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Covek je oduvek bio upuéen na biljni svet koji ga okruZuje i njegova povezanost sa
prirodom traje od davnina. Ljudi su najpre Koristili biljke samo u ishrani, ali vremenom su
sve viSe dobijale na znacaju zbog svojih aktivnih bioloSkih supstanci, pa su svoju primenu
nasle i u leCenju. Smatra se da je najstarija knjiga na svetu o lekovitim biljkama “Pen Ts’a0”
(Klasi¢ni herbalizam), delo legendarnog kineskog cara Shennong-a, koje je nastalo oko
2700 godina p.n.e. (Janick, 2003).

Od oko 250000 danas poznatih vrsta vaskularnih biljaka, od kojih su veéina
cvetnice, u smislu lekovitosti 1 upotrebe u ishrani istrazeno je svega oko 10%, Sto ukazuje da
je biljni svet i dalje tajna za ¢oveka, odnosno nedovoljno istrazen i samim tim nepresusan
izvor bioloski i farmakoloski aktivnih jedinjenja.

Jestivi plodovi imaju svoju Siroku primenu u proizvodnji dijetetskih suplemenata i
funkcionalne hrane, koje pored izvanrednih nutritivnih svojstava imaju i pozitivne
farmakoloske i fizioloSke efekte na ljudsko zdravlje, Sto je u funkciji prevencije bolesti
savremenog coveka. Ispitivanje bioloSke aktivnosti i hemijskog sastava jo$ neispitanih
biljnih vrsta, od izuzetnog su naucnog i prakti¢nog znacaja.

Mnogobrojni radovi, studije i veliki broj eksperimenata, ukazuju na ¢injenicu da se
povecanim konzumiranjem voca i povréa smanjuje rizik od raznih bolesti, kao $to su kancer,
kardiovaskularne i neurodegerativne bolesti i dijabetes. Dokazano je da biljna hrana, pored
vitamina i minerala, sadrzi izmedu 5000 i 10000 drugih organskih jedinjenja koja imaju
svojstvo antioksidanata, a za koje vec¢ina stru¢njaka smatra da upravo ta jedinjenja imaju
pozitivno dejstvo na ljudsko zdravlje. Sve je manja upotreba sintetskih antioksidanata. U
prehrambenoj industriji sve se vise napusta iz toksikoloskih razloga, dok interesovanje za
primenu prirodnih antioksidanata izolovanih iz biljaka (fitonutrijenti), mikroorganizama,
gljiva 1 Zivotinjskog tkiva stalno raste iz razloga njihove vece efikasnosti i zdravstvene
bezbednosti, na $ta su ukazale nau¢no-istrazivacke studije (Moyer i sar., 2002).

Fenolna jedinjenja kao sekundarni metaboliti biljnih vrsta (fenolne kiseline, flavoni,
izoflavoni, flavan-3-oli, antocijani, proantocijanidini, tanini itd.) terpenoidi, tokoferoli,
glukozinolati, kao i jedinjenja koja sadrze sumpor osim antioksidativnih poseduju i
antimutagena, antikancerogena, antiinflamatorna i antimikrobna svojstva. Istovremeno, ova
jedinjenja smanjuju rizik od pojave kardiovaskularnih oboljenja (Tumbas, 2010).

Naucne studije potvrdile su njihovo sledece biolosko delovanje: antioksidativna
aktivnost, sprecavanje agregacije trombocita, modulacija enzima koji ucestvuju u
detoksifikaciji, promena u metabolizmu holesterola, kontrola koncentracije sporednih

hormona, snizenje krvnog pritiska, antimikrobno delovanje (Henionen i sar., 1998).
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Polifenolna jedinjenja rastvorna u vodi, kao sto su neki derivati benzoeve i cimetne
kiseline, imaju alelopatsko dejstvo (Sha-hidi i Naczk, 1995).

Sa druge strane, prisustvo flavonoida i fenolnih kiselina veoma je znacajno i za samu
biljku, jer se veruje da ova jedinjenja ucestvuju u odbrambenom mehanizmu biljke.
Dokazano je da se u uslovima stresa (prekomerno UV zracenje, oStecenje tkiva, razlicite
infekcije) u biljkama indukuje sinteza polifenolnih jedinjenja (Hollman i sar., 1995;
Halliwell i Gutteridge ,1999; Stefan i sar., 2007).

Namirnice biljnog porekla, voce, povrce, lekovito i za¢insko bilje, kao i njihovi
ekstrakti, sadrze prirodne antioksidante: vitamine (vitamin E, vitamin C), terpene,
polifenolna jedinjenja, §to je dokazano mnogobrojnim istrazivanjima (Scalbert i
Williamson, 2000). Pokazalo se da poseduju, antiviralna, antiinflamatorna, antialergijska i
antioksidativna svojstva (Capasso i sar., 2005). Polifenolna jedinjenja imaju veliki uticaj na
osnovne celijske funkcije kao sto su rast, deoba i/ili smrt ¢elije (apoptoza) (Tumbas, 2010).

Odredena polifenolna jedinjenja se karakteriSu antioksidativnim aktivnostima
baziranim na njihovom redoks potencijalu, pa zato oni mogu dejstvovati kao redukujuci
agensi, ,,skevendzeri" singletnog kiseonika, da otpustaju vodonik i helatizuju metale
(lvanova i sar., 2005). Na hiljade prirodnih polifenolnih jedinjenja identifikovano je u
jestivim biljkama, a danas je poznato je da su divlje samonikle vrste biljaka daleko bogatije
polifenolnim jedinjenjima od gajenih vrsta.

Mnogobrojne aktivne supstance, sadrzane u plodovima razli¢itih biljnih vrsta koji se
koriste u svakodnevoj ishrani, sadrze razli¢ite aktivne komponente koje imaju biolosko
delovanje. Takode fenolna jedinjenja mogu biti ona ciljna grupa sa antioksidativnim i
antimikrobnim svojstvima, koja ucestvuju u inhibiciji oksidacije 1 vrSe zaStitu organizma
(Kahkonen i sar., 1999). Posmatrano sa farmakoloSkog aspekta, fenolna jedinjenja se
karakterisu Sirokim spektrom farmakoloske aktivnosti. Njihov potencijal u zastiti i
prevenciji od kardiovaskularnih i kancerogenih bolesti je veliki na sta ukazuju brojne
epidemioloske studije (Basile i sar., 2000; Croft, 1999; Keli i sar., 1996; Lea i Leegod,
1999).

Posebna paznja je posvecena na ekstrakciju fenolnih grupa jedinjenja. Proces
ekstrakcije se moze izvoditi razli¢itim postupcima, a da pri tome hemijski sastav polaznog
biljnog materijala ostane nepromenjen i da se dobije optimalni prinos. U farmaceutskoj
praksi se koriste etanolni ekstrakti biljaka koji se dobijaju ekstrakcijom etanola i mogu da
sadrze najvise do 70% suvog ostatka (Kumpulainen, 2001). Ekstrakti su vrlo kompleksne

smese sastavljene od razli¢itih organskih jedinjenja, koji nastaju reakcijama sekundarnog
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metabolizma biljaka. Na bazi biljnih ekstrakata, danas je izradeno vise od 70% lekova koje
se koriste u tradicionalnoj medicini i vise od 50% lekova koji se koriste u klasi¢noj
medicini. Konkretno u terapiji kancera koristi se vise od 60% lekova koji su bazirani na
biljnim produktima i njihovim sekundarnim metabolitima (Gharavi i sar., 2007).

Za potrebe ove doktorske disertacije, izabrali smo biljne vrste koje imaju veliki
znacaj kako u na$oj ishrani, tako i U naSoj tradicionalnoj medicini. Proucavani su plodovi i

listovi sledecih biljnih vrsta familija: Rosaceae ,Cornaceae i Grossulariaceae:

- domaca kupina (Rubus fruticosus L.),
- divlja kupina (Rubus fruticosus L.),

- domaca malina (Rubus idaeus L.),

- crnaribizla (Ribes nigrum L.),

- crvenaribizla (Ribes rubrum L.),

- trnjina (Prunus spinosa L.),

- glog (Crataegus oxyacantha L.),

- Sipurak (Rosa canina L.),

- dren (Cornus mas L.).

Cilj ove doktorske disertacije je: da se optimizuje metoda ekstrakcije fenolnih
jedinjenja iz plodova i listova odabranih biljnih vrsta, da se izvrsi njihova xarakterizacija, da
se ispita njihova antioksidativna i antimikrobna aktivnost i da se predlozi njihova primena
nakon inkluzionog kompleksiranja najzastupljenijih fenolnih sastojaka u ekstraktima sa tzv.
,hosacima®“ ili ,,domacinima“ tipa ciklodekstrina u farmaceutskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji.

Ova doktorska disertacija sastoji se od: Opsteg dela, Eksperimentalnog dela,
Rezultata i diskusije, Zakljucka, Literature, Izvoda, Summary, Biografije sa Bibliografijom i
Priloga.

U Opstem delu opisane su osnovne karakteristike ispitivanih biljnih vrsta familija
Rosaceae, Cornaceae i Grossulariaceae, njihov hemijski sastav sa posebnim osvrtom na
fenolni sastav. Predstavljeni su i literaturno poznati rezultati iz ove oblasti.

U Eksperimentalnom delu opisane su procedure ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz
uzoraka plodova i listova, procedure odredivanja antioksidativne i antimikrobne aktivnosti
dobijenih ekstrakata, procedure pripreme inkluzionih kompleksa izmedu rutina i

kompleksiraju¢ih agenasa kao i njihova karakterizacija.
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U delu Rezultati i diskusija prikazani su rezultati izvrSenih analiza i izvedene
odredene korelacije pomoc¢u odgovarajuéih statistickih softverskih paketa.

U Zaklju¢ku su dati zakljuéci izvedeni na osnovu dobijenih rezultata i dobijenih
korelacija.

U Izvodu dat je karatak pregled koriS¢enih metoda i dobijenih rezultata.

U Prilogu su dati HPLC hromatogrami ispitivanih biljnih vrsta.
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2. OPSTI DEO
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2.1. Osnovne karakteristike ispitivanih biljnih vrsta

familija Rosaceae, Cornaceae i Grossulariaceae

Veliki broj biljnih vrsta koje pripadaju familijama Rosaceae, Cornaceae i
Grossulariaceae karakterisu jestivi plodovi bogati Secerom, kiselinama, vitaminima (A i C),
mineralima, biljnim vlaknima i brojnim bioflavonoidima. Konzumiraju se u svezem obliku
ili preradene, a neke od njih se koriste i u medicini.

Najveci broj vrsta €iji se plodovi koriste u ishrani pripada porodici ruza, Rosaceae.
Danas su mnoge samonikle biljne vrste jestivih plodova iz ove familije kultivisane, a mnoge
se sakupljaju u prirodi i koriste se zbog specificnog ukusa i visokog sadrzaja znacajnih
vitamina. Predstavnici ove familije imaju razlicite tipove plodova, pocev od prostih, kao §to
je koStunica (na primer, kod roda Prunus), do zbirnih, kao §to su zbirna oraSica (na primer,
jagoda kod vrsta roda Fragaria, i Sipurak kod vrsta roda Rosa) i zbirna koStunica (na
primer, kod vrsta roda Rubus) (Randelovi¢, 2005).

Po svojoj nutritivnoj vrednosti, a posebno po sadrzaju vitamina vredniji su
proizvodi nego §to su to preradevine kultivisanog voca. OsuSeni plodovi mogu se upotrebiti
za spremanje ukusnih ¢ajnih napitaka. Listovi ovih biljaka mogu se Kkoristiti u svakodnevnoj
ishrani 1 medicini (Grli¢, 1986). Jetivi plodovi su izvor fitohemikalija koji svojim
potencijalom i velikom bioloskom aktivnoS¢u pozitivno uticu na ljudsko zdravlje. Sadrzaj
fitohemikalija u plodovima zavisi od niza faktora, kao $to su klimatski uslovi, stepen
zrelosti, uslovi i mesto gajenja, postupka obrade i skladistenja plodova (Hakkinen i
Torronen, 2000; Boyles i Wrolstad, 1993). Takode, ovi plodovi su bogati vlaknima i
esencijalnim vitaminima i mineralima. Poznato je da se konzumiranjem vocéa u veéim
koli¢inama, smanjuje rizik od raznih bolesti, kao Sto su kancer, kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti i dijabetes. Dnevne doze unosa voca koje se preporucuju iznose
400 g. Pozitivni efekti su dokazani tokom oksidativnih o$te¢enja, na enzime za
detoksifikaciju, imuni sistem, krvni pritisak, a takode imaju i antiinflamatorno,
antibakterijsko i antivirusno dejstvo (Duthie i sar., 2003).

Jestive plodove karakteriSe visok sadrzaj antocijana, znatna koli¢ina monomera
flavan-3-ola, (+)-katehina i (-)-epikatehina, kao i dimere, trimere i polimere
proantocijanidina, gde je koncentracija polimera uglavnom ve¢a od monomera i dimera.

Najzastupljeniji aglikoni flavonoida u plodovima su miricetin, kvercetin i kempferol
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(Hakkinen i sar., 1999). Plodovi sadrze i derivate hidroksicimetne kiseline, u manjim
koli¢inama, ukljucujuci i kafeoil/feruloil estre (Maatta i sar., 2004).

Plodovi su bogati i folnom kiselinom, koja takode snizava rizik od sr¢anih oboljenja
i kancera, smanjenjem nivoa homocisteina, katalizovanjem reakcija nastajanja azot oksida i
odrzavanjem stabilnosti DNK (Verhaar i sar., 2002; Key i sar., 2002).

Po navodima mnogih autora elaginska kiselina je zastupljena kod vecine jestivih
plodova (Amakura i sar., 2000). Utvrdeno je da ona zauzima vise od 50% ukupnih
polifenolnih jedinjenja u jagodama i malinama (Hakkinen i sar., 1999). Ipak, slobodne
elaginske kiseline je jako malo, ali je njena znacajna koli¢ina detektovana nakon hidrolize,

zajedno sa galnom kiselinom, kao proizvoda razgradnje elagitanina.
2.1.1. Familija Rosaceae

Familija ruza (Rosaceae) je jedna od najbogatijin i geografski
najrasprostranjenijih biljnih familija. Postoji oko 115 rodova i 3000-4000 biljnih vrsta koje
spadaju u ovu porodicu, uglavnom su rasprostranjene u umerenim i suptropskim oblastima
severne polulopte. Usled velikog ekonomskog znacaja biljaka ove familije, Covek je rasirio
njihove areale na celu planetu. Ovu familiju ¢ine po mnogim karakteristikama veoma
raznovrsne biljke. Familija je raznovrsna i pripadaju joj vecina vo¢aka umerenog pojasa, sa
velikim brojem zeljastih, zbunastih i drvenastih vrsta, kao i zbunova i lijana. Njihovu
raznolikost moZzemo uociti pocev od zivotne forme (prisutne su zeljaste jednogodisSnje i
viSegodiSnje biljke, Zbunovi i drvece).

