod dejstvom enzima laktaza florizin hidrolaza. Ovaj enzim pokazuje razli¢ite specifi¢nosti za

flavonoidne-O-B-D-glukozide kao supstrate, i nakon njegovog delovanja, oslobodeni aglikon
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pasivnom difuzijom ulazi u epitelne celije usled poveéane lipofilnosti (Day i sar, 2000). U
epitelnim ¢elijama takode moze do¢i do hidrolize pod dejstvom enzima citozolne B-glukozidaze.
Ona deluje ukoliko se polarni glukozidi transportuju u epitelne ¢elije pod dejstvom Na-zavisne
GLUT-1 (glukoza-transportni sistem, tip 1)(Gee i sar, 2000), mada su neka istraZivanja
ustanovila da glikozilirani flavonoidi i neki aglikoni, imaju sposobnost da blokiraju ovaj
transportni put (Kottra i Daniel, 2007). Aglikoni se dalje metaboliSu pod dejstvom razli¢itih
enzima (sulfotransferaze, UDP-glukuronoziltransferaze i katehol-O-metiltransferaze) formirajuéi
odgovarajuce sulfate, glukuronide i metilovane metabolite i kao takvi prelaze u cirkulaciju. Mali
deo ovih metabolita se vrati u lumen tankog creva. Kada dospeju u cirkulaciju, metaboliti
podlezu drugoj fazi metabolizma u jetri. Jedan mali deo metabolita se opet dejstvom
enterohepatic¢ne cirkulacije vraca u tanko crevo (Donovan i sar, 2006). Flavonoidni heterozidi i
njihovi metaboliti koji se ne apsorbuju u tankom crevu, dospevaju u debelo crevo, gde se pod
dejstvom crevne mikroflore heterozidi hidrolizuju i prevode u fenolne Kiseline i
hidroksicinamate. Oni opet mogu biti apsorbovani i metabolisani u jetri, pre nego se izluce
urinom (Roowi i sar, 2006; Williamson i Clifford, 2010).

Flavonoidi su poznati po svojoj antioksidativnoj aktivnosti, koja se ogleda u vezivanju
slobodnih radikala (reaktivnih oksigen/nitrogen vrsta — ROS/RNS) koji nastaju u ljudskom
organizmu pod dejstvom enzima ksantin-oksidaze, NADPH-oksidaze i lipooksigenaza.
ROS/RNS su odgovorne za oksidativni stress - glavni uzrok nastanka kardiovaskularnih bolesti
(KVB), kao sto su ateroskleroza, sr¢ana insuficijencija, arterijska hipertenzija i koronarna sr¢ana
bolest. Ovako nastali slobodni radikali mogu se umnoziti pod katalitickim dejstvom metalnih
jona, naroCito gvozda i bakra. Modifikacija LDL-Cestica slobodnim radikalima, pojava
inflamacije, povecana adherencija leukocita 1 slabljenje zastitne funkcije endotela krvnih sudova
¢ine osnovu patogeneze ateroskleroze. Endotelna disfunkcija u kombinaciji sa pojacanom
agregacijom trombocita, utice na koagulaciju, moze uzrokovati trombozu i dovesti do akutnog
infarkta miokarda (AIM) (Mladénka i sar, 2010). U ishemijskoj fazi AIM glavnu ulogu igra
agregacija trombocita. Aktivacija neutrofila, poveéanje celularnog slobodnog redukovanog
oblika gvozda i transformacija ksantin dehidrogenaze u ksantin oksidazu su faktori koji
doprinose daljem razvoju bolesti. Hirurske i farmakoloSke metode koje se sprovode radi

uspostavljanja koronarnog krvotoka, imaju efekta, ali su pracene daljim oStecenjem tkiva i
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poslediénom pojavom novih slobodnih radikala i metalnih jona. Ceste posledice AIM su aritmije
1 sr¢ana insuficijencija.

Efekti flavonoida na kardiovaskularnom sistemu (KVS) moguéi su zbog odgovarajuce
strukture flavonoida, i uti¢u na KVS na nekoliko nacina.

1. Kateholna struktura B-prstena je neophodna za antioksidativnu aktivnost.

2. Hidroksilne grupe u orto polozaju, 5-hidroksi-4-keto i 3-hidroksi-4-keto grupa su
neophodne za heliranje jona metala.

3. Specifican hidroksi-metoksi-orto polozaj u prstenu B je bitan za inhibiciju NADPH-
oksidaze.

4. Za inhibiranje adhezije leukocita i agregacije trombocita neophodan je planaran
polozaj sa keto grupom u poloZzaju 4 i dvostrukom vezom u polozaju 2.

5. Keto grupa u polozaju 4 je vazna i za vazodilatornu funkciju.

Prva tri nac¢ina smanjuju oksidativni stres (Mladénka i sar, 2010). Veliki broj hidroksilnih
grupa odgovara i boljem hvatanju slobodnih radikala, ali je i jako bitno mesto koje grupe
zauzimaju na prstenu. Dokazano je da najbolji efekat imaju dve hidroksilne grupe u orto
poloZzaju na prstenu B, jer interakcija 3°4’- dihidrofenolne strukture prstena B sa slobodnim
radikalima daje vrlo stabilan proizvod. Susedne hidroksilne grupe u polozajima 5, 6 i 7 na
prstenu A, pokazuju dobru antioksidativnu aktivnost. Takode, uklanjanje ili derivatizacija jedne
od hidroksilnih grupa odgovornih za antioksidativnu aktivnost na prstenu B, znacajno smanjuje
njeno dejstvo, dok prisustvo trece hidroksilne grupe u prstenu B ne uti¢e znac¢ajno na aktivnost
(Okawa i sar, 2001; Firuzi i sar, 2004; Shiba i sar, 2008). Kod antocijana je primeceno da samo
metilacija polozaja 4’ dovodi do znacajnog smanjenja aktivnosti (Rahman i sar, 2006).

Istrazivanja su pokazala da flavonoidi, pored antioksidativne funkcije, mogu poboljSati
funkciju endotela krvnih sudova, inhibirati oksidaciju LDL-Cestica, smanjiti krvni pritisak i
poboljsati stanje dislipidemije (Mulvihill i Huff, 2010). Dokazano je da ve¢i unos flavonoida
poboljsava arterijsku neelasti¢nost, koja nastaje kao posledica vaskularnog starenja. Arterijsko
starenje se javlja kao posledica dugotrajnog delovanja kardiovaskularnih faktora rizika na zidove
arterija. Kako arterije postaju manje elasticne, povecava se pritisak, $to na kraju moze dovesti do
porasta pulsa. Ove hemodinamske promene mogu dovesti do oStecenja mikrocirkulacije i
poremecaja funkcije organa. Zbog ovoga je arterijska neelasticnost oznacena kao marker

vaskularne disfunkcije i jedan od glavnih pokazatelja cerebralnih i kardiovaskularnih ishoda
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(Lilamand i sar, 2014). “Zlatni standard” za procenu arterijske elasti¢nosti je merenje (brzine)
pulsa (pulse wave velocity-PVW) na karotidnoj ili femoralnoj arteriji. Studija preseka vodena u
Engleskoj na Zenama izmedu 18 i 75 godina starosti pokazala je da je veci unos antocijana doveo
do manjeg PVW i sistolnog pritiska (Jennings i sar, 2012).

Flavonoidi su pokazali moguénost da snize krvni pritisak hod hipertenzivnih Zivotinja i
kao svakodnevni deo ljudske ishrane imaju preventivnu ulogu u mnogim bolestima savremenog
doba. Oni su se dokazali i kao dobri vazodilatatori, anti-inflamatorni i imunomodulatorni agensi
(Gonzéalez-Gallego i sar, 2014), imaju sposobnost da modifikuju nivo postprandijalne glukoze
(Torrénen i sar, 2010), i ublazavaju efekte hemoterapije kao dobri antioksidansi (Kang i sar,
2011). Dokazano je da hrana bogata flavonoidima poboljsava ucenje i memoriju koje se
smanjuju starenjem (Rendeiro i sar, 2012).

Crna ribizla predstavlja znacajan izvor flavonoida (antocijana, flavonola, flavanola i
fenolnih kiselina). Flavonoli ¢ine vise od 30% sadrzaja ukupnih fenola crne ribizle, s tim da se
svaka sorta razlikuje po njihovom kvalitativnom i kvantitativnom sastavu (Hakkinen i sar, 1999).

Od flavanola su najées¢e prisutni glikozidi miricetina, kvercetina, kemferola i
izoramnetina, od antocijana glikozidi delfinidina i cijanidina (Vagiri i sar, 2012; Miladinovi¢ i
sar, 2014). Sva ova jedinjenja pokazuju veliku biolosku aktivnost. Njihov ukupan unos se
procenjuje na vise od 1 g na dan (Geleijnse i Hollman, 2008) a kod Francuza ¢ak i preko 1.2
g/dan (Habauzit, 2014).

Antioksidativna uloga miricetina (slika 2.8) je dobro poznata, kao i pozitivno dejstvo na
kardiovaskularni sistem. Ovaj flavonoid i fitoestrogen znacajno povecava pokretljivost, vitalnost
1 sve ostale biohemijske promene ljudske sperme ¢ak i u malim dozama (do 100 nM) aktivacijom
a- 1 p-estrogenskih receptora. Ove doze se postizu samo umerenim kozumiranjem crvenog vina,
jer vece koli¢ine ve¢ nemaju ovaj efekat zbog prekomerne stimulacije receptora (Aquila i sar,
2013). Ying (2014) je dokazao da miricetin pojacava diferencijaciju ¢elija strome kostane srzi in
vitro. Produkciju osteoblasta prati povecana aktivnost alkalne fosfataze u ¢elijama tretiranim 10 i
20 puM rastvorom miricetina. Alkalna fosfataza je enzim celijske membrane koji se koristi kao
marker osteoblastne diferencijacije. Ustanovljeno je da ove celije imaju znafajno poveéanu
ekspresiju ranog markera osteoblastne diferencijacije — kolagena tipa I (protein koji ¢ini 90%
kostne srzi) kao i osteokalcina. Vazno je i to da miricetin nije imao citotoksi¢no dejstvo na

vijabilnost ¢elija strome kostne srzi u koncentracijama od 1, 10 i 20 uM. Miricetin bi mogao da
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se koristi kao potencijalni lek za poboljSanje bolesti koStanog sistema, kao i za prevenciju
kostanih oboljenja.
Diabetes mellitus (DM) je hroni¢na nezarazna bolest, a broj obolelih je u neprekidnom

porastu kod nas i u svetu. KarakteriSe je visoka koncentracija glukoze u krvi, koja je uzrokovana

Slika 2.8. Miricetin

rezistencijom na insulin i koja vremenom vodi ka dijabetesnim komplikacijama (retinopatija,
nefropatija, neuropatija). Danas se intezivno radi na pronalaZenju jedinjenja koji ¢e poboljsati
osetljivost na insulin i imati dugotrajni efekat na nivo Seéera u krvi. Pronadeno je da je miricetin
hipoglikemijska supstanca koja pokazuje insulinomimeticki efekat (Li i Ding, 2012).

Miricetin, takode, usporava starenje koze. On zaustavlja nastajanje bora na kozi koje se
javljaju pod dejstvom UV-B zraenja in vitro, tako §to inhibira ekspresiju proteina UVB
indukovane matriksne metaloproteinaze-9 (MMP-9) kao i samu enzimsku aktivnost. MMP su
cink-zavisne endopeptidaze koje ucestvuju u morfogenezi, angiogenezi, ulceracijama koze i foto-
starenju i preporucene su kao UV-B indukovani faktori starenja (Jung i sar, 2010).

Pregled literature pokazao je da i kvercetin (slika 2.9) pokazuje brojne farmakoloske efekte.
Kvercetin snizava krvni pritisak i kod eksperimentalnih Zivotinja i kod ljudi (Larson, 2012).
Deluje vazodilatorno na humane arterije in vitro i in vivo, dat u akutnoj dozi ljudima sa normalnim
krvnim pritiskom i normalnim lipidnim statusom (Perez i sar, 2014). El-Nekeety (2014) je
dokazala da vodeni ekstrakti kvercetina deluju hepatoprotektivno i inhibiraju oSte¢enje DNK kod
pacova kojima je davana hrana kontaminirana aflatoksinima. Takode je smanjio nagomilavanje
masnog tkiva 1 poboljSao ekspresiju gena koji reguliSu metabolizam masti 1 Secera, i
mitohondrijalni transport kod miSeva hranjenih zapadnim na¢inom ishrane (Western diet), koji
karakteriSe velika koli¢ina masti, holesterola i saharoze (Kobori, 2014). Jung (2013) je pokazao da
uzimanje 0.025% rastvora kvercetina kod miseva smanjuje dobijanje na telesnoj masi, na tezini
jetre i belog adipoznog tkiva, nakon 9 nedelja. Kvercetin, sa dodatkom askorbinske kiseline,

odrZava normalne nivoe monoamino oksidaza (MAO), za koje se zna da su povecane i jednim
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delom odgovorne u patologiji depresivnih oboljenja (Bandaruk, 2014). Kvercetin je pokazao i
hepatoprotektivnu, antifibrotsku i antiinflamatornu aktivnost kod holestaze (Lin i sar, 2014).
Benkovic (2008) je pokazao da kombinacija kvercetina i propolisa spre¢ava ostecenje leukocita

izlozenim y-zracenju sa visokom efikasnos$¢u i smanjuje oste¢enje DNK kod misa.

Slika 2.9. Kvercetin

Kemferol (slika 2.10) pokazuje antioksidativnu, antiinflamatornu i imunomodulatornu
aktivnost (Lee i sar, 2010; Crespo i sar, 2008), kao i miricetin i kvercetin. Sva tri flavonola
inhibiraju oslobadanje histamina iz mastocita (Middleton, 1986). Kvercetin i kemferol inhibiraju
oslobadanje medijatora inflamacije TNF-a, IL-1 i IL-6, dok miricetin deluje inhibitorno samo
na TNF-a i IL-6 u RBL-2H3 kulturi mastocita (Park i sar, 2008). Kemferol poboljsava
sekretornu ulogu insulina, kao i njegovu sintezu u beta-¢elijama pankreasa. Ovo ukazuje da se
kemferol moze upotrebiti u tretmanu dijabetesa i oCuvanju funkcije pankreasa (Zhang i Liu,
2011). Pored svega navedenog, kemferol ispoljava i antihipertenzivno i lipoliticko dejstvo
(Loizzo i sar, 2007; Olszanecki i sar, 2008; da-Silva i sar, 2007; Yu i sar, 2006). Ovaj flavonoid
deluje citotoksi¢no u visokim dozama (=30 uM), uzrokujuéi apoptozu Celija osteosarkoma 1
kancera plu¢a (Huang i sar, 2010; Nguyen i sar, 2003), pri ¢emu ne ispoljava citostatsko dejstvo
na ostale celije u istim koncentracijama (Ruiz i sar, 2006; Sharma i sar, 2007). Ovaj podatak
ukazuje da dijetetski unos kemferola nece ispoljiti znacajna nezeljena dejstva, jer su fizioloski

nivoi flavonoida u cirkulaciji do 10 uM nakon per os unosa.
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Slika 2.10. Kemferol
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2.3.2. Antocijani

Antocijani su heterozidi antocijanidina i predstavljaju dominantnu grupu polifenola u
jagodastom vocu. Sadrzaj antocijana je najveci u jagodi (do 180 pg/g) i crnoj ribizli (do 400
Ma/g)(Terry i sar, 2007; Giné Bordonaba i sar, 2008; Borges i sar, 2010). To su pigmenti voca,
odgovorni za Sirok spektar boja (od tamno crvene do plave) vidljiv i ljudskom oku. Kod ploda
crne ribizle su odgovorni za tamno ljubicastu boju zrelog ploda (Anderesen, 2002). Boja crne
ribizle je, pored ostalog, odgovorna i za kvalitet ovog voc¢a (Giné Bordonaba i sar, 2011).

Do danas je poznato preko 500 antocijana, u Ciji sastav ulazi oko 23 razliCitih
antocijanidina. Oni se uglavnom razlikuju po broju hidroksilnih i metoksi grupa, kao i prirodi,
broju i mestu vezanih Secera. Od ovog broja, Sest antocijanidina su naj¢e$ée prisutni u vocu,
povréu i cvetovima: cijanidin, delfinidin, malvidin, peonidin, petunidin i pelargonidin. Najces¢i
Seceri koji se vezuju za aglikone antocijana su glukoza, rutinoza, ramnoza, galaktoza, arabinoza 1
ksiloza.

Antocijani su najzastupljeniji u epidermalnom sloju omotaca i od njih potice tamna boja
ploda crnih ribizli (Krisch i sar, 2009; Oszmianski i Wojdyto, 2009), nalaze se i u pulpi
bobicastog voca, kao i u tkivima koja okruzuju seme (nar i breskva) (Steyn, 2009). Na njihovu
produkciju uticu i razli¢iti faktori zivotne sredine, kao $to su svetlost, temperatura, prisustvo
minerala, podneblje i mnogi drugi faktori.

Sorte voca se razli¢ito ponasSaju kada se radi o sintezi antocijana kao odgovor na svetlost.
Naime, svetlocrveno voée je osetljivije na promene u svetlosti u odnosu na tamnocrvene,
ljubicaste i crne plodove (Kliewer, 1970; Steyn i sar, 2004b). Ovo je objasnjeno time da su
mnogo vece promene u koncentraciji antocijana potrebne da se indukuje vidna promena u boji
kod voca sa jako obojenim omotacem u odnosu na onaj koji sadrzi malo antocijana (Steyn i sar,
2004b). Boja voca je tamnija ukoliko ima viSe pigmenta jer se smanjuje odbijanje svetlosti. Kada
koli¢ina antocijana dostigne nivo gde se skoro sva svetlost apsorbuje, dodatak pigmenta ne
dovodi do dalje promene boje i voée se ¢ini crno. Cinjenica je da sunéevo zralenje stimulise
fenilalanin amonijum liazu (PAL) i halkon sintetazu kao i enzime drugih grana fenil-
propanoidnog puta sinteze. PAL katalizuje nastanak trans-cimetne kiseline iz L-fenilalanina, i
dalju sintezu kompleksnih fenolnih jedinjenja kao $to su flavonoidi i tanini (Dixon i Paiva,

1995). Uticaj svetlosti na sintezu antocijana prouc¢avao Se primenom mreza koje su pravile senku

22



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

1 uporedivao sa istom sortom koja je rasla na otvorenom, na istoj lokaciji. Utvrdeno je da senka
smanjuje sintezu ukupnih polifenola, ali da se sinteza antocijana ne odvija kod svih sorti po
istom pravilu i da zavisi od genotipa, kao i drugih mikrouslova sredine. Sorta Ben Sarek
sintetisala je vise antocijana u senci, dok je sorta Ometa sintetisala velike koli¢ine antocijana i u
senci i izlozena svetlosti (Savikin i sar, 2013).

Temperatura je, pored svetlosti, jedan od najvaznijih faktora Zivotne sredine koji uti¢u na
sintezu antocijana. Niske temperature pre sakupljanja i/ili tokom skladistenja favorizuju sintezu
antocijana, sto je dokazano kod jabuka, kruski, grozda, brusnice i aronije (Curry, 1997; Hall i
Stark, 1972; Kliewer, 1970; Naumann i Wittenburg, 1980; Steyn i sar, 2004a). Visoke
temperature dovode do degradacije antocijana i gubitka crvene boje pre branja kod kruSaka
(Steyn i sar, 2004b). Pored niskih no¢nih temeperatura, kod zrelih jabuka sintezu antocijana
pospeSuju umerene dnevne temperature izmedu 20°C i 25°C (Curry, 1997). Kod nedozrelih
jabuka, za sintezu antocijana su ipak potrebne nize temperature (Faragher, 1983).

Prema podacima iz literature, nedostatak azota generalno pospesuje produkciju antocijana
u vegetativnim organima i plodovima biljaka (Steyn i sar, 2002).

Intezivna analiza sadrZaja antocijana u vocu pocelo je kada se utvrdio njihov lekoviti
potencijal. Dokazano je da povecéani unos voca i povréa smanjuje incidence nastanka KVB i
drugih degenerativnih oboljenja, pa je tako u Finskoj uradena klini¢ka studija po kojoj je
ustanovljeno da povecan unos jagodastog voca dovodi do smanjenja sr¢anih bolesti i udara, za
60% (Puska i sar, 1995; Knekt i sar, 1996).

Poznato je da povecana upotreba antioksidanasa iz voca i povréa Stiti od oStec¢enja
proteine i DNK, kao i membranu Ccelije, hvataju¢i slobodne radikale (Halliwell, 1996).
Dosadasnja ispitivanja antocijana su pored antioksidativnog delovanja, pokazala i druga njihova
lekovita svojstva, Cesto povezana sa antioksidativnom ulogom — antiinflamatorna (Tabart i sar,
2012), neuroprotektivna i antikonvulzivna (Rodrigues i sar, 2012), hemoprotektivna (Bishayee i
sar, 2011), antimikrobna, antifungalna, kao i sposobnost da smanje rizik od nastanka HNB
(Ostertag i sar, 2010; Hakimuddin i Paliyath, 2011) i poboljsaju kognitivno ponasanje (Ebrahimi
i Schluesener, 2012).

Za sok i plod crne ribizle dokazano je da su dominantna cetiri antocijana i to: delfinidin-
3-O-rutinozid (D3R), delfinidin-3-O-glukozid (D3G), cijanidin-3-O-rutinozid (C3R) i cijanidin-
3-O-glukozid (C3G) (Slike 2.10-2.14). Oni ¢ine do 97% od ukupnih antocijana (Maatta i sar,
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2003; Giné Bordonaba i sar, 2008; Miladinovi¢ i sar, 2014). Relativni odnosi dominantnih
antocijana se razlikuju izmedu sorti (Rumpunen i sar, 2011; Anttonen i Karjalainen, 2006;
Nielsen i sar, 2003; Slimestad i Solheim, 2002). Rezultati istrazivanja su pokazali da i medu
ovim antocijanima preovladuju rutinozidi delfinidina i cijanidina (Nour i sar, 2013; Miladinovi¢ i
sar, 2014). Antocijani se, pre svega, vezuju za antioksidativnu aktivnost, pa je Nielsen (2003)
zakljuéio da kod soka crne ribizle oko 70% antioksidativne aktivnosti potice od antocijana i
vitamina C, dok ostatak pripisuje drugim potentnim antioksidansima prisutnim u soku crne
ribizle. Borges (2010) je ustanovila da cak tre¢ina antioksidativnog kapaciteta ploda crne ribizle
(32.9%) potic¢e od D3R, a 18.9% od C3R. S druge strane, glikozidi miricetina i kvercetina su
ucestvovali sa 3.8%, odnosno 1.2% u antioksidativnoj aktivnosti. Kemferol nije detektovan u

ovim uzorcima.
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Smatra se da je klju¢na antioksidativna uloga antocijana u prevenciji kardiovaskularnih i

neuoloskih oboljenja, kancera i dijabetesa - HNB.
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2.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Zivi organizmi poseduju redoks-sisteme, koji odrzavaju funkcije organizma u stanju
ravnoteze. Medutim, u pojedinim stanjima, ovi sistemi mogu biti prevazideni velikom koli¢inom
slobodnih radikala, kao $to su NO (azot-monoksid), ROS ili RNS, i koji u normalnom
funkcionisanju organizma ucestvuju u celijskoj signalizaciji (Droge, 2002; Jing, 2006). Pored
slobodnih radikala, koje karakteriSe prisustvo nesparenog elektrona u spoljaS$njoj orbiti, na
organizam deluje i klasa neradikalskih jedinjenja, kao §to su vodonik-peroksid (H,O,) i
peroksinitrit-jon (ONOQ), koji deluju sli¢cnim mehanizmom kao slobodni radikali, iako nemaju
nespareni elektron (Pukic¢ i sar, 2008). Sva ova jedinjenja svakodnevno nastaju u aerobnim
organizmima kao odgovor na uticaje iz spoljasnje sredine, ali i unutrasnje stimuluse (pusenje,
jonizacija, UV-zraCenje, uzimanje antibiotika i ksenobiotika, i izlaganje pesticidima i teskim
metalima, zagadiva¢ima zivotne sredine). Tada dolazi do oksidacija proteina, enzima i DNK i
nastupa oksidativni stres, koji je jedan od faktora razvoja hroni¢nih degenerativnih bolesti, u koje
se ubrajaju koronarna bolest srca, kancer i starenje (Dai i Mumper, 2010). Slobodni radikali
deluju 1 na nezasiCene masne kiseline ¢elijske membrane S§to pokrece kaskadni niz reakcija
lipidne peroksidacije, i remeti integritet i strukturu celije, smanjuje Kkapacitet transporta i
produkcije energije u ¢eliji. Na lipidnu peroksidaciju su osetljivi i lipoproteini kao i molekuli
koji sadrze lipide (Lobo i sar, 2010).

U skorije vreme je utvrdeno da fenolna jedinjenja iz biljaka imaju sposobnost inhibisanja
oksidacije lipida (Xu, 2012). Fenolna jedinjenja mogu biti hidrofilnog karaktera (kvercetin,
miricetin), koja se nalaze u razli¢itom vocu, povréu i zacinskom bilju. Mogu biti i lipofilnog
karaktera (vitamin E), koji su zastupljeni u zitaricama, orasastim plodovima, soji (Xu, 2012). Svi
ovi fenolni antioksidansi se smatraju efikasnim modulatorima koji smanjuju intracelularni
oksidativni stres organizma i preveniraju bolesti koje nastaju usled delovanja proizvoda lipidne
oksidacije (Robards i sar, 1999).

Crne ribizle pokazuju pozitivne povoljne (blagotvorne) efekte na zdravlje ljudi, pored
svoje hranljive vrednosti. Antioksidativno delovanje, jedno od funkcija kojom crne ribizle
ostvaruju svoju biolosku aktivnost, moze se objasniti prisustvom i dejstvom polifenola uopste, a
posebno delovanjem antocijana. Antioksidativna aktivnost uzoraka veoma zavisi od hemijske

strukture antocijana, pa nece svi pokazati istu ili slicnu sposobnost hvatanja razli¢itih ROS ili

25



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

RNS. Antioksidativna sposobnost antocijana zavisi od osnovne strukturne orjentacije jedinjenja,
jer orjentacija prstena odreduje lako¢u kojom ¢e se vodonikov atom iz OH-grupe donirati
(vezati) za slobodan radikal, kao i kapacitet antocijana da veze neupareni elektron (Kay, 2004).
Naime, antioksidativna (AO) aktivnost antocijana najvise zavisi od broja hidroksilnih grupa oko
pironovog prstena, te Sto je vec¢i broj hidroksilnih grupa, bolja je 1 AO aktivnost. Pa je tako
delfinidin najefikasniji prema superoksidnom anjonu, a pelargonidin pokazuje najbolju aktivnost
u hvatanju OH-radikala (Tsuda, 1996; Antal i sar, 2003).

Pored OH-grupa, i razli¢it broj vezanih Secera i njihovo mesto u antocijanidinu, mogu
razli¢ito uticati na AO aktivnost antocijana (Wang i sar, 1997; Antal i sar, 2003; Ké&hkonen i
Heinonen, 2003). Broj Secera vezanih za C3 veoma je znacajan za AO aktivnost, pa su isti autori
ustanovili da, ukoliko je manji broj SeCera vezan, veca je aktivnost antocijana. Naime, D3R i
C3R su pokazali slabiju efikasnost u hvatanju 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) - slobodnog
radikala u poredenju sa istim monoglukozidima. Naravno, naglaseno je da ovaj efekat veoma
zavisi i od primenjene metode.

Postoji veliki broj metoda koje procenjuju AO aktivnost hrane, dijetetskih suplemenata,
nutraceutika i bioloskih te¢nosti (Prior i Cao, 1999; Huang i sar, 2005; Besco i sar, 2007).
Odredivanje AO aktivnosti je priliéno kompleksan proces jer zavisi od raznih faktora koji se
mogu menjati, kao §to su vrsta radikala koja se koristi, razli¢ite metode, supstrat koji se oksiduje,
prisutvo metala, uzrocnici (inicijatori) reakcija i mnogi drugi (Frankel i Mayer, 2000). Metode
koje mere antioksidativni potencijal hrane i bioloskih sistema mogu se podeliti u dve grupe: prvu
koja meri sposobnost hvatanja slobodnih radikala i drugu, koja procenjuje lipidnu peroksidaciju
(Miguel, 2010).

2.5. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Mikroorganizmi predstavljaju opasnost po ljudsko zdravlje jer kontaminiraju hranu koju
covek koristi u svojoj ishrani. Dodavanje razli¢itih konzervanasa u toku procesa proizvodnje
konvencionalan je nacin povecanja bezbednosti hrane. Danas se zna o Stetnosti sintetskih
konzervanasa, te potrosaci sve ¢es¢e kupuju proizvode u kojima ih nema, tj. kupuju proizvode
koji su prirodni, zdravi i bezbedni (Wu i sar, 2008). Ekstrakti biljnih vrsta i etarska ulja koja

ispoljavaju antimikrobnu aktivnost, kao i jedinjenja izolovana iz istih (kao s$to su fenolna
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jednjenja), dobra su zamena za sintetske konzervanse. Ovi prirodni konzervansi, pored
produzetka roka trajanja namirnica, uglavnhom smanjuju opasnost po zdravlje ljudi i Zivotinja,
kao i ekonomske gubitke prouzrokovane mikrobioloskom kontaminacijom hrane (Conner, 1993;
Dorman i Deans, 2000).

Od jagodastog voca, dosta je proucavana brusnica (Vaccinium macrocarpon) i njen sok
(Hong i Wrolstadt, 1986; Lee i sar, 2008), Cije se bogatstvo u sadrzaju polifenolnih jedinjenja
(antocijana, proantocijanidina i fenolnih jedinjenja), povezuju sa znacajnom antimikrobnom
aktivnoscu koju ova vrsta ispoljava (Lin i sar, 2005; Guo i sar, 2007; Apostolidis i sar, 2008; Wu
i sar, 2009). Poznato je i da je dejstvo brusnice na mikroorganizme povezano sa niskom pH
vredno$¢u ploda, ali je pretpostavljeno da prisutna bioaktivna jedinjenja ispoljavaju
antimikrobnu aktivnost (Wu i sar, 2008). Na primeru brusnice, dokazano je da kondenzovani
tanini, proantocijanidini, antocijani i flavonoli zaista imaju antibiotski efekat (Hakkinen i sar,
1999b; Leitao i sar, 2005; Puupponen-Pimia i sar, 2005). Ova jedinjenja deluju na mnoge
patogene bakterije, medu kojima su vrste Helicobacter, Salmonella, Staphylococcus, Escherichia
i Campylobacter, te se mogu koristiti u tretmanu i prevenciji mnogih bolesti, kao sto su infekcije
urinarnog trakta, ¢ir zeluca, karijes 1 kancer (Heinonen i sar, 2007). Njihov mehanizam delovanja
ispoljava se putem destabilizacije i permeabilizacije citoplazmatske membrane, inhibiranja
ekstracelularnih mikrobnih enzima, direktnog delovanja na metabolizam bakterije i razgradnje
hranljivih supstanci potrebnih za njihov rast (Puupponen-Pimié i sar, 2005).

Prema istrazivanjima Puupponen-Pimi& i saradnika (2005) stepen hidroksilacije moze
uticati na antimikrobni potencijal ¢istih fenolnih jedinjenja. Povecanje broja hidroksilnih grupa u
prstenu B flavonola i flavone pozitivno korelira sa pove¢anjem antimikrobne aktivnosti prema
bakterijama mle¢no-kiselinskog vrenja. Ista autorka je zakljucila da fenolne kiseline deluju samo
na Gram-negativne bakterije, sto se objasnjava razlikom u gradi ¢elijskog zida Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija (Puupponen-Pimia i sar, 2001). Ekstrakti fenolnih jedinjenja
jagodastog voca inhibirale su rast bakterija iz rodova Staphylococcus, Escherichia, Salmonella,
Helicobacter, Bacillus, Clostridium i Campylobacter a nisu delovalena bakterije iz rodova
Lactobacillus i Listeria.

Poznato je da polifenoli ispoljavaju antimikrobno dejstvo. S druge strane, i mikrobne
glukozidaze i glukuronidaze mogu uticati na bioaktivnost glikoziliranih jedinjenja menjajuci ih

na razli¢ite nadine. Naime, intestinalna mikroflora sadrzi oko 10 bakterija iz 400 vrsta.
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Mikroflora creva ima centralnu ulogu u metabolizmu 1 bioraspolozivosti flavonoida. Povecanjem
broja i aktivnosti probiotskih bakterija u debelom crevu, kao S$to su Lactobacillus i
Bifidobacterium, moguce je ublaziti simptome intolerancije na laktozu, izleciti ili prevenirati
dijareju i stimulisati imuni odgovor (Salminen i Saxelin, 1996).

Najces¢i uzro¢nici kontaminacije hrane i vode su bakterije koje, s jedne strane,
povecanjem brojnosti, izazivaju infekcije gastrointestinalnog sistema kod ljudi (Campylobacter
jejuni, Escherichia coli i Salmonella enterica sv. typhimurium, dok s druge strane, produkcijom
toksina, dovode do alimentarnih intoksikacija (Bacillus cereus, Clostridium perfringens i
Staphylococcus aureus). Candida albicans je oportunisticki patogen. Ona predstavlja deo
normalne flore creva, ali je takode i najces¢i izaziva¢ lokalnih infekcija koze i sluzokoze
organizma (Tsiotou i sar, 2005). Ekstrakt moc¢varne jagode (Rubus chamaemorus, Rosaceae)
ispoljio je najjacu antimikrobnu aktivnost i potpuno inhibirao rast Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis i Candida albicans, a dobro su delovali i ekstrakti maline i jagode s
tim da je kod njih izostala aktivnost u odnosu na Campylobacter jejuni i Candida albicans.
Najslabije dejstvo su pokazali ekstrakti aronije (Aroniamacrocarpon, Rosaceae), jarebike
(Sorbusaucuparia, Rosaceae), sibirske crne mahunice (Empetrumnigrum, Ericaceae) i pasdrena
(Rhamnuscathartica, Rhamnaceae)(Nhoynek i sar, 2006). Cavanagh (2003) je, takode, dokazao
inhibitornu aktivnost ekstrakta nekoliko vrsta jagodastog voc¢a, uklju¢ujuéi malinu i crnu ribizlu,

na Sirok spektar patogenih bakterija, i Gram-pozitivnih i Gram-negativnih.

2.5.1. Gram-negativne bakterije

Rod Escherichia

Ove bakterije su Stapicastog oblika. Nalaze se kao pojedinacne ili u parovima, mogu biti
pokretne (peritrahalne flagele) ili nepokretne. Kod mnogih sojeva su prisutne kapsule i
mikrokapsule. Aerobi su, ali i fakultativni anaerobi. Odlikuju se visokom sposobnos§céu
fermentisanja velikog broja Secera (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology).

Rod cine pet vrsta: E. coli, E. hermanii, E. fergusonii, E. vulneris i E. blattae (Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology).
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Escherichia coli se odlikuje velikom otpornos¢u na temperature koje su dosta ispod 0°C,
a temperatura od 60°C ih uniStava tek nakon 15-20 minuta. Osetljiva je na hlor i njegova
jedinjenja. Ovu vrstu karakteri$e produkcija vise toksina: endotoksin, enterotoksin i alfa- i beta-
hemolizini.

Escherichia coli predstavlja normalan deo crevne mikroflore ¢oveka i toplokrvnih
zivotinja. U GIT-u ¢oveka ucestvuje u transformaciji belancevina i ugljenih hidrata, sintetise
vitamin B12 i antibiotik kolicin. Kada dode do slabljenja imunog sistema, moze da izazove
crevne poremecaje, urinarne infekcije, pneumoniju, meningitis i sepsu. Posebno treba obratiti
paznju kod bolesnika ¢iji su odbrambeni mehanizmi oslabljeni nekom drugom boleséu
(dijabetes, karcinom), kao i upotrebom kortikosteroida, antibiotika ili zracenja. lzvor E. coli su
prvenstveno izmet i mokracéa obolelih ljudi i Zivotinja.

Terapiju oboljenja izazvanih E. coli ¢ini upotreba antibiotika sulfonamida, ampicilina,
cefalosporina i tetraciklina.

Postoji pet vrsta intestinalnih infekcija, u zavisnosti od vrste E. coli koja je izazvala
infekciju i toksina koji produkuje. Prva je enterotoksigena E. coli (ETEC), koja izaziva infekciju
indirektno, preko kontaminirane hrane ili vode ili direktno, preko obolele osobe. Kolonizaciju
mukoze tankog creva ove bakterije postizu uz pomo¢ dve vrste enterotoksina — ST-toksina
(termostabilan) i LT-toksina (termolabilan). Ova vrsta E. coli izaziva tzv. putni¢ku dijareju
(traveler’s diarrhea).

Druga vrsta je enterohemoragi¢na E. coli (EHEC) koja produkcijom egzotoksina (shiga-
like toksin ili verotoksin), napada ¢elije debelog creva izazivajuéi razli¢ite forme krvavih dijareja
(henoragi¢ni kolitis). Posebno je opasan soj O157:H7, gde se uz dijareju moZe razviti i
hemoliti¢ko-uremijski sindrom. Ovaj soj patogena se najce$e moze naci u pasterizovanom mleku
1 nedovoljno termicki obradenom govedem mesu.

Tre¢a vrsta E. coli je enteropatogena E. coli (EPEC), uzro¢nik dijareja kod dece. Ova
vrsta napada mukozu tankog creva i uniStava mikrovile ¢elija, stvarajuéi oste¢enja koja izazivaju
toksini sli¢ni onima koje produkuje Sigela (shiga-like toksini).

Enteroinvazivne E. coli (EIEC) su uzro¢nici oboljenja slicnog dizenteriji, prac¢enog

temperaturom i krvavim stolicama. Izazivaci su putnicke dijareje, posebno kod mlade dece.
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Enteroagregativne E. coli (EAEC) su uzro¢nici akutnih i hroni¢nih dijareja, koje mogu

trajati 1 do 2 nedelje. Svoju patogenost postizu produkcijom hemolizina i toksina slicnog ST-

toksinu (Mihajilov-Krstev, 2009).

Rod Salmonella

Ove bakterije su Stapicastog oblika, kre¢u se uz pomo¢ peritrahijalnih flagela. Ne
produkuju endotoksine i nemaju vidljivu kapsulu. Rastu na obogaé¢enim podlogama u aerobnim i
anaerobnim uslovima. Kao i E. coli, fermentiSu veliki broj Secera, uz produkovanje kiselina i
gasa.

Odlikuju se velikom otpornos$¢u na niske temperature (u ledu i zamrznutoj zemlji ostaju
zive preko cele zime). Temperatura od 56°C ih ubija nakon 20-30 minuta. Osetljive su na hlor i
jedinjenja selena. Toksi¢nost postizu produkcijom endotoksina. Najveci broj ¢lanova roda
Salmonella je patogen i za zivotinje i za Coveka. Oboljenja koje izazivaju se nazivaju
salmonelozama i mogu se podeliti u tri grupe (Mihajilov-Krstev, 2009).

Prva su opste cikli¢ne zarazne bolesti, koje izazivaju S. typhi i S. paratyphi A, B i C. One
izazivaju trbusni tifus, odnosno paratifusni sindrom i patogene su samo za ¢oveka. Prenosilac
infekcije je Covek indirektno preko namirnica, predmeta, kao 1 fekalnim zagadenjem vode ili
zemlje (Mihajilov-Krstev, 2009).

Druga grupa su alimentarne toksoinfekcije. One zapocinju unosom endotoksina
(intoksikacija), koji najcesce prati infekcija i ispoljava kao akutni gastroenteritis. Uzro¢nici su S.
enteritidis, S. tyhimurium, S. thompson, S. newport, S. derby, S. anatum i mnoge druge.

Trec¢a grupa oboljenja su enteritisi koji se sporo razvijaju i mogu trajati duze vreme,
praceni sluzno-gnojnim dijarejama. Izazivaci su serotipovi koji nose naziv Salmonella enterica
subspecies enterica serotip Enteritidis (Salmonella enteritidis) i broje preko 2500 razlicitih
tipova koji su odgovorni za 85% svih salmoneloza (Guard-Petter, 2001).

lako su ranije trovanja izazvana rodom Salmonella bila povezana sa Zzivotinjskim
proizvodima, u skorije vreme je utvrdeno da je 1 sveze voce 1 povrée bilo izvor zaraze, narocito u
skorasnje vreme. Bakterija prezivljava i na hrani sa malim procentom vlage, kao $to su zacini 1
na taj nacin se mogu prenositi i izazvati epidemiju. Namirnice koje su bile povezane
salmonelozom su meso, zivina, jaja, mleko 1 mlecni proizvodi, riba, Skampi, zacini, kvasac,

kokos, sosevi, sveze pripremljeni prelivi za salate sa zivim jajima, dezerti i Slagovi koji sadrze
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ziva jaja, suSeni zelatin, puter od kikirikija, kakao, ¢okolada i sveze voce 1 povrée (paradajz i
paprika) (FDA).

Antibiotska terapija ukljucuje upotrebu razli¢itih antibiotika. Kod enteritisa deluju /-
laktamski antibiotici i fluorohinoloni, dok se kod invazivnih salmoneloza koriste ampicilin,
trimetoprim-sulfametoksazol (Bactrim®) ili cefalosporini treée generacije (Strohl i sar, 2001).
Najveci problem predstavlja transmisija plazmida izmedu samih bakterija, koji prenose gene za
rezistentnost na odredene antibiotike. Ovo uslovljava upotrebu antibiogram testova, radi izbora

odgovarajuce terapije (Jawetz i sar, 2007).

Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas karakteriSu pravi ili malo zakrivljeni Stapici, sa jednom ili nekoliko

polarnih flagela. Aerobi su, Siroko rasprostranjeni u prirodi. Neke vrste su patogene za ¢oveka,
zivotinje 1 biljke (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology).
Stapicasti aerob je otporan na temperature do 42°C. Ne fermentie Secere. Siroko je
rasprostranjen u zemlji, vodi i namirnicama. Toksi¢nost poti¢e od egzotoksina, endotoksina,
enzima (elastaza i proteaza) i hemolizina (termostabilna fosfolipaza C i termostabilni glikolipid)
(Jawetz i sar, 2007). Moze izazvati meningitis, infekcije pluca, oka, gastrointestinalnog i
urinarnog trakta, koZe i rana.

Ova bakterija je prirodno otporna na antibiotsku terpaju penicilinima i -laktamima, zbog
specifi¢nosti grade celijskog zida, koji sadrzi porine i ABC transportere - pumpe koje izbacuju
antibiotik iz Celije pre nego §to pocne da deluje. Veoma brzo razvija i rezistenciju. Zato se u
le¢enju primenjuje agresivna kombinovana terapija aminoglikozidima i antipseudomonalnim f-

laktamima ili hinolonima (Strohl i sar, 2001).

2.5.2. Gram pozitivne bakterije

Rod Staphylococcus
Stafilokoke su bakterije loptastog oblika grupisane u nepravilne grozdove. Nepokretne su
i ne formiraju endospore. Samo neke loze imaju kapsulu, dok je vecina bez nje. Fakultativni su

anaerobi. Ne fermentiSu mnoge ugljene hidrate, ali vecina patogenih vrsta fermentiSe manitol.
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Spadaju u grupu vrlo otpornih bakterija. Temperatura od 60°C ih uniStava tek nakon 1 sata, a
neki mogu izdrzati temperaturu od 80°C. Otporne su i prema susenju.

VVeoma su rasprostranjene u prirodi. Nalaze se u vodi, vazduhu, namirnicama i na raznim
predmetima.

Patogene stafilokoke svoju toksi¢nost postizu produkovanjem slede¢ih toksina:
leukocidina (koji vrsi destrukciju humanih leukocita), hemolizina (koji vrSe lizu zivotinjskih
eritrocita), dermotoksina, enterotoksina, eritrogenog toksina. Od enzima produkuju koagulazu,
fibrinolizin, hijaluronidazu, proteaze, fosfataze, lipaze i beta laktamaze (Mihajilov-Krstev,
2009).

Najznacajnije vrste roda su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus saprophyticus.

Patogene stafilokoke mogu napasti sve organe i tkiva ¢oveka. Izvor zaraze je nosni i
nazofarengealni sekret. Prenose se vazduhom, direktnim ili indirektnim kontaktom. Najéesce
izazivaju koZne infekcije, pneumonije i oboljenja sluzokoze (rinitise, laringitise i infekcije usne
Supljine). Mogu izazvati i teZa oboljenja, kao Sto su artritis, osteomijelitis, pleuralna oboljenja,
meningitis i razne apcese. Ukoliko dospeju u krv, mogu izazvati teSku stafilokoknu sepsu. Vrlo
su Ceste 1 alimentarne toksoinfenkcije izazvane enterotoksinom stafilokoka. One se prenose
namirnicama, narocito onima koje sadrze visoke koncentracije Sec¢era i NaCl (Mihajilov-Krstev,
2009).

Terapija penicilinom je bila izuzetno efikasna na stafilokoknim oboljenjima, dok
bakterije nisu stekle rezistenciju. Za sada su efikasni eritromicin, kanamicin, kao i neka novija
polusintetska jedinjenja penicilina (Karakasevi¢, 1977).

Staphylococcus aureus ili zlatni stafilokok je dobio ime po zlatno-zutoj boji svojih
kolonija. Spada u fakultativne anaerobe, jer moze opstati 1 bez kiseonika, iako joj je potreban za
dobijanje energije. Toksi¢nost S. aureus potice od brojnih enzima i toksina koje produkuje. Od
toksina sintetiSe intracelularne (faktor nagomilavanja, fibronektin vezujuéi faktor) 1
ekstracelularne metabolite (a, B, y i 0 toksini i superantigeni egzotoksini). Enterotoksini A-E, G,
H i | su prisutni u pokvarenim namirnicama. Nastaju vrlo brzo i veoma su termostabilni (ne
uniStava ih ni temperatura od 100°C kojoj su izlozeni vise od 30 minuta). Zato spadaju u

superantigene (Mihajilov-Krstev, 2009).
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S. aureus je prisutan na kozi i sluzokozi i bolesti koje izaziva mogu biti invazivne (prodor
bakterija u organizam), intoksikacijske (delovanjem toksina) i kombinacija ove dve grupe. U
terapiji se koriste p-laktamaza rezistentni penicilini (nafcilin i oksacilin). Siroka primena
antibiotika dovela je do pojave i selekcije mnogih rezistentnih sojeva. Najpoznatiji primer je
meticilin rezistentni S. aureus (MRSA). Na njega deluje svega nekoliko antibiotika
(vankomicin), te se pacijenti zaraZeni ovim sojem moraju izolovati i na taj nacin spreciti Sirenje
infekcije (Strohl i sar, 2001).

Stafilokok je Siroko rasprostranjen. Moze se naci u vazduhu, prasini, kanalizaciji, vodi,
mleku, hrani, posudu i priboru, na oveku i zivotinjama. Hrana koja je naj¢esce povezivana sa
trovanjima izazvanim stafilokokom su meso i proizvodi od mesa, zivine, proizvodi sa jajima,
salate sa jajima, tunjevinom, piletinom, krompirom, zatim peciva koja su sadrzala kremove,
mleko i mlecni proizvodi. Takode, hrana koja je zahtevna za pripremu i koja je drzana na visoj
temperaturi od propisane neki duzi period vremena nakon pripreme Cesto bila uzro¢nik
stafilokoknog trovanja hranom (FDA, 2012).

Simptomi trovanja se javljaju veoma brzo (1-7h), i uklju¢uju mucninu, gréeve, proliv i
povracanje. Uglavnom su akutni, §to zavisi od individualne osetljivosti na toksin, koli¢ine unetog
toksina i opSteg zdravlja. Bolest traje od nekoliko sati do jednog dana i najcesca komplikacija je

dehidratacija organizma (FDA, 2012).

Rod Bacillus

Ovaj rod cCine bakterije Stapicastog oblika, sa zaobljenim krajevima. Mogu se na¢i kao
pojedinac¢ne, u parovima i u vidu lanaca. Veéina je pokretna. Aerobne su ili fakultativno
anaerobne. Obrazuju endospore koje su otporne na toplotu. Veéina vrsta roda Bacillus su

saprofiti, Siroko rasprostranjeni u zemljistu, vodi, biljkama 1 vazduhu.

Bacillus cereus

Bacillus cereus je pokretan, aerob (fakultativni anerob). Spore koje produkuje su otporne
na toplotu, zamrzavanje, suSenje i zraCenje 1 predstavljaju infektivni agens ovih bakterija. Ovo
predstavlja poseban problem u industriji hrane, jer su otporne na pasterizaciju i gama-zracenje, a

njihova hidrofobna priroda omogucava im da adheriraju na povrsinu (FDA, 2012).
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Prirodni izvori B. cereus su mesta raspada organskih materija, slatke i morske vode,
povrée, kao 1 intestinalni trakt beski¢menjaka, koji mogu da kontaminiraju zemljiSte i hranu
(Bottone, 2010). Patogenost B. cereus potic¢e od produkcije egzoenzima i toksina - 4 hemolizina,
tri razli¢ite fosfolipaze, toksina koji izaziva povracanje i proteaze.

Postoje dva priznata na¢ina trovanja hranom izazvane B. cereus, koje izazivaju dva
razliCita metabolita. Prvi tip je dijareja izazvana proteinom velike molekulske tezine. Simptomi
se javljaju 6-15h nakon konzumiranja kontaminirane hrane i ukljucuju vodenaste prolive, gréeve
i bol. Simptomi najce$ée traju do 24h. Ovaj tip oboljenja povezan je sa razliCitim vrstama
kontaminirane hrane, kao §to su meso, mleko, povrce i riba. Drugi tip je emeticki (povracanje),
izazvan termostabilnim peptidom male molekulske tezine. Simptomi se javljaju 0.5-6h nakon
uzimanja kontaminirane hrane. Mogu se javiti abdominalni gréevi i/ili dijareja. Obic¢no traje
manje od 24h. Hrana koja se naj¢es¢e kontaminira ovim peptidom su uglavnom proizvodi od
pirin¢a, ali i druge namirnice bogate skrobom, kao $to su krompir i testenina. Pudinzi, sirevi,
sosovi, supe, peciva i salate za koje se smatralo da su uzro¢nici prilikom izbijanja trovanja
hranom, pokazali su kontaminiranost (FDA, 2012).

B. cereus je rezistentan na peniciline i cefalosporine kao posledica produkcije f-
laktamaze. Dokazano je da su podlozne dejstvu eritromicina, klindamicina, hloramfenikola,
vankomicina, aminoglikozida i tetraciklina. Ciprofloksacin je delovao uniformno na sve sojeve i

veoma efikasno pri le¢enju rana inficiranih B. cereus (Bottone, 2010).

Rod Listeria

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je Stapi¢, pokretan (flagela) i jedan je od najceS¢ih uzroka
smrtnosti usled trovanja hranom. L. monocytogenes je izuzetno termostabilna. Ona ne samo da
prezivljava na temperaturama ispod 1°C, ve¢ se i razmnoZava. Ona je ubikvitarna u zZivotnoj
sredini i moZe se naci u vlaznoj sredini, zemljistu i vegetaciji koja se raspada (FDA, 2012).

Infekcije L. monocytogenes uzrokuju dve forme oboljenja kod ¢oveka:

Prva su neinvazivna gastrointestinalna oboljenja, koja se uglavnom javljaju kod zdravih
ljudi. Naime, kod ljudi sa dobrim imunim sistemom, L. monocytogenes izaziva akutni febrilni

gastroenteritis, kod koga inkubacija traje kratko i simptomi se javljaju u roku od nekoliko sati do
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2-3 dana. Neke osobe i ne razviju simptome bolesti, dok neke prati groznica, mucnina,
povracanje, bolovi u miSi¢ima i ponekad dijareja.

Druga vrsta je mnogo ozbiljnija, invazivna forma bolesti, koja moze uzrokovati sepsu i
meningitis. Inkubacija kod ovog oblika traje duze, od 3 dana do 3 meseca. Populacije koje su
ugrozene ovom formom su starije i imunokompromitovane osobe. Trudnice mogu osetiti blage
simptome, sli¢ne gripu, medutim, infekcija moze dovesti do prekida ili letalnog ishoda trudnoce.
Trecina potvrdenih slucajeva infekcije L. monocytogenes, prenete sa majke na fetus zavrSava na
ovaj na¢in. Zivorodene bebe mogu imati upalu mozdanih ovojnica tj. meningitis (FDA, 2012).

Razli¢ita hrana moze biti zarazena L. monocytogenes: sveze mleko, nepravilno
pasterizovano mleko, ¢okoladno mleko, sirevi (naroCito meki sirevi), sladoled, sirovo povrce,
sirova zivina i sve vrste mesa, fermentisane kobasice od zivog mesa, hot-dog, sirova i dimljena
riba i ostala morska hrana. Kako L. monocytogenes raste na temperaturama hladenja, predstavlja
ozbiljan problem u industriji hrane (FDA, 2012).

2.5.3. Sojevi gljiva

Rod Candida

Rod Candida je veoma brojan i heterogen. Najpoznatija vrsta je Candida albicans, koja
je patogena za Coveka i toplokrvne Zivotinje. Oboljenja izazvana ovom vrstom nazivaju se
kandidijaze. One su prisutne u ustima, vagini, crevima i na kozi i1 predstavljaju deo normalne
flore. Infekcija ovim sojem nastaje usled upotrebe antibiotika koji nemaju fungicidno delovanje,
pa dolazi do disbalansa izmedu bakterijske i fungalne flore. Razlikujemo lokalne i sistemske
kandidijaze koje se razliCito ispoljavaju.

Vaginalne i oralne kandidijaze lece se nistatinom i klotrimazolom, zatim ketonazolom,
flukonazolom 1 itrakonazolom. Za lecenje sistemskog oblika se koristi amfotericin B ili u

kombinaciji sa flucitozinom (Strohl i sar, 2001).

Rod Aspergillus
Ovaj rod pripada grupi micelijalnih gljiva — plesni. To su heterotrofni organizmi, ¢ije se
telo sastoji od cevastih struktura (hifa) i koje sadrze rezerve masnih kapi, glikogena i drugih

materija. One mogu da se razvijaju pri visokoj vlaznosti i niskom pH. Saprofiti su i Zive na
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zemljis$tu i biljnim namirnicama. Bolesti koje ovaj rod izaziva, nazivaju se aspergiloze
(Mihajilov-Krstev, 2009).

Najpoznatiji predstavnici ovog roda su Aspergillus flavus, Aspergillus fumigates,
Aspergillus parasiticus i Aspergillus niger.

Aspergillus flavus je patogen koji moze izazvati infekcije oka i uha kod ljudi. Takode,
rast A. flavus i A. parasiticus u hrani moze izazvati trovanje usled produkcije aflatoksina i ima
hepatokancerogeni efekat (Razzaghi-Abzaneh i sar, 2008; Dikbas i sar, 2008). Aspergillus flavus
Link.: Fr. sintetiSe aflatoksin B1, koji spade u najkancerogenije supstance bioloskog porekla.

Aspergillus niger je vrlo rasprostranjen i po ucestalosti je tre¢a vrsta odgovorna za plué¢nu
aspergilozu. On Cesto dovodi do nastanka otomikoza i aspergiloma. Uzro¢nik je kontaminacije u

laboratorijama (http://www. mycology.adelaide.edu.au).

2.6. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST

Funkcionalni gastrointestinalni poremecaji (FGIP) i poremecaji pokretljivosti creva
najées¢i sU poremecaji gastrointestinalnog (Gl) trakta u opstoj populaciji. Smatra se da svaka
Cetvrta osoba (ili vise) u SAD ima neki od ovih poremecaja (Talley, 2008; Parkman i Doma,
2006). Ovi poremecaji ¢ine oko 40% GI problema koje dijagnostikuju i tretiraju lekari i terapeuti
(Parkman i Doma, 2006).

Termin "funkcionalni” se uglavnom Kkoristi kod poremecaja kontraktilnosti creva,
aktivnosti nerava gastrointestinalnog sistema ili njihove kontrole pomoc¢u centralnog nervnog
sistema. Funkcionalne gastrointestinalne poremecaje karakteriSe prisustvo hroni¢nih simptoma
koji poti¢u od GI trakta. Po definiciji, osobe sa FGIP nemaju dokazane organske, sistemske ili
metaboliCke bolesti koje bi dale objasnjenje za ove simptome. Smatra se da funkcionalni
gastrointestinalni poremecaji nastaju dejstvom kombinacije predisponirajucih genetskih faktora i
uslova spoljasnje sredine (ishrana, akutni gastroenteritis, psihosocijalni faktori 1 mnogi drugi)
(Drosman, 2006).

Poremecaji pokretljivosti creva mogu Se manifestovati u obliku dijareje, spazma,
konstipacije ili sindroma iritabilnih creva. Dijareja predstavlja ¢est medicinski problem od koga
godisnje oboli 1 700 000 000 ljudi, a umre 3-5 000 000 ljudi. Ova bolest predstavlja drugi glavni
uzrok smrtnosti dece ispod 5 godina, od kog godisnje umre 760 000 dece (WHO, 2013). Akutna

36


http://www/

Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

dijareja kod dece vodi do znacajnog morbiditeta 1 mortaliteta, ¢ak i u bogatim i razvijenim
zemljama (Ryu i sar, 2004). Dijareja najc¢es$ce nastaje kao posledica infekcije intestinalnog trakta,
koja moze biti izazvana razli¢itim bakterijama, virusima ili parazitima. Infekcija se prenosi
kontaminiranom hranom, vodom ili sa osobe na osobu (WHO, 2013).

U skorije vreme, sve vise se analizira potencijalna uloga hrane u nastanku FGIP, jer je
nepravilna ishrana moguci uzroénik poremecaja gastrointerstinalnog sistema ali i brojnih
hroni¢nih bolesti (npr, kardiovaskularne bolesti, sistemska arterijska hipertenzija, gojaznost i
dijabetes mellitus).

Gastrointestinalni sistem omogucava unos, razgradnju i apsorpciju hranljivih sastojaka i
eliminaciju krajnjih produkata varenja hrane. Regulacija funkcije gastrointestinalnog sistema je
kompleksna i bazira se na brojnim nervnim i humoralnim mehanizmima. Nervna regulacija
gastrointestinalnog sistema odvija se pomoc¢u mehanizama spoljasnje i unutra$nje inervacije.
Spoljasnju inervaciju vrSe neuroni koji inerviSu digestivni sistem, ¢ija se neuronska tela nalaze
izvan digestivnog trakta i deo su autonomnog nervnog sistema. Sistem unutra$nje inervacije
naziva se enteric¢ki nervni sistemi predstavljen je neuronima koji se nalaze u sastavu digestivnog
trakta (submukozni i mijentericki pleksus).

Inervacija digestivnog trakta vr$i se parasimpatickim i simpatickim nervnim sistemom.
Parasimpaticka nervna vlakna preko n. vagusa i sakralnog nervnog pleksusa (pelvickih nerava)
inerviSu digestivni sistem. Iz mozdanog stabla i sakralnog dela ki¢mene mozdine polaze duga
preganglijska nervna vlakna, koja se zavrSavaju na ganglijama u zidu organa. Kratka
postganglijska vlakna na svojim zavrSecima oslobadaju acetilholin. Postganglijski parasimpaticki
neuroni su delovi enteri¢kog nervnog sistema.

Preganglijska vlakna simpatickog nervnog sistema polaze iz ki¢mene mozdine i
zavrSavaju se na simpatickim ganglijama. Duga postganglijska vlakna inerviSu krvne sudove 1
glatku muskulaturu digestivnog sistema. Takode, simpaticka nervna vlakna mogu se zavrsiti u
enterickom nervnom sistemu. Na postganglijskim simpati¢kim nervnim zavrSecima oslobada se
noradrenalin, koji pomoc¢u adrenergi¢kih receptora smanjuje motilitet digestivnog sistema a
povecava tonus sfinktera.

Entericki nervni sistem se sastoji od mijenterickog (Auerbahov pleksus) i submukoznog
(Majsnerov pleksus) nervnog pleksusa. Osnovna uloga mijenterickog pleksusa je kontrola

motorike, dok submukozni pleksus regulise sekreciju Zlezda 1 protok krvi u gastrointestinalnom
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sistemu. MijenteriCki pleksus inerviSe uzduzne 1 kruzne glatke miSie gastrointestinalnog
sistema. Submukozni pleksus inerviSe Zlezdani epitel, crevne endokrine ¢elije i krvne sudove u
submukozi i kontroliSe intestinalnu sekreciju, apsorpciju i kontraktilnost submukoznih misica.

Entericki nervni sistem moze da funkcioni$e samostalno, ali je pod uticajem vegetativnog
nervnog sistema. Neuroni enterickog nervnog sistema stvaraju brojne neurotransmitere
(acetilholin, noradenalin, adenozin-trifosfat, serotonin, dopamin, holecistokinin, supstancu P,
vazoaktivni intestinalni polipeptid, somatostatin, leu-enkefalin, met-enkefalin, azot-monoksid,
bombezin). Osnovni neurotransmiter digestivnog sistema je acetilholin, koji stimuliSe motoriku i
sekreciju.

Kontrakcijama glatke muskulature tankog creva vr$i se meSanje himusa, razlivanje
sadrzaja po mukozi radi bolje apsorpcije hranljivih sastojaka i potiskivanje ka debelom crevu. U
tankom crevu se razlikuju dve vrste pokreta: segmentacioni i peristalticki pokreti. Istezanje dela
tankog creva izaziva lokalne prstenaste kontrakcije - segmentacione pokrete. Segmentacioni
pokreti nastaju kontrakcijama pretezno cirkularne muskulature pa se himus u segmentima creva
potiskuje napred nazad, radi boljeg meSanja i apsorpcije. Ovi pokreti nastaju u pravilnim
vremenskim intervalima i ponavljaju se.

Kod peristaltickih pokreta sadrzaj creva se potiskuje od oralnog kraja ka analnom kraju
prosec¢nom brzinom 0.5-2 cm/min. Peristalti¢ki pokreti su zasnovani na refleksu, najéeS¢e nastaju
istezanjem creva. Iznad mesta istezanja crevo se kontrahuje, dok se ispod mesta istezanja glatki

misici relaksiraju (receptivna relaksacija).

2.7. DEJSTVO NA KARDIOVASKULARNI SISTEM

Arterijski krvni pritisak predstavlja pritisak kojim krv deluje na jedinicu povrSine
arterijskog krvnog suda. On zavisi od koli¢ine krvi koju srce ispumpa (minutni volumen srca) 1
promera Krvnih sudova (periferni otpor). Krvni pritisak se moze izraziti kao sistolni (pritisak koji
se stvara u toku izbacivanja krvi iz komore srca) i dijastolni (pritisak koji se javlja u toku
dijastole sréanih komora) (NIH). Povisen krvni pritisak je ozbiljno oboljenje kardiovaskularnog
sistema koje moze dovesti do koronarne bolesti srca, sr¢ane insuficijencije, bolesti bubrega,

mozdanog udara i1 drugih zdravstvenih problema.
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Poslednjih godina, postoji povecano interesovanje za prirodnijim nacinima lecenja
hroni¢nih oboljenja kardiovaskularnog sistema, kao S§to je uvodenje dijetetskog rezima,
povecanje fizicke aktivnosti i upotreba lekovitog bilja. Epidemioloske i klinicke studije su
ukazale da je moguénost nastanka kardiovaskularnih bolesti (KVB) smanjena ishranom bogatom
vo¢em, povréem, nerafiniranim zitaricama, ribom 1 bezmasnim mlecnim proizvodima,
siromasnim u zasi¢enim masnim kiselinama i natrijumom. Poslednjih godina, jagodasto voce je
doslo u zizu interesovanja zbog malog broja kalorija i visokog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja
kao §to su polifenoli, minerali, vitamini, dijetna vlakna. lako su mehanizmi i dalje nedovoljno
prouceni, smatra se da flavonoidi deluju na kardiovaskularne faktore rizika: poboljsavaju
funkciju endotela i dislipidemiju, inhibiraju oksidaciju lipoproteina male gustine i smanjuju krvni
pritisak. Tesko je, medutim, odrediti da li je jedna dijetetska komponenta odgovorna za ove
efekte ili je to posledica kombinacije ishrane i dijetetskih navika. Efekti voc¢a i povréa na
kardiovaskularni sistem su dozno zavisni, a zavise od vrste voca i povréa koje se konzumira
(Assmann i sar, 2014).

Postoji veliki broj epidemioloskih istrazivanja koji su pokazali povezanost izmedu unosa
bobicastog voca, ta¢nije, unosa flavonoida ili antocijana, i smanjenja rizika od KVB, pa je studija
2013, koja je u periodu od 18 godina, pratila skoro 100 000 zena izmedu 25 i 45 godina starosti,
pronasla vezu izmedu veéeg unosa antocijana i smanjenja rizika nastanka infarkta miokarda za
32%, (Cassidy i sar, 2013). Za svakih 15 mg antocijana vise u ishrani, zapaZen je pad od 17%
rizika nastanka infarkta miokarda.

Studija koja je ispitivala 35 000 Zena u menopauzi u periodu od 16 godina, dokazala je
vezu izmedu unosa antocijana i smanjenja rizika nastanka koronarnih bolesti srca kao i stepena
smrtnosti od KVB (Mink i sar, 2007). Ista studija je navela jabuke, kruske, jagode, ¢okoladu,
mekinje 1 crveno vino kao hranu koja znacajno uti¢e na smanjenje rizika od KVB.