Pored velike raznolikosti, skoro je nemoguce definisati ovu familiju i njene razlike
od drugih familija. Neke osnovne karakteristike koje je odvajaju su prisustvo zalistaka,
Cesto nazubljeni listovi, veliki broj prasnika, nektarije koje su dobro razvijene na
hipantijumu i u osnovi tucka i prasnika, postojanje 1-2 krasinucelatna semena zametka po
lokuli, prisustvo cijanogenih glikozida kod veceg broja predstavnika. Familija Rosaceae se
pokazala kao jasno  monofiletska grupa u istrazivanjima  varijabilnosti
sekvenci DNK kod skrivenosemenica.

Rosaceae su podeljene na Cetiri potfamilije:  Rosoideae, Spiraeoideae,

Amygdaloideae i Maloideae.
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Osnovni taksonomski kriterijum za ovu podelu je tip ploda. Tako, predstavnici
potfamilije Rosoideae imaju plod oraSicu (aheniju), u potfamiliji Spiraeoideae nalazi se
mesSak, U Amygdaloideae koStunica, a u Maloideae jabuka (pomum). Kod
pojedinih autora nalaze se i dodatni kriterijumi za izdvajanje potfamilija (osnovni broj
hromozoma, fitohemijski karakteri). Ovakva, tradicionalna podela na potfamilije je
pretrpela znatne izmene posle biohemijskih i molekularnih filogenetskih i sistematicarskih
istrazivanja.

Karakteristicni za porodicu Rosaceae su listovi, koji su uvek rasporedeni
naizmeni¢no i obi¢no imaju zaliske, koji rastu bo¢no iz osnove lisne drske. Cvetovi su
aktinomorfni, cikli¢ni, hermafroditni (postoje i jednopolni), u cvastima ili pojedinacni.
Cvetni omota¢ je dvojan, najcesce petoclan (ili Eetvoroélan). Veci broj prasnika je
rasporeden po obodu cvetne loze. Na cvetnoj lozi nalazi se nektarija. Karpela ima koliko i
casicnih listi¢a, 2-3 puta vise ili samo jedna. Oprasivanje je entamofilno. Postoji sklonost ka

apomiksisu i partenokarpiji.

2.1.1.1. Kupina (Rubus fructicosus L.)

Slika 2.1: Kupina — Rubus fruticosus L.

Kupina (Rubus fruticosus L.) je tipi¢an predstavnik familije Rosaceae. List kupine
sadrzi: tanin, kalijum, mineralne materije i soli, flavonski heterozid i etarsko ulje, a plod:
vitamin C, tanin, secer, jabucnu, vinsku i limunsku kiselinu u sluzi (Fedriani i Delibes,
2009). U ishrani i medicini se koristi i list i plod. List se bere u martu, aprilu i maju, a plod u

septembru i oktobru.
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Koli¢ina od 100 g svezih kupina sadrzi 43 kalorije §to predstavlja njenu nutritivnu
energetsku vrednost. Od minerala sadrzi kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum, gvozde,
mangan, cink i bakar, dok od vitamina sadrzi vitamin C, A, E i K. Takode, kupine su bogate
dijetnim vlakanima i beta karotenom (Halvorsen i sar., 2006).

Kupina je Siroko rasprostranjeno voce U svetu i kod nas, raste u obliku zbuna.
Pouzdano se zna da je jos u anticko doba bila poznata skoro svim narodima , a sada je ima u
zemljama sa kontinetalnom klimom u Evropi, Aziji i Severnoj Americi. Postoji nekoliko
stotina vrsta kupina, a neke su autohtone samo za pojedina podrucja.

Kupine su voée bogato antioksidansima koji ucestvuju u procesima spre¢avanja
Stetnog delovanja slobodnih radikala i tako pomazu u zastiti od malignih bolesti, stite
kardiovaskularni sistem, usporavaju starenje, pomazu u borbi protiv Stetnog delovanja sunca
na kozu, pomazu kod usporavanja bolesti nervnog sistema (npr. Alzheimer) (Lesca, 1983;
Sellappan i sar., 2002). Redovno konzumiranje kupina blagotvorno deluje na organizam,
doprinosi zastiti vida, jaCanju imuniteta, a U spoljasnjoj primeni Koristi se za leCenje manjih
rana. Istovremeno, osigurava visok sadrzaj dijetnih vlakana koja doprinose smanjenju rizika
od pojave dijabetesa, divertikuloze 1 stvaraju oseca;j sitosti, Sto pomaze u regulaciji telesne
tezine. Mogu da ocuvaju svoje lekovito dejstvo ¢ak i nakon termicke obrade. Kupine
prirodno sadrze salicilnu kiselinu (aktivni sastojak aspirina) koja ublazava bolove, snizava
temperaturu i deluje protivupalno. Sprecava pojavu povracanja i mucnine. Kontraindikacije
su izrazene kod gihta i kamena u bubregu i kod takvih stanja treba izbegavati konzumiranje

kupina, jer oksalna kiselina moze pojacavati postojece tegobe (Jarvis, 1992).

2.1.1.2. Malina (Rubus idaeus L..)

Slika 2.2: Malina — Rubus idaeus L.
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Malina (Rubus idaeus L.) je drugi znacajan predstavnik familije biljaka Rosaceae.
List maline sadrzi: tanin, vitamin C, organske kiseline, flavonoid, gorke materije i etarsko
ulje, a plod: limunsku i jabu¢nu kiselinu, vitamin C, tanin, sluzi, $ecer, pektin i mravlju
kiselinu (Kempler i sar., 2012). Nalaze primenu u svakodnevnoj ishrani i medicini i list i
plod (Holst i sar., 2009; Burton-Freeman i sar., 2016). List se bere u aprilu, maju i junu, a
plod u julu i avgustu.

U 100 g svezeg ploda maline sadrze se 52 kalorije, koliko iznosi njena energetska
vrednost i izvrstan su izvor dijetetskih vlakana. Od vitamina bogate su vitaminima C , B
kompleksa, E i K, ali u koli¢inama ispod preporu¢enog dnevnog unosa. U malim koli¢inama
sadrzi gotovo sve minerale. Sadrzi Secéer, pektin (pomaze kod varenja), minerale gvozda
(veoma vazan za izgradnju krvi), vitamin A, C, E, limunsku, jabu¢nu i mravlju kiselinu,
tanin i sluzi (Mazur i sar., 2014). Malina raste u obliku Zbuna, uz rubove puteva, na
obodima $uma i sl. Poreklom je iz jugoistocne Evrope, odavno je priznata kao kultura, a u
Srbiji je jedan od najpopularnijih izvoznih artikala.

Ovo voce se uglavnom koristi u svezem obliku 1 zbog svoje prijatne 1 osvezavajuce
arome jedan je od omiljenih sastojaka razli¢itih poslastica, ali moze posluziti kao osnova i u
prehrambenoj industriji upotrebom svih njegovih preradevina. Pektin koji sadrze, Cini ih
idealnim za pripremu dZemova, Zelea 1 marmelada. [zuzetno voéno sirée se moze dobiti
dodavanjem svezih malina u belo vinsko sirce.

Malina ima visoku nutritivnu vrednost, posebno zbog bogatog sadrzaja raznovrsnih
antioksidansa, Cija se aktivnost odrzava ¢ak 1 kada je malina smrznuta ili termicki obradena.
Jaku crvenu boju malini daju antocijani, koji blokiraju negativno dejstvo slobodnih radikala
i time Stite organizam (Burton-Freeman i sar., 2016). Poseduju izuzetna antibakterijska
svojstva i spreCavaju preterani razvoj bakterija i gljivica (Burton-Freeman i sar., 2016).
Malina je odli¢na za pravilnu funkciju creva zbog bogatog sadrzaja dijetnih vlakana.
Vlakna povecavaju osetljivost insulina i tako spreCavaju razvoj dijabetesa tipa 2 (Burton-
Freeman i sar., 2016). Vezuju zu¢ne soli u debelom crevu i izlucuju ih iz tela i na taj nacin
odrzavaju zdravlje srca. Poseduju mo¢ vezivanja vode, bubre, usporavaju varenje i daju
osecaj sitosti, pa se preporucuju tokom redukcijskih dijeta (Burton-Freeman i sar., 2016).
Plodovi se koriste za pripremu malinovog sirupa i siréeta koji jacaju kardiokvaskularni
sistem i protiv groznice. Maline se mogu uvrstiti u dijete obolelih od dijabetesa ili bolesti
bubrega, kao i za reumaticare. Delotvorne su i kod bolnih menstruacija i u menopauzi (Holst

i sar., 2009; Burton-Freeman i sar., 2016).
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2.1.1.3. Trnjina (Prunus spinosa L..)

Slika 2.3: Trnjina — Prunus spinosa L.

Trnjina (Prunus spinosa L.) je visegodisnja biljka iz porodice ruza (Rosaceae), rod
Prunus. Snazan razgranati listopadni grm sa trnovitim granama, visok 1-3 m, listovi su
nazubljeni i listaju posle cvetanja. Cveta u aprilu i maju. Cvetovi su beli i vrlo brojni.
Plodovi su plavi, male okrugle $ljive, a posle prvog mraza omeksaju i mogu se koristiti u
ishrani kao svezi (Vedel i Lange, 1960; Weinberger, 1975). Ona raste u umereno
kontinentalnoj klimi u severnoj hemisferi i na podrucju Jugoisto¢ne Srbije.

Trnjina se u fitoterapiji koristi za leCenje razli¢itih oblika kaslja. Deluje kao blago
laksativno sredstvo, diuretik, spasmolitik i anti-inflamatorni agens, deluje antisepti¢no (zbog
sadrzaja tanina), pomaze kod dijareje 1 zapaljenja sluzokoZe organa za varenje. (List, 1971;
Borkowski i sar., 1994). Trnjina najvise sadrzi flavonoide, kao $to je rutin i tanine.

Lekovita svojstva podjednako poseduju kora, koren, cvet, list i plod trnjine. Latice
cveta trnjine sadrze lekovite cijanogene glikozide, koji imaju laksativna i diureti¢na svojstva

(List, 1971; Borkowski i sar., 1994).
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2.1.1.4. Sipurak (Rosa canina L.)

Slika 2.4: Sipurak — Rosa canina L.

Sipurak (Rosa canina L.) je viSegodisnja biljka iz porodice Rosaceae koja sadrzi
najvise vitamina C (400-1400 mg/100 g) pored crne ribizle, zatim dosta vitamina P,
karotena (provitamin A), vitamina B2 i E kao i 40 bioloskih jedinica vitamina K po gramu.
Plod ima specifican miris i slatko-Kiseli ukus. Poluzreli plod ima najbolju koncentraciju
vitamina, nego Sto je to slucaj sa zelenim 1 prezrelim plodom. Sadrzi i1 flavonoide, tanine,
limunsku i jabu¢nu kiselinu, pektin, Secere (saharozu i invertni), malo neutralnih lipida i
vrlo malo etarskog ulja, koji daje prijatan miris ¢aju (Vogl i sar., 2013).

Sipurak je lekovita biljka koja raste kao bodljikavi listopadni grm visine 2-3 m.
Poprili¢no je rasprostranjen po celoj Evropi, severnoj Africi, u severnoj i zapadnoj Aziji, a
najvise uspeva po rubovima Suma, po Sikarama i pored ograda (De Riek i sar., 2013).

Cvetovi Sipurka imaju belu do belo-ruzi¢astu boju, a plodovi su crveni, veli¢ine oko
2 cm i puni su mnogobrojnim, tvrdim semenkama. Sipurak se uglavnom konzumira kao &aj
za uzZivanje i osvezenje, povoljno deluje na rad srca i bubrega, idealan je za sprecavanje
stvaranja kamena u bubrezima i urinarnim kanalima (Vogl i sar., 2013). Nema S§tetnih
posledica po zdravlje jer je prirodni adstrigent, antibakterijski agens, antioksidant,
arteriosklerotik, antiskorbut, antidiroik, diuretik, depurativ, holeretik, pa se moze uzimati i u
ve¢im koli¢inama. Cvetne latice Sipurka su dobre za pripremu ¢aja kod krvarenja iz zeluca,
creva, pluca i hemoroida, kao i za smirivanje zeludac¢nih gréeva (Vogl i sar., 2013).

Lekovito vino se pravi od plodova i predstavlja odli¢an vitaminski napitak.
Proizvodi od Sipurka se koriste protiv anemije i nervoze, kao i sve ostale tegobe povezane sa
smanjenim sadrzajem vitamina C. Blagotvorno uti¢e na probavni trakt, na izlu¢ivanje urina
bez ikakvih nadrazaja bubrega, koristi se kod upalnih procesa bubrega, bubrezne ¢aSice i

besike (Vogl i sar., 2013).
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2.1.1.5. Glog (Crataegus oxyacantha L.)

Slika 2.5: Glog — Crataegus oxyacantha L.

Glog (Crataegus oxyacantha L.) takode pripada porodici biljaka Rosaceae, koja je
najrasprostranjenija i najvaznija vrsta gajenog i divljeg voca (Potter i sar., 2007). Cvet i list
gloga sadrze: saponozid, adenin, flavonski i antocijanski heterozid, holin, izomilamin,
alkilamin, acetilholin, tanin, aromatske aminokiseline. Plod sadrzi i tanin, vitamin C, masti,
etarsko ulje, karoten, adenin, guanin i belan¢evine (Tassell i sar., 2010). Koristi se list, cvet i
gloginje, a sakuplja se - list i cvet u aprilu, maju i junu, a gloginje u julu, avgustu i
septembru.

Plodovi mogu biti veoma razlicite grade, oblika i veli¢ine. Mnoge samonikle vrste
su kultivisane, a neke se sakupljaju i cene zbog posebnog ukusa i visoke vitaminske
vrednosti. Plodovi divljih vrsta biljaka iz ove familije nalaze primenu u prehrambenoj
industriji za voéne sokove, kompote, marmelade, Zele, voéno vino, rakiju, likere. Ti
proizvodi su vitaminski daleko vredniji od preradevina kultivisanog voca. Najvise vitamina
C 1 provitamina A nalazi se u kori ili neposredno ispod nje. OsuSeni plodovi se
upotrebljavaju za cajne i druge napitke. Listovi ovih biljaka mogu se koristiti za salate i
variva (Grli¢, 1986).

Beli i crveni glog su trnoviti zbunovi ili nisko drvece. Vise je rasprostranjen beli
glog. Glog raste po suvljim hrastovim i bukovim Sumama, ¢esto u Sikarama, kao i uz ograde

i zivice (Potter i sar., 2007).
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Cvet 1 list gloga sadrzi, komplekse flavonoidnih heterozida, ¢iji sastav zavisi od
biljne vrste i porekla. U cvetovima dominiraju hiperozid i viteksin. Pored toga, u drogama
se moze nalaziti 1 3% oligomernih procijanidina (jedinjenja nastala medusobnom
kondenzacijom 2-8 molekula katehina i/ili epikatehina). Plodovi sadrze mnogo manje
flavonoida (oko 0,1%), ali u njima ima viSe Secera, organskih kiselina, karotenoida i
vitamina C (Tassell i sar., 2010).

Glog se smatra jednom od najvrednijih i najdelotvornijih kardioprotetorskih biljaka
(Tassell i sar., 2010). Potvrdeno je da procijanidini i flavonoidi gloga imaju pozitivan
inotropni, dromo-tropni, negativan batmotropni efekat, da pojacavaju koronarni i protok
krvi kroz miokard i da smanjuju periferni otpor u krvnim sudovima. Izvanredan je regulator
krvnog pritiska. Njegova upotreba daje dobre rezultate kod oste¢enog sr¢anog misica, kod
upale sréanog miSic¢a, kod zakréenja krvnih sudova srca i angine pektoris (Tassell i sar.,
2010). Kod ljudi oslabljenog srca, moze odli¢no da posluzi kao regulator krvnog pritiska
(povecava nizak i snizava povisen pritisak). Svez sok i galenski preparati, alkoholno-vodeni
ekstrakti 1 fitopreparati izradeni od gloga, koriste se kao dopunska terapija sréane

insuficijencije (Tassell i sar., 2010). Preparati gloga deluju i kao blagi diuretici.

2.1.2. Familija Cornaceae

Dren (Cornus mas L.) pripada familiji Cornaceae i raste u juznoj Evropi i
jugozapadnoj Aziji. Drugi narodni nazivi drena su: bila svibovina, drenjak, drenic, drenka,
drenovina, drenj, drijen, drijenjak, drinika, drin, drinovina, drnjulic, zuti drenjak,
kuroslipnik, rumeni dren, tvrdi dren, crveni drenjak. Plod drena se naziva drenka, drenjka,

drenjula.
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2.1.2.1. Dren (Cornus mas L.)

Slika 2.6: Dren — Cornus mas L.

Dren (Cornus mas L.) sadrzi u plodovima (Comi fructus) tanine, Secere, sluzi,
organske kiseline, pektine i dr. materije (Nicholson i Wallis, 1963).

Dren je zbunasto drvo, dostize visinu i do 7 m. Kora je zutosivkasta ili siva, u
mladosti glatka, kasnije ispuca, i ljusti se u obliku sitnih ljuski. Mlade grancice su
zelenkastosmede boje i dlakave. Korenov sistem je dobro razvijen, i koren duboko prodire u
podlogu (Demir i Hakki, 2003).

Lisce je jajasto, na vrhu jako zaostreno, nesto maljavo, donja strana je siva. Cveta
vrlo rano, poc¢etkom marta. Cvetovi su sitni, dvopolni, zlatnozute boje, u Stitastim cvastima
koje pri dnu imaju €etvorolisni Zuckasti ovoj. Cvetovi se pojavljuju veoma rano, pre listanja.
Razmnozava se semenom i korenovim izdancima (Demir i Hakki, 2003).

Plod je duguljasta, tamnocrvena voc¢ka s kos¢icom unutra, duzine do 1,5 cm, i do 8
mm debljine. Raste kao divlje i kao pitomo, negovano drvo. Listovi su naspramni, oko 4-8
cm dugi, Siroki oko 3 cm, sa 3 do 5 srpasto povijenih nerava, u uglovima bo¢nih nerava na

nali¢ju lista nalaze se ¢uperci belih dlacica (Demir i Hakki, 2003).
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Slika 2.8: Plod i stablo drena

Kostunica zvana drenjina, oko 12 mm duga i 5 mm S$iroka, sa elipsoidnom, na
povrsini gotovo glatkom, do 10 mm dugom koSticom. Sazreva pocetkom jeseni (avgust-
septembar). Ima kiselkast ukus.

Entomofilna, heliofilna i termo-kserofitna vrsta. Raste sporo i dozivi starost preko
200 godina. Veoma ¢esta vrsta u podrucju listopadnih hrastovih Suma uspeva do oko 1300m
nadmorske visine. Najbolje uspeva na kre¢njackim, toplim i suvim mestima koja nisu
izlozena mrazevima. Rasprostranjen je u srednjoj i juznoj Evropi, Maloj Aziji, Krimu i
Kavkazu (Nicholson i Wallis, 1963). Na prostorima bivSe Jugoslavije raste u Srbiji,
Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Makedoniji.
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Ima primenu u hortikulturi. Drvo drenovine je jako tvrdo, teSko i zilavo, pa se
upotrebljava za razliCite svrhe. Drenjine se koriste u ljudskoj ishrani, bilo da se konzumiraju
sirove ili u vidu raznih prehrambenih preradjevina. Od zrelih plodova drena dobijaju se
proizvodi (sok, ¢aj) koji sluze za leenje dijareje i drugih oboljenja organa za varenje. Od
suvih drenjina dobija se osvezavajuci ¢ajni napitak. Drenjine ponekad sluze i za pravljanje
vina i rakije. Sveze 1 osuSene drenjine u Rusiji koriste se protiv malokrvnosti, za lecenje

koznih oboljenja, nazeba. Isprzene semenke mogu posluziti kao surogat kafe (Sili¢, 2002).

2.1.3. Familija Grossulariaceae

Familija  Grossulariaceae (ogrozda) je familija dikotiledonih  biljaka iz reda
Saxifragales, koja, obuhvata jedan rod ribizli i ogrozda (Ribes) sa oko 150 vrsta. Pojedini
autori izdvajaju vrstu ogrozd (Ribes uva-crispa) u poseban rod Grossulariaceae. Familija je

rasprostranjena u Severnoj Zemljinoj polulopti i duz Anda u Juznoj Americi.

2.1.3.1. Crvena ribizla (Ribes rubrum L.)

Slika 2.9: Crvena ribizla - Ribes rubrum L.

Crvena ribizla (Ribes rubrum L.) koja pripada porodici biljaka Grossulariaceae od

od vitamina sadrzi beta - karoten (provitamin A), vitamine C i E, vitamine B kompleksa,

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 22


https://sr.wikipedia.org/wiki/Saxifragales

DOKTORSKA DISERTACIJA

nikotinsku i pantotensku kiselinu (vitamini B3 i B5) i biotin (vitamin H). Takode sadrzi:
kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum, gvozde, cink, jod, bakar i fluor, selen (koji je vise
zastupljen u crvenim u odnosu na crne ribizle) (Mikulic-Petkovsek i sar., 2012).

Ribizla pripada grupi bobicastog voca. Postoje crvena, crna i bela ribizla. Kod nas je
teSko pronaci bele bobice koje su i najslade, dok crnih i crvenih ima u izobilju. Poznato je
da je crvena ribizla manje kalori¢na od crne jer sadrzi: 36 kalorija u 100 grama, a crna 47
kalorija (Schwarz i Hofmann , 2007; Mikulic-Petkovsek i sar., 2012).

Ribizle su mocan antioksidans jer su bogate gvozdem i vitaminom C i blagotvorno
deluju na jetru, kosti, srce, zeludac, creva. Pomazu kod bubreznih tegoba i u leenju
infekcija. Crveni plodovi jacaju imunitet 1 ubrzavaju oporavak posle hirurSkih intervencija.
Plod ribizle i njegove preradevine doprinose normalizaciji i stabilizovanju krvnog pritiska
pa se preporucuje osobama sa visokim pritiskom (Mikulic-Petkovsek i sar., 2012).

U prirodi, ribizla se moZe na¢i kao samonikla, a moze biti 1 kultivisana. Ranije, pre
otkri¢a njene lekovitosti, gajena je u baStama samo kao dekorativna biljka, narocito u
severnoj Evropi. Odgovaraju joj mesta izlozena suncu i vetru, gde je visoka vlaznost i tu
najbolje uspeva. Vazi za jednu od najkiselijih vocki, ali je izuzetno so¢na i ukusna.

Ribizla se konzumira sveza, kao desertno voce dodatak jelima i za razne
preradjevine u prehrambenoj industriji.

Siroku primenu ima i slatko vino od ribizle.

2.1.3.2. Crnaribizla (Ribes nigrum L.)

Slika 2.10: Crna ribizla - Ribes nigrum L.
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Crna ribizla (Ribes nigrum L.) sadrzi skoro Ccetiri puta viSe beta-karotena
(provitamina A), vitamina C i E u odnosu na crvenu ribizlu, dok vitamina B kompleksa
imaju podjednako, ukljucujuci i nikotinsku i pantotensku kiselinu (vitamini B3 1 B5), kao 1
biotin (vitamin H) (Brickell, 1992). Crna ribizla je bogatija vitaminom C ¢ak i od juznog
voca. Sto se ti¢e minerala, kalijuma, kalcijuma, fosfora, magnezijuma, gvozda, cinka, joda,
bakra i fluora, ima ih podjednako i u crnoj i u crvenoj ribizli, jedino hroma ima vise u crnim
ribizlama. Crna ribizla ima daleko viSe vlakana i minerala u odnosu na crvenu (Brickell,
1992).

Crni plodovi ribizle pozitivno deluju na koncentraciju, blagotvorni su kod svih
upala, narocito pluca, a ¢aj od njih je izvrstan za rad bubrega, ublazava tegobe kod reume, a
takode 1 stabilizuje krvni pritisak. Pozitivno dejstvo crna ribizla ima kod proSirenih vena, a
sok pomaZe pri lecenju krvarenja desni i blagotvorno deluje na Zene u toku trudnode i
dojenja. Narocito je dobra za anemicne osobe jer uti¢e na poboljSanje krvne slike (Jaworska
i sar., 2011).

Za potrebe farmacije koriste se i plod i list ribizle, posebno crne. Generalno, ribizla
ima izuzetno veliku nutritivnu vrednosti trebalo bi da je zastupljena u svakodnevnoj ishrani.

Crna ribizla veoma nalikuje na crvenu, samo §to njeni listovi sa donje strane imaju
uljne zlezde. Cvetovi su joj zuckasto-zeleni, a po rubovima crveno-smedi dok su bobice u
pocetku takode crvenosmede boje, a kada sazru postaju crvenije i tamnije. Drugi nazivi su
boricak, ivanovo grozde, ribez. Pretpostavlja se da je ribizla poreklom sa podrucja
Sredozemlja odakle se prosirila po srednjoj Evropi.

Uspeva na mestima koja su izlozena suncu ali neophodna joj je i vlaga.

Kiselost zemljista bi trebala da se kre¢e izmedu pH 5,5-7,0.

2.2. Fenolna jedinjenja u biljnim vrstama familija

Rosaceae, Cornaceae 1 Grossulariaceae

Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti i sintetisu se iz fenilalanina. Mogu se
definisati kao supstance koje poseduju aromaticni prsten sa jednom ili vise hidroksilnom
grupom.

Biljke sadrze veoma razlicite fenolne derivate, uklucujuci derivate benzoeve,

cimetne kiseline, flavonoide, izoflavonoide, lignane i tanine (Shahidi, 2000). U ispitivanim
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plodovima, najzastupljenije fenolne klase su hidroksibenzoeve kiseline, hidroksicimetne
kiseline, flavonoli, antocijani, flavan-3-oli i proantocijanidini i elagotanini (slike 2.11a i b).

Fenolna jedinjenja se formiraju preko ,,shikimic acid” metabolitickog puta po kome
se prvo formira amino kiselina fenilalanin. Oslobadanjem amonijaka i pomoc¢u katalizovane
fenilanilinamonijum liaze formira se trans-cimetna, koja predstavlja prekursor nekoliko
jednostavnih fenolnih kiselina, kao sto para-kumarna kiselina.

p-Kumarna kiselina se dalje transformise u kafenu, ferulnu i sinapinsku kiselinu.
Ova jedinjenja poseduju C6 prsten i bo¢ni C3 lanac, i zajednic¢ki se nazivaju fenilpropanoidi
(Naczk i Shahidi, 2003; Shahidi i Chandrasekara, 2010). Derivati benzoeve kiseline nastaju
raskidanjem veza izmedu dva ugljeni¢na atoma fenilpropanoida. Sli¢no fenolpropanoidnoj
seriji, hidroksilacija i metilacija hidroksibenzoeve Kkiseline vodi do formiranja
dihidroksibenzoeve Kiseline, protokatehinske kiseline, vanilinske kiseline, siringinske i
galne kiseline.

Hidroksibenzoeve kiseline su cesto prisutne u veznom obliku u hrani, i ¢esto su
komponente kompleksnih struktura kao sto su hidrofilni tanini (Naczk i Shahidi, 2003;
Robert i Mike, 2006).

Strukture prisutnih fenolnih jedinjenja ispitivanih plodova prikazane su na slikama
2.11aib.
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Slika 2.11a: Struktura fenolnih jedinjenja u ispitivanim biljnim vrstama

Flavonoidi se formiraju kondenzacijom enolpropanoidnog jedinjenja (C6-C3) sa
malonil koenzimom A, koja vodi do formiranja halkona, koji subsekventno ciklizuju u
kiseloj sredini. Ovi, flavonoidi imaju osnovnu strukturu difenilpropana (C6-C3-C6), i
zavisno od substitucije i nezasi¢enosti formiraju flavonole, flavan-3-ole i sli¢cna jedinjenja.
Flavanoli i flavonoli absorbuju ultraljubicastu (UV) svetlost od 280 do 365 nm, dok
anthocijani absorbuju UV i vidljivu svetlost od 280 and 520 nm (Naczk i Shahidi, 2003;
Robert i Mike, 2006).
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Proantocijanidini Procijanodin oligomer

Elaginska kiselina . o
Elaginska kiselina

Elagotanini Elagotanidni dimer

Slika 2.11b: Struktura fenolnih jedinjenja u ispitivanim biljnim vrstama

2.2.1.. Hidroksibenzoeve kiseline

Hidroksibenzoeve kiseline koje se nalaze u jestivim plodovima su: p-
hidroksibenzoeva kiselina, galna, protokatehinska, vanilinska i siringinska Kkiselina.
Utvrdeno je da plodovi vrsta Vaccinium kao §to su borovnice, brusnice, i Rubus kao $to su

maline, kupine, jagode su bogate hidroksibenzoevim kiselinama (Méétta - Riihinen i sar.,
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2004a; Maatta-Riihinen i sar., 2004b; Taruscio i sar., 2004; Mattila i sar., 2006; Li i sar.,
2009). Galna kiselina je najprisutnija u malinama i Sipurku, dok je protokatehinska kiselina

dominantana u brusnici, crvenoj i crnoj ribizli (Mattila i sar., 2006; Tuberoso i sar., 2010).