Hipertenzija je vode¢i uzrok nastanka KVB, koja dovodi do razvoja ateroskleroze i
progresije bolesti. Pojedine studije na zdravoj i rizi¢noj populaciji su istrazivale promene u
krvnom pritisku nakon unosa borovnica (Rodriguez-Mateos i sar, 2013), aronije (Naruszewicz i
sar, 2007), brusnice (Dohadwala i sar, 2011), jagoda (Basu i sar, 2010), crnih ribizli (Jin i sar,
2011) ili pojedinih antocijana (Zhu i sar, 2011). Samo su dve studije pokazale poboljSanje
vrednosti krvnog pritiska i to nakon unosa prec¢is¢enih antocijana borovnice i crne ribizle (Zhu i

sar, 2011) i aronije (Naruszewicz i sar, 2007). U prvoj studiji je unos od 320 mg antocijana
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tokom 12 nedelja smanjio sistolni pritisak za 6.7 mm Hg stuba kod hiperholesteromi¢nih
pacijenata u poredenju sa bazalnim vrednostima. U drugoj studiji je 44 pacijenata, koji su imali
infarkt miokarda i na terapiji statinima, uzimalo standardizovan ekstrakt aronije koji je sadrzao
64 mg antocijana, 128 mg procijanidina i 23 mg fenolnih kiselina, u periodu od Sest nedelja. Ova
suplementacija je dovela do sniZenja sistolnog za 11 mm i dijastolnog krvnog pritiska za 7.2 mm.

Pored hipertenzije, hiperholesterolemija je jedan od glavnih faktora rizika razvoja KVB.
Medutim, eksperiment u kome su dislipidemi¢ni pacijenti u toku 12 nedelja dnevno uzimali 160 mg
antocijana izolovanih iz borovnice i crne ribizle, pokazali su da deluju i na koncentraciju
lipoproteina u plazmi. Ovaj unos antocijana doveo je do porasta HDL za 13.7%, a smanjenja
LDL za 13.6%, bez promena ukupnog holesterola i triglicerida (Qin i sar, 2009). U studiji Zhu i
saradnika (2011) ista populacija ispitanika uzimala je 320 mg prethodno navedenog ekstrakta i
doslo je do porasta HDL za 12.3% i smanjenja LDL za 10.8%, bez promena u ukupnom
holesterolu, trigliceridima, apolipoproteinima Al i B, glukozi i insulinu. Ovo navodi na zakljucak
da dugotrajna upotreba jagodastog voca i njihovih proizvoda dovodi do odrzivog i relevantnog

poboljsanja lipidnog statusa (Rodriguez-Mateos i sar, 2013).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. BILIJNI MATERIJAL

Sorte crne ribizle Tenah, Triton, Ometa i Ben Sarek, vrste R. nigrum brane su u periodu
jun-jul 2008, 2009. i 2010. godine na eksperimentalnom polju Poljoprivrednog fakulteta u
Beogradu. Eksperimentalno polje se nalazi u Mislodinu, pored Obrenovca, izmedu dve reke,
Save i Kolubare. Nadmorska visina ovog podruéja je od 80 do 90 m iznad nivoa mora, na 44°30”
i 44°45" severne geografske Sirine i 20°00" i 20°20" isto¢ne geografske duzine. Prosec¢na
godisnja temperatura je iznad 11°C. Godi$nji nivo padavina u ovom regionu je oko 640 mm/m?.
Zemljiste na eksperimentalnom polju je pescana ilovaca sa prose¢nom pH vrednoscu od 6.3.
Klimatski uslovi, koji karakteriSu tu oblast, blazi su od kontinentalne panonske klime. Prose¢ne

temperature i koli¢ine padavina u toku svih meseci godina 2008, 2009. i 2010. date su na slici 3.1.
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Slika 3.1. Prose¢ne temperature (levo) i proseéne koli¢ine padavina (desno) u periodu 2008-2010. u Mislodinu

Jednofaktorijalni eksperiment je postavljen na polju, izabranom metodom slu¢ajnog
uzorka, u pet ponavljanja i svako ponavljanje je izvedeno sa 4 Zbuna po vrsti.

Plodovi su ru¢no brani, u zavisnosti od vremena sazrevanja svakog varijeteta, a zrelost je
odredivana na osnovu 90% obojenosti ploda. Plodovi jednog varijeteta sa sva Cetiri zbuna
sakupljani su zajedno (2500g) i to je predstavljalo reprezentativan uzorak sa kojim se dalje
radilo.

Ribizle su gajene u sistemu integrativne zastite, Sto podrazumeva minimalnu upotrebu

hemikalija. Sokovi su pravljeni od svezih, neoSte¢enih plodova ru¢nim cedenjem i na taj nacin su
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odvojeni opna i semenke od pulpe. Ovako pripremljeni sokovi centrifugirani su 10 min na 12000
obrtaja i dobijeni supernatanti kori§¢eni su za dalje analiziranje. Uzorci sokova Cuvani SU U
zatvorenim boc¢icama na -18°C za dalje ispitivanje.

Pored sokova, napravljeni su i ekstrakti. Sok je rastvaran u vodi, etanolu (96, 80 i 70%) i
metanolu (100, 80 i 70%) u odnosu 1:10. Rastvori su mesani 24h, filtrirani, uparavani na vakuum
uparivacu (KikaWerke), na temperaturi do 40°C i suvi ostatak ¢uvan u dobro zatvorenim

staklenim bodicama na +4°C.

3.2. ODREPIVANJE SADRZAJA VITAMINA C U SOKOVIMA |
EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Odredivanje ASK i DASK vrseno je HPLC metodom po Brubacheru (1985) za pripremu
uzorka i Ohte i Harade (1996) za redukciju DASK. Koli¢ina od 2.5g soka (100 mg/ml ekstrakta)
je rastvarana u 25 ml 4.5% metafosforne Kiseline. Uzorak se dodatno rastvarao na ultrazvu¢nom
kupatilu 10 minuta i centrifugirao 15 min na 10000 obrtaja u minuti. Supernatant dobijen na ovaj
nacin koristi se za odredivanje ASK. DASK se odreduje kada se 1 ml prethodno pripremljenog
uzorka doda 1 ml redukujuceg agensa (50 uM ditiotreitola - DTT). Nakon 10-minutne reakcije
na sobnoj temperaturi, ovaj rastvor se filtrira kroz membranski filter (0.45 um) i 20 pl injektuje u
HPLC aparat. Rezultati se izrazavaju u mg/100 g soka i mg/g ekstrakta kao ukupna koli¢ina
askorbinske kiseline (TASK=ASK+DASK).

Analiza sadrzaja sokova i ekstrakta crnih ribizli vr§ena je aparatu Agilent 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, Calif, U.S.A.) opremljenim DAD (diode array) detektorom,
automatskim semplerom i kontrolnim sistemom. Razdvajanje komponenti je vrSeno na Merck
Purospher STAR RP-18e analitickoj koloni (150x4.6 mm i.d., 5 um veli¢ina Cestica). Kao
mobilna faza je koris¢en 40 mM fosfatni pufer i metanol u odnosu 92:8 pod izokratskim
uslovima. Protok je bio 0.8 ml/min na sobnoj temperaturi i vrednosti su oCitavane na apsorbanci
od 244 nm. Standardni rastvori askorbinske kiseline (1, 10, 50, 100, 150 i 200 pg/ml) su
injektovani u triplikatu za svaku koncentraciju da bi dobili kalibracionu krivu.
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3.3. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA I UKUPNIH
TANINA U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Koli¢ina ukupnih polifenola odreduje se Folin-Ciocalteu (F-C) metodom u Kkojoj
istoimeni reagens meri sposobnost sokova i ekstrakta da redukuju fosfomolibdensku i
fosfotungistinsku kiselinu do plavo obojenog kompleksa, ¢ija se apsorbanca meri na 725 nm.

Ukupni tanini se odreduju takode sa Folin-Ciocalteu reagensom uz koris¢enje
nerastvornog polivinil polipirolidona (PVPP), koji vezuje tanine u rastvoru. Razlika ukupnih i
netaninskih polifenola predstavlja sadrzaj tanina.

Sadrzaji ukupnih polifenola i tanina uradeni su metodom po Hagermanu (2002). Za
izradu kalibracione krive koriste se standard galne kiseline (Tabela 3.1), pa se rezultati oba
sadrzaja izrazavaju kao ekvivalent galne kiseline (GAE) (mg GAE/g soka ili ekstrakta).

F-C reagens (2N) je komercijalno dostupan i predstavlja heksavalentni kiseli kompleks
fosfomolibdena i fosfotungistata, koji po specifikaciji proizvodaca treba da bude bistar, svelo-zut
rastvor. Promena boje u maslinasto zelenu indikuje neupotrebljivost reagensa. Cuva se u tamnoj
boci, u frizideru. F-C reagens se za potrebe metode razblazuje jednakom zapreminom
destilovane vode (1:1, V/V). Pored F-C reagensa, koristi se i 20% rastvor Na,COs, nerastvorni
PVPP, koji je komercijalno dostupan i rastvor standarda galne kiseline. Standard koncentracije
0.1 mg/ml se priprema na sledeci na¢in: 25 mg standarda se rastvori u 25 ml destilovane vode i
dobijeni rastvor razblazi 10 puta za izradu radnog rastvora. Kalibraciona kriva se formira na
osnovu izmerenih apsorbanci rastu¢ih koncentracija standarda (1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4
pg/ml, 5 pg/ml) uz slepu probu, koja umesto standarda sadrzi destilovanu vodu. Iz kalibracione
krive se izratunava sadrzaj ukupnih polifenola i tanina.

Ukupni polifenoli se iz uzorka odreduju na sledec¢i na€in: 0.02 ml uzorka (sok razblaZen
vodom u odnosu 1:10; ekstrakt rastvoren odgovarajuéim rastvaraem u koncentraciji od 3
mg/ml) se pipetira u epruvetu, razblazi destilovanom vodom do 0.5 ml, doda 0.25 ml F-C
reagensa i 1.25 ml prezasi¢enog rastvora Nap,COs. Sadrzaj epruvete se dobro promucka i nakon
40 minuta, meri apsorbanca na 725 nm. Sadrzaj se izracunava iz kalibracione krive.

Ukupni tanini se odreduju na isti nac¢in kao i1 ukupni polifenoli sa malo drugacijom

pripremom uzorka. Kako se tanini vezuju na nerastvorni PVPP, u kivetu se doda 100 mg PVPP,
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1 ml destilovane vode i 1 ml uzorka i ovaj rastvor dobro promucka. 100 mg PVPP je dovoljan da

veze 2 mg tanina, pa ako je sadrzaj tanina ve¢i od 10%, uzorak se mora razblaziti.

Tabela 3.1. Priprema standarda za izradu kalibracione krive

Rastvor Destilovana F-C reagens Rastvor Galna kiselina
katehina (pl) voda (pl) (un) Na,COg3 (ul) (ng)
Slepa proba 0 500 250 1250 0
S1 20 480 250 1250 2
S2 40 460 250 1250 4
S3 60 440 250 1250 6
S4 80 420 250 1250 8
S5 100 400 250 1250 10

Nakon 15 minuta na +4°C, smesa se ponovo dobro promucka i centrifugira 10 minuta na
3000 obrtaja u minuti. Svi tanini su vezani na nerastvorni PVPP, a sva ostala fenolna jedinjenja
se nalaze u supernatantu, pa se on i koristi za odredivanje ne-taninskih polifenola po istom
postupku za odredivanje ukupnih polifenola. Kako se uzorak razblazuje destilovanom vodom u
odnosu 1:1, preporucuje se da se koristi dva puta veca zapremina uzorka. SadrZzaj ne-taninskih

polifenola se izrazava u mg GAE/g soka ili ekstrakta, a iz razlike se dobija sadrzaj tanina.

3.4. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH ANTOCIJANA U SOKOVIMA |
EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Odredivanje ukupnih antocijana u sokovima i ekstraktima crne ribizle uraden je po
propisu Evropske Farmakopeje 6.0 (2007). Naime, 5 g soka (koli¢ina ekstrakta ekvivalentna 5 g
soka) se rastvori u 95 ml metanola i ceo rastvor se me$a na magnetnoj mesalici 30 minuta.
Rastvor se nakon zavrSene ekstakcije filtrira kroz kvantitativan filter papir u normalni sud od 100
ml, ispira i dopunjuje metanolom do crte. Ovako dobijen rastvor se zatim razblazuje 0.1 %
rastvorom HCI u metanolu (V/V). Apsorbanca se meri na 528 nm a kao slepa proba se koristi 0.1 %

rastvor HCI u metanolu (V/V). Sadrzaj ukupnih antocijana (UA) se ra¢una prema formuli:

% UA = (A x 5000)/(718 x M)
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gde je A — apsorbanca ispitivanog uzorka na 528 nm, 718 — specifi¢na apsorbanca cijanidin-3-O
-glukozid hlorida na 528 nm, M — masa odmerenog usitnjenog uzorka.

Sadrzaj ukupnih antocijana je izraZen na cijanidin-3-O-glukozid hlorid (%).

35. ODREPIVANJE SADRZAJA ANTOCIJANA U SOKOVIMA |
EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Metoda upotrebljena za analizu pojedinacnih antocijana je modifikacija metode po
Cacace i Mazza (2002). Alikvot uzorka (10 g soka) se izmeri i rastvori u dejonizovanoj vodi
zakiseljenoj sumpornom kiselinom na pH 2.5. Rastvaranje se pospeSuje na ultrazvu¢nom
kupatilu u trajanju od 10 minuta. Ovako rastvoren uzorak se centrifugira na 4000 obrtaja u minuti
na sobnoj temperaturi. Supernatant dobijen na ovaj nacin se filtrira u normalni sud od 100 ml, dok
se sa ostatkom uzorka isti postupak rastvaranja, centrifugiranja i filtriranja, ponavlja jo§ dva puta.
Normalni sud se dopunjuje rastvarac¢em do crte i ovako dobijen rastvor, injektuje u HPLC nakon
filtriranja kroz membranski filter Milipore (0.45 pum).

Isti HPLC aparat i kolona koriséeni su za razdvajanje i kvantifikovanje antocijana, kao za
askorbinsku kiselinu. Kao mobilna faza A je koris¢ena 0.1% trifluorosiréetna kiselina, a kao
mobilna faza B je upotrebljavan acetonitril. Razdvajanje je vrSeno pod izokratskim uslovima sa
protokom od 1 ml/min. Injektovano je 20 pl uzorka i detekcija antocijana je vrSena na 520 nm.
Sadrzaj antocijana je izraCunat preko kalibracione krive, koja je konstruisana na osnovu
standardnih rastvora 4 antocijana (D3R, D3G, C3R i C3G). Standardni rastvori su injektovani i
detektovani u triplikatu u 5 rastuc¢ih koncentracija (0.2, 1, 5, 20 i 50 pg/ml).

3.6. ODREPIVANJE SADRZAJA FLAVONOIDA U SOKOVIMA |
EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Priprema uzorka podrazumeva prethodnu hidrolizu flavonoida. Sto miligrama ekstrakta je
rastvoreno u 1 ml smese metanola i hlorovodoni¢ne kiseline (1:1, V/V). Rastvaranje je vrseno |
na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 10 minuta, a zatim na vodenom kupatilu na temperaturi

od 90°C u trajanju od 15 minuta. Uzorci su nakon hidrolize, centrifugirani 20 minuta (4°C,
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10000 obrtaja u minuti), supernatanti filtrirani u vijalice preko membranskog filtera i ovako
pripremljen uzorak, injektovan u HPLC.

Detekcija i1 kvantifikacija flavonoida vrsena je na istom HPLC aparatu uz upotrebu iste
kolone. Mobilnu fazu A ¢inio je 0.1% rastvor triflorosiréetne kiseline, a kao mobilna faza B je
koriS¢en acetonitril. Razdvajanje flavonoida je vrSeno sa slede¢im gradijentom: 85% (A) od 0 do
20 minuta; 65% (A) od 20 do 24 minuta; 50% (A) od 24 do 29 minuta, zatim 10% (A) do 31
minuta, i 15% naredna 2 minuta. Injektovano je 10 pl uzorka sa protokom od 0.7 ml/min.
Temperatura kolone je odrzavana na 30°C, a detekcija je vrSena na 360 nm. Sadrzaj flavonoida
je odreden na osnovu kalibracione krive, koja je konstruisana na osnovu standarda flavonoida.

Rezultati su izrazeni u pg flavonoida na 100 mg ekstrakta.

3.7.  ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SOKOVA |
EKSTRAKTA PLODOVA Ribes nigrum L.

3.7.1. Odredivanje sposobnosti vezivanja slobodnih radikala (DPPH metoda)

DPPH-radikal predstavlja stabilan azotni radikal ljubicaste boje, koji je nasao Siroku
primenu u ispitivanju antioksidativne aktivnosti hrane, ekstrakata kao i izolovanih supstanci.
Metodu ¢ini redukcija metanolnog rastvora DPPH u prisustvu ispitivanog antioksidansa, pri
¢emu nastaje neradikalsko jedinjenje i dolazi do smanjenja apsorbance usled obezbojavanja
radikala.

Uticaj sokova i ekstrakta crnih ribizli na DPPH-radikal je ispitivan po metodi Koni¢-
Risti¢ (2011) sa manjim izmenama. Postupak se sastoji iz rastavaranja 2 g soka u 10 ml
destilovane vode 5 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu. Ovako pripremljen rastvor se centrifugirao
10 minuta na 2500 obrtaja u minuti i supernatant koristio za analiziranje. Napravljene su serije
razblazenja supernatanta i 40 plL svake koncentracije je u triplikatu pipetiran u bunarcice
mikrotitarske ploce, zatim 120 pL rastvaraca i 40 uL DPPH rastvora (0.05 mM). Mikrotitarska
ploca se zatvori i ostavi na tamnom 30 minuta, kada reakcija dostize maksimum.

Postupak za ekstrakte je isti kao za sokove, s tim da se svaki rastvara u odgovaraju¢em
rastvaracu u koncentraciji 3 mg/ml i od ove pocetne koncentracije se prave serije razblazenja kao

za sokove.
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Apsorbancija uzoraka se meri na ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) citacu
(Multiskan Ascent Thermolabsystems Elisa No 354) na talasnoj duzini od 540 nm. Inhibicija
slobodnog DPPH radikala (%) se ra¢una prema jednacini:

% inhibicije = (As — Ac /Ac — Ag) % 100

gde je Ag— apsorbancija slepe probe, As — apsorbancija kontrole (koju ¢ine rastvara¢ i DPPH) i
Ac — apsorbancija analiziranog uzorka. Kao slepa proba se koristi upotrebljeni rastvarac
(methanol ili etanol). Kao pozitivna kontrola su koriS¢eni butilhidroksi toluen (BHT),
butilhidroksi anizol (BHA), Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina)
i askorbinska kiselina. Rezultati inhibicije DPPH radikala su izraZeni kao ICsq i Ova vrednost
predstavlja koncentraciju uzorka koja je potrebna da "uhvati" ili inhibira 50% slobodnih DPPH
radikala i ona se izraGunava iz jednacine prave, koja predstavlja odnose % inhibicije i

koncentracije uzorka.

3.7.2. Inhibicija obezbojavanja g-karotena

Metoda je razvijena na osnovu spektrofotometrijskih merenja Koleve (2002). Metoda
odreduje antioksidativni kapacitet uzorka mere¢i njihovu sposobnost da sprece oksidativni
gubitak f-karotena u emulziji s-karoten/linolna kiselina.

Emulzija se priprema na slede¢i nacin: 2 mg kristalnog f-karotena se rastvori u 10 ml
hloroforma. Jednom mililitru ovog rastvora doda se 25 pl linolne kiseline i 180 mg Tween 20.
Nakon potpunog uparavanja hloroforma vakuum-uparivaéem na 40°C, doda se 50 ml
oksigenisane vode 1 ovako dobijena emulzija se mucka do izbistrenja.

Alikvoti emulzije (0.16 ml) se pipetiraju u bunarci¢e mikrotitarske plo¢e u koje su
prethodno dodate serije razblazenja sokova ili ekstrakta (0.04 ml). Mikrotitarske plo¢e se zatim
mesaju na meSalici za mikrotitarske plo¢e. Nakon mesanja, oCitava se pocCetna apsorbanca (Ag)
na ELISA ¢itac¢u na talasnoj duzini od 450 nm, ploc¢e se inkubiraju 2h na 55°C, nakon cega se
apsorbanca (Azn) ponovo ocitava. Antioskidativna aktivnost se izraCunava prema sledecoj
formuli:

% inhibicije = (Azn/Ag) % 100
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Kao pozitivne kontrole su upotrebljeni isti komercijalni antioksidansi kao pri odredivanju
antioksidativne aktivnosti hvatanja DPPH-radikala (BHA, BHT, Trolox i askorbinska kiselina).
Rezultati se izrazavaju kao koncentracija uzorka koja inhibira gubitak 50% p-karotena (ICsp) i

izracunava se iz krive koncentracija/% inhibicije.

3.8. ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI SOKOVA | EKSTRAKTA
PLODOVA Ribes nigrum L.

3.8.1. Mikrobioloski sojevi

Ispitivanje in vitro antimikrobne aktivnosti sokova i ekstrakta crnih ribizli vrSeno je
pomocu tipskih laboratorijskih sojeva bakterija i gljiva nabavljenih od American Type Culture
Collection (ATCC).

Gram (+) bakterije upotrebljavane za ispitivanje sokova i ekstrakta su Bacillus cereus
ATCC 10876, Lysteria monocytogenes ATCC 15313 i Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Gram (-) bakterije su bile Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 i Salmonela entertidis ATCC 13076. Candida albicans ATCC 10231 i Aspergilus

niger ATCC 16404 su upotrebljavani za procenu antifungalne aktivnosti.

3.8.2. Mikrodiluciona metoda

Za testiranje antimikrobne i antifungalne aktivnosti koris¢ena je mikrodiluciona metoda
prema propisima CLSI (2005). Od prekono¢nih kultura ispitivanih test-sojeva mikroorganizama
uzgajanih na hranljivom agaru (HA) i saburo-dekstroznom agaru (SDA) je, u sterilnom
fizioloskom rastvoru, napravljena suspenzija turbiditeta 0.5 McFarlanda koja sardzi 1.5x10° CFU
(colony forming units)/ml za bakterije i 1.5x10" CFU/ml za kvasce (CLSI, 2005). Gustina
suspenzije spora Aspergillus niger (1.5x10° CFU/ml) je odredena uz pomo¢ Thoma-komore za
brojanje (CLSI, M38 [ISBN 1-56238-480-8]). Nakon toga su, prema priloZenom uputstvu,
napravljene odgovaraju¢e podloge, Mueller-Hinton bujon (MHB) za bakterije i saburo-
dekstrozni bujon (SDB) za gljive. Sterilisane tecne pologe su razlivene po 10 ml u sterilne

epruvete i inokulisane sa po 133 ul pripremljene suspenzije mikroorganizama da bi se dobio

48



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

konagan broj CFU od 2x10° po 1 ml. Zatim je u svako od 96 udubljenja mikrotitarske plode
uneseno po 100 pl inokulisane podloge i napravljena serija duplih razredenja ekstrakta, u rasponu
od 0.01-100 pg/ml i serija duplih razblazenja sokova u rasponu od 0.2 — 500 ul/ml. Ukupna
zapremina u svakom bunaricu je iznosila 100 pl, a gustina suspenzije 2x10° CFU/mI za bakterije,
odnosno 2x10° CFU/mI za sojeve kvasca i gljive. Mikrotitarske ploge su inkubirane na 37°C u
trajanju od 24h za bakterije, tj. na 25°C u trajanju od 48h za gljive. Postupak je izveden u tri
ponavljanja.

Koris¢ene su dve kontrole rasta: jedna je sadrzala inokulisanu hranljivu podlogu (MHB
ili SDB), a druga inokulisanu hranljivu podlogu sa serijom duplih razblazenja rastvaraca, u
opsegu od 0.004-15.00 ul/ml. Antibiotici: hloramfenikol, streptomicin i tetraciklin kori§¢eni su
kao pozitivne kontrole, u opsegu koncentracija od 0.008-16.00 pug/ml. Najmanja koncentracija
gde nije bilo vidljivog rasta je definisana kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC).
Mikrobioloski rast odredivan dodavanjem u svaki bunari¢ po 20 pl 0.5% vodenog rastvora TTC
(2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorida) koji boji porasle kolonije u crveno (Sartoratto i sar, 2004). Da
bi se odredila minimalna baktericidna koncentracija (MBC), sadrzaj iz svih bunarc¢i¢a (u kojima
nije bilo crveno obojenih kolonija) je za bakterije prenesen na petri ploce sa Mueller-Hinton
agarom (MHA), koje su zatim inkubirane 24h na 37°C, tj. sa saburo-dekstroznim agarom (SDA)
koje su inkubirane 48h na 25°C za gljive. Nakon inkubacije, brojane su porasle kolonije bakterija
i gljiva. MBC se definiSe kao najniZza koncentracija ekstrakata pri kojoj je ubijeno 99.9 %

inokulisanih mikroorganizama.

3.9. ODREPIVANJE SPAZMOLITICKE AKTIVNOSTI SOKOVA | EKSTRAKTA
PLODOVA Ribes nigrum L.

Spazmoliticka aktivnost Sokova i ekstrakata crne ribizle ispitivana je na izolovanom ileumu
pacova, pri ¢emu je pracen uticaj na spontane kontrakcije, kao i na kalijum-hloridom (KCI) i
acetilholinom (Ach) indukovane kontrakcije.

Sve eksperimentalne procedure vrsene su u skladusa Evropskom Direktivom 2010/63/EU

za eksperimente na zivotinjama, uz odobrenje Etickog komiteta (reSenje broj 01-206-7).
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Za odredivanje spazmoliticke aktivnosti koriS¢eni su pacovi Wistar soja (180-2209g) iz
Vivarijuma Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Ni$u. Zivotinje su ¢uvane u kavezima od
nerdajuceg Celika u standarnim laboratorijskim uslovima. Temperatura prostorije se odrzava u
granicama od 20-24°C, sa 12-¢asovnim dnevnim rezimom, bar jednu nedelju pre eksperimenta.
Zivotinje su u svakom trenutku imale pristup hrani i vodi.

Delovi tankog creva pacova su izolovani, a mezenterijum je odstranjen. Ovako pripremljen
ileum stavljen je u kupatilo koje je sadrzalo 10 ml fizioloskog rastvora za izolovano crevo (Tyrod-
ov rastvor) na 37°C uz konstantno uvodenje smese kiseonika i ugljenik (IV)-oksida. Tyrodov
rastvor sadrzi: 150 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 2 mM MgCl,, 12 mM NaHCO3, 0.4 mM NaH,PQ,,
1.8 mM CaCl, i 5.5 mM glukoze. lleum je stabilizovan u kupatilu pola sata pre pocetka
eksperimenta. Promene u kontraktilnosti tankog creva registrovane su pomocu transdjusera
(Transducer—TSZ-04-E, Experimetria doo, Budimpesta, Madarska) i analizirane uz pomo¢
softvera SPEL Advanced ISOSY'S Data Acquisition System.

Prva eksperimentalna serija se sastoji iz analize dejstva sokova i ekstrakta na spontane
kontrakcije creva, gde su sokovi i ekstrakti dodavani u kumulativnim dozama (0.01, 0.03, 0.1,
0.3, 1i 3 mg/ml), i iz krive je ocitan dozno-zavisan odgovor. Kao kontrola je koris¢en papaverin
u koncentracijama 0.01-3 ug/ml. Zatim je ispitivano dejstvo sokova i ekstrakta ribizle na
kontrakcije stimulisane KCI (80 mM) i acetil-holinom (5-1500 nM). Tonicke kontrakcije ileuma,
izazvane KCI inhibisane su kumulativnim dodavanjem sokova ili ekstrakata u koncentracijama
od 0.01 do 3 mg/ml u intervalima od 15 minuta i rezultati su izrazeni kao procenat inhibicije.
Acetil-holin je dodavan u kumulativnim koncentracijama (5, 15, 50, 150, 500 i 1500 nM) i
registrovani su efekti u odsustvu, a zatim i u prisustvu sokova i ekstrakta. Atropin, neselektivni

blokator muskarinskih receptora koriséen je kao pozitivna kontrola.

3.10. AKUTNO HIPOTENZIVNO DEJSTVO SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Za ispitivanje dejstva sokova i ekstrakta crne ribizle na srednji arterijski krvni pritisak i
frekvenciju srcanog rada, koris¢eni su kuniéi, tezine 1-3 kg, koji su Cuvani u Vivarijumu
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Ni§u. Zivotinje su ¢uvane u kavezima od nerdajuéeg

celika u standarnim laboratorijskim uslovima. Temperatura prostorije se odrZavala u granicama
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od 20-24°C, sa 12-¢asovnim dnevnim rezimom, jednu nedelju pre eksperimenta. Zivotinje su u
svakom trenutku imale pristup hrani i vodi.

Sve eksperimentalne procedure su vrsene u skladu sa Evropskom Direktivom 2010/63/EU
za eksperimente na zivotinjama, uz odobrenje Etickog komiteta (reSenje broj 01-206-7).

Kuni¢i, koris¢eni u ovom eksperimentu, prethodno su anestezirani uretanom intravenozno
(750mg/kg), nakon Cega im je u karotidu uveden arterijski kateter za registrovanje krvnog
pritiska. Ovaj kateter je povezan sa transdjuserom (P-1000-A) koji je vezan za fiziograf
(NARCO Bio system, Houston, USA), kojim se registruje krvni pritisak. Brzina kretanja trake
bila je 10 mm/s.

Frekvencija sr¢anog rada i pritisak su mereni pre i posle davanja sokova i ekstrakta.
Dozvoljeno je da se arterijski pritisak vraca na pocetni nivo pre davanja nove doze. Arterijski
krvni pritisak je izrazavan u mm Hg, kao sistolni i dijastolni, iz kojih je izra¢unavana vrednost
srednjeg arterijskog krvnog pritiska. Promene u krvnom pritisku su belezene kao razlika izmedu
bazalnih vrednosti (steady state values) i pikova koji se javljaju nakon injektovanja sokova ili
ekstrakta.

Nakon perioda adaptacije od 30 minuta, sokovi ili ekstrakti sve Cetiri sorte crnih ribizli
davani su intravenski u marginalnu u$nu venu, u rastu¢im logaritamskim koncentracijama (0.33,
1.66, 3.33, 16.65, 33.33 i 166.5 mg/kg) u intervalu od 15-20 minuta. Sokovi i ekstrakti su
rastvarani izotonim rastvorom NaCl. Rezultati su izrazeni kao % sniZzenja krvnog pritiska i
frekvencije sréanog rada. Izra¢unate su i teorijske vrednosti ECsy koja predstavljaju
koncentraciju soka koji bi snizio pritisak i frekvenciju sr¢anog rada za 50%. Ove vrednosti su
izraCunate iz jednacina pravih, dobijene sa logaritamske krive koja povezuje koli¢inu soka i %

snizenja krvnog pritiska, odnosno frekvencije sr€anog rada.

51



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

4. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati svih ispitivanja su obradeni primenom metode jednofaktorske analize varijanse
(ANOVA) programa SPSS 17.0. i vrednosti su poredene Tukey testom sa stepenom znacajnosti
od 0.05.

Stepen korelacije izmedu antioksidativne aktivnosti i ukupnih antocijana i polifenola, kao
i dominantnih frakcija ovih klasa, je dobijen primenom Pearsonovog koeficijenta korelacije.
Istim na¢inom je utvrdena i povezanost izmedu ECsy vrednosti, % snizenja krvnog pritiska 1
frekvencije sréanog rada sa polifenolnim jedinjenjima sokova.

Statisticka znacajnost razlike kontrole i procenta inhibicije spazmoliticke aktivnosti
odredena je Studentovim t-testom za stepen znacajnosti p<0.05 i p<0.01.

Vrednosti ECs koje predstavljaju koli¢inu soka (ili ekstrakta) koja izaziva 50% inhibicije
kontrakcija tankog creva (krvnog pritiska), dobijeni su regresionom analizom.

Svi rezultati su radeni u triplikatu i prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

(xSD), osim antimikrobne aktivnosti.
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5. REZULTATI

5.1. SADRZAJ VITAMINA C U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Najveéi sadrzaj ukupnog vitamina C (TASK) imali su sokovi u 2010. godini, dok su
najmanji imali sokovi u 2009. godini. Najbogatiji sok vitaminom C bio je Tenah iz 2010. godine
(211.64 £ 17.7 mg/100 g), a najmanji sadrzaj je imao sok Omete iz 2009. godine (35.26 + 1.79
mg/100 g). Rezultati sadrzaja ukupnog vitamina C (dobijenog nakon redukcije) i vitamina C u
sokovima i ekstraktima sorti Tenah, Triton, Ben Sarek i Ometa u periodu od 2008. do 2010.

godine, prikazani su u tabelama 5.1-5.4.