2.2.2. Hidroksicimetne Kiseline

Najcesce pronadene hidroksicimetne kiseline u jestivim plodovima su: p-kumarna,
kafena i ferulna kiselina (Robbins, 2003; Shahidi i Chandrasekara, 2010). Javljaju se vezane
za biljni materijal celijskog zida ili kao estri hininske kiseline ili glukoze (Mattila i
Kumpulainen, 2002). Samo je mala frakcija hidroksicimetnih kiselina u slobodnom obliku
(Robbins, 2003).

Hlorogena kiselina, koja je estar kafene i hininske Kiseline (5-O-kafeoilhininska
2006).

Ferulna i p-kumarna kiselina su najcesée hidroksicimetne kiseline vezane za
hemicelulozu (Andreasen i sar., 2001; Nifio-Medina i sar., 2010). Sinapinska kiselina je
nadena u uljanoj repici (Vuorela i sar., 2003; Thiyam i sar., 2006; Khattab i sar., 2010).
Jerebika je bogata hlorogenom kiselinom (Kéhkonen i sar., 2001; Hukkanen i sar., 2006;
Mattila i sar., 2006). Borovnica, aronija i sli¢ni plodovi, sadrze velike koli¢ine derivata
kafene kiseline (Maétta-Riihinen i sar., 2004a; Maatta-Riihinen i sar., 2004b; Taruscio i sar.,
2004; Hukkanen i sar., 2006; Mattila i sar., 2006). U crnim i crvenim ribizlama, malini,
jagodi i dr., najzastupljenija hidroksicimetna kiselina je p-kumarna kiselina, (Maatta-
Riihinen i sar., 2004a; Méitta-Riihinen i sar., 2004b; Taruscio i sar., 2004; Li i sar., 2009;
Mattila i sar., 2006; Buendia i sar., 2010).

2.2.3. Flavonoli

Najzastupljeniji flavonoli koji su pronadeni u jestivim plodovima su: kvercetin,
miricetin, kempferol i isorhamnetin. Flavonoli, narocito kvercetin su znacajni za plodove
kao §to je borovnica, aronija i crna ribizla (Hékkinen i sar., 1999; Maatta-Riihinen i sar.,

2004a; Borges i sar., 2010).
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U komini americke brusnice utvrdeno je da sadrzi veliku koli¢inu flavonola (White i
sar., 2010b).

U crnoj ribizli je najzastupljeniji isorhamnetin (Maéatta-Riihinen i sar., 2004a;
Maitté-Riihinen i sar., 2004b; Taruscio i sar., 2004; Litti i sar., 2009; Borges i sar., 2010;
Buendia i sar., 2010; Tuberoso i sar., 2010; Hager i sar., 2010).

2.2.4. Antocijani

Antocijani su pigmentna jedinjenja u pokoznom tkivu u plodovima(White i sar.,
2010a). Prisutni su u obliku obojenog flavilijum katjona, ali se takode mogu naci u
neobojenom obliku zavisno od pH sredine.

Antocijani imaju flavonoidni skelet C6-C3-C6 i uglavnom su u glikozidnom obliku.
Glukoza, ramnoza, galaktoza i arabinoza su Seceri koji su glikozidnim vezama vezani za
antocijane kao 3-glikozidi ili 3,5-diglikozidi. Rutinozidi, soforozidi i sambubiozidi se
takode javljaju. Glikozidacija povecéava stabilnost antocijana (Dao i sar., 1998).

Aglikoni antocijana ukljucuju cijanidin, delfinidin, malvidin, pelaronidin, peonidin i
petunidin.

Crna ribizla, borovnica, brusnica i ostali jestivi plodovi bogati su antocijanima
(Maatta-Riihinen i sar., 2004a; Koponen i sar., 2007; Ogawa i sar., 2008; Li i sar., 2009).
Delfinidini su najée$¢i u crnoj ribizli (Ogawa i sar., 2008). Kod nekih autora glikozidi
cijadina su zastupljeni u crvenoj ribizli, malini, kupini. Kédhkonen i sar., 2003; Maatta-
Riihinen i sar., 2004a; Maatta-Riihinen i sar., 2004b; Ogawa i sar., 2008).

U evropskoj brusnici najzastupljeniji antocijani su peonidini, dok u americkoj
cijanidni derivati. Antocijani jagoda uglavnom sadrze pelargonidine (Maatta-Riihinen i sar.,
2004a; Maitta-Riihinen i sar., 2004b; Taruscio i sar., 2004; Koponen i sar., 2007; Ogawa i
sar., 2008).

2.2.5. Flavan-3-oli i proantocijanidini

Proantocijanidini se formiraju od flavan-3-olnih jedinica preko interflavanskih veza.
Flavan-3-oli imaju flavonoidni skelet C6-C3-C6. Najces¢i flavan-3-oli : (+)-katehin, (-)-
epikatehin, galokatehin i epigalokatehin. Procijanidini se formiraju od (epi)katehin-jedinica,

dok prodelfinidini se formiraju od (epi)galokatehina. Retki propelargonidini se formiraju od
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(epi) afzelehina i mogu se takode na¢i u plodovima kao §to je jagoda (Mc Dougall i
sar., 2008).

Monomerne flavan jedinice proantocijanidina su vezane sa ostalim flavan
jedinicama C-C vezama. C4 pozicija spoljne jedinice (ekstenziona jedinica) je vezana za
unutrasnje jedinice (terminalne jedinice) C8 ili C6. Oni se nazivaju B-tip proantocijanidina.
A-tip proantocijanidina sadrzi dve razlicite interflavanske veze. Ostalo je isto kao kod B-
tipa na poziciji C4-C8 ili C4-C6. Druga veza je izmedu C2 spoljne jedinice i bilo C5 ili C7

unutrasnje jedinice (White i sar., 2010a).
2.2.6. Elagotanini

Elagotanini su tanini koji sadrze estre heksahidroksidifenolne kiseline i poliola
(glukoza ili hininska kiselina). Kada su elagotanini izloZeni kiselinama ili bazama, estarska
veza hidrolizuje u heksahidroksifeninsku kiselinu koja spontano prelazi u elaginsku kiselinu
(Buendia i sar., 2010). Monomeri elagotanina mogu dalje polimerizovati i formirati dimere,
trimere i oligomere.

U kupinama i malinama naj¢e$éi elagotanini su: sanguin H-6, lambertianin D,
kasuarictin, potentillin, pedunkulagin (Clifford i Scalbert 2000; Borges i sar., 2010).
Gasperotti i sar. (2010) su nasli da u malini i kupini, lambertianin C i sanguin H-6 su

najzastupljeniji elagotanini sa 81% ukupnih elagotanina u malini i 67% u kupini.

2.3. Inkluzioni kompleksi fenolnih kiselina sa

ciklodekstranima

Ciklodekstrini su prirodna jedinjenja sa velikim moguénostima primene u
farmaceutskoj industriji. Mogu se primeniti kao nosaci lekova ili u kompleksiranju lekovitih
supstanci (slabo rastvorne, neprijatnog mirisa i lako degradibilne supstance) po tipu
inkluzionih kompleksa ukljucujuéi sve forme aplikacije leka (lokalno, oralno, parenteralno).
Ciklodekstrini su neredukujuci oligosaharidi cilindricnog oblika koji podse¢a na zarubljenu
kupu. U zavisnosti od broja glukopiranoznih jedinica koje su povezane a-(1—4)
glukozidnom vezom mogu biti cikloheksaamiloze (sa Sest glukopiranoznih jedinica, o-

ciklodekstrin), cikloheptaamiloze (sa sedam glukopiranoznih jedinica, B - ciklodekstrin,) i
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ciklooktaamiloze (sa osam glukopiranoznih jedinica, y-ciklodekstrin). Struktura o-, B- i y-

ciklodekstrina prikazana je na slici 2.12:

OH [6)
OH >/ KA

0

L G I "
0 ) o z\ oH WL, o “on Ckon
j OH 0 H 07,0 \ HA 9

HO QoH 6 o - Sl 2 0 i ¢
\ o} o

Slika 2.12: Tipovi prirodnih ciklodekstrina

Analizom pomoc¢u X-zraka dokazano je da su kod ciklodekstrina glukozidni ostatci
nalaze u termodinamicki stabilnijoj konformaciji stolice, zbog toga Sto su svi supstituenti u
ekvatorijalnom polozaju. Kao posledica ovakve konformacije, sve sekundarne hidroksilne
grupe (OH-2 i OH-3) su locirane na $iroj strani cilindricnog molekula, dok su sve primarne
hidroksilne grupe (OH-6), na uzoj strani torusa molekula. Ovakva pozicija hidrokslinih
grupa na obe strane Supljine pokazuje da je njegova Sira strana okruzena sa sekundarnim
hidroksilnim grupama tj. da je spoljna strana ciklodekstrina hidrofilna i dozvoljava
rastvaranje u vodenoj sredini. S druge strane unutrasnja Supljina ciklodekstrina mnogo je
hidrofobnija po karakteru, zbog toga Sto se slobodni elektronski parovi kiseonika sa
glikozidnog kiseoni€nog mosta nalaze u unutraS$njosti Supljina. Strukturna formula i
Sematski prikaz molekula ciklodekstrina dat je na primeru B-ciklodekstrina, slika 13.
Jaka vodoni¢na veza postoji izmedu OH-2 i OH-3 grupe, OH-3 grupa se ponasa
kao donor protona. Odnos jacina vodoni¢nih veza kod ciklodekstrina je: a-CD < 3-CD < y-
CD.
OH-6 grupe mogu da se povezuju vodoni¢nim vezama sa donje strane cikli¢nog
molekula, ali su ove veze destabilizovane dipolnim efektima, lako se raspadaju u vodi i

obi¢no ih nema u kristalima ciklodekstrina. (Cannava i sar., 2010; Koontz i sar., 2009).
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Slika 2.13: Molekul B-ciklodekstrina (B-CD)

Sa spoljne strane, najcesce se nalaze hidroksilne grupe, a u unutrasnjosti molekula su
atomi vodonika. U vodenom rastvoru ove hidrofobne supljine sadrze 3 (o -CD ), 7 (B-CD)
ili 9 (y -CD) slabo vezanih molekula vode. Njihova gustina u supljinama je mala, a one su
dovoljno velike da prime jos molekula. Ciklodekstrini mogu da vezu nepolarne alifaticne i
aromati¢ne molekule aktivne komponente, odgovarajuc¢ih dimenzija. Oni se jedine u odnosu
1:1, 2:1i 1:2, sto zavisi od gostujuc¢eg molekula. (Koontz i sar., 2009).

Osim osnovnih ciklodekstrina koriste se i njihovi derivati u farmaceutskoj industriji.
Oni mogu biti pripremljeni hemijskom ili enzimskom reakcijom. Svi derivati ciklodekstrina
grade "molekulska inkluziona jedinjenja". Zbog dobre rastvorljivosti u vodi, bolja je
bioloska raspolozivost aktivne komponente, produzeni vek trajanja, smanjen neprijatan
miris i ukus i smanjeni sporedni efekti farmaceutskog preparata, zbog manjih unetih
kolic¢ina u organizam. Zbog ovih osobina inkluzioni komleksi sa p-ciklodekstrinom imaju
veliku primenu farmaceutskoj industriji. (Fang i sar., 2010; Hsu i sar., 2008).

Svi ciklodekstrini i njihovi derivati grade kanalska inkluziona jedinjenja tj.
takozvana “molekulska inkluziona jedinjenja”. Kod ovih jedinjenja, jedan jedini molekul
moze u unutras$njosti svog velikog prstena (Supljina kanala pre¢nika 0,5-0,9 nm) da primi
molekul druge komponente. U kristalnom stanju su pojedini spiralno uvijeni molekuli
ciklodekstrina rasporedeni jedan iznad drugog i obrazuju duzi kanal u koji se mogu smestiti
molekuli raznih organskih supstanci $to predstavlja takozvano molekularno inkapsuliranje.
Brojni su primeri molekulskih inkluzionih kompleksa ciklodekstrina i njihovih derivata

narocito sa raznim vrstama aktivnih farmaceutskih jedinjenja (Nikoli¢, 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Materijali

Ogledom su obuhvaéene sledece biljne vrste: domaca kupina, domaéa malina,
trnjina, divlja kupina, Sipurak, glog, crna ribizla, crvena ribizla, i dren iz Leskovackog i
Vlasinskog regiona.

Uzorci domaceg ispitivanih plodova prikupljani su u Leskovackom regionu koji se
nalazi u jugoisto¢noj Srbiji, na nadmorskoj visini od 210 do 240 m i predstavlja podrucje
plodne kotline. Klima ovog podru¢ja je blaga, umereno-Kontinentalna sa prosecnom
godisnjom temperaturom od 11,4 °C .

Kori$¢ena sorta domacée kupine je Cadanska kupina koja je $iroko rasprostranjena u
Srbiji. To je nova domaca sorta stvorena u Institutu za voéarstvo u Cacku ukritanjem sorti
Dirksen i Blek Satin (Mratini¢, 1998). Glavni razlog rasprostranjenosti je redovna i obilna
rodnost i dobar kvalitet ove sorte kupina. Plod je krupan, do 2-3 cm, zavisno od vremenskih
uslova dostigne i veli¢inu do 4 cm, preko 9 gr, izduzenog cilindri¢nog oblika, sjajno crne
boje, sa sitnim okruglim bobicama, rasporedenim gusto jedna uz drugu. U uslovima
Leskovackog regiona sazreva od poslednje trecine jula do kraja avgusta.

Kori$¢ena sorta domace maline je Vilamet, ovo je vodeca sorta maline u SAD i
Kanadi, a popularna je i gajena i u Srbiji. Nasa malina je ameri¢kog porekla nastala u
Oregonu ukrStanjem malina Njuburg i Lojd DzZordz. Plod je srednje krupnoce oko 4 ¢
zaobljeno-kupastog oblika, tamno crvene boje. U uslovima Leskovackog regiona sazreva od
polovine juna do polovine jula.

KoriS¢ena sorta crvene ribizle je Rolan. Plod je srednje krupnoce. Veli¢ina bobica
dostize 1cm. Uzorci su brani u periodu komercijalne zrelosti, juna meseca 2011.

Kori$¢ena sorta crne ribizle je Bona. Plod je takode srednje krupnoce. Veli¢ina
bobica dostize 0,8- 1 cm. Uzorci su brani u periodu komercijalne zrelosti,u drugoj polovini
juna meseca 2011. godine. Odmah nakon berbe svi plodovi su zamrznuti i ¢uvani na — 20
°C do analiza.

Uzorci divljih biljnih vrsta su prikupljani u Vlasinskom regionu koji se nalazi u
jugoistocnoj Srbiji. Klima ovog podrucja je tipi¢no za planine sa apsolutnom maksimalnom
temperaturom vazduha od 31,6 °C i minimumom -31,5 °C.

KoriS¢ene sorte divlja kupina, dren 1 trnjina sakupljane su u komercijalnoj fazi
zrelosti jula i avgusta 2011. Koris¢ene su i sorte Sipurka i gloga, koje su sakupljane u
Leskovackom regionu takode u komercijalnoj fazi zrelosti jula i avgusta 2012. i 2013.

godine.
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Vaucer uzoraka biljnih vrsta (divlja kupina, dren i trnjina) deponovan je u

Herbarijumu Instituta za botaniku botanicke baste “Jevremovac”, Bioloski fakultet,
Univerzitet u Beogradu (BEOU, 1990). Uzorci pod pristupnim brojem 16634, 16635, i

16636 identifikovani su od strane prof dr Vladimira Randelovica.

Odmah nakon berbe svi plodovi su zamrznuti i ¢uvani na — 20 °C do analiza.

3.2. Aparatura

>

UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) sa duzinom
optickog puta 1 cm za analizu ukupnog fenolnog sadrzaja i ispitivanje
antioksidativne aktivnosti i UV spektrofotometar (Varian Cary-100 Conc., SAD) za
analizu inkluzionih kompleksa;

HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) koji se
sastoji od kvaternarne pumpe G1354A, automatskog injektora G1329A,
termostatiranog kolonskog dela G1316A, UV/Vis detektora G1315D, fluorescentnog
detektora G1321A kontrolisanog sa HP Chemstation softverom, za odredivanje
sadrZaja fenolnih jedinjenja;

FT-1C spektrofotometar (Bomem Hartmann & Braun MB-series, Kanada)

H-NMR spektrometar Bruker AC 250 E NMR, za karakterizaciju kompleksa
(Nemacka) i difraktometar Phillips PW 1030, (Nemacka).

Diferencijalni skenirajuci kalorimetar DSC Q20 (TA Instruments, SAD)

MicroMed high purity water system (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka), TKA
Wasseraufbereitungsszstem GmbH za dobijanje demineralizovane vode;

Analiticka vaga AB-204-S (Mettler Toledo, Svajcarska) za odmeravanje &vrstih
supstanci;

pH metar (Hanna Instruments, USA) za merenje pH vrednosti rastvora;

Abeov refraktometar (Carl Zeiss Jena, Nemacka) za odredivanje °Birix;

Automatske pipete Labopette (Hirschmann Laborgerate, Nemacka) za pipetiranje
rastvora,;

Elektri¢ni blender (Braun, Nemacka) za homogenizovanje uzoraka;

Magnetna meSalica;

Ultrazvuéno kupatilo od 3L,500 W i 40 Hz (EI Nis, Srbija);

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 35



DOKTORSKA DISERTACIJA

» Cilindri¢ni fotohemijski reaktor za ozraCivanje uzorka i1 ispitivanje fotostabilnosti
“Rayonnet” sa 10 simetri¢no postavljenih UVB lampi, (Nemacka);
» Membranski filter veli¢ine pora 0,45 pum (Econofilters, Agilent Technologies,

Nemacka).

3.3. Hemikalije i reagensi

Hemikalije koris¢ene u eksperimentalnom delu ovog rada su: metanol, acetonitril,
HPLC ¢istoce, mravlja kiselina, sir¢etna kiselina i kalijum bromid FT-IR ¢isto¢e nabavljeni
od proizvodac¢a Merck (Darmstadt, Nemacka), dok su galna kiselina, kafena kiselina, t-
kutarna Kkiselina, p-kumarna Kkiselina, malvidin-3-monoglukozid hlorid, cijanidin-3-
glukozidhlorid, (+)-katehin, procijanidin B2, (-)-epikatehin, (-)-epikatehingalat, kvercetin,
rutin, kvercetin-glukozid, luteolin-glukozid, miricetin-glukozid, kaemferol-glukozid i 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) slobodni radikal, nabavljeni od Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Kori$¢eni reagensi su analitiCke C¢istoce. Rastvori su pripremani sa
dejonizovanom vodom specifi¢ne provodljivosti 0,05 pS/cm. (+)-Rutin trihidrat (Cistoce
97%) je dobijen od Alfa Aesar, A Johnson Matthey Company (Heysham, Velika Britanija).
B-CD (¢istoce 98%, prosecne mase Mr ~1,135, 1,0 molarni supstituisani dekstrin), HP-3-CD
(Cistoce 97%, prosecne mase Mr ~1,540, 1,0 molarni supstituisani dekstrin) su nabavljeni od
Taufkirhen (Nemacka). Etanol (96%, v/v) od Zorka Pharma (Sabac, Srbija) i butil
hidroksitoluen (BHT) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija). Svi koriS¢eni reagensi i rastvaraci

bili su analiticke Cistoce.

3.4. Priprema uzoraka

Reprezentativni uzorci biljnih vrsta sakupljani su u vreme berbe (zavisno od vrste
voca) sa podru¢ja Jablani¢kog (Leskovackog) i P¢injskog (Vlasinskog) regiona tokom tri
uzastopne sezone od 2011. do 2013. godine. Plodovi su samleveni u blender i kao takvi
korisc¢eni za ekstrakcije.

Za analizu fizioloskih svojstava plodova koris¢eni Ssu reprezativni uzorci, deo
uzoraka je izkoris¢en za merenje mase ploda, a deo je iskoris¢en za odredivanje ostalih
fizioloskih svojstva. U tom cilju plodovi su homogenizovani u blender, sok je odvojen od

ostatka mase mehanickim odvajanjem i filtriranjem.
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U vreme berbe sakupljani su i uzorci listova ispitivanih plodova. Svi uzorci osuseni

su na 60°C i samleveni u blender i kao takvi koris¢eni za ekstrakcije.
3.4.1. Konvencijalna ekstrakcija (KE)

Uzorci plodova, ekstrakovani su slede¢im rastvara¢ima metanol, etanol, voda, ili
njihovih smesa zakiseljeni siréetnom kiselinom, u razli¢itom medusobnom zapreminskom
odnosu, konstantnim meSanjem na 200 RPM, na temperaturi (20 - 50°C), na tamnom,
odredenog vrema od 30 s do 96 h . Odnos mase koris¢enog biljnog materijala i ukupne
zapremine rastvaraca (hidromodul) je takode menjan (1:5 do 1:15) u cilju poboljsanja
prinosa ekstrakcije. Nakon toga ekstrakti su centrifugirani 10 min na 2500 o/min i uparavani
do suva pomocu rotacionog vakuum uparivaca. Dobijen cvrsti ostatak je rastvoren u

metanolu do koncentracije od 0,1 g/mL.
3.4.2. Ultrazvucna ekstrakcija (UE)

Ekstrakcije su izvodene u ultrazvuénom kupatilu pod definisanim uslovima:
frekvencija (20-40 kHz), snaga (250-500 W), odnos te¢no/Cvrsto (40-60), temperatura (20-
50°C) i vreme izvodenja ekstrakcije (1-40 min). Kori$¢eni su slede¢i rastvaraci: metanol,
aceton, voda i sirCetna kiselina. Nakon tretmana, ekstrakti su centrifugirani 10 min na 2500
o/min, i uparavani do suva. Cvrsti ostatak je rastvoren u metanolu do koncentracije od 0,1

g/mL. Svi ekstrakti su filtrirani pre analiza.

3.4.3. Priprema inkluzionih kompleksa

Inkluzioni kompleksi izmedu rutina i kompleksiraju¢ih agenasa pripremljeni su
koprecipitacionom metodom u molskom odnosu 1:1. Rutin trihidrat (0,33 mmol) i B-
ciklodekstrin (0,33 mmol), rutin trihidrat (0,25 mmol) i hidroksipropil-p-ciklodekstrin (0,25
mmol) suspendovani su u 125 mL 52,4% (v/v) etanolni rastvor. U cilju homogenizacije i
uspostavljanja ravnoteze, Suspenzije SU meSane na magnetnoj mesalici pri sobnoj
temperaturi u toku 24 h. Uzorci su tokom rada bili zastiCeni od dejstva dnevne svetlosti.
Rastvori inkluzionih kompleksa su potom uparavani do zapremine od 5 mL na rotacionom

vakuum uparivacu na 60 °C. Tako koncentrovani rastvori inkluzionih kompleksa osuseni su
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u eksikatoru do konstantne mase uzoraka. Dobijeni su zuti kristali inkluzionih kompleksa

zatim su sturkturno okarakterisati primenom pogodnih metoda.

3.4.4. Priprema fiziCkih smeSa

Fizicke smese pripremljene su odmeravanjem odgovarajucih koli¢ina rutin trihidrata
i B-CD, odnosno rutin trihidrata i HP-B-CD u molskom odnosu 1:1, kao i direktnim

homogenizovanjem u staklenom sudu.

3.5. Analiza uzoraka

3.5.1. Odredivanje prinosa ekstrakcije

Prinos ekstrakcije Y, izrazen u procentima, izraCunat je preko suve mase uzorka i

ekstrakta (ms i mg, respektivno) nakon odvajanja rastvaraca na osnovu sledeée formule:

Y (%) = (me / ms) x 100 (1)

3.5.2. Spektrometrijsko odredivanje ukupnih fenola,

hidroksi-cimetnih kiselina i flavonola

Ukupni fenolni sadrZzaj, kao i1 sadrZaj hidroksicimetnih kiselina i flavonola u
ekstrakatima odredivan je primenom modifikovane Mazin-ove metode (Mazza i sar., 1999):
0,25 mL razblazenog ekstrakta mesa se sa 0,25 mL 0,1% HCI u 95% etanolu i 4,55 mL 2%
HCI. Absorbanca dobijenih smesa oc¢itava se nakon 15 min na UV/VIS spektrofotometru na
talasnim duzinama od 280, 320 i 360 nm. Galna kiselina iskori§¢ena je za konstruisanje
standardne krive, na osnovu koje se odreduje ukupni fenolni sadrzaj ekstrakta oc¢itavanjem
absorbanci na 280 nm, izrazen preko ekvivalenata galne kiseline (GAE). Sadrzaj
hidroksicimetnih kiselina dobijen je ocitavanjem absorbanci na 320 nm, a kao standard
koriS¢ena je kafena kiselina. Razultati su izrazeni preko ekvivalenata kafene kiseline (CAE).
Sadrzaj flavonola procenjen je ocitavanjem absorbanci na 360 nm, a kao standard je

koris¢en kvercetin. Razultati su izrazeni preko ekvivalenata kvercetina (QE).
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3.5.3. Spektrometrijsko odredivanje ukupnih antocijana

Ukupni sadrzaj antocijana odreden je prema Rig-ovoj metodi (Rigo i sar., 2000).
Ispitivani ekstrakti razblaZeni su smeSom rastvaraca: etanol/voda/HCI (70/29/1) i nakon 15
min ocitavana je absorbanca na talasnoj duzini od 540 nm. Malvidin-3-O-glukozid
iskoriS¢en je kao standard, a rezultati su izraZzeni preko ekvivalenata malvidin-3-O-

glukozida (eng. malvidin-3-O-glucoside equivalents-ME).
3.5.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost odredena je primenom 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil
slobodnog radikala takozvanog DPPH testa (Choi i sar., 2002; Munoz-Espada i sar., 2004)
koji se zasniva na merenju gubitka boje DPPHe radikala promenom absorbance na 515 nm
uzrokovane reakcijom DPPHe radikalima sa ispitivanim ekstraktima. Absorbanca na 515
nm od razblazenog ekstrakta i sveze pripremljenog 1x10* M DPPHe metanolnog rastvora
snima se nakon inkubacionog perioda od 20 min na sobnoj temperaturi. Antioksidativna
aktivnost, odnosno kapacitet hvatanja slobodnih radikala (RSA,%) svakog ekstrakta odreden

je na osnovu sledece formule:
RSA, % = (1 — Auzorak - Ablank/Akontrola) X 100 2

Gde je: Axontrola absorbanca kontrolne reakcije (3x10% M DPPHe metanolnog
rastvora), Apiank j& absorbanca razblazenog ekstrakta, Auzorak absorbanca smese razblazenog
ekstrakta i DPPHe metanolnog rastvora.

Srednja efektivna koncentracija (ECso) dalje je izraunata sa grafika konsturisanog
nanoSenjem razliCitih koncentracija ekstrakata (mL/g) na x-0si i njima odgovarajucih
kapaciteta hvatanja slobodnih radikala (%) na y-osi jednostavnim ocitavanjem koncentracije

ekstrakta koja odgovara kapacitetu hvatanja slobodnih radikala od 50%.
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3.5.5. HPLC analiza fenolnih jedinjenja

Fenolni sastav ekstrakata ispitivanih plodova analiziran je na HPLC uredaju
povezanim sa UV-VIS i fluorescentnim detektorima. Pre analize ekstrakti su dodatno
filtrirani kroz membranske filtere sa porama veli¢ine 0,45 pm. Separacija je izvodena na
koloni Agilent-Eclipse XDB C-18 4,6 x 150 mm. Kolona je kalibrirana na 30 °C. Kori$¢ena
je HPLC metoda (Radovanovi¢ i sar., 2010). Kao rastvara¢i su koriS¢eni: mravlja
kiselina/voda (5:95 v/v) - rastvara¢ A, i acetonitril/mravlja kiselina/voda (80:5:15 v/v) -
rastvara¢ B. Kori$¢en je linearni eluacioni gradijent po slede¢em: od 0 do 10 min, 0,0% B,
od 10 do 28 min, 10,0% B, od 28 do 35 min, 25% B, od 35 do 40 min, 50% B, od 40 do 45
min, 80% B, i poslednjih 10 min 0% B. Injekciona zapremina bila je 5 uL, a protok mobilne
faze bio je 0.9 mL/min. Za detekcione talasne duzine izabrane su 280, 320, 360 i 520 nm za
DAD, i 275/322 nm (Aex/Aem) za fluroscentnu detekciju. Razli¢ita fenolna jedinjenja su
identifikovana uporedivanjem njihovih retencionih vremena i spektralnih karakteristika sa
podacima origanalnih standardnih komponenti, kao i sa podacima iz literature (Revilla i
Ryan, 2000; Radovanovi¢ 1 Radovanovi¢, 2010). Kvantifikacija je izvrSena koriS¢enjem
eksterne kalibracije sa Cistim standardnim rastvorima fenolnih jedinjenja. Kalibracione krive
(pet tadaka, n=2) bile su linearne, sa koeficijentom determinacije R?=0,99. Rezultati su

izrazeni kao mg/kg mase ekstrakta.