Tabela 5.1. Sadrzaj ukupnog vitamina C (askorbinska+dehidroaskorbinska kiselina) i vitamina C u
sokovima i ekstraktima sorte Tenah u periodu 2008-2010. godine

2008. 20009. 2010.
Tenah TASK ASK TASK ASK TASK ASK
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g

SOK 125.6£9.51% 58.836.31 78.99+0.54°* 36.165.85 211.64+17.7%® 99.616.31

E 631.49+22.14°A 614.01+29.11 570.91+12.36™" 331.92+15.32 771.48+29.36°% 566.35+20.30
80E 257.19+13.21°* 254.25+14.29 55.662.30°°8 52.08+2.45 534.81+21.32°C 457.91+12.31
70E 403.95:18.10™" 403.1+14.32 49.47+2.13%8 44.35+1.99 456.97+11.87° 409.45+18.56

M 11.61+1.0% 7.78+0.58 305.20+23.1°® 227.79+15.4 419.4421.07%° 490.25+24.1
80M 9.71+0.25°* 4.87+0.13 144.45+5.02°® 143.62+4.36 422.43+13.52%C 398.35+7.69
70M 5.530.07°" 4.23+0.54 109.38+4.9%8 85.74%9.2 403.31+23.96°° 380.3427.1
H,0 4.88+0.13%" 0.00 8.65+0.34°® 7.71£0.22 57.44+2.5° 4.58+0.12

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, TASK — ukupna askorbinska kiselina, ASK - askorbinska kiselina = (mg/100 g sok i ekstrakt), n.d.- nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj

godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima,
samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Tabela 5.2. Sadrzaj ukupnog vitamina C (askorbinska+dehidroaskorbinska kiselina) i vitamina C u
sokovima i ekstraktima sorte Ometa u periodu 2008-2010. godine

2008. 20009. 2010.
Ometa TASK ASK TASK ASK TASK ASK
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
SOK 58.99+2.87% 27.65+2.34 35.26+1.79%® 16.3+1.34 59.82+4.39% 29.66+3.1
E 174.19+4.66™ 123.68+2.23 105.54+2.5°8 96.85+2.1 174.44+24.31" 126.7645.25
80E 34.13+2.4% 27.07£2.32 6.79:+0.39%8 4.27+0.39 27.85+1.54°4 22.03+0.95
70E 70.28+2.41% 54.73+1.76 16.71+0.88%" 15.24+1.00 22.7+1.03% 22.55+0.86
M 9.72+0.68%A 7.26+0.81 4.99+0.4%® 4.38+0.23 44.48+2 85% 39.71+3.51
80M 4.92+0.11% 4.74+0.17 3.72+0.12%4 1.130.04 119.22+11.32%8 89.64+2.33
70M 9.62+0.45%A 5.14+0.77 3.91+0.21 n.d. 64.54+4.99%¢ 63.66+0.54
H,0 19.31+2.04% 14.06+0.57 13.00+0.95% 12.05+0.70 7.69+0.41% n.d.

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, TASK — ukupna askorbinska kiselina, ASK - askorbinska kiselina = (mg/100 g sok i ekstrakt), n.d.- nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznac¢avaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj
godini

AB,C Velika razlic¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima,
samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Tabela 5.3. Sadrzaj ukupnog vitamina C (askorbinska+dehidroaskorbinska kiselina) i vitamina C u
sokovima i ekstraktima sorte Triton u periodu 2008-2010. godine

2008. 20009. 2010.
Triton TASK ASK TASK ASK TASK ASK
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g

SOK 101.3242.474 49.33+1.82 81.91+1.99%® 38.1+2.18 160.95+5.05% 79.95+4.05

E 257.29+8.3"* 211.44+7.31 194.34+7.02"8 192.75+6.56 565.81+21.3"¢ 483.81+19.97
80E 158.26+6.67 100.17+3.21 64.26+1.45%® 61.83+2.81 332.11420.1°° 322.64+21.4
70E 96.19+3.33* 61.82+2.93 37.7+1.95%® 32.92+1.39 349.52+18.21° 265.89+12.00

M 102.19+2.69* 101.31+3.09 78.06+1.55%8 72.74+2.91 522.93+23.71°° 399.82+27.45
80M 16.69+1.21% 16.09+1.00 12.02+0.97°4 11.77+0.67 373.2+15.59%® 326.23+14.87
70M 67.03£1.79° 46.4+2.35 15.86+0.89°® 14.7+1.25 307.03+18.54° 291.42+13.51
H,O 16.5+0.54" 14.73+0.37 11.33+0.47%® n.d. 181.64+10.07%° 13.99+0.64

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, TASK — ukupna askorbinska kiselina, ASK - askorbinska kiselina = (mg/100 g sok i ekstrakt), n.d.- nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj

godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznac¢avaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima,
samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Tabela 5.4. Sadrzaj ukupnog vitamina C (askorbinska+dehidroaskorbinska kiselina) i vitamina C u
sokovima i ekstraktima sorte Ben Sarek u periodu 2008-2010. godine

Ben 2008. 20009. 2010.
Sarek TASK ASK TASK ASK TASK ASK
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
SOK 135.1+8.71% 76.5+0.45 126.85+9.98% 63.14+3.56 145.22+5 53 71.8+0.66
E 305.59+12.57% 213.64+9.34 420.11+5.17"® 398.97+6.90 600.31+19.5% 519.37+20.1
80E 155.82+5.16* 125.59+3.19 232.84+7.10%® 220.79+8.00 435.38+10.30¢ 384.97+13.6
70E 201.44+9.01% 123.13+4.00 190.47+7.16% 184.23+7.88 455.14+6.19°® 394.54+4.02
M 12.41+0.88% 6.76+0.34 7.06+0.43% 5.58+0.46 645.51+22.45°8 528.54+24.9
80M 11.37+0.58% 6.51+0.44 2.67+0.09% 2.42+0.11 562.14+11.37°C 461.42+10.68
70M 6.72+0.44% 3.51+0.29 2.06+0.032¢4 1.75+0.21 579.53+19.45°8 459.28+20.56
H,0O 29.89+0.34% n.d. 61.84+4.31™® 61.84+2.57 346.79+13.76% 34.87+1.89

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, TASK — ukupna askorbinska kiselina, ASK - askorbinska kiselina = (mg/100 g sok i ekstrakt), n.d.- nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj
godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju vitamina C u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima,
samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Kod ekstrakata je bolja ekstrakcija postignuta etanolom nego metanolom. Takode,
koncentrovani etanol se pokazao boljim ekstrakcionim sredstvom u odnosu na 80% i 70% etanol.
Kao i u slu¢aju sokova, najvise vrednosti ukupnog vitamina C u ekstraktima su u 2010, a najnize
u 2009. godini.

Najvisu vrednost ukupnog vitamina C pokazao je etanolni ekstrakt sorte Tenah iz 2010.
godine (771.48 £ 29.36 mg/100 g). Veci sadrzaj vitamina C u ekstraktima moZe se objasniti time
Sto ekstrakti predstavljaju koncentrate sokova dobijenih uparavanjem odgovarajucih rastvaraca.

Ekstrakti nisu pokazali veliku razliku izmedu u sadrzaju TASK i ASK, dok je u sokovima
ta razlika oko 50%.

5.2. SADRZAJ UKUPNIH POLIFENOLA I TANINA U SOKOVIMA |
EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Tamno plave bobice i plodovi crne ribizle su poznate po visokom sadrzaju ukupnih
polifenola u poredjenju sa crvenim plodovima (Koni¢-Risti¢ i sar, 2011). Ukupni polifenoli se
nalaze u koli¢ini od 0.45 do 1.03 mg/g soka i od 0.014 do 0.32 mg/g ekstrakta. Sok Omete iz

2010. godine je najbogatiji u sadrzaju polifenola, dok je Ometa iz 2008. sa najmanjim sadrzajem.
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Ukupni tanini se nalaze u koli¢ini od 0.26 do 0.7 mg/g u sokovima i od 0.002 do 0.15 mg/g u
ekstraktima. Ukupni polifenoli i tanini sokova i ekstrakta imaju visoki stepen korelacije sa
antioksidativnom aktivno$¢u uzoraka.

Rezultati ukupnih polifenola i tanina u sokovima i ekstraktima sorti crnih ribizli Triton,

Tenah, Ometa i Ben Sarek u periodu od 2008-2010. godine, prikazani su u tabelama 5.5-5.8.

5.3. KVALITATIVNA | KVANTITATIVNA ANALIZA ANTOCIJANA U
SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Antocijani su grupa najzastupljenijih fitonutrijenata prisutnin u plodu crne ribizle.
Najveci sadrzaj ukupnih antocijana nalazi se u soku sorte Tenah iz 2008. godine (0.11%), mada
nema statisticki znacajne razlike za istu sortu u slede¢oj godini (0.10%). Najmanja koli¢ina
ukupnih antocijana odredena je u Ometi iz 2009. godine (0.004%). Nije primecen obrazac po
kome se menja koli¢ina antocijana po godinama, i kako su vremenski uslovi bili isti za sve 4
sorte u svakoj godini, mogli smo da zaklju¢imo da genotip igra znacajnu ulogu u produkciji
antocijana.

Rezultati ukupnih i dominantnih antocijana u sokovima i ekstraktima sorti crnih ribizli
Triton, Tenah, Ometa i Ben Sarek u periodu od 2008-2010. godine, prikazani su u tabelama 5.5-5.8.

Delfinidin-3-O-rutinozid je dominantan antocijan u sortama Triton, Tenah i Ben Sarek u
sve tri godine, i Omete u 2010. godini. Cijanidin-3-O-rutinozid je drugi antocijan po koli¢ini
zastupljen kod sorti Triton, Tenah i Ben Sarek. Cijanidin-3-O-glukozid je detektovan u
najmanjoj koli¢ini u uzorcima sve 4 sorte.

Sok sorte Triton iz 2008. godine bio je najbogatiji u sadrzaju delfinidin-3-O-rutinozida (52.2 +
2.37 mg/100 g). Sok sorte Ometa iz 2009. godine je imao visoku koli¢inu cijanidin-3-O-rutinozida u
(50.81 + 2.91 mg/100 g), kao dominantnog antocijana. Posmatranjem i poredenjem rezultata, primecen
je model za svaku sortu, gde su Tenah, Ben Sarek i Ometa imale najveci sadrzaj antocijana u 2009.
godini, karakteristi¢noj po velikoj koli¢ini padavina, dok je Triton bio najbogatiji u njihovom sadrzaju
u 2008. godini, koju je karakterisala prosecna temperatura i koli¢ina padavina. Tenah i Ben Sarek su
imali najmanji sadrzaj antocijana u 2008, a Triton i Ometa u 2010. godini.

Vodeni ekstrakti su kod svih sorti i u svim godinama pratili koli¢ine antocijana u sokovima.
Najvecu koli¢inu D3R (83.2 + 9.54 mg/100 g), kao i C3R (49.92 + 3.74 mg/100 g) imao je vodeni

ekstrakt Omete iz 2009. godine. Vodeni ekstrakt Tritona iz 2008. imao je sledecu najbolju vrednost
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D3G (28.11 + 0.13 mg/100 g) i C3G (10.05 £ 0.06 mg/100 g), a ta koli¢ina je skoro tri puta manja od
vodenog ekstrakta Omete iz 2009. godine.

Tabela 5.5. Sadrzaj ukupnih i dominantnih antocijana, ukupnih polifenola i tanina u sokovima i
ekstraktima sorte Tenah u periodu 2008-2010. godine.

Tenah SOK E 80E 70E M 80M | 70M | H,0
ng;f(')(ng 11.46+0.87* |23.59+1.34" | 16.62+1.23% | 31.05:0.92% | 0.21+0.01% n.d. A n.d. A 7.11+0.20%
D-3-G | 4 714001 | 2.37+0.33" n.d.A n.d. n.d. % n.d.A n.d.A n.d. A
mg/100g
ng'/f(')g; 8.09+0.01% | 1379+099™ | 8.39+1.05 | 1595:087™ n.d.A n.d.A n.d.A 2.5240,11
C-3-G | 4 7940,01% n.d.™ n.d.A n.d.™ n.d.” n.d.” n.d.” n.d.A
mg/100g

2008 L(f/f‘ 0.07+0.004* | 0.22+0.01" | 0.18+0.03"* | 0.34+0.02%* | 0.11x0.00%" n.d.A 0.05+0.01" | 0.11+0.004"
ngF/’g 0.75+0.02*4% | 3.46+0.11°" | 1.94+0.11" | 4.15+0.30% 0.27+0.04** | 0.16+0.03** | 0.32+0.01** 2.16x0.11%4
rT%-Il—g 0.34+001%® | 2.0040.0" | 1.00£0.06 |1.97+0.03** | 0.04+0.00"* | 0.09+0.01%* |0.15+0.00° | 1.1+0.004°
n?g;f(;g{g 20.51+1.35°® |32.25+2.27°* | 14524098 | 15224198 |25.44+0.97°® | 17514143 | 15.8+0.4°F | 12.24+0.48%
D-3-G | 4 484000 | 4.95+0.66 n.d.A n.d. 4.16+0.01°8 | 2.87+0.22"% n.d.A n.d.oA
mg/100g
mcg/fog; 15.43+0.07%® | 23.22+41.7%% | 65+0.81°" | 673+0.41°® | 16.86+0.08° | 10.13+0.96® | 7.45+004°® | 500+0.2%
C-3-G | 8640,03* n.d.”® n.d.A n.d.A n.d.> n.d.A n.d. n.d.oA
mg/100g

Lj/':‘ 0.17+0.02® | 0.33+0.05™ | 0.18+0.03™ | 0.19+0.01® | 0.1+0.01* | 0.08£0.007® | 0.05:0.01%* | 0.05+0.00°®

2009
m%?g 0.54+0.00** | 1.34+0.07°® | 1.02+0.14® 1.02+0.09°® | 0.23+0.04*A | 0.22+0.04°* |0.22+0.03*A | 0.23+0.12%®
n?Jg 0.260.00* | 0.62+0.04"® | 047+0.09"® | 0.39+0.03°® | 0.13+0.01® | 0.12+0.01% | 0.08+0.01%® | 0.11+0.005%
r%;i;g; 15324038 | 2463133 | 1676+054* | 3251411 | 0.13+0.01% n.d.oA n.d.oA 9.84+0.31°C
D-3-G | 4 03+0.00C | 2.43+021% | 1.65£0.34% n.d. A n.d. n.d. A n.d. A n.d.A
mg/100g
n?g‘/i‘)g; 12314006° | 1439:077% | 7.6740.21" | 16.76+0.7% n.d.o n.d.o n.d.o 3.4240,03°
C-3-G | 5754007 n.d.” n.d.” n.d.” n.d.’” n.d.” n.d.” n.d.”A
mg/100g

2010 | o | 0105002 | 0314002 |01250.00* | 033:002" | 006£0.002° | nd®  |0.03:0002 | 0.01:0.00°
mLéF/’g 0.930.00® | 2.94+0.09" | 1.63+0.07* | 3.23+0.12% | 0.058+0.00®® | 0.07+0.00 | 0.08+0.00%® | 0.56+0.03%
nL]JJg 0.43+0.017® | 1.66+0.05C | 0.95:0.06" | 2.14+0.06™ | 0.02+0.00 | 0.03+0.00°® | 0.05:+0.01%® | 0.22+0.04"

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70M — 70%
metanolni ekstrakt, UP — ukupni fenoli, UT - ukupni tanini (mg/100g soka i mg/g ekstrakt), D-3-R — delfinidin-3-rutinozid, D-3-G — delfinidin-3-
glukozid, C-3-R — cijanidin-3-rutinozid, C-3-G — cijanidin-3-glukozid = (mg/100 g soka i ekstrakta), UA - ukupni anthocijani, n.d. = nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima
u istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznadavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovarajué¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Tabela 5.6.

Sadrzaj ukupnih i dominantnih antocijana, ukupnih polifenola i

ekstraktima sorte Triton u periodu 2008-2010. godine.

tanina u sokovima i

Triton SOK E 80E 70E M 80M 70M H,O
n?g;f(;g; 52.20+2.37%" | 21.27+1.08" | 50.45+3.33* | 4854+2.01* | 9771451 | 83.16+2.31%" |109.54+3.7% | 28.11+0.13"
n'?g‘,i;% 6.02+0.34* | 1.67+0.08" | 6.17+0.22** | 6.03+0.17*" | 12.3+159% | 12.77+#1.02% | 16.88+1.39% n.d.>A
rncg'/i')g; 27.7542.19% 8.82+0.03" | 25944135 | 23.15+0.96** | 50924397 | 42.04+1.37% |55.65+3.03% | 10.05+0.06™"
C-3-G aA bA bA bA acA acA A bA

2008 |ng100g 3.75+0.31 n.d. n.d. n.d. 459+0.21 3.75+0.20 5.16+0.02 n.d.

Lﬁ/f 0.112+0.01®* | 0.07+0.00°* | 0.15+0.02** | 0.13+0.00** | 0.03+0.00°* | 0.03+0.00"* |0.03+0.00°* | 0.02+0.005%
mlé?g 0.57+0.03*" | 0.23+0.01** | 0.46+0.01** | 0.37+0.01* |0.04+0.00* | 0.03+0.00"® | 0.01+0.00® | 0.02+0.003"*
n&gg 0.2940.05°* | 0.15+0.01°* | 0.28+0.00°* | 0.20+0.00% | 0.002+0.00%* | 0.01+0.00** | 0.01+0.00* | 0.01+0.001%
ng;fég; 31.84+2.91*® | 6.16+0.19"® | 11.05+0.36™% | 5.2+0.22™8 |23.64+1.03°® | 7.61+0.32™® |17.18+0.99%% | 4.43+0.21%®
D-3-G | 39540.21%® n.d.’® n.d.’® n.d.”® 1.88+0.13%® n.d.”® n.d.’® n.d.A
mg/100g
ng/focF); 18.05+0.98° | 1.87+0.04°® | 3.14+0.12°%® | 0.92+0.04°® [12.41+0.26%® | 3.23+0.04®® | 7.91+0.46%®® | 1.36+0.06°®
C-3G | 9940,01%® n.d.A n.d.A n.d.A n.d.’”® n.d.’”® n.d.”® n.d.A
Lﬁ/f 0.11+0.04* | 0.05+0.00°A | 0.11+0.00°® | 0.12+0.00* | 0.01+0.00°® | 0.01+0.00° | 0.01+0.00® | 0.022+0.001*
m%?g 05140.02** | 0.24+0.02* | 0.21+0.01® | 0.20+0.01" | 0.04+0.00 | 0.010.00® |0.03+0.00% | 0.3+0.03®
n:gg 0.27+0.08™* | 0.14+0.00®* | 0.09+0.00°® | 0.07+0.00®® |0.01+0.00® | 0.04+0.00%® | 0.02+0.00%" n.d.A
n'?g}fég; 19.38+0.86°F | 10.11+0.74™8 | 31.4242.17%C | 24.84+1.46%° (33.04+1.24% | 28.02+1.5%C | 17.43+1.7° n.d.©
D-3-G | 5 194005 n.d.’® n.d.’® 5.52+0.24 n.d.’® n.d.”® n.d.® n.d.”®
mg/100g
n?g‘/fég 11.71+0.37acdC | 3.34+0.16" | 13.02+0.66°° | 9.66+0.42°C [14.14+0.61%® | 11.68+0.98°C | 6.36+0.77™ n.d.«
C-3-G aB bA bA bA bB bB bB bA
2010 |my100g 1.98+0.09 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
lﬂ/f 0.08+0.01** | 0.06+0.00** | 0.27+0.02°® | 0.22+0.01°® |0.07+0.00°° | 0.06+0.00°® | 0.07+0.01% n.d.c
#;g 0.64+0.02*4 | 0.32+0.02* | 0.31+0.02°° | 0.26+0.01°° | 0.06+0.00°® | 0.04+0.00®® | 0.07+0.01°® | 0.02+0.004°*
nlgg 0.33+0.04** | 0.18+0.01" 0.1940.01° | 0.11+0.01°¢ | 0.02+0.00® | 0.01+0.00%* | 0.05+0.00°® | 0.005+0.00%

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70M — 70%
metanolni ekstrakt, UP — ukupni fenoli, UT - ukupni tanini (mg/100g soka i mg/g ekstrakt), D-3-R — delfinidin-3-rutinozid, D-3-G — delfinidin-3-
glukozid, C-3-R - cijanidin-3-rutinozid, C-3-G — cijanidin—-3-glukozid = (mg/100 g soka i ekstrakta), UA - ukupni anthocijani, n.d. = nije
detektovano

a,b,c Mala razlicita slova oznacavaju znadajnu razliku (p<0.05) u sadrZaju ispitivanih jedinjenja u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima
u istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznadavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Tabela 5.7. Sadrzaj ukupnih i dominantnih antocijana, ukupnih polifenola i tanina u sokovima i

ekstraktima sorte Ometa u periodu 2008-2010. godine.

Ometa SOK E 80E 70E M 80M 70M H,O
n?g;f(;g; 39.88+2.78% | 67.71¥2.14* | 20.7+1.08% |43.13+159™ | 0.420.01% | 63.46+4.1" | 39.27+3.1%" | 19.79+1.34%
nE’g'/i')% 9.21+0.08* 13.58+0.7°* | 3.98+0.20%* | 8.86+0.37* n.d.” 16.4+0.48°" | 8.3%0.11%" | 3.42+0.29%
rncg'/i')g; 39.7442.66* | 59.44+2.16™ 12.9120.7%4 | 35.33+2.76" |0.1320.01%" | 66.45+3.41°" | 35.621.57*" | 12.57+0.97*

2008 mcg'/i')?g 5.01+0.04%4 5.64+0.71** 1.49+0.06%* | 3.30£0.16"* n.d. 7.61£0.52°% | 3194004 | 2.17+0.08%*

Lj/':‘ 0.08+0.00 | 0.20+0.01°* | 0.06£0.00** | 0.11+0.00" |0.01+0.00* | 0.09+0.00%* (0.04£0.004** | 0.02+0.00%
n:’;g 1.03+£0.00% | 2.31£0.07" 1.13£0.01* | 1.77¢0.10** |0.1620.01** | 0.14+0.01%* | 0.12+0.01"* | 1.29+0.08*
nﬁgg 0.740.00* | 1.10+003"™ | 056:0.02* | 0.64£0.04* | 0.060.01%* | 0.09+0.00° | 0.1240.00%* | 1.010.01%
n%;i;g; AATAX307 | 65.942.37™ 2.76+0.14" | 2450+1.32% | 0.3740.09%" | 450442.42%5 | 37562264 | 83.249.54°
nE’g‘,‘Z’(')((fg 1166£0.12%% | 2166+345% | 124:007 | 595:030"° | nd™ | 121:0569° | 81:0.19 | 1885:1.2%8
ng/fog; 50.81+2.91% | 57.284#2.03" | 0.93#0.04™ | 15.1£0.99%® n.d. 46.01+2.00° | 34.09£1.99% | 49.92+3.74%®
2009 ng/:iO(c);g 8.99+0.1® 8.45+0.3%® n.d.”® 2.27+0.06%® n.d.*A 5.5240.17% | 3.1+0.00% 8.8+0.76%
lﬂ/f 0.20.09" | 0.32+0.02"™ | 0.03+0.00® | 022+001**® | 0.004+000*% | 0.11+0.01%* | 0.01+0.00® | 0.43+0.03"
n?;g 0.54+0.00°® | 0.94+0.05%® 0.112£0.00°® | 0.34£0.01°® | 0.04+0.01°® | 0.23+£0.01°® | 0.06+0.00°® | 5.11+0.64
n?ng 0.27+0.00* | 0.75+0.05® 0.04+0.00® | 0.15+0.00°® | 0.01£0.00°®® | 0.11+0.00** | 0.03+0.00%®® | 2.05+0.17°
n'?g;i;g; 19.78+1.35% 5.91+0.20" 6.4520.22" | 7.62+0.29"C | 4.56+0.05™ | 10.62+0.87°C | 9.76+0.1°® 0.62+0.04%
ng'/i')(% 4.43+0.07°C | 0.96£0.04® n.d.cc n.d.cc nd® | 2.00£0.09 | 1.97+0.06® | 0.81+0.05*
n?g-/i;g\; 22104038 | 3.03:0.16® | 221:018"8 | 2.6£0.07%C | 157+0.04® | 5.15+0.26° | 4.35:0.06" | 0.12+0.01%*

2010 r;:g/fofg 3.740.01° n.d. n.d.® n.d.”c n.d.2A n.d.© n.d.’® n.d.?A

Lo’/f‘ 0.16+0.07** | 0.05+0.004°° | 0.06+0.00* | 0.08+0.00™* | 0.03+0.00" | 0.12+0.01™ | 0.08+0.01*® | 0.03+0.001*
n%f’g 0.45+0.00°° | 0.21+0.01*° 0.2120.01" | 0.23+0.01" | 0.06+0.01® | 0.05+0.00°° | 0.05+0.01°®® | 0.10+0.005***
nleng 0.26+0.00® | 0.08+0.002° | 0.07+0.00°® | 0.08+0.00" | 0.03+0.01%® | 0.02+0.00%* | 0.03+0.01°®® | 0.02+0.00°

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70M — 70%
metanolni ekstrakt, UP — ukupni fenoli, UT - ukupni tanini (mg/100g soka i mg/g ekstrakt), D-3-R — delfinidin-3-rutinozid, D-3-G — delfinidin-3-
glukozid, C-3-R — cijanidin-3-rutinozid, C-3-G — cijanidin-3-glukozid = (mg/100g soka i ekstrakta), UA - ukupni anthocijani, n.d. = nije detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u
istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima,
samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

59




Doktorska disertacija

B. Miladinovié

Tabela 5.8. Sadrzaj ukupnih i dominantnih antocijana, ukupnih polifenola i tanina u sokovima i

ekstraktima sorte Ben Sarek u periodu 2008-2010. godine.

oo SOK E 80E 70E M 80M | 70M | H0
r%;f(;g*g 8.82:0.67 | 47.84+2.13"" [20.51+1.08% | 181050 | 0.48+0.05% |17.75:0.96%* [15.60+0.88"" | 1255048
r%;f(fg 244:0.02°* | 12.73:0.56" | 4.16£0.09% | 3.7+0.09%A n.d.9A n.d.gA nd | 2.87:0.16°
r%;f(;g*g 6.51:0.05* | 30.39+L11%° | 10.30+0.60* | 9.76+0.45 | 0.07+0.00% | 14.50+0.68% | 13.70£0.09% | 6.57+0.30*

2008 r%‘,f(')oeg 155003 | 3.84:0.10% n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

L(f/':‘ 0.28+0.01* 2.31:0.00" | 1.1410.42* | 1.05:0.32** | 0.01+0.00** | 0.09+0.00* | 0.04+0.00* | 1.76+0.07"

H%F;g 0.63+0.00* 5.16+0.25" | 3.1240.15% | 2.96+0.14%* | 0.05£0.01** | 0.12+0.01* | 0.04£0.01** | 3.21+0.29%

nl]JJg 0.35:0.00* | 273+0.12% | 2.16+0.08% | 1.45:0.06° | 0.03£0.01% | 0.04£0.00* | 0.01:0.00* | 1.08+0.08°*

r?g;i;g; 17.80£0.93® | 44.85:1.76% | 2167+1.12% | 21.98+108" | 0.28+0.02% n.d. 8 n.d.® 10.33:0.64%
rTE’g‘,‘Z’(')g;g 3.79:0.02°° | 11.34+0.35"° | 4.1140.08% | 4.4+0.18% n.d. n.d. n.d. n.d.c8

r%‘,f(')% 15.47£0.08° | 33.39+1.55%% | 1454:0.85% | 14.65:0.85° | 0.01+0.00% n.d. 8 n.d.® 4.58+0.17%
2009 r%/i’ogg 2.78+0.01%%C | 4.16+0.14™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.”

lﬂ/'? 0.060.00°® | 0.21+0.01" | 0.11+0.00™* | 0.12+0.01** | 0.07+0.00*® n.d.”® 0.06+0.00® | 1.32+0.05%

H%F/’g 0.55:0.00® | 4.75:0.18" | 2.64+0.08" | 2.45:0.06 | 0.030.00%* | 0.0240.00®® | 0.030.00%* | 3.27+0.15%

nlé;g 0.31:0.00% | 301:0.15" |1.89+0.06 | 1.65£0.04* | 0.01:0.00* | 0.00:0.00* [0.002+0.00 | 1.21+0.13%
ng;f(;g; 11.39+0.89°* | 31.4+2.05"® | 14.25+1.02** | 7.63+0.30°® |32.88+0.67°® | 29.01+1.54°C | 26.11+0.35° n.d.®
rﬁ’g}f&% 4294028 | 8.9:0.40%° | 3.03£0.08°" | 1.38+0.05% |10.19+0.69 | 8.48+0.35bd® | 7.61+0.64% n.d.c8
”?g'li;g{g 10.60£0.07°C | 25.8£1.20M8 | 10.83:0.60 | 4.68+0.19° [28.43:0.12" | 2588+176™C | 22.89+0.2 n.d.c
2010 ”?glfo(% 2.96£0.28% | 4.00£0.10% n.d. nd® | 425:0.08" | 3.78:0.20% | 3243011 |  n.d.

lﬂ/f 0.06:0.00® | 212005 | 0.08+0.00* | 0.06£0.00* | 0.06:0.00° | 0.06+0.00° | 0.06£0.00° | 0.01+0.00°

H%F/’g 0.67:0.00°C | 4.99:025" | 3.16:0.24° | 1.75:0.06%® | 0.05:0.01%" | 0.06:0.00° | 0.05:0.00 | 0.56+0.03®

n‘\gg 0.04:0.00 | 2.95:0.15" | 1.67+0.04°* | 0.96+0.03%® |0.002£0.00 n.d.A 0.03:0.00° | 0.19+0.02®

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70M — 70%
metanolni ekstrakt, UP — ukupni fenoli, UT - ukupni tanini (mg/100 g soka i mg/g ekstrakta), D-3-R — delfinidin-3-rutinozid, D-3-G — delfinidin—
3-glukozid, C-3-R — cijanidin-3-rutinozid, C-3-G — cijanidin—3— glukozid = (mg/100g soka i ekstrakta), UA - ukupni anthocijani, n.d. = nije
detektovano

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima
u istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznadavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju ispitivanih jedinjenja u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovarajué¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Dobra ekstrakcija antocijana postignuta je svim metanolnim rastvorima koris¢enim u
nasem ecksperimentu, kao i etanolom. Ekstrakcija antocijana alkoholnim rastvorima veéa je u
poredenju sa vodenim ekstraktima, §to je bilo o¢ekivano zbog polarnosti rastvaraca (80% i 70%).
Najbolji sadrzaj D3G ekstrahovan je koncentrovanim metanolom i 70% metanolom iz sorte
Tritona 2008. godine i iznosio je 97.71 £ 5.1 i 109.54 + 3.7 mg/100 g, respektivno. Sadrzaj C3R u
istim uzorcima je takode bio visok i iznosio je 50.92 + 3.97 i 55.65 £+ 3.03 mg/100 g, respektivno.
Etanolom je najveéi sadrzaj ekstrahovan kod sorte Ometa iz 2008. godine i iznosio je 67.71 = 2.14
mg/100 g za D3G i1 59.44 + 2.16 mg/100 g za C3G, mada je i etanolni ekstrakt Omete iz 2009. godine
imao priblizne vrednosti 65.9 £ 2.37 mg/100 g za D3G i 57.28 + 2.03 mg/100 g za C3G. Kao i u soku,

vrednosti D3G i C3G su skoro iste i u etanolnom ekstraktu sorte Ometa.

5.4. SADRZAJ FLAVONOIDA U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Najzastupljeniji flavonoid u svim uzorcima je miricetin, a godina u kojoj je odreden
njihov najveci sadrzaj je 2008. Kao najbolje ekstrakciono sredstvo flavonoida se pokazao Cist
etanol. Ne postoji znac¢ajna razlika u sadrzaju flavonoida ekstrahovanih etanolom, 80% i 70%
etanolom. Sadrzaj flavonoida u metanolnim ekstraktima znacajno je nizi u odnosu na etanolne
ekstrakte, a vodeni ekstrakti sadrze najmanju koli¢inu flavonoida. StatistiCkom analizom
utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu miricetina, kvercetina i kemferola istih
uzoraka u razli¢itim godinama (p<0.05). Rezultati flavonoida u sokovima i ekstraktima sorti
Tenah, Triton, Ben Sarek i Ometa u periodu 2008-2010. godine su prikazani u tabelama 5.9. do
5.12.

Najveci sadrzaj miricetina sadrzi sok sorte Triton iz 2008. godine (191.51 + 8.30 pg/100
mg soka), etanolni ekstrakt (55.81 + 3.25 pg/100 mg ekstrakta) kao i 80% etanolni ekstrakt
(56.92 £ 2.20 pug/100 mg). Kvercetin je drugi po zastupljenosti, a najmanji je sadrzaj kemferola.
Sadrzaj flavonoida u sokovima i ekstraktima sorti Tenah, Triton i Ben Sarek pokazale su
smanjenje tokom godina, dok je Ometa u 2009. godini pokazala porast u sadrzaju miricetina u
etanolnim ekstraktima (50.2 + 2.25 ug/100 mg). Treba uzeti u obzir da je 2009. godine bila

povecana koli¢ina vlage u vazduhu (Slika 3.1).
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Tabela 5.9. Sadrzaj flavonoida u sokovima i ekstraktima sorte Tenah u periodu 2008-2010. godine

Tenah SOK EtOH 80E 70E M 80M 70M H,O
M | 45.49£0.13*" | 44.42+0.40°* | 39.69+0.39™" | 36.75x0.30" | 3.41%0.03% 2.04+0.03% 0.00+0.00* | 15.21#0.11%
2008. | Q | 3.38:0.18* 8.23+0.03* 7.45+0.07" 7.08+0.04%" 0.98+0.04% 0.0040.00%* 0.00£0.00% 3.12+0.10%
K | 1.43%0.04% | 4.1620.08"" | 4.76+0.10°" 4.64+0.06* | 0.66+0.07°% | 0.33+0.06™ 0.31£0.06" | 1.58+0.01%
M | 20.41+0.13%F | 26.09+0.12°® | 23.85+0.17°%F | 23.98+0.08"" | 24.42+0.06® | 23.69+0.06™*% | 22.25+0.07%% | 13.6+0.10™
2009. | Q 1.77+0.06°8 4.42+0.06%® 4.14+0.03%® 4.15+0.09%® 4.25+0.05%® 4.17+0.03%® 3.95+0.04% 1.93+0.05**
K | 0.65x0.07™ | 2.52+0.03*® | 3.33+0.06™" | 3.520.10% | 3,73x0.03%® | 3.52+0.03"® | 3.28+0.03"" | 2.04+0.02°®
M | 30.42+0.13% | 21.16+0.09° 20.9+0.08°C | 20.07+0.08"™° | 19.26+0.03™° | 19.61+0.06™C | 18.5+0.06"° | 8.66+0.11°
2010, |Q | 2.32#0.03*® | 2.46+0.05° 2.55+0.05° 2.420.04°° 2.37+0.06* 2.4%0.03°¢ 2.30.04°° 1.210.04"®
K | 0.63+0.04®® | 1.44%0.07°C 3.1440.07™® 3.51+0.06™ 1.3240.04* 1.2740.03*¢ 1.240.03°C | 0.6£0.05%

M-miricetin, Q-kvercetin, K-kemferol, EtOH-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, MeOH — metanolni ekstrakt, 80M
— 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70% metanolni ekstrakt, H,O — vodeni ekstrakt (1g/100 mg soka i ekstrakta)

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju zna¢ajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj

godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima, samo u
odgovarajuc¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Tabela 5.10. Sadrzaj flavonoida u sokovima i ekstraktima sorte Ben Sarek u periodu 2008-2010. godine

Ben
SOK EtOH 80E 70E M 80M 70M H,O
Sarek
M |48.04+0.09™ | 33.43+0.11* | 30.2620.10" | 32.75+0.12** | 10.07#0.12* | 9.60£0.09%* | 7.41+0.06 | 19.82+0.09°"
2008. | Q | 7.00+0.09** | 6.23+0.09** | 5.85+0.05* | 6.35x0.06** | 3.50+0.04" 2.70+£0.04%* | 2.60+0.04% 4,04+0.05%
K | 3.54+0.07" | 2.66x0.03"" | 2.36+0.04 | 2.57+0.04** | 1.33x0.07™%® | 1.30+£0.06°® | 1.1+0.02°* 1.67+0.03%
M | 46.24+0.279" | 24.63+0.08*® | 27.7+0.07"® | 27.94+0.80°® | 4.00+0.03%® 3.12+0.04%® | 2.31+0.03® 15.94+0.13"®
2009. |Q 7.87+0.09%* | 454+0.05*® | 507+0.07® | 5.08+0.07°® 1.03+0.03" 0.97+0.03"® | 0.51+0.02® 3.07+0.07®
K | 3.36+0.05" | 2.35+0.04** | 2.42+0.01** | 2.41+0.04** | 0.78+0.03" 0.7120.04"™ | 0.65£0.02"® | 1.48+0.04%°
M | 35.60+0.14%* | 18.01+0.12°C | 17.74#0.11°° | 17.0+0.13°° | 17.54+0.13°° | 17.00+0.12°° | 16.75+0.15° | 9.21+0.09°°
2010. |Q | 3.95+0.06® | 2.2620.05° | 2.26+0.04°° | 2.18+0.04*° 2.25+0.05%° 2.23+0.05% | 2.20%0.04° 1.38+0.04"¢
K 1.73+0.02® | 1.34+0.03B | 1.26+0.04°* | 121+0.02%® | 1.32+0.04A | 1.28+0.04A | 1.25+0.02** | 0.79+0.01%C
M-miricetin, Q-kvercetin, K-kemferol, EtOH-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, MeOH — metanolni ekstrakt,
80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70% metanolni ekstrakt, H,O — vodeni ekstrakt (pg/100 mg soka i ekstrakta)
a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznac¢avaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj
godini
A,B,C Velika razli¢ita slova ozna¢avaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u istim uzorcima izmedu godina (samo U Sokovima, samo u
odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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Tabela 5.11. Sadrzaj flavonoida u sokovima i ekstraktima sorte Ometa u periodu 2008-2010. godine

Ometa SOK EtOH 80E 70E M 80M 70M H,0
M [42.27+0.21% | 31.81+0.09* | 29.77+0.11°" | 31.09+0.12*"* | 4.65+0.03°* | 18.59+0.12% | 17.68+0.13% 13.24+0.07°
2008. | Q | 6.09+0.04** | 577+0.05%" | 5.39+0.04* | 5.76+0.07°" | 1.28+0.03°* | 3.21+0.04* | 3.44+0.03% 2.61+0.03%
K | 1.33+0.07% | 1.96+0.08"* | 1.73+0.04"A | 1.76+0.04°"® | 0.99+0.02°A° | 1.16+0.02%" | 1.23+0.01%" 0.90+0.08%A®
M | 7.96+0.06® | 50.2+0.20°® | 31.62+0.13°® | 35.21+0.10® | 3.54+0.04®® | 9.97+0.09®® | 7.23+0.07™® 10.04+0.05°8
2009. |Q | 0.00+0.00®® | 6.65+0.03*®® | 4.73+0.02"® | 4.99+0.02°* | 0.96+0.05% | 1.39+0.04°® | 1.09+0.03 1.61+0.03%®
K | 0.00+0.00* | 2.87+0.05® | 3.26+0.07*® | 2.24+0.07°5° | 0.53+0.04" | 0.45+0.04°® | 0.37+0.01°° 1.24+0.04%®
M | 4.67+0.06% | 24.21+0.13%C | 20.90+0.10°° | 18.95+0.08° | 20.74+0.09°C | 21.06+0.08° | 19.27+0.06* 4.71+0.06%
2010. |Q | 0.00£0.00® | 3.84+0.03°° | 3.45+0.04°C | 3.31+0.04*®® | 3.59+0.02°® | 3.44+0.03** | 3.28+0.04* 0.94+0.06™
K | 0.00+0.00°® | 1.58+0.02°° | 1.37+0.03** | 1.23+0.03°C | 1.42+0.01°® | 1.24+0.03** | 1.2+0.03* 0.42+0.02%4

M-miricetin, Q-kvercetin, K-kemferol, EtOH-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, MeOH — metanolni ekstrakt,
80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70% metanolni ekstrakt, H,O — vodeni ekstrakt (ug/100 mg soka i ekstrakta)

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj

godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znac¢ajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima, samo u
odgovarajuéim etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Tabela 5.12. Sadrzaj flavonoida u sokovima i ekstraktima sorte Triton u periodu 2008-2010. godine

Triton SOK EtOH 80E 70E M 80M 70M H,O
M |191.51+8.30" | 55.81+3.25%* | 56.92+2.20°** | 54.41+0.23* | 40.60+0.13" | 5.33+0.09°* | 29.31+0.10%* | 23.80+0.12°*
2008. | Q | 6.83+0.07%* | 5.32+0.03* | 5.65x0.07** | 543x0.05* | 3.14x0.07** | 3.29+0.06" | 2.33+0.03" 2.200.09""
K | 152+0.03% | 1.59+0.02*® | 272+0.03"® | 2.74+0.03°*® | 1.00+0.02%*® | 0.99+0.02°%® | 0.70+£0.02%® | 0.77+0.03%A°
M 11.20+0.10" | 28.24+0.12%® | 7.32+0.09*® | 23.15+0.11%® | 35.14+0.13% | 25.19+0.09°® | 2.44+0.05® 8.94+0.09%®
2009. |Q | 1.84#0.06"C | 2.54+0.05*® | 1.12+0.06™® | 2.35+0.06°% | 2.71+0.05**® | 2.59+0.04°F | 0.85x0.02" | 1.27+0.07"®
K 0.00+0.00°® | 3.45+0.07°® | 0.71+0.03%5° | 0.83+0.04°F | 2.35+0.01%® | 2.19+0.03%®® | 0.34+0.01° 2.21+0.03%®
M 27.33+0.09°° | 26.04+0.05° | 26.42+0.04°° | 22.98+0.06" | 25.29+0.11° | 23.86+0.12*° | 22.27+0.10C 4.59+0.05°
2010. |Q 1.77£0.03° | 2.1620.03°® | 2.31+0.02°C | 2.22+0.02°® | 2.35+0.05*® | 2.26+0.04*® | 2.07+0.02** 0.000.00™
K | 1.17+0.04°9AC | 0.95+0.01°° | 0.91+0.03*C | 0.88+0.01°® | 1.2+0.02*A 2.45+0.03% 0.8+0.01%4 0.68+0.01%

M-miricetin, Q-kvercetin, K-kemferol, EtOH-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, MeOH — metanolni ekstrakt,
80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70% metanolni ekstrakt, H,O — vodeni ekstrakt (pg/100 mg soka i ekstrakta)

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u istoj

godini

A,B,C Velika razliCita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u sadrzaju flavonoida u istim uzorcima izmedu godina (samo u sokovima, samo u
odgovarajuéim etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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5.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Antioksidativna (AO) aktivnost odredivana uz DPPH-radikal imala je vrednosti 1Csy 0d
0.09 do 0.4 mg/ml za sokove i 0.08 do 1.25 mg/ml za ekstrakte. Najbolju 1Cs vrednost pokazali
su sokovi sorte Ometa iz 2008. i 2009. godine (0.09 £ 0.01 mg/ml), kao i sok sorte Tenah iz
2009. godine (0.09 = 0.01 mg/ml). Sokovi sorte Ometa pokazali su visoku negativnu korelaciju
ICs0 sa ukupnim polifenolima (r = —0.911), kao i visoku negativnu korelaciju sa D3R (r = —0.984),
D3G (r = —0.941) i C3R (r = —0.924), na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su ova jedinjenja
uticala na dobru AO aktivnost ovih sokova. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se bolja
antioksidativna aktivnost (nize vrednosti ICsg) postize ve¢om koli¢inom antocijana u ispitivanom
uzorku. Ukupan vitamin C takode je pokazao visoku negativnu korelaciju sa ICsq u sve tri godine
kod sokova sorte Ometa (r = —0.935). Najnizu vrednost ICs kod analiziranih sokova pokazala je
Ometa iz 2010. godine (0.4 + 0.00 mg/ml). Ovaj sok je imao slabu negativnu korelaciju sa
ukupnim polifenolima (r = —0.133).

Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakta Tenaha bila je najbolja u 2008. godini, a
najslabija u 2010. godini, dok su metanolni ekstrakti pokazali najbolju aktivnost u 2010. godini.
Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu godina u AO aktivnosti vodenih ekstrakta i sokova
kod svih sorti, sem Omete. Ekstrakti sorte Tenah iz 2008. i 2010. godine, imaju jedne od najboljih
vrednosti ICsp medu sortama. Statisticka analiza je pokazala visoku povezanost izmedu vrednosti
ICso 1 ukupnih polifenola (r = -0.809), ukupnih tanina (r = -0.828), miricetina (r = -0.79) i
kvercetina (r = -0.799) sa statistickom znacajnos$¢u od 0.05, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti
da AO aktivnost ekstrakta sorte Tenah u najve¢em procentu poti¢e od ovih jedinjenja. Ekstrakti
sorte Ben Sarek su ispoljili najmanju sposobnost hvatanja slobodnih radikala. lako je slaba AO
aktivnost, ustanovljeno je da u 2008. godini poti¢e od ukupnih antocijana (r = -0.924), ukupnih
polifenola (r = -0.941), miricetina (r = -0.879) sa p< 0.01, ukupnih tanina (r = -0.859), kvercetina
(r = -0.820) i kemferola (r = -0.823) sa statistickom znacajnoscu p<0.05. U 2009. godini
antiradikalska aktivnost (ICsp) iste sorte je korelirala sa ukupnim polifenolima (r = -0.93)
(p<0.01), ukupnim taninima (r = -0.838), miricetinom (r = -0.828), kvercetinom (r = -0.829) i
kemferolom (r = -0.805) sa statistickom znacajno$¢u od 0.05. Kod sorte Omete iz 2010. godine,

ICs je pokazao visok stepen korelacije sa dominantnim antocijanima D3R (r = -0.913) i C3R
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(r = -0.901)(p<0.01) i flavonoidima miricetinom (r = -0.845) i kvercetinom (r = -0.825) sa
sigurno$¢u od 95%, pa se moze re¢i da AO aktivnost potice od ove dve klase polifenola.

BHT, BHA, ASK i Trolox su pokazali bolju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
ispitivanim uzorcima (ICsp (ug/ml) = 22.82 £2.07, 2.44 = 0.09, 6.15 + 0.64 i 4.74 = 0.33,
respektivno).

Rezultati antioksidativne aktivnosti odredivane pomoc¢u dve metode, DPPH metode i B3-
karotena, u sokovima i ekstraktima sorti crnih ribizli Triton, Tenah, Ometa i Ben Sarek u periodu
od 2008 - 2010. godine, prikazani su u tabelama 5.13 - 5.16.

Tabela 5.13. Antioksidativna aktivnost sokova i ekstrakta sorte Tenah u periodu 2008-2010. godine

2008. 2009. 2010.
Tenah
DPPH p-karoten DPPH p-karoten DPPH p-karoten

1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cs0(mg/ml)

SOK 0.11+0.04* 0.260.04* 0.09+0.01% 1.02+0.00*® 0.250.05 0.37+0.00°
E 0.23+0.002°* 0.42+0.04" 0.37+0.02® 0.12+0.04™® 0.25+0.01% 0.340.004*
80E 0.260.02% 0.06+0.04* 0.610.03® 0.41%0.04°® 0.25+0.04% 0.35+0.003*®
70E 0.32+0.02" 0.02+0.004 0.510.07"® 0.32+0.03%® 0.27+0.01* 0.4+0.014%
M 0.860.04°* 0.02+0.00* 0.43+0.01® 0.03+0.002°* 0.12+0.02%¢ 0.22+0.01"®
80M 0.77+0.03* 0.03+0.002 0.47+0.01°® 0.15+0.02°® 0.20%0.01%¢ 0.18+0.005"®
70M 0.82+0.03% 0.02+0.0024 0.47+0.02"® 0.13+0.01"® 0.2+0.01%¢ 0.23+0.02"¢
H,O 0.110.02** 0.26+0.04°4 0.09+0.03* 0.23+0.002% 0.12+0.01™ 0.25+0.03"

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, 1Cso-koncentracija soka ili ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti DPPH slobodnog radikala ili spre¢ava obezbojavanje 50%
p-karotena

a,b,c Mala razli¢ita slova oznagavaju znadajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u
istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji p-karoten/linolna kiselina pokazao je
ponovo sok Omete iz 2009. godine (0.08 = 0.01 mg/ml). Sok sorte Ometa u ovoj godini pokazao
je odli¢nu pozitivnu Korelaciju sa vitaminom C (r = 0.968), Sto znaci da antioksidativna aktivnost
inhibicije lipidne peroksidacije nije u tesnoj vezi sa ovim hidrosolubilnim antioksidansom.
Dobru sposobnost da inhibira oksidaciju f-karotena pokazala je i sorta Ben Sarek iz 20009.
godine (0.15 + 0.002 mg/ml) i ona je skoro dva puta veéa od koncentracije soka Omete iz 2009.
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godine. Pored toga, sorta Ben Sarek je pokazala dobru korelaciju sa vitaminom C (r = 0.825), i
veoma slabu sa ukupnim i individualnim antocijanima.
Tabela 5.14. Antioksidativna aktivnost sokova i ekstrakta sorte Ben Sarek u periodu 2008-2010. godine

2008. 2009. 2010.

Ben
Sarek DPPH p-karoten DPPH p-karoten DPPH p-karoten
1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cs0(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml)
SOK 0.3+0.025™ 0.2+0.003% 0.17+0.007% 0.15+0.002*® 0.39+0.006°* 0.4+0.007%
E 0.3+0.02°%* 0.03+0.001% 0.29+0.02%4 0.13+0.06% 0.32+0.01%A 0.21+0.01%A
80E 0.430.02 0.08+0.05" 0.44+0,02% 0.12+0,02%4 0.34+0,02° 0.210.03%
70E 0.38+0.02°%* 0.08:0.022A 0.41+0.03" 0.11+0.01%4 0.33+0.02%A 0.21+0.01%A
M 1.2+0.028 0.07+0.004°A 1.1240.042® 0.07+0.001%* 0.32+0.012%° 0.18+0.01%®
80M 1.21+0.03% 0.09:0.004%A 0.91+0.05%® 0.16+0.01%* 0.35+0.01%¢ 0.22+0.05%*
70M 1.13+0.06* 0.09+0.001%A 0.95+0.044%® 0.21+0.02" 0.32+0.011%° 0.26+0.07%°C
H,O 0.25+0.03 0.27+0.06% 0.19+0.036* 0.23+0.01" 0.30+0.008** 0.56+0.05°®

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, 1Cso-koncentracija soka ili ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti DPPH slobodnog radikala ili spreava obezbojavanje 50%
p-karotena

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znadajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u
istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznaavaju znacajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Ekstrakti su delovali u koncentracijama od 0.02 — 1.12 mg/ml, koje su nize u poredenju sa
koncentracijama sokova. Jednu od najboljih vrednosti za ICso u lipidnom sistemu su imali ekstrakti
sorte Triton iz 2008. godine i ova vrednost je pokazala statisticki zna¢ajnu korelaciju (p<0.05) sa
D3R (r =-0.776), D3G (r = -0.786) i C3G (r = -0.787). Ekstrakti Omete u 2009. i 2010. godini,
pokazali su jednu od boljih inhibicija lipidne peroksidacije medu sortama i statisticCkom analizom
je ustanovljeno da u 2009. godini ona u najveéem procentu poti¢e od flavonoida miricetina (r = -
0.767), kvercetina (r = -0.8) sa statistickom znacajnos¢u od 0.05, i kemferola (r = -0.88) sa
statistickom znacajno$¢u od 0.01. U 2010. godini povezanost izmedu ICsy inhibicije lipidne
oksidacije sa flavonoidima je bila jo§ veca, pa je sa miricetinom iznosila (r = -0.913), kvercetinom
(r =-0.913) i kemferolom (r = -0.91) sa sigurnos¢u od 99%.

BHT, BHA, ASK i Trolox su pokazali bolju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
ispitivanim uzorcima (IC50 (u«g/ml) = 0.03 = 0.00, 0.04 £ 0.01, 1.69 + 0.11 i 22.95 + 1.52,

respektivno).
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Tabela 5.15. Antioksidativna aktivnost sokova i ekstrakta sorte Ometa u periodu 2008-2010. godine
2008. 20009. 2010.

Ometa DPPH p-karoten DPPH p-karoten DPPH p-karoten
1Cs0(mg/ml) 1Cs0(mg/ml) 1Cs0(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cs0(mg/ml) 1Cso(mg/ml)

SOK 0.09+0.01* 0.39:£0,02¢°A 0.09+0.01% 0.08+0.01%® 0.4+0.00%® 0.510.07%
E 0.45+0.04" 0.22+0.02°fA 0.31£0.01" 0.07£0.02°® 0.4+0.04* 0.06+0.03"
80E 0.48+0.02°" 0.14+0,02"% 0.80+0.04°® 0.08+0.002°® 0.4+0.08* 0.07+0.003%

70E 0.46+0.02" 0.29:+0.022% 0.91+0.06%® 0.08+0.02°® 0.43+0.01% 0.1+0.02%®
M 0.38+0.01"* 0.33+0.04%A 0.41+0.02 0.18+0.01°° 0.45+0,02°A 0.25+0.012%®
80M 0.64+0.01% 0.29+0.004%% 0.48+0.03"® 0.23£0.02 0.38+0.009*® 0.25+0.01%
70M 0.28+0.01% 0.05+0.002% 0.62+0.02% 0.25+0.01°® 0.38+0.01* 0.19+0.02%®
H.O 0.13+0.02% 0.30+£0.02°A 0.12.+0.01% 0.10+0.003%® 0.52:0.04%® 0.62+0.05%

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, 1Cso-koncentracija soka ili ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti DPPH slobodnog radikala ili sprecava obezbojavanje 50%
p-karotena

a,b,c Mala razli¢ita slova oznadavaju znadajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u
istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovarajué¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)

Tabela 5.16. Antioksidativna aktivnost sokova i ekstrakta sorte Triton u periodu 2008-2010. godine

2008. 20009. 2010.

Triton DPPH p-karoten DPPH p-karoten DPPH p-karoten
1Cs0(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml) 1Cso(mg/ml)

SOK 0.13+0.01% 0.19:+0.04%A 0.1+0.02*A 0.43+0.1%® 0.2+0.02* 0.33+0.03*®

E 0.31+0.01"™ 0.35+0.01"™ 0.47+0.04"™ 0.10+0.003"® 0.29+0.008™ 0.2+0.01*°
80E 0.37+0.02" 0.33+0.01%" 0.79+0.05%® 0.24+0.006* 0.29+0.01°" 0.15+0.01"°
70E 0.39+0.02" 0.19:+0.04%A 0.93+0.05% 0.21+0.01°* 0.36+0.01" 0.18+0.01%"
M 0.75+0.02° 0.19+0.01° 1.25+0.08%® 0.0620.01"® 0.54+0.02°* 0.02+0.02%®
80M 0.62+0.0294® 0.04+0.004%8 0.84+0.08% 0.03+0.002% 0.36+0.007°® 0.05+0.002%®
70M 0.67+0.02% 0.02+0.00% 0.7620.03% 0.2+0.00>® 0.53+0.01% 0.05+0.00%
H,0 0.09+0.01 0.22+0.005% 0.10+0.01* 0.12+0.007>8 0.08+0.008% 0.10+0.006

E-etanolni ekstrakt, 80E-80% etanolni ekstrakt, 70E-70% etanolni ekstrakt, M — metanolni ekstrakt, 80M — 80% metanolni ekstrakt, 70 M — 70%
metanolni ekstrakt, 1Cso-koncentracija soka ili ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti DPPH slobodnog radikala ili sprecava obezbojavanje 50%
S-karotena

a,b,c Mala razli¢ita slova oznacavaju znadajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti sokovima, etanolnim i metanolnim ekstraktima u
istoj godini

A,B,C Velika razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u antioksidativnoj aktivnosti u istim uzorcima izmedu godina (samo u
sokovima, samo u odgovaraju¢im etanolnim ili metanolnim ekstraktima)
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5.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA Ribes
nigrum L.

Ispitivani sokovi i ekstrakti pokazali su antimikrobnu aktivnost ka razli¢itim
alimentarnim i patogenim mikroorganizmima. Minimalne inhibitorne (MIC) i baktericidne
koncentracije (MBC) bile su u rasponu od 0.4 do 500 mg/ml za sokove i 0.4 do 500 mg/ml za
ckstrakte. Nije bilo znacajne razlike u dejstvu prema Gram (+) i Gram (-) bakterijama. Fungalni
soj A. niger je pokazao najvecu rezistentnost i prema sokovima i prema ekstraktima, gde su MIC
i MBC bile od 125 do 500 mg/ml. C. albicans je bila osetljivija na dejstvo sokova ispitivanih

Najbolje MIC/MBC koncentracije dobijene su od soka sorte Ometa iz 2008. godine, gde
su ove vrednosti imale istu vrednost za skoro sve sojeve (62.5 mg/ml), $to znaci da je aktivna
koncentracija imala direktan mikrobicidan efekat. Najslabije dejstvo pokazao je sok sorte Ben
Sarek iz 2009. godine. Takode, postoji znacajna razlika u antimikrobnoj aktivnosti izmedu
godina svake sorte, §to se posebno videlo kod sorte Ometa.

Rezultati antimikrobne aktivnosti sokova i ekstrakta sorti crnih ribizli Tenah, Triton, Ben
Sarek i Ometa u period 2008-2010.godine su prikazani u tabelama 5.17. do 5.20.
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Tabela 5.17. Minimalna inhibitorna (MIC), minimalna bactericidna (MBC) i minimalna fungicidna
(MFC) koncentracija u ml sokova i mg/ml ekstrakta sorte Tenah i antibiotika na testirane
Gram (+) i Gram (-) bakterijske i fungalne sojeve u periodu 2008-2010. godine

G(+) G(-) Fungalni sojevi
« oo MIC/MBC MIC/MBC MIC/MFC
s | 8
@ o Uzorak S. aureus B. cereus L. P. S E. coli C. albicans A. niger
monocytogenes | aeruginosa | enteritidis
SOK 12.5/25 12.5/50 200/200 6.25/25 12.5/12.5 12.5/50 0.8/1.6 200/>200
E >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100
80%E >100/>100 100/100 100/100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
3 T0%E 100/100 100/100 50/100 100/>100 100/100 25/>100 100/100 >100/>100
o
o
N M 6.25/6.25 12.5/25 6.25/6.25 6.25/50 25/25 12.5/25 25/ 25 100/200
80%M 100/>100 100/100 50/100 >100/>100 100/100 25/>100 100/100 >100/>100
70%M 6.25/6.25 12.5/12.5 6.25/6.25 6.25/50 25/25 12.5/25 25/ 25 100/100
H,0 100/100 25/100 25/100 100/>100 100/100 25/>100 100/100 >100/>100
SOK 62.5/125 62.5/125 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/125 62.5/62.5 62.5/62.5 250/ 250
E 100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100
:'__ES 80%E 100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100
c
ﬁ o 70%E >100/>100 | >100/>100 100/100 100/>100 100/100 100/>100 100/100 >100/>100
o
o
N M 6.25/6.25 12.5/25 12.5/12.5 25/200 100/100 25/50 50/50 200/200
80%M | >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 >100/>100
70%M 6.25/12.5 25/25 12.5/12.5 25/50 100/100 25/100 50/50 100/200
H,O 100/>100 >100/>100 50/100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
SOK 62.5/125 62.5/125 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/125 62.5/62.5 125/ 250 250/ 250
E >100/>100 | >100/>100 100/100 100/>100 100/100 50/50 100/100 >100/>100
80%E >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 50/>100 100/100 >100/>100
o T0%E >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100
-
8 M 6.25/6.25 25/50 12.5/12.5 25/25 50/100 25/100 12.5/50 50/200
80%M | >100/>100 | >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100
70%M 6.25/6.25 25/50 12.5/12.5 12.5/100 100/100 25/100 25/50 100/200
H,0 >100/>100 25/100 50/100 12.5/25 12.5/100 12.5/12.5 50/100 >100/>100
Kontrola Chloramphenicol Streptomycin Nystatin
pg/ml 1.0/8.0 4.0/16.0 8.0/16.0 8.0/8.0 4.0/4.0 16.0/16.0 16.0/16.0 16.0/16.0
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Tabela 5.18. Minimalna inhibitorna (MIC), minimalna bactericidna (MBC) i minimalna fungicidna
(MFC) koncentracija u ml sokova i mg/ml ekstrakta sorte Ben Sarek i antibiotika na
testirane Gram (+) i Gram (-) bakterijske i fungalne sojeve u periodu 2008-2010. godine

o G(+) G(-) Fungalni sojevi
< K= MIC/MBC MIC/MBC MIC/MEC
S ©
N e L. P. S. . . .
O] Uzorak S. aureus B. cereus . L E. coli C. albicans A. niger
monocytogenes | aeruginosa | enteritidis
SOK 3.2/6.4 3.2/51 100/200 3.2/6.4 6.4/25.5 6.4/51 0.4/0.8 200/>200
E 50/100 >100/>100 100/100 100/>100 100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100
80%E | >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 >100/>100
fos) 70%E >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100
o
o
N M 6.25/6.25 12.5/25 6.25/6.25 6.25/50 25/25 12.5/25 6.25/25 50/200
80%M | >100/>100 | >100/>100 50/100 100/>100 100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100
70%M 12.5/25 25/25 12.5/25 25/50 50/100 62.5/62.5 100/125 100/>200
H.0 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 >100/>100
SOK 125/500 125/500 125/500 125/500 125/500 62.5/500 250/500 250/500
E 100/>100 >100/>100 100/100 100/>100 100/100 100/>100 100/>100 >100/>100
v 80%E 100/>100 >100/>100 50/100 100/>100 100/>100 100/>100 100/>100 >100/>100
)
E o T70%E 100/>100 >100/>100 50/100 100/>100 100/>100 100/>100 100/>100 >100/>100
2 =
qc_) 8 M 6.25/6.25 25/50 12.5/12.5 25/200 25/50 25/50 6.25/50 50/50
m
80%M | >100/>100 | >100/>100 50/100 100/>100 100/100 100/>100 100/>100 >100/>100
70%M 25/25 12.5/50 12.5/12.5 25/50 25/50 12.5/50 3.125/12.5 50/100
H.0 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 >100/>100
SOK 125/125 125/125 125/250 125/125 125/500 125/250 125/250 250/500
E >100/>100 | >100/>100 50/100 12.5/100 100/100 >100/>100 100/>100 >100/>100
80%E | >100/>100 | >100/>100 100/100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100
o 70%E | >100/>100 | >100/>100 100/100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 >100/>100
-
o
N M 6.25/6.25 25/100 12.5/12.5 25/50 100/100 25/100 6.25/12.5 50/50
80%M | >100/>100 | >100/>100 100/100 100/>100 100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100
70%M 12.5/12.5 25/50 12.5/12.5 25/50 50/50 25/100 12.5/12.5 50/200
H.0 100/100 >100/>100 50/100 100/>100 100/100 >100/>100 100/>100 >100/>100
Kontrola Chloramphenicol Streptomycin Nystatin
pg/ml 1.0/8.0 4.0/16.0 8.0/16.0 8.0/8.0 4.0/4.0 16.0/16.0 16.0/16.0 16.0/16.0
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Tabela 5.19. Minimalna inhibitorna (MIC), minimalna bactericidna (MBC) i minimalna fungicidna
(MFC) koncentracija u ml sokova i mg/ml ekstrakta sorte Ometa i antibiotika na testirane
Gram (+) i Gram (-) bakterijske i fungalne sojeve u periodu 2008-2010. godine

g E Mlg/(IT/I)BC MI((:;/(I\-/I)BC Fungalni sojevi MIC/MFC
S | 3 L. P. S. . . _
n o Uzorak S. aureus B. cereus monacytogenes aeruginosa enteritidis E. coli C. albicans A. niger
SOK 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/250 62.5/62.5 62.5/62.5 250/250
E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100
80%E 100/>100 100/100 50/100 >100/>100 100/100 100/100 100/>100 >100/>100
85 70%E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 100/100 >100/>100 >100/>100
8 M 6.25/6.25 25/50 12.5/12.5 12.5/100 50/100 50/50 3.125/12.5 100/200
80%M 100/>100 100/>100 100/100 25/100 100/100 50/100 >100/>100 >100/>100
70%M 12.5/12.5 50/50 25/25 50/50 50/100 200/200 0.4/1.56 25/100
H.O 100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 100/100 >100/>100 >100/>100
SOK 125/250 125/125 62.5/125 125/125 125/250 125/125 125/125 250/250
E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 50/100 100/>100 >100/>100
80%E | >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 >100/>100 >100/>100 >100/>100
g 8 70%E | >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 100/100 >100/>100 >100/>100
CE> 8 M 25/ 50 50/100 25/ 25 50/>200 50/100 50/100 25/ 25 50/100
80%M 100/>100 100/>100 100/100 50/100 100/100 50/100 >100/>100 >100/>100
70%M 25/ 50 50/100 25/100 50/>200 100/>200 200/>200 12.5/25 100/200
H,0 >100/>100 100/>100 100/100 25/100 100/100 >100/>100 100/>100 >100/>100
SOK 125/250 125/250 125/125 125/125 125/250 125/250 125/125 125/125
E 100/100 >100/>100 100/100 100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100
80%E | >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 >100/>100 | >100/>100 >100/>100 >100/>100
9 70%E | >100/>100 >100/>100 100/100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 >100/>100 >100/>100
(C\>| M 12.5/25 25/100 25/25 50/100 50/200 50/100 12.5/25 100/200
80%M | >100/>100 >100/>100 50/100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 >100/>100 >100/>100
70%M 50/50 50/100 25/25 50/100 100/100 50/100 12.5/25 200/>200
H,O 100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/100 100/100 >100/>100 >100/>100
Kontrola Chloramphenicol Streptomycin Nystatin
pg/ml 1.0/8.0 4.0/16.0 8.0/16.0 8.0/8.0 4.0/4.0 16.0/16.0 16.0/16.0 16.0/16.0 ‘
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Tabela 5.20. Minimalna inhibitorna (MIC), minimalna bactericidna (MBC) i minimalna fungicidna
(MFC) koncentracija u ml sokova i mg/ml ekstrakta sorte Triton i antibiotika na testirane
Gram (+) i Gram (-) bakterijske i fungalne sojeve u periodu 2008-2010. godine

G(+) G(-) Fungalni sojevi
© E MIC/MBC MIC/MBC MIC/MFC
s | 3
n Q) Uzorak S. aureus B. cereus L. P.' S.‘ - E. coli C A. niger
monocytogenes | aeruginosa enteritidis albicans
SOK 62.5/62.5 62.5/125 125/125 62.5/62.5 62.5/125 62.5/62.5 62.5/62.5 500/500
E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
80%E 100/100 >100/>100 100/100 >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100
foe) T0%E 100/100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 100/>100 | >100/>100 | >100/>100
o
8 M 12.5/12.5 25/50 25/25 50/100 50/100 25/100 12.5/25 100/>200
80%M 100/>100 100/100 25/100 >100/>100 100/100 100/100 100/100 >100/>100
70%M 12.5/12.5 25/100 12.5/12.5 12.5/100 50/100 25/100 6.25/25 100/100
H,0 25/25 25/50 50/50 12.5/100 25/100 25/50 100/100 >100/>100
SOK 125/125 125/125 62.5/125 125/125 125/125 125/125 125/125 250/ 250
E >100/>100 12.5/100 25/50 100/100 50/100 100/100 50/100 >100/>100
80%E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | 100/>100 | >100/>100
§ 8 70%E >100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | 100/>100 | >100/>100
E 8 M 50/50 50/100 25/25 50/>200 12.5/100 50/100 12.5/25 50/>200
80%M 12.5/100 12.5/100 25/50 50/100 100/100 50/100 50/100 >100/>100
70%M 12.5/12.5 50/100 25/25 25/200 100/200 50/200 12.5/25 100/200
H.O 12.5/100 12.5/100 25/50 25/100 25/50 25/100 50/100 >100/>100
SOK 62.5/125 62.5/125 62.5/62.5 62.5/62.5 125/250 125/125 125/250 250/ 250
E 100/>100 >100/>100 100/100 >100/>100 100/>100 100/>100 100/>100 | >100/>100
80%E >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
‘C_|5 70%E >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
8 M 25/25 50/100 25/25 50/50 200/200 50/100 12.5/25 50/100
80%M >100/>100 >100/>100 100/>100 >100/>100 >100/>100 | >100/>100 | >100/>100 | >100/>100
70%M 100/100 50/100 25/25 50/100 200/200 50/100 12.5/25 50/50
H,O 12.5/100 12.5/100 25/50 50/100 25/100 50/100 100/>100 | >100/>100
Kontrola Chloramphenicol Streptomycin Nystatin
pg/ml 1.0/8.0 4.0/16.0 8.0/16.0 8.0/18.0 4.0/4.0 16.0/16.0  16.0/16.0  16.0/16.0
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5.7. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Rezultati in vitro ispitivanja pokazali su da sokovi i ekstrakti crne ribizle ispoljavaju
relaksantno dejstvo na spontane kontrakcije tankog creva pacova, kontrakcije indukovane KCI i
acetilholinom, §to ukazuje da su ekstrakti i sokovi bioloski aktivni. Dejstva koja su pokazali ovi
uzorci bila su slabija u poredenju sa delovanjem papaverina, nespecifiénog relaksansa glatke
muskulature. Efekat na glatku muskulaturu ileuma reverzibilan je nakon ispiranja preparata, tako

da inhibicija nije postignuta oSte¢enjem creva usled nanosenja uzorka.