3.5.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

3.5.6.1. Mikrobioloski sojevi

Antimikrobna aktivnost uzoraka isptivana je protiv patogenih bakterija iz grupe
Gram (+) bakterija: Clostridium perfringens (ATCC 19404), Bacillus cereus (ATCC 6633),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC 33090), Sarcina
lutea (ATCC 9341) i Micrococcus flavus (ATCC 40240), iz grupe Gram (-) bakterija:
Escherichia coli(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa(ATCC 9027), Salmonella
enteritidis (ATCC 13076), Shiella sonnei (ATCC 25931), Klebsiella pneumoniae (ATCC
10031) i Proteus vulgaris (ATCC 8427) i u odnosu na jedan patogeni kvasac Candida
albicans (ATCC 10231).
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3.5.6.2. Mikrodiluciona metoda

Mikrodiluciona metoda (National Committee for Clinical Laboratory Standards -
NCCLS, 2007) koris¢ena je za odredivanje minimalne inhibicione koncentracije (MIC) i
minimalne baktericidne koncentracije (MBC) ispitivanih uzoraka. Inokulumi patogenih
sojeva uzeti su od prekonoé¢nih kultura uzgajanih na odgovaraju¢im ¢vrstim podlogama
(Muller-Hinton agar za bakterije i Saburodekstrozni agar za kvasce) i pripremljene su
suspenzije standardne zamucenosti tj. turbiditeta 0,5 McFarland-a. Serije duplih razblazenja
testiranih uzoraka pripremane su u inokulisanim hranljivim bujonima 96 bunarica
mikrotitarske ploce, u opsegu od 0,25-500 pg/mL. Konacna zapremina u svakom bunaricu
bila je 100 pL, a kona¢na koncentracija mikrobnih éelija bila je 10® CFU/mL u svakom
bunaricu. Plo¢e su inkubirane 24 h na 37 °C. Svi eksperimenti izvedeni su u tri ponavljanja.
Koris¢ene su i dve kontrole, negativna kontrola je odgovaraju¢i hranljivi medijum sa
metanolom i pozitivna kontrola je medijum sa antibioticima: hloramfenikolom,
streptomicinom i tetraciklinom. Rast mikroorganizama odreden je ocitavanjem absorbance
na 620 nm pomocu univerzalnog ¢itac¢a mikroploca (ThermoLabsystems, Multiskan EX,
softver za Multiscan ver.2.6.). MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) definisana je kao
najmanja koncentracija testiranih ekstrakata na kojoj mikroorganizmi ne pokazuju vidljiv
rast. U cilju odredivanja MBC/MFC (minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije),
uzet je bujon iz svakog bunaric¢a bez vidljivog rasta, inokuliran na Muller Hinton agaru
(bakterije) 1 Saburodekstroznom agaru (kvasci) i inkubiran 24 h na 37 °C. MBC je
definisana kao najniza koncentracija testiranih ekstrakata na kojoj je 99,9% inokuliranih

mikroorganizama ubijeno.

3.5.7. Ispitivanje inkluzionih kompleksa

3.5.7.1. Infracrvena spektrofotometrija sa Fourier-ovom transformacijom
(FT-1C)

FT-1C spektri uzoraka snimljeni su tehnikom tankih transparentnih tableta (pastila).
Najpre je odmereno 150 mg kalijum bromida i 1 mg uzoraka, nakon Cega je smeSa

podvrgnuta vakumiranju i presovanju pod pritiskom 100 MPa. Snimanja su vrSena u oblasti
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talasnih brojeva 4000-400 cm™ na FT-1C spektrofotometru Bomem Hartmann & Braun MB-
series. Na ovaj nacin izvrSena je FT-IC analiza B-CD, HP-B-CD, rutin trihidrata, inkluzionih
kompleksa rutin:B-CD i rutin:HP-B-CD i odgovarajucih fizickih smeSa. Spektri su obradeni

primenom softvera Win-Bomem Easy.

3.5.7.2. Nuklearna magnetna rezonanca (*H-NMR)

'H-NMR spektri inkluzionih kompleksa rutina sa ciklodekstrinima snimljeni su na
Bruker AC 250 E NMR spektrometru. Snimanja su vrSena u staklenoj kiveti pre¢nika 5 mm
sa radnom frekvencijom 250 MHz pri sobnoj temperaturi primenom metode sa visestrukim

ponavljanjem pulseva. Kao rastvara¢ koris¢ena je deuterisana voda.

3.5.7.3. Difrakcija X-zraka (XRD)

Kod XRD analize uzorci su ozraceni monohromatskim CuK, zracenjem.
Analizirani ugao 20 bio je u opsegu 5-50° sa korakom 0,05° 1 vremenom zadrzavanja 2 s po

koraku. Tokom snimanja napon i ja¢ina struje iznosili su 40 kV i 15 mA, respektivno.

3.5.7.4. Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija (DSC)

Termicke karakteristike rutin trihidrata, B-CD, HP-B-CD, inkluzionih kompleksa i
odgovarajuéih fizi¢kih smesa ispitane su u atmosferi azota sa protokom 50 cm®min.
Temperaturni opseg bio je u granici od 50 do 300 °C, dok je brzina skeniranja iznosila 10
°C/min. Snimanja su izvr§ena na diferencijalnom skeniraju¢em kalorimetru DSC Q20 TA
Instruments. Uzorci (oko 3 mg) su hermeticki zatvoreni u aluminijumsku posudu i

analizirani zajedno sa praznom aluminijumskom posudom kao referentnim uzorkom.

3.5.7.5. UV-VIS spektroskopska analiza rutin trihidrata

Od osnovnog metanolnog rastvora rutin trihidrata (100 pg/mL) pripremljena je serija
rastvora u opsegu koncentracija 1-40 pg/mL. Kalibraciona kriva konstruisana je merenjem

apsorbance pripremljenih rastvora u kvarcnim kivetama (1x1x4,5 cm) na UV
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spektrofotometru (Varian Cary-100 Conc.) pri talasnoj duzini od 358 nm. Apsorbancija

uzoraka merena je na sobnoj temperaturi. Kao slepa proba koris¢en je metanol.
3.5.7.6. Ispitivanje fazne rastvorljivosti inkluzionih kompleksa

Studija fazne rastvorljivosti realizovana je prema metodi koju su opisali Higuchi and
Connors (1965). Postupak se zasniva na dodatku rutin trihidrata u visku (50 mg) u vodenim
rastvorima rastu¢ih koncentracija B-CD, odnosno HP-B-CD. Serija vodenih rastvora
razli¢itih koncentracija ciklodekstrina ukupne zapremine 5 mL pripremljena je u normalnim
sudovima od 10 mL. Koncentracija rastvora f-CD, odnosno HP-B-CD bila je u opsegu 0-2,5
mmol/L. Uzorci su meSani na sobnoj temperaturi tokom 24 h, a potom filtrirani kroz
membranski filter veli¢ine pora 0,45 um (Econofilters, Agilent Technologies, Nemacka).
Nakon toga, koli¢ina rastvorenog rutina odredena je spektrofotometrijski na 358 nm. Kao
slepa proba kori$¢en je metanol. Prisustvo B-CD i HP-B-CD u vodenom rastvoru ne ometa
spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije rutina. Konstanta stabilnosti reaktanata u
molskom odnosu 1:1 inkluzionih kompleksa izracunata je na osnovu dijagrama fazne
rastvorljivosti koji predstavlja zavisnost koncentracije rastvorenog rutina od koncentracije
ciklodekstrina, koriS¢enjem jednacine 3:

3 nagib
%S, - (1- nagib) 3

gde je So rastvorljivost rutina bez prisustva p-CD, odnosno HP-B-CD na 25 °C, a

nagib — nagib prave dijagrama fazne rastvorljivosti.

3.5.7.7. Ispitivanje fotostabilnosti inkluzionih kompleksa

Ta¢no odmerena koli¢ina rutin trihidrata (2,5 mg), kompleksa rutin:3-CD (2,6 mg) i
rutin:HP-B-CD (3,2 mg) rastvorena je u 25 mL metanola. Uzorci su sonifikovani 15 min, a
zatim izlozeni dejstvu UVB zracenja u razli¢itim vremenskim intervalima (0, 10, 60, 600,
1800, 3600 1 7200 s). Ozracivanje uzoraka vrSeno je u cilindricnom fotohemijskom reakoru
"Rayonet” sa deset simetri¢no postavljenih UVB lampi sa maksimalnom emisijom na 300
nm. Tokom zracenja uzorci su ¢uvani u kvarcnim celijama (1x1x4,5 cm), koje su bile
postavljene na kruznom rotiraju¢em drzacu. Ukupni fluks energije UVB zracenja bio je 14,5

W/m?. Ozraéeni uzorci su dalje analizirani pomo¢u UV-Vis metode.
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Kapacitet hvatanja slobodnih radikala rutina i njegovih kompleksa odreden je
primenom DPPH testa. BHT- butilhidroksitoluen je koris¢en kao sintetski antioksidans u
odnosu na koga je definisana aktivnost ispitivanih uzoraka. Ispitivana smeS$a sadrzala je 1
mL etanolnog rastvora DPPH radikala (3x10™* mol/L) i po 2,5 mL etanolnog rastvora rutina
(1,56-100 pg/mL), BHT (8-250 pg/mL) i kompleksa rutin:3-CD (0,64-163,72 pg/mL) i
rutin: HP-B-CD (0,44-56,87 png/mL). Uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi u toku 30 min.
Apsorbanca uzoraka merena je na 517 nm. Pri istim uslovima, odredena je i apsorbanca
razblaZzenog etanolnog rastvora DPPH radikala (I mL koncentrovanog rastvora DPPH
radikala razblazenog sa 2,5 mL etanola). Inhibicija slobodnih DPPH radikala odreden je na

osnovu jednacine 2.

3.6. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su ponavljani tri puta. Vrednosti su izrazene kao srednja +
standardna devijacija. Znacajne razlike u podacima odredene su koriS¢enjem analize
varijjansi (ANOVA), pracene Tukey-ovim testom. Podaci su analizirani koriS¢enjem
softverskih paketa: Origin software package, version 7.0 i SPSS 20.0 software for Windows
(IBM SPSS, USA).

3.6.1. Metodologije odziva povrsine (RSM)

Optimizacija uslova ekstrakcije fenolnih jedinjenja vrsena je pomo¢u Metodologije
odziva povrsine (RSM) koris¢enjem softvera Design Expert (verzija 7.1.6, Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Statisticki modeli i njihove graficke slike su konstruisani

koris¢enjem centralnog kompozitnog dizajna (eng. central composite design - CCD).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. Optimizacija uslova ekstrakcije

Cinjenica da biljke sadrze nekoliko hiljada sekundarnih metabolita stvara potrebu za
razvojem brze i precizne ekstrakcione metode. Razvijeno je dosta procedura za ekstrakciju
fenolnih jedinjenja iz razli¢itog biljnog materijala u zavisnosti od konkretnih zahteva
istrazivanja. Waterman i Mole, 1994 pronasli su 33 razlicite ekstrakcione procedure
publikovane u razli¢itim biohemijskim istrazivanjima. Ove procedure razlikuju se u
vremenima ekstrakcije (od 30 s do 96 h, pa i nekoliko dana) i odnosu zapremine rastvaraca i
mase uzorka (od 2 do 200) (Bohm, 1998). U ovom delu bic¢e diskutovani rezultati analiza

dobijenih pra¢enjem razli¢itih parametara klasi¢ne i ultrazvucne ekstrakcije.

4.1.1. Optimizacija klasi¢ne ekstrakcije — maceracije

4.1.1.1. Uticaj rastvaraca

Odabir rastvara¢a moze mnogo uticati na ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog
materijala. Fenolna jedinjenja iz biljnog materijala se dosta razlikuju po svojoj polarnosti, a
Cesto 1 kiselosti. Iz tih razloga se Cesto pribegava primeni rastvaraca razli¢ite polarnosti i
razli¢ite pH vrednosti (Beekwilder i sar., 2005; Mertz i sar., 2007). U cilju izbora optimalnih
uslova ekstrakcije ispitivani su slede¢i rastvara¢i i smeSe rastvaraca koji su prikazani u
tabeli 4.1.

U cilju ispitivanja optimalnih uslova ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz biljnih vrsta
kao reprezentativni uzorak izabran je plod divlje kupine za dalja ispitivanja. Sve ekstrakcije
su izvodene pod istim eksperimentalnim uslovima, kao §to je opisano u eksperimentalnom
delu. Ekstrakti su sakupljani posle definisanog vremena i merena je masa ukupnih

ekstraktivnih materija (masa suvog ostatka ekstrakta), a rezultati su prikazani na slici 4.1.
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Tabela 4.1. Pregled rastvaraca koriséenih za ekstrakacije fenolnih jedinjenja

iz biljnih vrsta

Rastvarac v/iv

II
III
IV

v
VI
VII

Metanol'sircema kizelma (93/3)

Etznol. sircema kizelma (93.3)
Voda'sircema kizelma (933
histanolvoda'sircema kizelma (30/45/3)
hdetanol voda'swoema kizelma [ T023/3)
Etznol wvodaswcema kizelma (30/43/3)
Etanol voda'swosma kizelma (J0V23.3)

Prinos ekstrativnih materija (%)

10 20 30 40 50 60
Vreme (h)

Slika 4.1. Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

dobijenih primenom razlicitih rastvaraca (oznacenih brojevima od | do VII, Tabela 4.1)