5.7.1. Uticaj sokova i ekstrakta plodova Ribes nigrum L. na spontane kontrakcije
ileuma pacova

Svi uzorci su pokazali inhibiciju spontanih kontrakcija tankog creva, a relaksantni efekat
je dozno-zavistan (Slike 5.1-5.40). Od ekstrakta je najbolje dejstvo pokazao vodeni ekstrakt sorte
Ometa iz 2010. godine, koji je u koncentraciji od 1mg/ml inhibirao spontane kontrakcije ileuma
za 52.08 + 4.71%, a u koncentraciji od 3 mg/ml 57.94 + 3.44% (p<0.05) (Slika 5.7).
Regresionom analizom izra¢unat ECs za ovaj ekstrakt je 1.24 £ 0.21 mg/ml. Statisticki znac¢ajnu
inhibiciju su pokazali i ekstrakti Ben Sareka iz 2009. godine (Slika 5.3), koji je u koncentraciji od 3
mg/ml smanjio spontane kontrakcije ileuma za 64.64 + 2.57% (p<0.01) (ECs,=1.30 £+ 0.09
mg/ml), i Omete iz 2009. godine koja je u istoj koncentraciji dovela do smanjenja od 59.36 +
1.79% (p<0.01) (EC50=1.81 = 0.07 mg/ml).

Sokovi su takode pokazali inhibitorni uticaj na kontrakcije ileuma pacova. Najbolje je
delovao Ben Sarek iz 2010. godine koji je u koncentraciji od 1 mg/ml relaksirao tanko crevo za
57.81 £ 6.49%, a sa 3 mg/ml 63.39 £ 4.85% (Slika 5.4). ECs, ovog soka je iznosio 1.14 + 0.06
mg/ml. Efektivne doze sokova i vodenih ekstrakta koje su inhibirale 50% spontanih kontrakcija
tankog creva date su u Tabelama 5.21. i 5.22.

Tabela 5.21.Vrednosti ECs, inhibicije vodenih ekstrakta R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben
Sarek po godinama, na spontane kontrakcije ileuma

Godina\ Sorta

Tenah (mg/ml)

Ben Sarek (mg/ml)

Triton (mg/ml)

Ometa (mg/ml)

2008. 6.17+0.33 8.91+0.75 2.92+0.15 3.21+0.15
2009. 4.67+0.15 1.30+0.09 4.90+0.31 1.81+0.07
2010. 6.43+0.51 2.35+0.14 2.67+0.10 1.24+0.21

Tabela 5.22. Vrednosti ECs, inhibicije sokova R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben Sarek po
godinama, na spontane kontrakcije ileuma

Godina\ Sorta

Tenah (mg/ml)

Ben Sarek (mg/ml)

Triton (mg/ml)

Ometa (mg/ml)

2008. 4.31+0.39 4.65+0.21 3.11+0.40 3.6+0.13
20009. 5.00+0.31 2.45+0.13 4.62+0.37 3.21+0.27
2010. 3.08+0.20 1.14+0.06 3.26x0.21 3.23+0.11
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Slika 5.1. Relaksantni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Tenah na izolovanom ileumu pacova
(*p<0.05 i **p<0.01)

Slika 5.2. Relaksantni efekat soka R. nigrum sorte
Tenah na izolovanom ileumu pacova
(*p<0.05 i **p<0.01)
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Slika 5.3. Relaksantni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Ben Sarek na izolovanom ileumu
pacova (*p<0.05 i **p<0.01)

Slika 5.4. Relaksantni efekat soka R. nigrum sorte
Ben Sarek na izolovanom ileumu pacova
(*p<0.05 i **p<0.01)
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Slika 5.5. Relaksantni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Triton na izolovanom ileumu pacova
(*p<0.05)

Slika 5.6. Relaksantni efekat soka R. nigrum sorte
Triton na izolovanom ileumu pacova
(*p<0.05 i **p<0.01)
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5.7.2. Uticaj sokova i ekstrakta plodova Ribes nigrum L. na KCI indukovane
kontrakcije ileuma pacova

Kumulativne koncentracije vodenih ekstrakta i sokova crnih ribizli izazvale su
relaksantne efekte na tankom crevu pacova prekontrahovanog 80 mM rastvorom KCI (Slike 5.9-
5.16). Najbolji efekat je pokazao vodeni ekstrakt Tritona iz 2008. godine (Slika 5.13), koji je u
koncentraciji od 3 mg/ml relaksirao kontrakcije ileuma 47.27 + 9.95% (p<0.05) (EC5,=2.95 %
0.18 mg/ml). Dobre efekte su pokazali i vodeni ekstrakti sorte Ben Sarek, koji je u 2010. godini
u koncentraciji od 3 mg/ml iz (Slika 5.11) izazvao relaksantni efekat od 42.51 + 0.6% (p<0.05)
(EC50=3.6 = 0.15 mg/ml), a u 2009. godini od 41.2 + 11.79% (p<0.05) (EC5,=3.74 + 0.24
mg/ml). Najslabiju inhibiciju je pokazao ekstrakt sorte Ometa iz 2008. godine koji je u najvisoj
koncentraciji (3 mg/ml) izazvao relaksaciju od 14.66 + 3.65% (p<0.05) (EC5,=9.02 + 0.36 mg/ml).

Kod sokova je najbolji efekat pokazao sok sorte Tenah iz 2010. godine koji je u
koncentraciji od 1 mg/ml pokazao znacajnu inhibiciju kontrakcija ileuma pacova i snizio ih za
53.82 + 4.38% (p<0.01) sa EC5,=2.11 + 0.18 mg/ml (Slika 5.10). Dobro su delovali i sok sorte Ben
Sarek iz 2010. godine, koji je u koncentraciji od 3 mg/ml izazvao inhibiciju kontraktilnosti od
40.32 = 3.46% (p<0.01), sa efektivnom koncentracijom od 2.32 + 0.07 mg/ml (Slika 5.12), i sok
sorte Ometa iz 2009. godine, koja je u istoj koncentraciji dovela do smanjenja kontraktilnosti od
50.34 £ 0.46% (p<0.01) i EC5,=2.88 £ 0.46 mg/ml (Slika 5.16). Efektivne doze sokova i vodenih
ekstrakta koje su inhibirale 50% kontrakcija tankog creva izazvanih KCI, date su u tabelama
5.23.15.24.
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Tabela 5.23. Vrednosti ECs, inhibicije vodenih ekstrakta R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben
Sarek po godinama, na kontrakcije indukovane 80 mM KCl

Godina\ Sorta Tenah (mg/ml) Ben Sarek (mg/ml) Triton (mg/ml) Ometa (mg/ml)
2008 4.29+0.22 3.4640.17 2.95+0.18 9.02+0.36
2009 4.48+0.19 3.7440.24 4.4140.31 6.08+0.30
2010 4.39+0.34 3.6040.15 7.17+0.40 5.47+0.31

Tabela 5.24. Vrednosti ECs, inhibicije sokova R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben Sarek po
godinama, na kontrakcije indukovane 80 mM KCl

Godina\ Sorta Tenah (mg/ml) Ben Sarek (mg/ml) Triton (mg/ml) Ometa (mg/ml)
2008 6.82+0.35 4.53+0.57 3.23+0.10 3.25+0.19
2009 9.73+1.25 3.22+0.36 4.41+0.59 2.88+0.46
2010 2.11+0.18 2.32+0.07 3.440.71 3.04+0.57
100 100

80 - 80
=60 - S 60
E 40 - é 40 -

X —o— Tenah 2008 EN —&— Tenah 2008

207 _m—Tenah 2009 201 —m—Tenah 2009

Tenah 2010 Tenah 2010

0 . . . 0 ; ; .
0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10
Koncentracija ekstrakta mg/mL Koncentracija soka mg/mL

Slika 5.9. Inhibitorni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Tenah na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova stimulisane 80 mM KCI (*p<0.05)

Slika 5.10. Inhibitorni efekat soka R. nigrum sorte
Tenah na kontrakcije izolovanog ileuma pacova
stimulisane 80 mM KCI (**p<0.01)

100 Tz T -

% kontrakcija

20 | —o—Ben Sarek 2008
—ll— Ben Sarek 2009
Ben Sarek 2010

Koncentracija ekstrakta mg/mL

0.01 0.1 1 10

% kontraktilnosti

a0 - L gl

—+—Ben Sarek 2008
20 - —8—Ben Sarek 2009
Ben Sarek 2010

0.01 01 1 10

Koncentracija soka mg/mL

Slika 5.11. Inhibitorni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Ben Sarek na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova stimulisane 80 mM KCI (*p<0.05)

Slika 5.12. Inhibitorni efekat soka R. nigrum sorte
Ben Sarek na kontrakcije izolovanog ileuma pacova

stimulisane 80 mM KCI (**p<0.01)
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Slika 5.14. Inhibitorni efekat soka R. nigrum sorte
Triton na kontrakcije izolovanog ileuma pacova
stimulisane 80 mM KCI (**p<0.01)

Slika 5.13. Inhibitorni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Triton na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova stimulisane 80 mM KCI (*p<0.05)
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Slika 5.15. Inhibitorni efekat vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Ometa na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova stimulisane 80 mM KCI (*p<0.05)

Slika 5.16. Inhibitorni efekat soka R. nigrum sorte
Ometa na kontrakcije izolovanog ileuma pacova
stimulisane 80 mM KCI (**p<0.01)

5.7.3. Uticaj sokova i ekstrakta plodova crnih ribizli (Ribes nigrum L.) na ACh indukovane
kontrakcije izolovanog ileuma pacova

Vodeni ekstrakti crne ribizle izazivaju statisticki znacajnu depresiju kumulativne
koncentracione krive izazvane acetilholinom (p<0.01) i modifikuje kontrolnu vrednost ECs
acetilholina. Najbolje efekte su pokazali vodeni ekstrakti Tenaha iz 2009. godine (Slika 5.18) i
Ben Sareka iz 2008. godine (Slika 5.23). Tenah iz 2009. godine (3 mg/ml) doveo je do inhibicije
kontrakcija indukovanih Ach za 74.21 + 3.28% (p<0.01) i modifikovao vrednost ECs
acetilholina sa 1.44 £+ 0.05 nM (u odsustvu ekstrakta) do 41.74 £ 7.5 nM u prisustvu ekstrakta.
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Ben Sarek iz 2008. godine u istoj koncentraciji je smanjio kontrakcije za 66.16 + 5.28% (p<0.01)
i doveo do promene ECsp sa 0.91 = 0.25 nM na 18.29 + 1.29 nM. Ekstrakti Omete, iz sve tri
godine (Slike 5.35-5.37), su u maksimalnoj koncentraciji (3mg/ml) imali relaksantni efekat od
4753 £ 7.32%, 49.35 £ 7.04% i 4491 + 4.15%, respektivno. Efektivne koncentracije
acetilholina (ECsp), u odsustvu i prisustvu sokova i ekstrakta, koje su izazvale 50% kontrakcija
tankog creva, date su u tabelama 5.25. i 5.26.

Od sokova su najbolju aktivnost ispoljili sokovi sorti Ben Sarek i Tenah, gde je kod Ben
Sareka iz 2010. godine u koli¢ini od 1 mg/ml smanjio kontrakcije glatke muskulature ileuma za
65.31 + 12.76%. U koli¢ini od 3 mg/ml, isti sok je smanjio kontrakcije za 80.62 + 4.44%
(p<0.01) i doveo do promene ECsp sa 0.01 + 0.00 nM na 45.44 + 5.38 (Slika 5.28), a iz 2009. za
69.89 + 2.48% (p<0.01)(Slika 5.27). Kod soka Ben Sarek iz 2009. godine, ECso Ach, sa
koncentracijom soka od 3 mg/ml, se promenila od 0.07 + 0.00 na 14.95 + 1.56 nM. Tenah iz
2010. godine u koncentraciji od 3 mg/ml inhibirao je kontrakcije za 69.52 + 5.8% (p<0.01) sa
promenom ECso od 0.04 £ 0.01 na 28.55 + 1.58 (Slika 5.22). Tenah iz 2009. godine, u istoj
koncentraciji (3 mg/ml), doveo je do smanjenja kontrakcija od 58.86 + 3.45% (p<0.01), a ECs
se promenila od 0.88 + 0.03 na 24.22 + 1.67 nM (Slika 5.21).

Tabela 5.25. Vrednosti ECs, inhibicije vodenih ekstrakta Tabela 5.26. Vrednosti ECs, inhibicije sokova R. nigrum

R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ben Sarek i Ometa po sorti Tenah, Triton, Ben Sarek i Ometa po godinama, na
godinama, na kontrakcije indukovane Ach kontrakcije indukovane Ach
Sorta/Godina 2008 2009 2010 Sorta/Godina 2008. 2009. 2010.
Tenah nM Ach nM Ach nM Ach Tenah nM Ach nM Ach nM Ach
Kontrola 0.05+0.00 1.44+0.05 1.24+0.21 Kontrola 0.03+0.00 0.36+0.03 0.04+0.01
1mg/ml 1.780.11 4.26+0.57 2.70.39 1mg/ml 1.330.27 3.19+0.22 1.17+0.04
3mg/ml 4.18+1.6 29.12+7.5 3.540.95 3mg/ml 7.22+1.16 8.94+1.67 22.05+1.74
Ben Sarek nM Ach nM Ach nM Ach Ben Sarek nM Ach nM Ach nM Ach
Kontrola 0.91+0.25 0.24+0.09 1.59+0.11 Kontrola 0.07+0.01 0.09+0.00 0.01+0.00
1mg/ml 2.69+0.51 3.6420.56 44936 mg/ml 0.98+0.08 4.16+1.7 22.96+2.14
3mg/ml 16.1+1.29 4.02+0.15 5.4+27.7 3mg/ml 4.98+1.14 1156+1 56 27074538
Triton nM Ach nM Ach nM Ach Triton nM Ach nM Ach nM Ach
Kontrola 1.39+0.25 1.13+0.23 0.04%0.00 Kontrola 0.03+0.00 0.18+0.03 0.43+0.06
1mg/ml 34071 4.31+0.48 1.21+0.58 1mg/ml 1.13+0.15 1.13+0.37 0.51+0.07
3mg/ml 3.70.74 471413 3.52+0.99 3mg/ml 6.86+1.27 2.31+1.3 3.62+0.73
Ometa nM Ach nM Ach nM Ach Ometa nM Ach nM Ach nM Ach
Kontrola 0.05+0.01 0.09+0.02 0.4£0.02 Kontrola 0.1£0.00 0.010.00 0.15£0.05
1mg/ml 2.5240.46 2.65+0.54 2.13+0.07 1mg/ml 0.13+0.00 0.30.00 0.87+0.05
3mg/ml 5.79+1.5 7114 5.16+0.83 3mg/ml 3.29+0.76 3.80.30 7.6443.01
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Slika 5.17. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum
sorte Tenah iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (*p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.20. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)
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Slika 5.18. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum
sorte Tenah iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (*p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.21. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)
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Slika 5.19. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Tenah iz 2010. na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova (*p<0.05)

Slika 5.22. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)
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Slika 5.23. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Ben Sarek iz 2008. na acetilholinom
indukovane kontrakcije ileuma pacova
(* p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.26. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarek iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)
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Slika 5.24. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Ben Sarek iz 2009. na acetilholinom
indukovane kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05)

Slika 5.27. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarek iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (** p<0.01)
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Slika 5.25. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum
sorte Ben Sarek iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.28. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarek iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (** p<0.01)
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Slika 5.29. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Triton iz 2008. na acetilholinom
indukovane kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05)

Slika 5.32. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (** p<0.01)
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Slika 5.30. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta
R. nigrum sorte Triton iz 2009. na acetilholinom
indukovane kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05)

Slika 5.33. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05)
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Slika 5.31. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum

sorte Triton iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.34. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (** p<0.01)
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Slika 5.35. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum

sorte Ometa iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.38. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2008. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05)

100 - JX
T T +—1
80 - I I 1 N
o 60
:E T *%
X
S /4
£ 40 -
_\% T T T I J.
=S L +
20 1 *
—¢— Kontrolna serija
0 T T T —
5 15 50 150 50@500
Koncentracija acetilholina (nM)

% kontrakcije

120 -

80 - *
60 - i TTT,,
40 x + LI

20 | - —o— Kontrolna serija

—@— Sok Omete 2009 (1 mg/mL)
0 Sok Omete 2009 (3 mg/mL)
5 15 50 150 500500
Koncentracija acetilholina (nM)

Slika 5.36. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta R. nigrum
sorte Ometa iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)

Slika 5.39. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2009. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (* p<0.05 i ** p<0.01)
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Slika 5.37. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta

R. nigrum sorte Ometa iz 2010. na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova (*p<0.05 i
**p<0.01)

Slika 5.40. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2010. na acetilholinom indukovane
kontrakcije ileuma pacova (*p<0.05 i **p<0.01)
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5.8. HIPOTENZIVNO DEJSTVO SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA Ribes
nigrum L. I REDUKCIJA FREKVENCIJE SRCANOG RADA KOD KUNICA

Intravenska primena sokova crnih ribizli Tenah, Ben Sarek, Ometa i Triton, dovela je do
snizenja srednjeg arterijskog krvnog pritiska kod anesteziranih kuni¢a. Najbolje se pokazao sok
Ben Sareka iz 2010. godine (Slika 5.46), koji je u dozi od 166.5 mg/ml doveo do smanjenja
krvnog pritiska od 40.52 + 2.95% i frekvencije sr¢anog rada za 34.01 + 2.35%. Dobar efekat je
pokazao i sok iste sorte iz 2009. godine (Slika 5.45), koji je snizio pritisak za 36.99 £+ 4.52% i
frekvenciju za 32.24 + 1.85%, kao i sok Tritona iz 2008. godine (Slika 5.47), koji je snizio
srednji arterijski krvni pritisak za 35.12 + 1.54% i frekvenciju za 28.68 + 1.32%. Dobar uticaj na
snizenje krvnog pritiska (33.48 + 3.32%) i frekvencije (29.89 + 2.11%) je pokazao i sok sorte
Ometa iz 2009. godine. Nakon pada, krvni pritisak se postepeno vra¢ao na bazalne vrednosti u
periodu od 5 do 8 minuta. Delovanje sokova na srednji arterijski krvni pritisak i frekvencu
sr¢anog rada anesteziranih kunica, prikazani su na slikama 5.41-5.52.

Teorijske efektivne doze sokova koje bi za 50% snizile arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada anesteziranih kunica, date su u Tabeli 5.27. Procenti smanjenja krvnog
pritiska i frekvencije sr¢anog rada izazvanih sokovima crne ribizle, sorti Tenah, Triton, Ometa i

Ben Sarek, kod anesteziranih kunic¢a, dati su u Tabeli 5.28.

Tabela 5.27. Vrednosti ECsy sokova R. nigrum sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben Sarek koje izazivaju smanjenje
krvnog pritiska (KP) i frekvencije (F) sr€anog rada anesteziranih kuni¢a, po godinama

Godina\ Tenah (mg/ml) Ben Sarek (mg/ml) Triton (mg/ml) Ometa (mg/ml)

Sorta KP F KP F KP F KP F

2008 10.99+1.70* | 11.67+1.44 | 14.33+2.77% | 17.51+2.34 8.71+1.7° | 10.04+156 | 11.4+3.31* | 12.06+1.59

2009 14.15+#2.1° | 13.64+125 | 8.91+2.03° | 10.35+0.97 | 10.34+3.8° | 12.14+2.09 | 10.46+0.97° | 10.87+0.99

2010 9.18+2.75° 8.71+1.04 | 8.06+1.56" | 8.93+0.65 9.9+1.42° 10.96+1.88 | 10.32+1.88° | 11.49+1.53

a,b,c Razlic¢ita slova ozna¢avaju znacajnu razliku (p<0.05) u ECs vrednostima izmedu godina kod svake vrste posebno

Tabela 5.28. Procenat smanjenja krvnog pritiska (KP) i frekvencije (F) sréanog rada koju izazivaju sokovi R. nigrum
sorti Tenah, Triton, Ometa i Ben Sarek kod anesteziranih kunica, po godinama

Godina\ Tenah (%) Ben Sarek (%) Triton (%) Ometa (%)

Sorta KP F KP F KP F KP F

2008. 26.48+0.66° | 24.51+0.75% | 22.33+1.49% | 17.18+2.29% | 35.12+1.54* | 28.68+1.32% | 29.42+1.72% | 24.26+1.15°

2009. 24.54+0.94° | 20.91+1.52° | 36.99+4.52% | 32.24+1.85° | 30.52+3.05% | 29.47+2.39° | 33.48+3.32% | 29.89+2.11°

2010. 36.04+2.23° | 33+1.25° | 40.5242.95% | 34.01+2.35" | 33.33+5.66° | 27.12+2.88% | 30.79+0.23% | 27.27+3.75°

a,b,c Razli¢ita slova oznacavaju znacajnu razliku (p<0.05) u % snizenja krvnog pritiska i frekvencijee sr¢anog rada izmedu godina kod svake
vrste posebno

83




Doktorska disertacija

B. Miladinovié

309 ——Krvni pritisak
—f#— Frekvencija srca

20 -
«©
=
(5]
=
(]
IS
£ 10 -
X

0 T T T —

0.33 1.66  3.33 16.6533.366.5

Sok R. nigrum sorte Tenah 2008 (mg/kg)

30 7 —%—Krvni pritisak
25 | {4 Frekvencija srca
20 -
T
% i '_'L'
£ ¥
2 10 - ﬁ o
> =
5 & o
Ld
0 T . . —
0.33 166  3.33 16.6533.366.5

Sok R. nigrum sorte Ben Sarek 2008 (mg/kg)

Slika 5.41. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2008. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.44. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarek iz 2008. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

30 7 —e—Krvni pritisak
—f#— Frekvencija srca

20 -
s+
=
(]
=
[+
5
< 10 A

0 T T T —

0.33 166  3.33 16.6533.366.5

Sok R. nigrum sorte Tenah 2009 (mg/kg)

50 %— Krvni pritisak

—id— Frekvencija srca
40 -

w
o
1

N
o
1

% smanjenja

=
o
1

0.33
Sok R. nigrum sorte Ben Sarek 2009 (mg/kg)

Slika 5.42. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2009. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.45. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarekiz 2009. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

50 1 —e—Krvni pritisak
40 . W Frekvencija srca
S, 30 A
c
(5]
g
£ 20 A
w
X
10 A
0 T T T —
0.33 1.66  3.33 16.683.266.5

Sok R. nigrum sorte Tenah 2010 (mg/kg)

50 7 —4¢—Krvni pritisak
4 Frekvencija srca

40 7
b4 x|
.8, 30 § y
c
5 2 :
S ¥ J T
10 - .
0 . . —
0.33 1.66  3.33 16.6533.366.5

Sok R. nigrum sorte Ben Sarek 2010 (mg/kg)

Slika 5.43. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Tenah iz 2010. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.46. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ben Sarek iz 2010. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada




Doktorska disertacija

B. Miladinovié

40 1 —e—Krvni pritisak
—Jd— Frekvencija srca
30 -
5+
g
= 20 -
@
S
(%2}
N
10
0

0.33 166  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Triton 2008 (mg/kg)

40 1 & Krvni pritisak
—fi#— Frekvencija srca
30 -
©
g
= 20 -
@
IS
(%2}
X
10 A
0

0.33 166  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Ometa 2008 (mg/kg)

Slika 5.47. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2008. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.50. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2008. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

40 1 —e—Krvni pritisak
—f#—Frekvencija srca
30 -
s+
=
2,20 -
c
[+
S
(%2}
S
10 |
0

0.33 1.66  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Triton 2009 (mg/kg)

407 & Krvni pritisak
—f@i#— Frekvencija srca T T
30 A T
v
<) }
= T
-% 20 - 'I' e
IS
(%2}
X
10 -
0

0.33 1.66  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Ometa 2009 (mg/kg)

Slika 5.48. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2009. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.51. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2009. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

40 1 —e—Krvni pritisak
—H#—Frekvencija srca
30 +
[s+]
g
= 20 -
[+
£
(72}
X
10 |
0

0.33 166  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Triton 2010 (mg/kg)

40 1 % Krvni pritisak
—f#— Frekvencija srca
30 A
<
g
= 20
©
e
(%]
i
10 -
0

0.33 1.66  3.33 16.6533.366.5
Sok R. nigrum sorte Ometa 2010 (mg/kg)

Slika 5.49. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Triton iz 2010. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

Slika 5.52. Inhibitorni uticaj soka R. nigrum sorte
Ometa iz 2010. na arterijski krvni pritisak i
frekvenciju sréanog rada

85



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

6. DISKUSIJA

6.1. VITAMIN C U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Prema National Nutrient Database for Standard Reference USDA, crne ribizle
predstavljaju odlican izvor vitamina C. Preporuc¢ene dnevne potrebe za muskarce su 75 mg, dok
su za zene 60 mg. Ukupni sadrzaj vitamina C sorti ribizla Tenaha, Tritona i Ben Sareka
prevazilazi dnevne potrebe za najmanje 100%, ako se uzme unos od 100g soka, dok je
nedovoljan kod sokova Omete u sve tri godine.

Milivojevi¢ (2012) je sa saradnicima ispitivala sortu Triton sa istog lokaliteta u 2008. i
2009. godini, s tim da je vitamin C odredivan direktno u plodovima i njegov sadrzaj je iznosio
176.8 £ 1.9 1 138.6 + 3.9 mg/100 g svezeg ploda, respektivno. Sadrzaj vitamina C ispitivan je
refraktometrijski kod ovih autora. Ukupna koli¢ina vitamin C nije odredivana, te se rezultati ne
mogu u potpunosti porediti. Koli¢ina vitamina C, kao i antocijana, bila je ve¢a u uzorcima
plodova u odnosu na sokove i ekstrakte, $to je i o¢ekivano, zbog velike koli¢ine ovih jedinjenja u
omotacu ploda.

Mikulic-Petkovsek i saradnici (2013) su proucavali plod 23 razli¢ite sorte crnih ribizli,
uzgajane na teritoriji Slovenije 2011. i 2012. godine. Medu njima su bile sorte Tenah i Ometa.
Rezultate su izrazavali kao srednju vrednost za obe godine i bile su 236.5 i 204 mg/100 g,
respektivno. Ove vrednosti su bile nize u poredenju sa metanolnim ekstraktima iz 2009. i 2010.
godine i etanolnim ekstraktima Tenaha iz sve tri godine, kao i soka iz 2010. godine. Vrednosti
vitamina C za sortu Ometa kod istih autora znacajno je veca od nasih vrednosti u sve tri godine.
Kako je, prema literaturi, sadrzaj vitamina C odreden genotipom, kao i uslovima zivotne sredine,
tako su razlike u koli¢ini vitamina C odredivanom kod istih sorti sa razli¢itih stanista bile i
oc¢ekivane.

Kako ne postoji znacajna razlika u temperaturi vazduha u periodu od 2008. do 2010.
godine, zakljucuje se da je najverovatnije uticaj padavina doprineo poveéanju sadrzaja TASK u
2010. godini, kada TASK ima najviSe vrednosti. S druge strane, koli¢ina padavina u 2010. godini

je bila iznad proseka (779 mm/m?), ali opet manja nego u 2009 (854.6mm/m?).
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Tiwari i saradnici (2008) su dokazali da ekstrakcija ultrazvukom smanjuje sadrzaj
antocijana i TASK za 3.2 i 11%, respektivno, a svi nasi uzorci su pripremani za analizu
rastvaranjem pomocu ultrazvuka na ultrazvué¢nom kupatilu. U sokovima je vise od 50% ukupne
koli¢ine vitamina C bilo u redukovanoj formi dok su ekstrakti pokazali malu razliku izmedu
oksidovanog i1 redukovanog oblika ASK. Ekstrakti su pokazali vecu stabilnost u sadrzaju ASK u
odnosu na sokove.

Walker i saradnici (2010) su ispitivanjem sadrzaja vitamina C u plodovima 4 vrste crnih
ribizli ustanovili da sadrzaj ovog vitamina zavisi od klimatskih faktora. Kako su ovi parametri i
njihove interakcije veoma kompleksne za statistiCku analizu, pokazale su i relativno niske
koeficijente korelacije izmedu pojedinih parametra i nivoa vitamina C u uzorcima. Suncevo
zracenje je dalo najbolju pozitivnu korelaciju (>0.3) u odnosu na vitamin C u svim testiranim
uzorcima u mesecima razvoja i sazrevanja ploda. Takode, plodovi koji su rasli na juznoj strani su
imali 20% vitamina C vise, u odnosu na plodove koji su rasli na severnoj strani. Dokazano je da
temperatura u kontrolisanim uslovima negativno korelira sa vitaminom C u plodovima crnih
ribizli (Redlen, 1993). S druge strane, Walker je (2010) dobio nisku, ali pozitivhu korelaciju
temperature i vitamina C u nekontrolisanim uslovima i objasnio to kao spregu svih uslova
spoljasnje sredine. Takode, plodovi crnih ribizli koji su rasli severno, na visim geografskim
§irinama, su imali manji sadrzaj vitamina C u odnosu na one koje rastu juzno, na nizim
geografskim Sirinama (Zheng, 2009).

Vagiri (2013) je na osnovu dobijenih rezultata, a nakon statisticke analize, utvrdio da je
genotip glavni izvor varijacije sadrzaja vitamina C, ali i ostalih ispitivanih jedinjenja. Vagiri je
ispitivao pet sorti crnih ribizli gde je sorta Titanija imala najman;ji sadrzaj vitamina C od 148 mg/100 g
svezeg ploda (FW-fresh weight), a sorta Ben Finley najve¢i (310 mg/100 g FW). Vagiri je, S
druge strane, primetio da su njegovi uzorci dali drugacije rezultate u odnosu na analize Zhenga
(2009), tj. da su crne ribizle gajene na severu bile bogatije u sadrzaju vitamina C u 0dnosu na one
gajene na jugu. Razliku u sadrzaju vitamina C objasnio je razli¢itim staniStima (Zheng-Finska,
Vagiri-Svedska), razli¢itim klimatskim uslovima (temperatura je u mesecima berbe bila veéa na
severu nego na jugu, a to je dokazao i Walker (2010)), kvalitetom zemljista, stepenom zrelosti

ploda u trenutku berbe, ali i razli¢itim genotipovima vrste.
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6.2. ANTOCIJANI U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Delfinidin-3-O-rutinozid je dominantan antocijan kod sokova sorti Triton, Tenah i Ben
Sarek u sve tri godine i kod Omete u 2008. godini. Ovi rezultati su u skladu sa istrazivanjem
Czyzowska (2004), koja je ispitivala vino i ostatak nakon cedenja crne ribizle. Do istog “otiska”
(fingerprint) je dosla i Nour (2013) u etanolnim ekstraktima crnih ribizli, kao i Mikulic-
Petkovsek (2012) u kultivisanim sortama crne ribizle. Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk
(2011) su proucavajuéi sortu Ben Sarek prikazali C3R kao najzastupljeniji antocijan U uzorcima
plodova.

Sorta Ometa je pokazala malo drugaciji profil antocijana u soku u odnosu na druge
ispitivane sorte, tako da je C3R bio najzastupljeniji antocijan u 2009. i 2010. godini, dok je u
2008. skoro iste koli¢ine kao i D3R. U ekstraktima Omete je dominantni antocijan D3R.

Glavna karakteristika 2008. godine je da je temperatura bila niza nego u 2009. i 2010. sa
manje padavina u mesecima razvoja plodova, od maja do jula. Godinu 2009. karakteriSe
neobi¢no velika koli¢ina padavina u junu i julu. Poznato je da se fenolna jedinjenja, kao $to su
flavonoidi i antocijani, sintetiSu kao odgovor na uslove Zzivotne sredine (jaka svetlost,
temperaturni ekstremi, manjak azota i fosfora, kao i bakterijske i gljivicne infekcije (Hatier i
Gould, 2009)). Ovi parametri drugacije deluju na razli¢ite vrste i sorte, a pored klime, njihov
sadrzaj se moze menjati U zavisnosti od nacina ¢uvanja i industrijskog procesuiranja. Ovo sve
vodi do zakljucka da uslovi Zivotne sredine imaju veliki uticaj na svaku sortu i genotip $to su
potvrdili Mikulic-Petkovsek i saradnici (2010) i Savikin i saradnici (2013). Savikin i saradnici
(2013) su ustanovili da se smanjivanjem sunceve svetlosti, uz pomo¢ mreza, smanjila
proizvodnja fenolnih jedinjenja. Antocijani se nisu ponasali na isti na¢in. Sorte Ben Sarek i
Ometa su, rastuéi u senci, imali veci sadrzaj antocijana nego na direktnom sunc¢evom svetlu.
Druge vrste, kao §to je grozde, preferiraju direktnu suncevu svetlost, te senka dosta smanjuje
koli¢inu sinteze polifenola. Navedeni rezultati su dokazali vaznost uticaja faktora zivotne sredine
na proizvodnju antocijana.

Zheng (2012) je takode naglasio vaznost klimatskih uslova na koli¢inu antocijana u
biljkama, gde niska temperatura i velika koli¢ina suncevog zraCenja dovode do povecanog
akumuliranja antocijana u vec¢em broju biljaka. Ovaj autor je dosao do zakljucka da koli¢ina

glikozida delfinidina raste kada su temperatura i1 zracenje povecani, dok glikozidi cijanidina nisu
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pokazali takvu doslednu i jasnu promenu u svim ispitivanim sortama crne ribizle. Ovo ipak nije
bilo uobicajeno jer je generalni stav da je sinteza antocijana indukovana svetlo$¢u i inhibirana
toplotom, $to dovodi do zakljucka da genetska razlika u biljkama (sortama) reguliSe biosintezu
antocijana u odnosu na temperaturu.

Nour (2013) je sa saradnicima proucavala etanolne ekstrakte (96, 60 i 40%) tri razli¢ite
sorte crne ribizle (Record, Blackdown i Ronix) i ustanovila da je najbolja ekstrakcija antocijana
postignuta pomocu 60% etanola, s tim daje kod dve sorte (Record i Blackdown) delfinidin-3-O-
rutinozid bolje ekstrahovan 96% etanolom. Vrednosti ekstrahovanih dominantnih antocijana bile
su vece od vrednosti etanolnih ekstrakta sorti Triton, Omete, Tenah i Ben Sarek. U naSim
uzorcima, najbolja ekstrakcija 96% etanolom se postizala kod sorti Ometa i Ben Sarek, dok su
kod Tritona i Tenaha najbolji rezultati dobijeni 70% etanolom. Isti autori su naglasili da
ekstrakcija antocijana iz uzoraka zavisi od brojnih faktora kao $to su metoda ekstrakcije, odnosa
uzorak-rastvara¢ (solvent to solid ratio), koncentracije rastvaraca, temperature na kojoj se
ekstrakcija izvodi, duzine trajanja ekstrakcije, kao i od mnogih drugih faktora. Nour je svoje
uzorke potopila u rastvara¢ u trajanju od 3 nedelje, dok je nasa ekstrakcija vrSena u roku od 24h,
pa se time moZe objasniti i razlika u rezultatima, kao i ¢injenicom da su njihovi uzorci bili druge

sorte i sadrzali omotac, koji sadrzi veliku koli¢inu antocijana.

6.3. FLAVONOIDI U SOKOVIMA | EKSTRAKTIMA PLODOVA Ribes nigrum L.

Prema Nacionalnoj bazi nutrijenata Amerike (USDA National Nutrient Database, USDA
NND), evropska crna ribizla sadrzi 6.2 mg miricetina, 4.4 mg kvercetina i 0.7mg kemferola na 100g
svezeg ploda (Full Report 09083). Ovi podaci su u skladu sa naSim rezultatima u pogledu zastupljenosti
I prisustva flavonoida.

Tabart (2011) je proucavala listove, pupoljke i plodove crne ribizle i ekstrahovala je aktivne
supstance acetonom kako bi ispitala prinos antioksidativnih jedinjenja. Najdominantniji flavonol u sva
tri biljna organa bio je kvercetin. Sadrzaj flavonola u uzorcima plodova bio je drastiCno nizi u
poredenju sa naSim uzorcima. Ista autorka (2006) je naglasila da vrste uzorka, temperature, pH i drugih
uslova kao §to su staniSte, sorta i vreme branja mogu uticati na sastav polifenolnih jedinjenja pored

vrste rastvaraca. Kako Su ispitivane biljne vrste izloZzene razli¢itim klimatskim uslovima, Nour (2014)
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je zakljucila da je tesko odrediti koji od faktora Zivotne sredine je glavni uzrok promena u sadrzaju
flavonoida (padavine, promene dnevne temperature ili intenzitet i trajanje sun¢eve svetlosti).

Nasi rezultati su u skladu sa istrazivanjem Del Rio i saradnika (2010), kod kojih je
miricetin najzastupljeniji flavonol u crnim ribizlama u koncentraciji od 89 do 203 mg/kg - sto
¢ini naSe sorte U proseku bogatim miricetinom, ¢ak i kad se porede sa standardnim sadrzajem
USDA NND.

Zheng (2012) je proucavao i sadrzaj flavonoida i antocijana tri sorte crnih ribizli, koje su
uzgajane na severu i jugu Finske u periodu od 6 godina. Utvrdio je da su ribizle koje rastu u
juznim delovima zemlje bogatije u sadrzaju heterozida flavonola, sa kvercetin-3-O-glukozidom
kao najdominantnijim flavonolom u sve tri sorte. Ove razlike, u odnosu na naSe sorte, mogu biti
posledica nestabilnosti ovog flavonola i osetljivosti metode na prisustvo drugih jedinjenja
(Justesen i sar, 1998). Takode, variranje u sadrzaju flavonola se javlja tokom sazrevanja plodova.
Flavonoli su odredivani iz ploda ribizli, ekstrakcijom etil-acetatom, a vrednosti miricetina i
kvercetina su bile znacajno niZe u poredenju sa ispitivanim sortama Tenaha, Tritona, Ben Sareka
i Omete u svim vrstama ekstrakta i sokova. Zheng je statistickom analizom ustanovio da su
temperatura i zraéenje glavni klimatski faktori koji uticu na sastav fenolnih jedinjenja, mada je i
on naglasio da je bilo tesko jasno razlikovati uticaj temperature od zracenja na sastav ribizli.
Sadrzaji D3G, D3R i miricetin-3-O-glukozida su pokazali pozitivnu korelaciju sa temperaturom i
zracenjem u sve tri sorte.

Mikkonen (2001) je ispitivala sadrzaj flavonola u crnim ribizlama gajenim
konvecionalnim i organskim putem. Miricetin je opet bio najzastupljeniji flavonol, $to je u
skladu sa rezultatima naseg istrazivanja. Vrednosti miricetina su od 8.9 do 24.5 mg/100 g svezeg
ploda i one su u skladu, ili su nize, u poredenju sa sadrzajem sokova i ekstrakta ispitivanih sorti
Tenaha, Tritona Ben Sareka i Omete. Mikkonen je u svom radu ispitivala i sortu Triton, koja je
imala najveéi sadrzaj miricetina (24.5 mg/100 g svezeg ploda), sa priblizno istom koli¢inom
kvercetina. U nasim uzorcima sokova, sorta Triton imala znacajno ve¢i sadrzaj miricetina u
2008. godini u poredjenju sa drugim sortama crne ribizle, kao i jedan od najveéih sadrzaja
miricetina u svim etanolnim ekstraktima, ali su sadrzaji kvercetina, bili veoma niski, 1 blizi
vrednostima kemferola.

Laaksonen (2013) je ispitivao sadrZzaj sokova pet sorti crnih ribizli dobijenih pomocu dva

razli¢ita nacina prerade (enzimski i ne-enzimski) i dosao do zakljucka da je miricetin dominantan

90



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

flavonol, $to odgovara i nasSim rezultatima, s tim da su vrednosti sva tri flavonola zna¢ajno nize u

poredenju sa ispitivanim sokovima Tritona, Tenaha, Omete i Ben Sareka u sve tri godine.

6.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Sokovi i ekstrakti sve 4 sorte pokazale su statisticki znacajne razlike u sposobnosti
hvatanja slobodnih radikala i inhibicije lipidne peroksidacije tokom sve tri godine, bilo da se
radilo o DPPH-metodi ili p-karotenu. Razlike su bile ocekivane zbog varijacija u sadrzaju
sekundarnih metabolita, a naro¢ito antocijana tokom godina.

Ekstrakti su pokazali slabiju sposobnost hvatanja slobodnih radikala u odnosu na sokove.
Ovo nije bilo o¢ekivano jer su ekstrakti koncentrati aktivnih jedinjenja, ¢ak u nekim metanolnim
ekstraktima nisu detektovane sve frakcije antocijana. U nasem slucaju, rastvarac je taj od koga
zavisi da li ¢e se i u kojoj koli¢ini ekstrahovati aktivno jedinjenje. Na stepen ekstrakcije aktivnih
principa uti¢u i naéin ekstrakcije, temperatura. U radu su svi ekstrakti pripremani na istovetan
nac¢in. Ovo moze biti uzrok slabije AO i antimikrobne aktivnosti, bez obzira $to je sadrzaj
vitamin C bio veci u ekstraktima.

Sok sorte Tenah iz 2009. godine imao je najslabiju vrednost antioksidativne aktivnosti u
sistemu p-karoten-linolna kiselina u odnosu na sve ostale godine i sorte (1.02 £ 0.00 mg/ml).
Ova vrednost je u skladu sa ostalim parametrima ispitivanih u ovoj godini i za ovu sortu i
ukazuje da sva jedinjenja koja se nalaze u jednoj biljci, imaju kompleksan uticaj na
antioksidativnu aktivnost. Sokovi koji su imali visoku korelaciju ICsy i sa antocijanima i sa
vitaminom C, pokazali su najbolju antioksidativnu aktivnost.

Veliki problem u poredenju rezultata autora predstavlja, ne samo modifikacija metode,
veC 1 razli¢ito izrazavanje rezultata. Tabart (2012) je ispitivala AO aktivnost plodova crnih
ribizla DPPH metodom, ali je rezultate izrazila u Trolox ekvivalentu (25.0 £ 4.1 TE), dok je
Nour (2012) vrednosti AO aktivnosti etanolnih ekstrakta crnih ribizli istom metodom izrazila u
ekvivalentima askorbinske kiseline, a Jia (2012b) u procentima.

Jia (2012b) je, proucavajuci antioksidativnu sposobnost etanolnih ekstrakta (50% etanol,
35°C, 2h mesanja), putem nekoliko metoda, pokazao da koncentracija ekstrakta od 75 i 100

mg/ml pokazuje 96% uspesnosti u hvatanju DPPH-radikala. Autor je pokazao da etanolni
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ekstrakti crne ribizle doniraju elektrone slobodnim radikalima i prevodu ih u stabilne molekule.
Glavnim faktorom dobrog delovanja ovog ekstrakta smatra se velika koli¢ina fenolnih jedinjenja,
Sto su potvrdili i Borges i saradnici (2010).

Lipidna oksidacija predstavlja jedan od glavnih uzroka pogorSanja kvaliteta mesa i
mesnih proizvoda, jer dovodi do gubitka boje i ukusa mesa, pogorSanja teksture mesa i gubitka
nutrijenata, $to uti¢e na prihvatljivost kod potrosaca (Min i Ahn, 2005). Zato je Jia (2012a)
ispitivala dejstvo ekstrakta crnih ribizli dobijenih primenom razli¢itih koncentracija etanola (0,
20, 40, 60, 80 i 100%) 2h, na 35°C, i ustanovila da se najbolja antiradikalska aktivnost postize sa
40 i 60% etanolom (skoro 90% inhibicije DPPH-radikala) iako nije postojala statisticki zna¢ajna
razlika u sadrzaju antocijana ekstrahovanih 20-100% etanolom. Zato je u daljem eksperimentu
koris¢en ekstrakt dobijen ekstrakcijom 40% etanolom. Lipidnom oksidacijom, koja je procenjena
TBARS (reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline) metodom na svinjskom mlevenom mesu,
je ustanovljeno da su ekstrakti u koncentraciji od 5, 10 i 20 g/kg smanjili lipidnu oksidaciju za
74.9, 90.6 i 91.7%, respektivno, u poredenju sa kontrolom u periodu od 9 dana skladistenja.
Koncentracije od 10 i 20 g/kg su dobile vrednosti koje su bile sli¢ne dejstvu BHA (0.2 g/kg), koji
se koristi kao komercijalni sintetski antioksidans. Autorka je zakljucila da su ekstrakti crnih
ribizli dobri izvori prirodnih antioksidanasa i da se mogu koristiti kao zamena za BHA u zastiti
mesa od lipidne oksidacije. Nasi uzorci su pokazali relativno dobru aktivnost zastite od lipidne
peroksidacije pomocu f-karoten/linolna kiselina sistema, s tim da ne moze za svaku sortu izvesti
zaklju€ak da se bolja antioksidativna aktivnost dobija sa procentualnom koli¢inom etanola, kao u
radu Jia (2012b) i Cacaca i Mazza (2003). Narocito postoje razlike izmedu godina, kao i samih
sorti. Od nasih uzoraka, se kao najbolji u zastiti od lipidne peroksidacije, pokazao Tenah iz 2008.
koji je u 70% etanolnom ekstraktu ostvario 1Cso od 0.02 + 0.004 mg/ml, s tim da su i metanolne
frakcije istog uzorka imale iste vrednosti. Etanolni ekstrakti sorte Ben Sarek pokazali su dobru
zaStitu od lipidne peroksidacije u istoj godini, dok je Ometa bolje vrednosti pokazala u 2009. i
2010. godini. Sorta Triton je imala najslabije vrednosti u sve tri godine. Sokovi su imali slabije
vrednosti u poredenju sa ekstraktima iz istih godina, ali je to bilo i o¢ekivano, s obzirom na

njihovu hidrofilnost.
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6.5. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Najveéi broj publikovanih studija proucavao je antimikrobnu aktivnost ekstrakta ribizli,
tako da su rezultati o dejstvu sokova crne ribizle limitirani.

Podaci o antimikrobnim i antifungalnim aktivnostima crnih ribizli su razli¢iti. Krisch i
saradnici (2008) su ispitivali inhibiciju rasta Gram (+) i Gram (-) bakterija dejstvom 21 soka
razli¢itog voca i pronasli da je sok crne ribizle pokazao najbolju inhibiciju na Gram (+) soj B. cereus
i Gram (-) soj E. coli, sprecavajuci rast navedenih bakterija.

Nohynek (2006) je ukazala na visoku antimikrobnu aktivnost ekstrakta crne ribizle na
sojeve B. cereus, H. pylory (izazvao smrt kulture) i S. aureus. Ipak, nije bilo inhibitornog dejstva
na C. albicans. Isti autor je istakao da antimikrobni efekti ekstrakta jagodicastog voca zavise od
bakterijskog soja i testiranog uzorka, kao i metode koja se koristi. Suprotno ovim rezultatima,
naSe sorte su pokazale ne samo inhibitorne efekte, ve¢ kompletnu smrt i bakterijskih i fungalnih
sojeva.

Werlein (2005) je dokazao da antocijani ne uti¢u znacajno na rast bakterijskih sojeva i da
antimikrobni efekat moze poticati od drugih jedinjenja prisutnih u uzorcima.

Struktura, sastav i funkcije celijskog zida razlikuju Gram (+) od Gram (-) bakterija.
Celijski zid Gram (-) bakterija je mnogo kompleksniji od Gram (+) i strukturno i hemijski. Prema
istrazivanjima Puupponen-Pimid (2001) ekstrakti jagodastog voca su inhibirali rast Gram (-), a
nisu imali uticaja na Gram (+) bakterije. Isti autor je pokazao da ekstrakt crne ribizle, pored 8
drugih analiziranih ekstrakta, nije inhibirao rast nijedne probiotske bakterije (Gram (+) bakterije)
prisutne u ljudskim crevima, ¢ak ni u veéim koncentracijama, dok su drugi ekstrakti inhibirali
njihov rast. Koncentracije MIC/MBC sokova anliziranih u nasem istrazivanju su bile skoro iste

za Gram (+) i Gram (-) bakterije.

6.6. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA
Ribes nigrum L.

Pregledom literature, utvrdeno je da ne postoje literaturni podaci o dejstvu sokova i

ekstrakta crnih ribizli na muskulaturu tankog creva. Kako je poznato da flavonoidi, kojima su
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bogate crne ribizle, deluju spazmoliti¢ki na kontraktilnost ileuma, oc¢ekivano je bilo da ¢e
ispitivani uzorci pokazati ovaj efekat.

Kontraktilnost glatke muskulature uzrokovana je depolarizacijom membrane glatkih
misi¢a visokim koncentracijama K* - jona, koja otvara voltazno zavisne Ca”* - kanale, pa
ekstracelularni Ca®* ulazi u ¢eliju i izaziva kontrakciju glatkih migi¢a (Godfrain i sar, 1986; Rang
i sar, 2005). Kako su ekstrakti i sokovi crnih ribizli izazivali inhibiciju kontrakcija izazvanih K,
mozemo zakljugiti da je spazmoliticko dejstvo nastupilo blokadom Ca?* - kanala. Na ovaj na¢in
dolazi do smanjenja Ca*" i relaksacije mii¢a creva. Navedeni mehanizam predstavlja najeséi
nacin delovanja biljnih ekstrakta (Gilani i sar, 2006; Brankovic i sar, 2009).

Acetilholin je neurotransmiter, koji se oslabada stimulacijom parasimpatickog nervnog
sistema 1 ima znacajnu fizioloSku ulogu u regulisanju radu creva. Ach preko muskarinskih
receptora dovodi do kontrakcija tankog creva pacova, preko dva mehanizma. Prvi mehanizam
deluje aktiviranjem neselektivnih katjonskih kanala u ¢elijskoj membrani, $to dovodi do
depolarizacije membrane, otvaranja voltazno - zavishih Ca?* - kanala i ulaska Ca?* u ¢eliju. Drugi
mehanizam deluje oslobadanjem intracelularnog kalcijuma (Guata i sar, 2004).

Spazmoliticki efekat ekstrakata moze nastati kao posledica prisustva fenolnih jedinjenja.
Flavonoidi i antocijani su najbrojnije grupe fenolnih jedinjenja. Poznato je da kvercetin in vitro
izaziva relaksaciju tankog creva, kontrahovanog primenom KCI (Lozoya i sar, 1994). Ova
jedinjenja su antagonisti kalcijuma i ispoljavaju antiholinergi¢ku aktivnost (Revuelta i sar, 1997;
Gilani i sar, 2006).

Na osnovu dobijenih rezultata, spazmoliticka aktivnost vodenih ekstrakta crnih ribizli
koje su ispitivane, moze se povezati sa prisustvom flavonoida, kao i drugih fenolnih jedinjenja.
Naime, najbolju inhibiciju spontanih kontrakcija ileuma pokazala je sorta Ometa iz 2009, koja u
ekstraktu nije sadrzala znacajno veliku koli¢inu flavonoida. Medutim, statisticka analiza je
ukazala, da za razliku od veceg broja ekstrakta, vodeni ekstrakt Omete iz 2010. godine pokazuje
statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju ECsy vrednosti i koli¢ine svih frakcija antocijana,
ukupnih polifenola, ukupnih tanina i negativnu korelaciju kemferola i kvercetina sa statistickom
znacajnoS¢u od 0.05, dok vodeni ekstrakt Omete iz 2009. godine, koji ima slede¢u vrednost
efektivne koncentracije inhibicije kontrakcija ileuma, pokazuje negativnu korelaciju sa ukupnim

antocijanima i svim odredenim flavonolima za isti nivo znacajnosti. Na osnovu ovoga, smatramo
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da mozda postoji sinergisticko dejstvo fenolnih jedinjenja, koje dovodi do znacajnih bioloSkih
efekata, u ovom slu¢aju do smanjenja tonusa kontrakcija muskulature tankog creva pacova.
Pored spontanih, jako efikasnu relaksaciju muskulature ileuma, vodeni ekstrakt Omete je
pokazao i u prisutvu acetilholina kao agonista holinergickih receptora, sa ECsp0d 5.79 + 1.5 nM
u 2008, 7.1 + 1.4 nM u 2009. i 5.16 + 0.83 nM u 2010. godini. Veoma dobro dejstvo na
kontrakcije izazvane acetilholinom pokazali su i vodeni ekstrakti sorte Ben Sarek u 2008 (16.1 +
1.29 nM) i 2010. godini (5.4. £ 0.7 nM), ali i njihovi sokovi. Dobar efekat pokazala je i sorta
Tenah iz 2009. godine sa ECsp 0d 29.12 £ 7.5 nM. Na osnovu ovoga mozemo zakljuéiti da se
sorta Ometa, bez obzira na spoljasnje uslove, od kojih zavisi produkcija fenolnih jedinjenja,
ispoljava dobro relaksantno dejstvo na glatku muskulaturu i da bi se mogla koristiti u tretmanu

gastrointestinalnih poremecaja.

6.7. HIPOTENZIVNO DELOVANJE | REDUKCIJA FREKVENCIJE SRCANOG
RADA SOKOVA | EKSTRAKTA PLODOVA Ribes nigrum L.

Postoji veliki broj literaturnih podataka o dejstvu aktivnih jedinjenja crnih ribizli na
kardiovaskularni sistem, ali uniformnost metoda i aplikacije ne postoji.

Sokovi sve cetiri ispitivane sorte crne ribizle su pokazala kardio - inhibitorne efekte, tj.
doveli su do dozno - zavisnog snizenja srednjeg arterijskog krvnog pritiska i frekvencije sr¢anog
rada kod anesteziranih kunica. Ovi efekti su bili kratkotrajni i trajali su od 5 do 8 minuta, s tim
da su vece koncentracije soka izazivale dugotrajnije hipotenzivne efekte. Fitohemijsko
ispitivanje ovih biljnih sorti pokazala su da su oni bogati u sadrzaju antocijana (D3R, D3G, C3R
i C3G) i flavonoida (miricetina, kvercetina i kemferola). Statisticka analiza efektivne
koncentracije soka koji izaziva 50% sniZenja Krvnog pritiska je pokazala zna¢ajnu korelaciju sa
koli¢inom bioaktivnih jedinjenja u svim uzorcima.

Kod sorte Ben Sarek ustanovljen je visok stepen korelacije (r = -0.99) izmedu ECs
vrednosti krvnog pritiska i ukupnih antocijana, r = -0.965 za D3G i r = -0.988 za C3G. Visoke
vrednosti korelacije ustanovljene su izmedu procenta snizenja krvnog pritiska i procenta
frekvencije srcanog rada sa istim bioaktivnim jedinjenjima. Statisticka analiza varijanse je
pokazala da nema statisticki znacajne razlike izmedu procenta sniZenja krvnog pritiska kunica po

godinama u ovoj sorti, dok su se ECsy vrednosti krvnog pritiska razlikovale u 2008. godini.

95



Doktorska disertacija B. Miladinovi¢

Naime, sok Ben Sareka iz 2008. godine, je imao najmanju koli¢inu antocijana, pa se to odrazilo i
na biolosko dejstvo ovog soka, Sto se videlo kroz dobijene rezultate.

Za razliku od soka sorte Ben Sarek, sok sorte Ometa je pokazao visok stepen korelacije
ECso vrednosti krvnog pritiska sa ukupnim polifenolima (r = 0.985), taninima (r = 0.997) i svim
identifikovanim flavonoidima (Imiricetin = 0.997, rkvercetin = 0.995 1 Ikemterol = 0.988). Procenti snizenja
krvnog pritiska i frekvencije sr¢anog rada nisu pokazali visoke stepene korelacije sa sadrzajem
bioaktivnih jedinjenja. Kod sokova sorte Ometa, kao i kod sorte Ben Sarek, postoji statisticki
znacajna razlika u vrednosti ECsp krvnog pritiska izmedu 2008. i druge dve godine, dok kod
snizenja krvnog pritiska i frekvencije sr¢anog rada ne postoji razlika izmedu godina.

Kod soka sorte Tenah je primecena statisticki znacajna razlika u ECsy vrednostima
krvnog pritiska i frekvencije po godinama, dok je statisti¢ki znacajna razlika u procentu snizenju
krvnog pritiska i frekvencije primeé¢ena samo u 2010. godini. Za razliku od 2008. i 2009. godine,
ovu godinu je karakterisao ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola i tanina. Na ovaj nacin se moze
objasniti i visok stepen korelacije izmedu ECsy vrednosti krvnog pritiska ove sorte i koli¢ine
ukupnih polifenola (r = -0.881) i tanina (r = -0.857).

Sok sorte Triton je pokazao visok stepen korelacije ECsq vrednosti krvnog pritiska sa
dominantnim flavonolima (rmiricetin = -0.891, Fkvercetin = -0.846 1 Fkemferol = -0.949). Kao i kod soka
sorte Tenah, postoji statisti¢ki znacajna razlika ECsy krvnog pritiska izmedu godina, dok nema

znacajne razlike u procentu snizenja krvnog pritiska i frekvencije sréanog rada.
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7. ZAKLJUCAK

Ispitivanja na sokovima i ekstraktima plodova sorti crnih ribizli (Ribes nigrum L.) Ben

Sarek, Ometa, Triton i Tenah su pokazala da se svaka sorta razlikuje od ostalih po hemijskom

sastavu i bioloskim aktivnostima koje ispoljava. Na osnovu prikazanih rezultata, mogu se izvesti

slede¢i zakljucci:

1.

Najvecu koli¢inu vitamina C imao je sok sorte Tenah iz 2010. godine (211.64 + 17.7
mg/100g). Najbolja ekstrakcija vitamina C postignuta je etanolom (etanolni ekstrakt), a
najbogatiji u sadrzaju vitamina C bio je etanolni ekstrakt sorte Tenah iz 2010. godine
(771.48 = 29.36 mg/100g).

Najmanja koli¢ina vitamina C kod svih sorti je bila u 2009. godini, koju je karakterisala
izrazito velika koli¢ina padavina (854.6 mm/godini), i velika varijacija u padavinama u
mesecima kada se plod razvijao (od 5.1 u aprilu, 40.6 u maju, 119.5 u junu i 137.3 mm/m?
u julu).

Ekstrakti svih sorti su ispoljili bolju stabilnost vitamina C (mala razlika izmedu
oksidovanog i redukovanog oblika) u poredenju sa sokovima, kod kojih je ta razlika bila
oko 50%.

Sok Omete iz 2009. godine imao je najvecu koli¢inu antocijana, kao i sok i metanolni
ekstrakti sorte Triton iz 2008. godine, $to ukazuje da sorti Ometa za produkciju
antocijana odgovaraju vremenski uslovi sa ve¢om koli¢inom padavina, dok sorti Triton
odgovaraju umerene padavine i temperature.

U svim uzorcima su detektovani flavonoli miricetin, kvercetin i kemferol. Dominantan
flavonol je miricetin, a u 2008. godini je njegova koli¢ina bila najve¢a. Ovu godinu
karakteriSu neSto vece temperature u maju i junu, mesecima razvoja i sazrevanja plodova,
u odnosu na druge dve godine.

Postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju miricetina, kvercetina i1 kemferola istih
uzoraka izmedu godina. Veca koli¢ina flavonola ekstrahovana je etanolnim rastvaracima,

u poredenju sa metanolnim.

7. Sokovi sorte Ometa iz 2008. i 2009. godine, kao i sorte Tenah iz 2009. godine ispoljili su

najbolju antioksidativnu aktivnost mehanizmom hvatanja slobodnih radikala. Vrednost
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10.

11.

12.

ICso antioksidativne aktivnosti sokova sorte Ometa je u visokoj negativnoj korelaciji sa
sadrzajem ukupnih polifenola, delfinidin-3-O-rutinozida, delfinidin-3-O-glukozida i
cijanidin-3-O-rutinozida.

Najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji g-karoten/linolna kiselina je pokazao
sok sorte Ometa iz 2009. godine (0.08 + 0.01 mg/ml), a od ekstrakta svi metanolni i 70%
etanolni ekstrakt Tenaha iz 2008. godine (ICso= 0.02 £ 0.004 mg/ml).

Antimikrobna aktivnost ispitivanih sokova i ekstrakta je veoma slaba. Sorta Ometa je
dejstvo sokova i ekstrakta sorti crnih ribizli su L. monocytogenes i P. aeruginosa.

Svi sokovi i ekstrakti su ispoljili spazmoliti¢ko dejstvo na spontane i stimulisane (KCI i
Ach) kontrakcije ileuma pacova. Najbolje dejstvo na spontane kontrakcije imao je vodeni
ekstrakt sorte Ometa iz 2010. godine (ECs0=1.24 + 0.21), koji je u koncentraciji od 1
mg/ml inhibirao kontrakcije ileuma za 52.08 + 4.71%. Vrednosti ECsy inhibicije
kontrakcija muskulature ileuma vodenog ekstrakta sorte Ometa za istu godinu, pokazale
su statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju sa ukupnim antocijanima i svim flavonolima.
Dobre efekte ispoljili su i vodeni ekstrakti sorti Ben Sarek (64.64 + 2.57%) i Ometa iz
2009. godine (59.36 + 1.79%) u koncentraciji od 3 mg/ml. Od sokova je najbolju
aktivnost ispoljio sok sorte Ben Sarek iz 2010. godine koji je u koncentraciji od 1 mg/ml
inhibirao kontrakcije tankog creva za 57.81 * 6.49%.

Inhibiciju kontrakcija indukovanih KCI najbolje su izazvali vodeni ekstrakti sorte Triton
iz 2008. godine (47.27 + 9.95%) i Ben Sareka iz 2009. godine (41.2 + 11.79%) i 2010.
godine (42.51 + 0.6%). Ovi vodeni ekstrakti su inhibiciju kontrakcija ispoljili u
koncentraciji od 3 mg/ml. Od sokova je najbolju aktivnost ispoljio sok sorte Tenah iz
2010. godine, koji je u koli¢ini od 1 mg/ml doveo do smanjenja tonusa muskulature
ileuma za 53.82 + 4.38%.

Kontrakcije izazvane acetilholinom najbolje su inhibirane dejstvom vodenih ekstrakta
sorte Tenah iz 2009. godine, Ben Sareka iz 2009. godine i Omete iz sve tri godine.
Vodeni ekstrakt Tenaha iz 2010. godine je u koncentraciji od 3 mg/ml inhibirao
kontrakcije indukovane Ach za 74.21 + 3.21%. Od sokova su dobre efekte pokazali sorte
Ben Sarek iz 2010. godine (65.31 + 12.76%) u koncentraciji od 1mg/ml, i Tenah iz 2010.
godine (69.52 + 5.8%) u koncentraciji od 3mg/ml.
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13.