Od dvofaznih sistema rastvaraca prinos ekstraktivnih materija bio je najveci kod

sistema metanol/sir¢etna kiselina 1 to u proseku za 25% od prinosa ekstraktivnin materija

upotrebom sistema rastvaraca etanol/siréetna kiselina i za 60% kad se upotrebljava sistem

voda/sir¢etna kiselina (slika 4.1).
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Pored dvofaznih sistema za ekstrakciju ispitivani su i trofazni sistemi, kao $to Su
sistemi rastvaraca metanol/voda/sir¢etna kiselina i etanol/voda/siréetna kiselina u razlic¢itom
medusobnom odnosu. Upotrebom ovakvih sistema rastvaraca dobijen je veéi prinos
ekstraktivnih materija nego upotrebom dvofaznih sistema (slika 4.1). Rezultati pokazuju da
prinos ekstraktivnih materija znacajno zavisi kako od izbora rastvaraca tako i od njihovog
medusobnog odnosa u smesi koja se upotrebljava za ekstrakciju. Najveéi prinos (8,97%)
ekstraktivnin materija pokazao je ekstrakt dobijen upotrebom sistema rastvaraca
metanol/voda/sir¢etna kiselina u odnosu 70/25/5, viviv dok je povecanjem udela vode u
istom sistemu rastvaraca njihov prinos bio manji za 20,62% (slika 4.1). Ovakva selektivna
ekstrakcija fenolnih jedinjenja moze se objasniti ¢injenicom da je u biljnim vrstama prisutan
veliki broj razli¢itih fenolnih jedinjenja koja se veoma razlikuju po svojoj kiselosti i
polarnosti. Prisustvo vode povecava polarnost ekstrakcionog sredstva (dielektricna
konsatanta vode je 78,3 dok je za metanol 37,9 i etanol 25,2) i uti¢e na bubrenje biljnog
materijala, $to povecava kontaktnu povrSinu izmedu biljnog matriksa i rastvaraca
(Hemwimon 1 sar., 2007). Medutim, eksperimentalni rezultati su pokazali da se najveci
prinos fenolnih jedinjenja dobija upotrebom sistema rastvaraa sa manjim procentnim
sadrzajem vode (slika 4.1). Ovo se moZe objasniti da pored polarnosti rastvaraca treba uzeti
u obzir 1 druge njihove osobine kao §to su viskoznost 1 povrSinski napon. Povecanje
viskoznosti proprcionalno smanjuje koeficijent difuzije, dok se smanjenje povrSinskog
napona povoljno odraZava na brzinu ekstrakcije. Ove karakteristike su znatno povoljnije
kod organskih rastvaraca nego kod vode. Najmanji viskozitet ima metanol, a zatim slede
voda i etanol (0,6; 1 i 1,2 mPas, po redu javljanja). Povrsinski napon je za vise od 60%
manji kod organskih rastvarata (etanol-22,03 i metanol-22,99x10° N/m) nego kod vode
(72,5%10° N/m). Ovakve vrednosti viskoziteta i povrsinskog napona imale su veliki uticaj
na dobijanje visokog prinosa svih ispitivanih klasa fenolnih jedinjenja kod metanolsko-
vodenih ekstrakata, $to je u saglasnosti sa rezultatima ekstrakcije biljnog materijala drugih
autora (Chirinos i sar., 2007; Alothman i sar., 2009). Takode, metanol je efikasniji za
ekstrakciju polifenola iz polarnih, vlaknastih matriksa (Chirinos i sar., 2007; Al Farsi i Lee,
2008).
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4.1.1.2. Uticaj hidromodula na prinos ekstraktivnih materija

Pored odabira odgovarajueg rastvaraca tj. smeSe rastvaraca za dobijanje veceg
prinosa ekstraktivnih materija bitno je i odabrati optimalani odnos mase biljne materije i
ukupne zapremine rastvarac¢a-hidromodula koji ¢e se koristiti za ekstrakciju. Na slici 4.2
prikazani su rezultati prinosa ekstraktivnih materija iz ekstrakata dobijenih primenom

razli¢itih hidromodula.
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Slika 4. Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine

(Rubus fruticosus L.) dobijenih primenom razli¢itih hidromodula

Hidromodul u znatno manjoj meri uti¢e na prinos ekstraktivnih materija (slika 4.2)
nego $to je to slucaj sa uticajem rastvara¢a. Medutim ovo je takode vazan parametar pre
svega sa ekonomske tacke gledista, tj. kada je cilj dobijanje ekstrakata visokog sadrzaja
ciljnih jedinjenja sa §to manjom koli¢inom upotrebljenih rastvaraca odnosno biljnog
materijala.

Generalno, moze se zakljuciti da sa pove¢anjem zapremine rastvara¢a u odnosu na
biljni materijal raste prinos ekstraktivnih materija. Prinos ekstraktivnih materija je u proseku
ve¢i za 62% upotrebom hidromodula 1:15 u poredenju sa prinosom kada je njihov
hidromodul 1:5 (slika 4.2). Kako je razlika izmedu hidromodula 1:10, 1:12 i 1:15 neznatna
(ispod 1%), uzimajuci u obzir ekonomsku stranu, koris¢en je hidromodul od 1:10 kao

optimalni za dalja ispitivanja.
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4.1.1.3. Uticaj temperature ekstrakcije na na prinos ekstraktivnih

materija

Temperatura na kojoj se izvodi ekstrakcija takode ima uticaj na prinos ukupnih
ekstraktivnin materija. Temperatura je limitirana tackom kljucanja kori§¢enih rastvaraca, a
takode na viSim temperaturama moze do¢i do degradacije fenolnih jedinjenja. Uticaj
temperature ekstrakcije na prinos ekstraktivnih materja ispitivna je u intervalu od 20 °C do
60 °C. Prinos ukupnih ekstraktivnih materija iz biljnog materijala dobijenih izvodenjem
ekstrakcija na temperaturama u intervalu od 20 °C do 60 °C prikazan je u tabeli 4.2 i na slici
4.3.

Rezultati (tabela 4.2 i slika 4.3) pokazuju da postoji blago povecanje prinosa
ekstraktivnih materija u svim ekstraktima sa povecanjem temperature. Povecanjem
temperature od 20 °C na 60 °C prinos se povecao u proseku za 3 do 5%. U pocetku
ekstrakcije ovo povecanje je bilo neznatno tj. temperatura je imala neznatan uticaj na
ekstrahovanje da bi nakon 60 min ekstrahovanja uticaj temperature bio veci.

Sa povecanjem temperature smanjuje se viskoznost rastvaraca, poveéava koeficijent
difuzije bioaktivnih materija kroz rastvarac, skra¢uje vreme bubrenja i prodiranja rastvaraca
u Celije biljnog materijala, $to sve pozitivno uti¢e na proces ekstrakcije (Ponomarev, 1976).
Daljim povecanjem temperature moze do¢i do pada koncentracije pojedinih fenolnih
jedinjenja u ekstraktu kao posledica oksidacionih i polimerizacionih procesa koji po¢inju na
poviSenim temperaturama. Kako povecanjem temperature iznad 40 °C ne dolazi do
znacajnijeg povecanja u prinosu ekstraktivnih materija, a i zbog smanjenja dodatnog unosa

energije izabrana je temeratura ektrakcije na 40 °C za optimalnu.
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Tabela 4.2. Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine dobijenih

izvodenjem ekstrakcije na razli¢itim temperaturama pri hidromodulu 1:10

Temperatara Vreme ekstrakeije (min) Prinos (%)
0 5.62 =010
30 6,85 =009
20 513 7.91 =014
120 847 =015
LEd 879 =012
240 894 =013
0 5,7 = 0,08
30 6,88 =003
60 —
10 ! 7.97 =010
120 861 =013
130 8,92 =012
240 903 =016
J 583 =007
30 6.95 =009
60 808 =010
2 8,94 =016
1ED 2,11 =015
240 2,19 =0.10
0 591 =005
30 7.04 =009
z0 60 8,14 =010
120 898 =012
1ED 2.2 =014
240 2,27 =016
J .01 =010
30 7,09 =009
&0 v —n11
60 i 8,25 =013
< 2,04 =0.14
18D 9,26 =0,12
240 9,34 =015
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Slika 4.3. Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

dobijenih izvodenjem ekstrakcije na razli¢itim temperaturama pri hidromodulu 1:10

4.1.1.4. Kinetika klasi¢ne ekstrakcije

Za kinetic¢ka ispitivanja pracen je prinos ekstrakcije iz biljnih vrsta u vremenskom
intervalu od 1 do 300 min (slike 4.4 i 4.5). Modelovanje kinetike ekstrakcije izvrSeno je
primenom dva modela: | - model zasnovan na empirijskoj jednacini Ponomarjev-a i Il -
model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni materijal (Ponomarjev, 1976).

Model I predstavlja matemati¢ki opis promene koliine ekstraktivnih materija u
biljnoj sirovini bez fizicke osnove (jednacina 4).

=% _pikt (4)
Qo

gde je:

Jo — masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini na pocetku,

gi — masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini posle odredenog

vremena ekstrakcije - t,
b — koeficijent ispiranja i
k — koeficijent spore ekstrakcije (koeficijent pravca linearne zavisnosti).
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Model | ukazuje da u periodu spore ekstrakcije postoji linearna zavisnost izmedu

normalizovane mase ekstraktivnih materija b= i vremena t.
Qo

Koeficijent ispiranja (b) je mera mase ekstraktivnih materija koja se rastvori posto se
biljna sirovina potopi u rastvarac.

Kojeficijent k je brzina rastvaranja ekstraktivnih materija u odnosu na njihovu
pocetnu masu u toku spore ekstrakcije i smatra se specificnom brzinom spore ekstrakcije.

Model II je fizicki model zasnovan na difuziji ekstraktivnih materija kroz rastvor i
moze se opisati Fikovim zakonima.

Promena sadrzaja  ekstrativnih  materija  opisuje se  pojednostavljenom

dvoparametarskom jedna¢inom (jedna¢ina 5) 1 njenim linearizovanim oblikom

(jednacina 6):

S _ @1+b)-e™t (5)

Jo

N —in@-b)-k -t (6)
Jo

gde je:

Jo — masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini na pocetku,

gi — masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini posle odredenog
vremena ekstrakcije -t,

b’ — koeficijent ispiranja i

k> — koeficijent spore ekstrakcije.
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Slika 4.4. Zavisnost: (qo-Qi) / qo od vremena ekstrahovanja kod ekstrakcija izvodenih na

razli¢itim temperaturama u ekstraktima divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Na slici 4.4. prikazana je zavisnost (fo-0i) / o od vremena ekstrakcije na razli¢itim
temperaturama ekstrakcije odakle se vidi da postoji linearna zavisnost u oblasti spore

ekstrakcije.
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Slika 4.5. Zavisnost: In gi/qo od vremena ekstrahovanja kod ekstrakcija izvodenih na

razli¢itim temperaturama u ekstraktima divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Na slici 4.5 prikazana je zavisnost In gi/qo na razli¢itim temperaturama ekstrakcije,
gde se takode uocava linerna zavisnost u oblasti spore ekstrakcije. Vrednosti koeficijenata
ispiranja i spore ekstrakcije izracunate su metodom najmanjih kvadrata, uzimajuéi u obzir
samo tacke u oblasti spore ekstrakcije (tabela 4.3).

U tabeli 4.3 su date vrednosti perioda brze ekstrakcije (PBE) i stepena ekstrakcije
(SE) koji se ekstrapolacijom ocitavaju sa grafika (slike 4.4 i 4.5). Period brze ekstrakcije je
kod svih ekstrakcija 120 min S$to ukazuje da na ovaj period temperatura izvodenja
ekstrakacije nema znacajan uticaj. Uticaj temperature dolazi do izrazaja u periodu spore
ekstrakcije gde sa povecanjem temperature dolazi do smanjenja viskoznosti rastvaraca,
povecava se koeficijent difuzije ekstraktivnih materija kroz rastvara¢, skracuje vreme

bubrenja 1 prodiranja rastvaraca u ¢elije biljnog materijala.
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Koeficijenti b i k u jednac¢inama kinetike ekstrakcije po modelu I imaju neznatno
nize vrednosti od koeficijenata b’ i k’ u jednac¢inama kinetike ekstrakcije po modelu II.
Koeficijent brze ekstrakcije je kod modela I manji u proseku za 4,5%, a koeficijent spore
ekstrakcije za 8% u odnosu na koeficijente u jednacinama kinetike ekstrakcije po modelu
II. Analizom dobijenih rezultata se vidi da oba primenjena kineticka modela mogu biti

kori$¢ena za modelovanje procesa ekstrakcije iz biljnih vrsta.

Tabela 4.3. Period brze ekstrakcije (PBE), stepen ekstrakcije (SE) u periodu brze ekstrakcije

1 vrednosti koeficijenata b, k, b’ 1 k’ u jednacinama kinetike ekstrakcije (modeli I i II)

Fkstraki Model I Model IT
PBE (min) | SE (%) B k=*10+ b’ k*10°
20°C 120 80 0.80 3.92 0,83 429
°C 120 822 0.82 3.50 0,85 3.84
40 °C 120 87.0 0.87 2.08 0,91 2.29
50°C 120 87.2 0.87 2.42 0.91 2.66
60 °C 120 87.6 0.87 2,50 0.92 2,75

4.1.2. Optimizacija ultrazvucne ekstrakcije

Optimizacija uslova ultrazvuéne ekstrakcije vrSena je pomoc¢u metodologije odziva
povrsine (RSM) koris¢enjem softvera Design Expert (verzija 7.1.6, Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Statisticki modeli i njihove graficke slike konstruisani su
koriS¢enjem centralnog kompozitnog dizajna (CCD). Kao nezavisne promenljive, koje bi
potencijalno mogle da uticu na efikasnost ekstrakcije, odabrane su: vreme ekstrakcije (A),
ekstrakciona temperatura (B) i hidromodul tj. odnos biljni materijal/rastvara¢ (C).
Jednofaktorski preliminarni eksperimenti su izvedeni kako bi se odredile vrednosti opsega i
centralnih tacaka (tabela 4.4).

Sa ciljem odredivanja optimalnih uslova ultrazvué¢ne ekstrakcije fenolnih jedinjenja
iz biljnih vrsta, kao reprezentativni uzorak je uzet plod maline (Rubus idaeus L.) i izvr§eno
je 20 eksperimenta ukljucujuéi Sest ponavljanja centralne tacke. Prinos ekstraktivnih

materija, sadrzaj ukupnih fenola i antocijana izabrani su kao odzivi koji se dobijaju
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kombinacijom nezavisnih promenljivih (tabela 4.3). Svi eksperimenti ponovljeni su tri puta

(n = 3), osim za one koji se odnose na centralnu tacku.

Tabela 4.4. Nezavisne promenljive i odgovarajuci nivoi

Promenljive Kodirane Nivoi
1 promenljive -1 0 1
YVreme
ekstrakcije A 1 15 30
(min)
Temperatura
- B 20 40 60
(=C)
Hidromodul -
C 66,7 133,35 | 200
(L) ] ]

Ulazni podaci za tri nezavisne promenljive i odgovarjuci odzivi neophodni za CCD
eksperimente prikazani su u tabeli 4.5. Prinos ukupnih ekstraktivnih materija dobijen je
merenjem masa suvih ostataka nakon ekstrakcija, a sadrzaj ukupnih fenola i antocijana je

odreden spektrometrijskom metodom opisanom u eksperimentalnom delu.
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Tabela 4.5. Centralni kompozitni dizajn (CCD): tri promenljive (A-vreme,
B-temperatura i C-hidromodul) i odgovarajuci odzivi (prinos ekstraktivnih materija,

sadrzaj ukupnih fenola i ukupnih antocijana iz ekstrakta ploda maline, Rubus idaeus L.)