14.

15.

16.

17.

Sokovi sve Cetiri sorte crnih ribizli Tenah, Triton, Ben Sarek i Ometa dovele su do
znaCajnog snizenja srednjeg arterijskog krvnog pritiska i frekvencije sr€anog rada
anesteziranih kunica. Najbolje hipotenzivno dejstvo pokazali su sokovi sorti Ben Sarek iz
2009. i1 2010. godine, koji su u koli¢ini od 166.5 mg/ml doveli do smanjenja krvnog
pritiska od 36.99 + 4.52 i 40.52 + 2.95, respektivno. Treba naglasiti da kod sokova sorte
Ben Sarek ne postoji statisticki znacajna razlika u procentu snizenja krvnog pritiska, kao 1
procenta frekvencije sréanog rada izmedu godina. Dobro dejstvo su imali i sokovi sorti
Triton iz 2008. godine (35.12 + 1.54%) i Ometa iz 2009. godine (33.48 £+ 3.32%), u
koncentraciji od 166.5 mg/ml.

Sorte Ben Sarek i Ometa se preporucuju kao sorte sa najboljim bioloskim dejstvom na
kardiovaskularni i gastrointestinalni sistem.

Sorta Ometa se istice najboljim karakteristikama medu svim testiranim sokovima i
ekstraktima.

Na oshovu dobijenih rezultata, vidi se da sokovi i ekstrakti sorte crne ribizle Triton,
Tenah, Ben Sarek i Ometa ispoljavaju dobru antioksidativnu i biolosku aktivnost i da se
mogu Koristiti za unapredenje zdravlja i prevenciju bolesti kod ljudi, kao i za poboljsanje
funkcionalnih karakteristika odgovarajuc¢ih proizvoda.

Pored funkcionalnog dejstva, mogu se izvu¢i znacajne smernice za selekciju sirovina i

mesta za sadnju (proizvodnju, uzgoj) crnih ribizli za dalju komercijalnu upotrebu.
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Slika 1. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.74) soka sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 3. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.94) etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine

2837

/ \
. — —1 |

119



Doktorska disertacija

Prilog |

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000002.D)

50 1 Tenah 2008 EtOH ‘

—
o

[6)]
v e by
~
-

o

4 [ce]
mAU 7 g“

—— ‘ —— ——
0.5 1 1.5 2 25

(=]

Slika 4. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 5. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.94) 80% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 6. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine

DADA1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000004.D)
mAU g
1 Tenah 2008 70% EtOH + DTT >
500 N
|
400 - J .\
4 |
7 |
300 c‘ \
1 B
200 - I
100 - ‘ I
; J/ \ “‘ \\
0 - — ———+ - i
————— —— — — — :
0 0.5 1 1.5 2 25 3

Slika 7. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.94) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 8. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 9. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 10. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 11. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 12. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 13. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. god
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Slika 14. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 15. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Tenah iz 2008. godine
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Slika 16. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (ri=2.74) soka sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 17. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.74) soka sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 18. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 19. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 20. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godin
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Slika 21. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 20009.
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Slika 22. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 23. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 24. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 25. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 26. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 27. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 28. HPLE:-hr_omat-ogram ukupnog vitamina C (r=2.95) vodenog ekstrakta sorte Tenah iz 2009. godine
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Slika 29. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r=2.73) soka sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 30. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.73) soka sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 31. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 32. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 33. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 34. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA0D000E.D)

3

>

C

|
2956

1 Tenah 2010 80% MeOH

]
[$)]
o
o
Il

04 ‘ — S —— ——— —

; — ‘ — ——
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Slika 35. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 36. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 37. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Tenah iz 2010. godine
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Slika 38. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r=2.73) soka sorte Triton iz 2008. godine
DAD1 A, Sig=244, 4 Ref=360,100 (AA000005.D)
mAU @
‘ r~
] i o~
400 Triton sok 2008
300
200 -
100 -
0 L —+— = —
I ! ’ ! ! I ' ! ! ! [ ! ! ! ! [ ! ! ’ ! [ ! ! ! ! [ ! !
0 0.5 1 1.5 2 25

Prilog |

128



Doktorska disertacija

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000002.D)

3

>

[
2950

Triton 2008 EtOH
250

200
150
100

50

—T— — —
0 05 1 1.5 2 25 3

Slika 40. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 41. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 42. HPI:é}]forﬁafograﬁ vitamina C (r=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 43. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 44. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 45. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 46. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 47. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 48. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 49. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 50. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Triton iz 2008. godine
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Slika 51. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.74) soka sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 52. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.74) soka sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 53. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 54. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AAC00004.D)
mAU
60
50
40
30 |
20 \
10 B I‘I .\

0 __— - T~ — [ | “ \:,_'_L —t — R 7/““

Triton 2009 70% EtOH

1.648

—2.950

\
I

I T L
0 0.5 1 1.5 2 25

3

Slika 55. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 56. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 57. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AACOCQQ7.D)
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Slika 58. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000008.D)
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Slika 59. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Triton iz 2009. godine
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Slika 60. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.73) soka sorte Triton iz 2010.
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Slika 61. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.73) soka sorte Triton iz 2010. godine
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mAU
3000 -
2500 -
2000 -
1500 —
1000 -

500 -
0- L —f t 1

T —TT T — T T T T T —TT LI —T

T T T
0 0.5 1 1.5 2 25

Tenah 2010 EtOH

——

—T T

2.957

T
3

Slika 62. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine
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Slika 63. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine
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Slika 64. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000005.D)
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Slika 65. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000006.D)
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Slika 66. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AAO00007.D)
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Slika 67. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine
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Slika 68. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Triton iz 2010. godine
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Slika 69. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.74) soka sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 70. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.74) soka sorte Ometa iz 2008. godine
DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000002.D)
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Slika 71. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine

Prilog |

136



Doktorska disertacija

DAD1 A, Sig=244.4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000025.D)

mAU J
] Ometa 2008 EtOH
120 4

2:950

- 1.645

100

.

N

— L S _./“I \ -

—T—
0 0.5

1

—
1.5

2

—T—
2.5

3

Slika 72. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000003.D
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Slika 73. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 74. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA0D00004.D

mAU

100 o

80

60

40

20

Ometa 2008 70% EtOH + DTT

641 —

1

- 2.949

— ,,“I“ L\\— —
— e

T T T
0.5

L
2 25

T T
3

Slika 75. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C 70% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 76. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 77. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000005.D
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Slika 78. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000029.D)
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Slika 79. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 80. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 81. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 82. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 83. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 84. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ometa iz 2008. godine
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Slika 85. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r=2.74) soka sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 86. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.74) soka sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 87. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 88. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000003.D)
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Slika 90. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 89. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godi
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Slika 91. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 92. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AAD00005.D)
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Slika 93. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000006.D)
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Slika 94. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AADO0O007.D)
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Slika 95. HPLC hromatogram vitamina C (r.=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 96. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000008.D)
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Slika 97. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ometa iz 2009. godine
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Slika 98. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.73) soka sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 99. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.73) soka sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 100. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.696) etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 101. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.697) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 102. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.698) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 103. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.696) metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine
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Slika 104. HF_>L(_Z hrométogram vitamina C (r;=2.695) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine

Slika 105. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.696) 70% metanolnog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AAO00008.D)
mAU

-+

300 Ometa 2010 H,0O

250 \
200 \
150 ||
100 |

50 |

I
0 0.5 1 15 2

\
2.5

Slika 106. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.955) vodenog ekstrakta sorte Ometa iz 2010. Godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000002.D)
mAU

300 B.Sarek 2008 EtOH + DTT

150

T \ T \
0 0.5 1

—
1.5 2

—
2.5

2949

Slika 107. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine

Prilog |
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DAD1 A, Sig=244.4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000019.D)
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Slika 109.

Slika 108. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000003.D)
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HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008.

Prilog |
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Slika 110.

HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine
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Slika 111. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine
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DAD1 A, Sig=244 .4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000021.D)
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Slika 112. HPLC hromatogram vitamina C (ri=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine
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Slika 113. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA0D0005.D)
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Slika 114. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. godine
DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000006.D)
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Slika 115. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2008. Godine

Prilog |
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DAD1 A, Sig=244.4 Ref=360,100 (AA000004.D)
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Slika 116. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.74) soka sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AAD0D005.D)
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Slika 117. HPLC hromatogram vitamina C (ri=2.74) soka sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000044.D)
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Slika 118. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000002.D)
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Slika 119. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

Prilog |
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DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (BOJANA_VIT_C\EXT000045.D)
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Slika 121. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009.

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AAODO004.D)
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Slika 120. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r;=2.95) 80%etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

godine
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Slika 122. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244.,4 Ref=360,100 (AA000005.D)
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Slika 123. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine
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Slika 124. HPLC hromatogram vitamina C (r,=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000007.D)
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Slika 125. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 70% metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine
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Slika 126. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2009. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA0D00008.D)
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Slika 127. HPLC hromatogram ukupnog vitamina C (r,=2.73) soka sorte Ben Sarek iz 2010. godine
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DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000009.D)
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Slika 128. IzlPLC hromatogram vitamina C (r=2.73) soka sorte Ben Sarek iz 2010. godine
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Slika 129. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine
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Slika 130. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine
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Slika 131. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) 70% etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine

Prilog |
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DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000005.D)
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Slika 132. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine
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Slika 133. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) 80% metanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (AA000007.D)
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Slika 134. HPLC hromatogram vitamina C (r=2.95) etanolnog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine

DAD1 A, Sig=244 4 Ref=360,100 (AA000009.D)
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Slika 135. HPLC hromatogram vitamina C (r;=2.95) vodenog ekstrakta sorte Ben Sarek iz 2010. godine

Prilog |
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PRILOG Il

Prilog I

HPLC hromatogrami antocijana u sokovima i ekstraktima plodova crnih ribizli

(Ribes nigrum L.)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (ANT000003.D)
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Slika 1. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (STK000002.D)
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Slika 2. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (BOJANA_ANTOCIJANNANT000131.D)
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Slika 3. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

153



Doktorska disertacija Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000002.D)
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Slika 4. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 5. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=0off (EKST000002.D)
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Slika 6. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000003.D)
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Slika 7. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 8. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000003.D)
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Slika 9. HPI:C Bfofnaiogrér-rl_ ahfocijarié JBO‘%etanoln_om ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
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Slika 10. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000004.D)

Tenah 70% EtOH 2009
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Slika 11. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000004.D)
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Slika 12. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000005.D)
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Slika 13. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 14. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000005.D)
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Slika 15. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000006.D)
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Slika 16. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 17. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 18. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
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Slika 19. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
4-C3G)
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Slika 20. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
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Slika 21. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Prilog I

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000008.D)
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Slika 22. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Tenah iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000008.D)
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Slika 23. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Tenah iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000008.D)
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Slika 24. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Tenah iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Prilog I
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Slika 25. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (BOJANA_ANTOCIJANNANTO000104.D)
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Slika 26. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (BOJANA_ANTOCIJANI\ANT000132.D)
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Slika 27. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 28. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 29. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000002.D)
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Slika 30. HPLC h%orﬁatoékém 7an7tocrijaﬁér u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
4-C3G)
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Slika 31. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 32. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 33. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 34. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 35. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 36. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 37. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 38. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000005.D)
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Slika 39. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 40. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000006.D)
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Slika 41. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000006.D)

o
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Slika 42. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010
4-C3G)

. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
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Slika 43. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)

—4:967

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
mAU
] Triton 70% MeOH 2009
200
150
100 -
50
0 ==t
— o — P o
0 1 2 3

Slika 44. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520.4 Ref=off (EKST000007.D)
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Slika 45. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 46._ H_PLC ﬁron-wét-ogr_am a-ritocijana-ij-\_lbc;enom ekstraktu sorte Triton iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 47. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Triton iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
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Slika 48. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Triton iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 49. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 50. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (BOJANA_ANTOCIJANNANTO000127.D) 1
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Slika 51. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 52. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 53. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000002.D) )
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Slika 54. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 55. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000003.D)
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Slika 56. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000003.D)
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Slika 57. HPLC Hfon-wéiog_rafn an_tocaana U 80% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 58. i—lF;LC Hrorﬁéfdg}afn an}ocﬁana u 770% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 59. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)

mAU -

100 -]

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000004.D)

Ben Sarek 70% EtOH 2010

1
l

. ‘\ _J Vo2 .
S N AN
T

1

3

1 2 3

4 5

6 7 8

Slika 60. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 61.

HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 62.
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Slika 63. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 64. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G,
3-C3R, 4-C3G)
DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
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Slika 65. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G,
3-C3R, 4-C3G)
DADT H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000008.D)
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Slika 66. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
54-C3G)
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Slika 67. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 68. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G,

3-C3R, 4-C3G)
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Slika 69. HPLC Hrohéfdg}am anjrocﬁana u vodenom ekstraktu sorte Ben Sarek iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 70. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 71. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=700,100 (ANT000005.D)
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Slika 72. HPLC hromatogram antocijana u soku sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 73. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 74. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 75. HPLC hromatogram antocijana u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 76. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
4-C3G)
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Slika 77. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,
4-C3G)
DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000002.D)
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Slika 78. HPLC hromatogram antocijana u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 79. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 80. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 81. HPLC hromatogram antocijana u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 82. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 83. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 84. HPLC hromatogram antocijana u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 85. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 86. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 87. HPLC hromatogram antocijana u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 88. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C30)
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Slika 89. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)

DAD1 H, Sig=520,4 Ref=off (EKST000007.D)
mAU

Ometa 70% MeOH 2010
200

150

100

[42]
[=]

o

0 1 2 3

Slika 90. HPLC hromatogram antocijana u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R,

4-C3G)
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Slika 91. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Ometa iz 2008. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 92. HiPVI:CV hiroirhatg)éirarmiahtor(rzijaﬁa u vodeh(;fn ekstraktu sorte Ometa iz 2009. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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Slika 93. HPLC hromatogram antocijana u vodenom ekstraktu sorte Ometa iz 2010. godine (1-D3R, 2-D3G, 3-C3R, 4-C3G)
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HPLC hromatogrami flavonoida u sokovima i ekstraktima plodova crnih ribizli
(Ribes nigrum L.)
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Slika 1. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.79 — M, r=22.07 - Q, r=26.3 — K)
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Slika 2. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.8 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000004.D)
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Slika 3. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.8 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 4. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r,=16.8 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000006.D)
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Slika 5. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.9 — M, r=22.1 — Q, r;=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLVO00007.D)
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Slika 6. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.8 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=380,4 Ref=0off (FL\VO00008.D)
mAU 3 2 Tenah 2008 H,O
50 i a8
] o
40 - e -
q A
] 2 = | =3
30 P o~ 3 \l N
E © ‘?r- bt :C‘mm — S ‘ i < 2
20 2.8 . gg°> |BEBEBEEH [ & | s 8 &
‘ % oot = Q| © b O i L W, i I X 5 o~
] o] > \ S ©o T 0w | = N
103 & Jeer 2 o SR I e S AR I 3 8 g
E bl Ry "vﬁ‘ L2 ey ey Py — e A G
o T +x,,
- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Slika 7. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Tenah iz 2008 (r=16.8 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 8. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Tenah iz 2009. godine (r;=16.79 — M, r=22.07 — Q, r,=26.3 — K)
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Slika 9. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r;=16.71 — M, r=21.99 — Q, r,=26.2 — K)
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Slika 10. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r=16.73 — M, r=22.01 - Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
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Slika 11. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r=16.73 — M, r=22.01 - Q, r=26.3 — K)
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Slika 12. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r=16.76 — M, r=22.04 — Q, r,=26.3 — K)
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Slika 13. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r,=16.76 — M, r=22.04 -Q, r;=26.3 —K)
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Slika 14. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 15. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Tenah iz 2009 (r=16.76 — M, r=22.05 —Q, r=26.3 —K)
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Slika 16. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Tenah iz 2010. godine (r=16.8 — M, r=22.08 — Q, ;=26.3 — K)
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Slika 17. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r;=16.71 — M, r=21.99 — Q, r,=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV0O00003.D)
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Slika 18. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r,=16.71 — M, r=21.99 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FL\V0O00004 D)
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Slika 19. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r=16.75 — M, r=22.02 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 20. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r;=16.76 — M, r,=22.04 — Q, r,=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000006.D)
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lika 21. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360 4 Ref=off (FLV000007.D)
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lika 22. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 23. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ektraktu sorte Tenah iz 2010 (r=16.77 — M, r=22.06 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 24. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Triton iz 2008 (r=16.79 — M, r,=22.09 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 25. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.79 — M, r=22.09 - Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000003.D)
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Slika 26. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.73 — M, r=22.02 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000004.D)
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Slika 27. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 28. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.77 — M, r=22.06 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 29. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.77 — M, r,=22.06 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000007.D)
mAU ¢ Triton 2008 70% MeOH
60 ©
-4
50
8
40 = |
(o] |
30 S 3
‘ g [Ts) 30 @ og ~ j=o{(e] g -] I~
2 LEY e gfre @0 WS =88 N 5 &
< ~ ] ST o @ W At f O O
° g 1I'm|| i fD mufoT’o': LA sy g o LI E— Y — LNr INE%;
0 - T 1
——— . R o ;
5 10 15 20 25

Slika 30. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.76 — M, r,=22.05 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 31. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Triton iz 2008 (r=16.76 — M, r=22.05 —Q, r=26.3-K)

191



Doktorska disertacija Prilog Il

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000010.D)

mAU 28 & .
1 N Triton 2009 SOK
80
- (=]
- n
60 =
A o™
] g ] ~
404 - o
] o o . QR
] DR BT g 8 EE 2®m S o o
20 L PeRw ddwg%gj\, & o 2o o T 2
] < < N o T T T+ Tw | K i
] 1L AN AN A AR S VLD N+l A W 3
0;_,_;] _\T_Il-—f\j"’w_ =1 VYA SO = 7}:1\'7 -
T T T T T T T T T T T T T I
5 10 15 20 25

Slika 32. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Triton iz 2009 (r,=16.81 — M, r=22.09 — Q, r=26.3 — K)
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ika 33. romatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz r=16.77 — M, r=22.07 - Q, r;=26.3 —
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Slika 34. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16.79 — M, r=22.09 - Q, r=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
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Slika 35. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16.79 — M, r=22.07 — Q, r=26.2 — K)
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Slika 36. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16.45 — M, r=22.09 — Q, r=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000006.D)
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Slika 37. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16.78 — M, r,=22.08 —Q, r=26.2-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000007.D)
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Slika 38. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16. 8 — M, r=22.08 —Q, r=26.2 —K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 39. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Triton iz 2009 (r=16. 8 — M, r=22.08 — Q, r=26.2 — K)
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Slika 40. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Triton iz 2010 (r=16.82 — M, r=22.1 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 41. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.73 — M, r=22.02 - Q, r=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360.4 Ref=off (FLV000003.D)
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Slika 42. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.75 — M, r=22.04 — Q, r=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
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Slika 43. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.2 — K)
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Slika 44. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.78 — M, r=22.07 — Q, r=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000006.D)
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Slika 45. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.79 — M, r=22.08 —Q, r=26.3-K)
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Slika 46. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.78 — M, r=22.08 —Q, r=26.3-K)
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Slika 47. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Triton iz 2010 (r=16.8 — M, r=22.08 — Q, r=26.2 — K)
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Slika 48. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Ometa iz 2008 (r=16.73 — M, r=22.01 - Q, r=26.3 - K
g
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Slika 49. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.67 — M, r=21.93 - Q, r;=26.2 — K)
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Slika 50. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.7 — M, r=21.97 — Q, r=26.2 — K)
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Slika 51. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.71 — M, r;=21.99 — Q, r=26.2— K)
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Slika 52. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.75 - M, r=22.01 - Q, r;=26.2 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000006.D)
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Slika 53. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.73 -M, r=22.01 —Q, r=26.2-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000007.D)
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Slika 54. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.74 —M, r=22.03 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000008.D)
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Slika 55. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Ometa iz 2008 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)
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Slika 56. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte Ometa iz 2009 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000002.D)
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Slika 57. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.81 — M, r=22.12 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000003.D)
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Slika 58. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.81 — M, r=22.12 — Q, r=26.3 —K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
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Slika 59. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.82 — M, r;=22.12 — Q, r=26.3 —K)
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Slika 60. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.84 — M, r=22.13 — Q, r;=26.3 — K)
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Slika 61. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.82 — M, r;=22.12-Q, r=26.3-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000007.D)
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Slika 62. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.83 —M, r=22.13 —Q, r=26.3-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 63. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Ometa iz 2009 (r=16.82 — M, r=22.11 - Q, r=26.3 — K)
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Slika 64. HPLC hromatogram flavonoida u sokuu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 — M, r=22.11 - Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000002.D)

mAU % Ometa 2010 EtOH
40 o '|" o
. 8 o ‘ S
30 N = | N
: g g & s |5 | ;
| o N o o lp PR o o® | 0 N
7 8o xeB | B8 95§98 |85 | g &
B &}"T | O R o /e~ PGS ‘;,-'Lo"\- \l‘tf‘; I g Pl
10 \ T@\” I OIN © o |hor ST =2 A% ' o &
] ¥ ey It e SN IRADTARETATS A VAN S\ A
0 ] y fl‘]— ||\'ml“—[ il‘\ BRIEANZAT AN e B e S e e i ey 1o
] T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Slika 65. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.75 — M, r=22.04 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000003.D)

mAU 0 Ometa 2010 80% EtOH
] i
] ©
40 0 # o
] o ” Q
30 I N
] - |"‘ .
] g - 8% | o
20 ] g 83 o8 I R u g %
] an s} 5 - 3 & © O [~ I 5 g
. T g%"" DR et [ fl GO
10 y ﬁ w [ © :ﬁ' o B L A e 1} W A I\
] I LS I AN f T S
04 »ﬂ‘}_l,.ﬂ» T
- T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Slika 66. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.76 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 —K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
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Slika 67. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 — M, r=22.05 - Q, r=26.3 —K)
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Slika 68. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 — M, r=22.05 — Q, r=26.3 — K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000006.D)
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Slika 69. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 —M, r=22.05 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=0ff (FLV000007.D)
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Slika 70. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 —M, r=22.05 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 71. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte Ometa iz 2010 (r=16.77 — M, r=22.05 - Q, r=26.2 — K)
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Slika 72. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte B. Sareka iz 2008 (r=16.76-M, r=22.05 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000003.D)
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Slika 73. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte B. Sareka iz 2008 (r=16.76-M, r=22.05 -Q,
1=26.3-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FL\V000004.D)
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Slika 74. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte B. Sareka iz 2008 (r=16.78-M, r=22.06 —Q,
r=26.3-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLVVO00005.D)
mAU @ B. Sarek 2008 MeOH
4 q
40
so—f
® _: i §§ g ;8 “‘3 ~ © ™ %
] < 5 o ~
10] o@ I6 ~ s 2 8 ¢
] ”’\V\ *%ﬁ A I g |
04 B I T L
b T — - - T 1 1 T T
10 15 20 25 30

Slika 75. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2008 (r,=16.64-M, r=22.05 —Q, r=26.2-K)

202



Doktorska disertacija Prilog 111

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLVO0000B.D)
7 r~ 2
mAU 3 g S B.Sarek 2008 H,0
40 o # 8
] | “
| |
] 3 5 | | 0
20£ tg B gt- =) %oo o Ot | vg ‘\ &
b w X M~ o Q5 ] ~ b | m 2 3 ©
o © o Lo N S 2] o~ 3 o]
104 ‘%33 SETEE o o wm ¢ HI- .%;ﬁ
] 'f” [ N '\ )\ _E‘\f?%./‘l‘iw R e L ) o ”\‘?‘ o
] \ ‘*".\“)z\‘r\’j_‘}\" i Ay ud VA | YA
0 o e
- ——
5 10 15 20 25 30

Slika 76. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte B. Sareka iz 2008 (r=16.78-M, r,=22.07 —-Q, r;=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000007.D)
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Slika 77. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.8-M, r=22.08 —Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000002.D)
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Slika 78. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.71-M, r=21.99 -Q, r=26.3-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000003.D)
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Slika 79. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r,=16.71-M, r=21.99 —Q, r=26.3-

K)

203



Doktorska disertacija

Prilog 111

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000004.D)
mAU @ B. Sarek 2009 70% EtOH
60 %
50 & | 2
40 o ‘ s
@» I -
~ ~
% :5 o @ 8 ~ S 10 NEQ W BN “Q"‘ |H - P
20 B2y Bofae ILEERSE ST | be | g3 Ben
*ﬁg?m G g o Bage wus [=e I S 2 (28 8 3
10 I R W N JUNYA TN /D2 i b %) A N A & & RS o 3
o m‘% _J A S AN S A e *\f“w‘“‘w—-»-,.i:,,‘f:r\ |
T T I I I I I T T T T
5 10 15 20 25 30
Slika 80. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.75-M, r=22.03-Q, r=26.3-
K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000005.D)
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Slika 81. HPLC hromatogram flavonoida u metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.78-M, r=22.05-Q, r,=26.2-K)

DADT B, Sig=360,4 Ref=off (FLVO00008.D)
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Slika 82. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.78-M, r=22.05-Q,
r=26.2-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=cff (FLV000007.D)
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Slika 83. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.78-M, r=22.05-Q,

1=26.2-K)
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Slika 84. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2009 (r=16.78-M, r=22.05-Q, r;=26.2-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=off (FLV000008.D)
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Slika 85. HPLC hromatogram flavonoida u soku sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.8-M, r=22.09-Q, r;=26.3-K)
DAD1 B, Sig=360,4 Ref=cff (FLV0O00002.D)
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Slika 86. HPLC hromatogram flavonoida u etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.7-M, r=21.98-Q, r=26.2-K)

DAD1 B, Sig=360,4 Ref=cff (FLV000003.D)
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Slika 87. HPLC hromatogram flavonoida u 80% etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.72—-M, r=22.01-Q, r=26.3-K)
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Slika 88. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.75-M, r=22.03-Q, r=26.3-K)
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Slika 89. HPLC hromatogram flavonoida u 70% etanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.75-M, r=22.03-Q, r=26.3-K)
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Slika 90. HPLC hromatogram flavonoida u 80% metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.77-M, r=22.05-Q, r=26.3

K)
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Slika 91. HPLC hromatogram flavonoida u 70% metanolnom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.77-M, r=22.06-Q, r=26.3-K)
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Slika 92. HPLC hromatogram flavonoida u vodenom ekstraktu sorte B. Sarek iz 2010 (r=16.77-M, r=22.06-Q, r=26.3-K)
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BIOGRAFIJA AUTORA

Bojana Miladinovi¢ rodena je 26.06.1978. godine u NiSu. Osnovnu $kolu i Gimnaziju
,,Svetozar Markovi¢®, prirodno-matematickog smera zavrsila je sa odli¢énim uspehom. Na smer
diplomirani farmaceut-medicinski biohemicar Farmaceutskog fakulteta u Beogradu upisala se
Skolske 1997/98. godine. Diplomirala je 2003. godine sa prose¢nom ocenom 8.09 u toku studija i
ocenom 10 na diplomskom ispitu. Obavezan pripravnicki staz od dvanaest meseci obavila je u
biohemijskoj laboratoriji Doma zdravlja i toksikoloskoj i sanitarnoj laboratoriji Instituta za javno
zdravlje. Od juna 2004. do avgusta 2005. radila je u apoteci Farmakop. Skolske 2004/2005. i
2005/2006. godine, drzala je vezbe iz Medicinske biohemije odeljenju smera farmaceutski
tehni¢ar Medicinske Skole ,,Dr Milenko Hadzi¢* u Nisu.

Skolske 2009/2010. upisala je Doktorske akademske studije Farmacije - Toksikologije na
Medicinskom fakultetu u Nisu.

Na Medicinskom fakultetu u Nisu radi od 01.09.2005. godine kao asistent pripravnik za
uzu nauc¢nu oblast Farmacija — Bromatologija. Od 01.10.2010. godine radi na istom predmetu
kao asistent. Od skolske 2013/2014. asistent je i na predmetu Dijetetika, a od 2008/2009. godine
i na predmetu Sanitarna hemija Strukovnih studija smera Sanitarni inZenjer. Pored rada u nastavi,
angazovana je kao istraziva¢ na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije. Autor je i1 koautor veceg broja radova objavljenih u domadim i stranim
Casopisima: 6 radova kategorije M22-23 (1 autorski), 2 rada kategorije M52, 18 radova
kategorije M34 (5 autorskih) i 6 radova kategorije M64 (1 autorski).



MNMpuvnor 1.

MU3JABA O AYTOPCTBY

Wzjasrbyjem Aa je AOKTOpCKA aucepTtaimuja, nog HacnoBoOM
|_|0TeHLI,MJaJ'IHa vn0Tpe6a COKOBA W eKCTpaKTa GUIbHUX COPTH LIpHe pl/lﬁmqn(-‘-
(Ribes nigrum L.) Kao dYHKLMOHANHE XpaHe

e  pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXWBaYKor pana,

¢ Ja npeanoxXeHa AucepTauMia, HU Y UENUHU, HU Y AenoBuMa, HUje Guna npeanoxeHa
3a [Aobujarbe 6WUNO Koje JunnoMe, TmpeMa CTyAMjCKUM nporpaMuMma Apyrux
BUCOKOWKONCKWUX YCTaHOBa,

* a3 Cy pe3ynTtaT KOpPpeKTHO HaBe4AeHU U

e [a HMCaM KpLWo/Na ayTopcka npaea, HWTU 3n10ynoTpebuo/na HTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Y Huwy,

Aytop auceptaumje:  BojaHa MunagwnHosuh

MoTnuc ApKTOpaHaa:

Ex%fo,m NoUc



NMpunor 2,

MU3JABA O UICTOBETHOCTMU LUTAMIMNAHE U EJIEKTPOHCKE BEP3MIE JOKTOPCKE

AWUCEPTALIMIE
WUMe u npesuMe ayTopa: Bojana MunagmHosuh
Cryanjcku nporpam: OAC Tokcukonoruja

Hacnos paaa: [loTeHuunjanHa ynoTpeba cokosa u excTpakTa BursHux copTu LpHe pubuane
(Ribes nigrum L.) kao dyHKUMOHANHE XpaHe

MeHTop: Mpod.ap OywaHka Kntuh

M3jaebyjeM ga je wTaMnaHa Bep3nja Moje AOKTOpCKe pauceptauuje MCToBeTHa
eneKkTPoHCKO] Bep3ujW, Kojy caM npefac/na 3a yHowere Yy AUrMTanHu penosuTopujyMm
YHueep3autera y Huwy.

Oo3sobaBaM Aa ce objaBe MOjM NWUHWM NOJAUM, Koju Cy y Be3wn ca pobujarbem
aKaAeMCKOr 3Barba AOKTOpa HayKa, Kao LWTo cy WMe W NpesuMe, rogMHa U Mecto pohiera u
natym opbpade paga, U To Yy kKatanory Bubnuoteke, [OUrutanHoM penosvuTopujyMy
YHuBepsuteTa y Huwy, Kao n y nyéaukauujama YHusep3suTeTa y Huwy.

Y Huwy,

AyTop ancepralmje: BojaHa MunaguHosuh

MoTnuc AoKTopaHaa:

AOLLQ. diuouc
0




NMpunor 3.
M3JABA O KOPULLREHY

Osnawhyjem VYHuBepautetcky 6ubnuotexky ,Hukona Tecna"™ pa, y JOurutanHu

penosnTopujyM YHusepauteTa y Huwy, yHece Mojy BOKTOPCKY gucepraunjy, nod HAcIoBOM:
MoTteHumnjanHa ynotpeba COKOBA U eKCcTpakTa OUIbHUX COpTU UpHe pubuane
(Ribes nigrum L.) kao dyHKUWMOHaNHE XpaHe

Koja je Moje ayTopcko aeno.

HOucepTtaunjy ca cBMM npunozuMa npeAac/na caMm y enekKTpoHckoMm dopMaTy,
NoroflHoOM 3a TpajHo apxuBupare.

Mojy AOKTOpCKY Auceptauuiy, yHeTry y AurutanHu penosutopujym YHUBep3uTeTa Yy
Huwy, Mory KOpuCTUTM CBU Koju nowTyjy oapeabe caapxaHe y oaabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTusHe 3ajenHuule (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oany4mno/na.

1. AyTtopcTBO
2. AYyTOpCTBO — HEKOMepLUjanHo
@AVTODCTBO - HekoMepuujanHo - 6e3 npepasae
. AyTopcTBO - HEKOMepUuKjanHo — AenUTKH Mol UCTUM YCNOBUMA
5. AytopctBo - 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnUTU NOA UCTUM YCNOBUMa

(Monumo na noaeyqeTe caMo jefHY oA WeCT NoHyBeHUX NUUEeHUU; KpaTak onuc AvUeHUM je
Y HacTaeKy TekcTa).

Y Huwy,

Aytop auceptauuje: bBojaHa MnnaguHoBuh

MoTnuc goxkTopaHaa:
%}o/fm \ﬁuﬂ&dmomo
U