R.br. Prinos Ukupni Ukupni

. £ B C o fenoli antocijani
eksperimenta (%o) (mg/kg) (mg/kg)
1 -1 -1 -1 7.1 956,70 705,11
2 -1,682 0 0 6.3 800,12 600,56
3 0 0 0 8.5 112837 82028
4 0 0 0 8.5 112805 82090
5 0 1,682 0 8.7 1170.11 845 64
6 0 0 0 8.5 1128 45 820,78
7 0 0 0 8.6 112809 81512
8 0 0 1,682 8 100045 750,37
2 -1 -1 1 5.6 820,19 620,64
10 1 1 1 78 260,72 740,73
11 1 -1 1 77 24091 73026
12 1 1 -1 82 120011 200,059
13 0 -1,682 0 84 112826 82035
14 0 0 -1,682 83 110041 31031
15 1,682 0 0 8.6 114028 83496
16 -1 1 1 6.9 280,10 690,56
17 -1 1 -1 7.1 1011590 710,85
18 1 -1 -1 838 113072 83558
15 0 0 0 8.5 1128 45 81523
20 0 0 0 8.6 112811 82254

Nakon evaluacije svih eksperimenata fitovanjem svih odziva kao funkcije tri
nezavisne promenljive, A-vreme, B-temperatura i C-hidromodul, dobijene su sledece

polinomne jednacine:

Prinos = 7,83-0,098A+0,16B+0,12C+0,071AB-0,65AC+3,273A%+0,089B2-0,035C?
Ukupni fenoli = 1044,36-22,86A+18,59B-1,59C-99,88AC+5,18A%+8,72B
Ukupni antocijani = 766,13-25,69A+22,53B-6,62C-83,13AC+15,62BC+3,88B2-3,19C?

Ovo su uproséene jednacine, gde su koeficijenti koji nisu znacajni, prema ANOVA
testu, eliminisani zbog pojednostavljenja modela. Ove polinomne jednacine odgovaraju
kvadratnim modelima prikazanim na slikama 4.6 - 4.8.

Vrednosti svih testiranih odziva povecavaju se povec¢anjem parametara ultrazvucne

ekstrakcije, narocito ekstrakcionog vremena i hidromodula. Maksimalne vrednosti odziva
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dobijene su na temperaturama izvodenja ekstrakcije izmedu 40 °C i 60 °C. Nakon uzimanja

u obzir svih parametara (promenljive i odgovaraju¢i odzivi) za proracun optimizacije

dizajna, dobijeni su slede¢i optimalni uslovi ultrazvuéne ekstrakcije: vreme ekstrakcije od

30 min, temperatura od 40 °C i hidromodul od 100 g/L.

Trodimenzionalni (3-D) grafici triju odziva u funkciji od vremena ekstrakcije,

temperature i hidromodula prikazani su na slikama 4.6-4.8. Oni predstavljaju graficku

zavisnost vrednosti jednog od odziva u funkciji od dve promenljive dok tre¢a ostaje

konstantna.
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Slika 4.6. 3-D odziv povrsine kombinovanih efekata uslova ultrazvuéne ekstrakcije

ploda maline (Rubus idaeus L.): vreme, temperature i hidromodul na prinos

ukupnih ekstrahovanih materija
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Slika 4.7. 3-D odziv povrsine kombinovanih efekata uslova ultrazvuéne ekstrakcije ploda

maline (Rubus idaeus L.): vreme, temperature i hidromodul na sadrzaj ukupnih fenola
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Slika 4.8. 3-D odziv povrsine kombinovanih efekata uslova ultrazvuéne ekstrakcije ploda

maline (Rubus idaeus L.): vreme, temperature i hidromodul na sadrzaj ukupnih antocijana

Koris¢enjem ovih optimiziranih uslova ultrazvuéne ekstrakcije dobijena su

odgovarajuca predvidanja odziva povrsine (izraCunate vrednosti pomoc¢u modela) prikazana
u tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. Prinos ekstraktivnih materija, sadrzaj ukupnih fenola i antocijana iz ekstrakta
ploda maline (Rubus idaeus L.) dobijenih izraCunavanjem pomoc¢u modela i
eksperimentalno ultrazvu¢nom ekstrakcijom pod uslovima: vreme ekstrakcije

30 min, temperatura 40 °C 1 hidromodul 100 g/L.

Istra¥ivani parametri Izratunate | Eksperimentalne

vrednosti vrednosti
Prinos ekstraktivnih 870 267=0,15
materija (%)
Ukupni fenoli . 11749
(mg GAEke) 120041 119674 £ 1242
Ukupni antocijani
836,72 83111907
(mg MEkg) ' ' '

Dobijeni eksperimentalni rezultati su u dosta dobroj saglasnosti sa eksperimentalnim
rezultaima dobijenim izvodenjem ultrazvucne ekstrakcije pod identicnim optimalnim
uslovima (tabela 4.6) pa se moze zakljuciti da je metodologija odziva povrSine (RSM)
koriséenjem softvera Design Expert dobar metod za optimizaciju uslova ekstrakcije fenolnih

jedinjenja iz biljnih vrsta.

4.1.3. Uporedna analiza klasi¢ne i ultrazvucne ekstrakcije

Na osnovu prethodno izlozenih rezultata izvrSena je uporedna analiza dobijenih
vrednosti za sadrzaj ukupnih fenola, flavonola, hidroksicimetnih kiselina, antocijana, kao 1
antioksidativne aktivnosti ekstrakata plodova divlje kupine 1 domace maline dobijenih
klasi¢nom 1 ultrazvu¢nom ekstrakcijom na sobnoj temperaturi i hidromodulu 1:10, dok je
vreme ekstrakcije za klasi¢nu ekstrakciju bilo 3 h, a ultrazvu¢nu 30 min (tabela 4.7 i
slike 4.914.10).
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Tabela 4.7. Uporedna analiza ukupnog fenolnog sadrzaja i sadrzaja hidroksicimetnih
kiselina, flavonola, antocijana i antioksidativna aktivnost (ECso) ekstrakata divlje

kupine 1 maline dobijenih klasi¢nom (K) i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (UZ)

o
= Hidroksi-
Biljni Elg Ukupni fenok cimetne Flavonoli Antocijani ECs
materijal Ei (mg CAE/kg) kiseline (mg QEkg)  (mgMEkg)  (mg/g)
ﬁ (mg CAE/kg)
Divlja UL | 1391521327 | 10741 £327 | 17467 £229 | 91325404 | 052 £0,03
kupma | K | IBAT=I40 | 71352375 | 5067 =178 | S4GIT=ZLIT | 0,60 =004
, TI0735 210,76 | B519=245 | S071=156 | §2481 =306 | 063 =004
hizlma
K | 934771109 | 5182=156 | 4505=2136 | 68627 =167 | 0,70 =006

UZ - ultrazvuéna ekstrakefjz; K - konvenconalna ekstraketja.

1391,52
1125,47

Slika 4.9. Uporedna analiza ukupnog fenolnog sadrzaja i sadrzaja hidroksicimetnih
kiselina, flavonola, antocijana i antioksidativna aktivnost (EC so) ekstrakata divlje

kupine dobijenih klasi¢cnom (K) i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (UZ)

Ekstrakti plodova ispitivanih sorti dobijeni ultrazvu¢nom ekstrakcijom pokazali su
znaajno veci sadrzaj ukupnih fenola, antocijana, hidroksicimetnih kiselina, flavonola u

poredenju sa ekstraktima dobijenim primenom klasi¢ne ekstrakcije.
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Slika 4.10. Uporedna analiza ukupnog fenolnog sadrzaja i sadrzaja hidroksicimetnih
kiselina, flavonola, antocijana i antioksidativna aktivnost (EC so) ekstrakata maline

dobijenih klasi¢nom (K) i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (UZ)

Sadrzaj ukupnih fenola iz ekstrakata divlje kupine dobijenih primenom ultrazvuéne
ekstrakcije je veci za 19,12% u poredenju sa klasi¢cnom, odnosno za 15,58% za ekstrakt
maline.

Analiza hidroksicimetnih kiselina je pokazala znacajno vecu razliku, tako da je
njihov sadrzaj u ekstraktima dobijenim primenom ultrazvuéne ekstrakcije iz divlje kupine
33,57% vecéi u poredenju sa klasicnom, odnosno za 20,36% iz ekstrakata maline.

Sadrzaj flavonola iz ekstrakata divlje kupine dobijenih primenom ultrazvucne
ekstrakcije bio je vec¢i za 13,74% u poredenju sa klasicnom i za 11,18% iz ekstrakata
maline.

Utvrdeno je da eckstrakti divlje kupine i maline dobijeni primenom ultrazvucne
ekstrakcije imaju veé¢i sadrzaj antocijana za 7,02% odnosno za 16,44% u odnosu na
ekstrakte dobijene primenom klasi¢ne ekstrakcije.

Na osnovu ovih rezultata moze se rec¢i da ultrazvu¢na ekstrakcija dovodi do veceg
prinosa fenolnih jedinjenja u kracem vremenskom periodu, ¢ime se smanjuje utroSak
energije i degradacija fenola.

Takode, dobijeni ekstrakti ultrazvucnom ekstrakcijom pokazuju znacajno jacu
antioksidativnu aktivnost nego ekstakti dobijeni klasi¢nom ekstrakcijom za 15,38% i
11,11% za ekstrakte divlje kupine i maline, respektivno. Ultrazvuéna ekstrakcija pokazala
se bolja i ekonomski iplatljivija tehnika od klasi¢ne za ekstrakciju antioksidanasa iz biljnih

vrsta.
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Uzimajuci u obzir navedene prednosti ultrazvucne ekstrakcije za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja iz ispitivanih biljnih vrsta u daljim eksperimentima ¢e se koristiti ultrazvuc¢na
ekstrakcija pod slede¢im eksperimentalnim uslovima: temperatura 40 °C, vreme 30 min i

hidromodul 1:10.

4.2. Fenolni sadrzaj, antioksidativna i antimikrobna

aktivnost odabranih biljnih vrsta familije Rosaceae

4.2.1. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista domace i divlje

kupine (Rubus fruticosus L..)

Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine odreden UV-VIS

metodom opisanom u eksperimentalnom delu prikazan je u tabeli 4.8 i na slici 4.11.

Tabela 4.8. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i antocijana

iz ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

- . . | Hidroksicimetne . _—
- .. Ukupni fenoki A Flavonoli Antocijani
Biljni materijal kiselin
! 1T (mg GAE/kg) (mg CAER g | meQEkD | (mgMEkg
Domatakupma — |0, & .61 117,15 £4.25 6053 =311 | 52504478
pled
D”m”i.]mpm T §0728274 | 108432415 | 4211723
131
Dripkupma - | 10 spomum | 12741253 B467 =682 | 913252636
plod
D“'llat.j:fm T | 807352619 114,62 26,10 560,29 =591

Rezultati su 1zraZeni kao srednje vrednostt = 5D (n=13).

Analizom ovih rezultata utvrdeno je (tabela 4.8) da se znacajno ve¢i sadrzaj ukupnih
fenola nalazi u ekstraktima ploda divlje kupine u odnosu na ekstrakte iz ploda domace
kupine 1 ekstrakte lista domace 1 divlje kupine, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima

za ispitivanja nekih sorti kupina (Wang i Lin, 2000; Buricova i sar., 2011). Sadrzaj ukupnih
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fenola u plodu divlje kupine je za 45,97% veci od ukupnog fenolnog sadrzaja ploda domace
kupine, odnosno za 41,75% u listu divlje kupine nego u listu domace kupine (slika 4.11).

1500

1000 - L
B Domaca kupina - plod

500 - B % H'H % # Domaca kupina - list
0 =77 1 JA— : ODivlja kupina-plod

Ukyppy Hidrog, .~ Flav Antoi. [Divla kupina - list
fenoj: Oksig; Onoj Ocijan Ja kup
"l SAg/ ki n Mgy " ey,

© ey

g

Slika 4.11. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i antocijana

iz ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Antocijani pronadeni su samo u plodu domace i divlje kupine (tabela 4.8 i slika
4.11). Ukupni sadrzaj antocijana u plodu divlje kupine je veci nego u ekstraktima ploda
domace kupine za 42,41%. Sadrzaj ukupnih antocijana u plodovima divlje i domace kupine
je u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima publikovanim od Jakobek i sar. (2007), gde
su kvantifikovani antocijani do 1055 mg/kg.

Listovi su pokazali ve¢i sadrzaj flavonola u odnosu na plod kod obe ispitivane sorte
kupine (tabela 4.8 i slika 4.11). List divlje kupine je pokazao najveci sadrzaj ove klase
fenola i to za 25% veci u odnosu na list domace kupine. Plod divlje kupine je takode bio
bogatiji u sadrzaju flavonola u odnosu na domacu sortu i to veci za 43%.

Hidroksicimetne kiseline su bile zastupljene sa 62,51% u ekstraktima ploda i sa
65,86% u listu (tabela 4.8 i slika 4.11). Plodovi domace i divlje kupine su imali manji
sadrzaj ovih kiselina u odnosu na listove, u ekstraktima ploda divlje kupine hidroksicimetne
kiseline zastupljene su sa 37,5% vise nego u plodu domace kupine, a u ekstraktima lista
divlje kupine njihova zastupljenost bila je za 34,14% veca u odnosu na list domace kupine.
U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i lista
domace i divlje kupine koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata
prikazani su u tabeli 4.9. Procentna zastupljenost pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata

ploda i lista domace i divlje kupine prikazna je na slikama 4.12-4.15.
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Tabela 4.9. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine

(Rubus fruticosus L.)

Fenolno Domaca kupina Divlja kupina
jedinjenje plod hst plod hist
Kafenakiselma | 11,78 =019 1033 =014

Hlorogena - .
= 1854 =074 63,17 =089
kizelina ' ' : '

pomarmska | g 59473 7927 =114

kizelina SR = T

Ferilna kizelma 277 =068 3796 =067

Elzrmzka o - .

L 3078 =178 11816 =23

Evercetm-3- - - - .

i 1825=1.12 8,17 =2, 27,14 =068 8.4 =034
glukozid == ' ' ' ' '
Rutm 32,14 =109 TeR4 =148
Miricetim 5789 =082 8157 =103
Kemferol.3- 75512817 120,19 £7.11
glucend
Exvercetin 428 =039 2044 =022 7,79 =018 2579 2045
(+)-katehin 976 =0,27 191 =0,09
Procranidin E2 448 =013 4,49 =0.06
Delfmidm- - o - =

) 11578 £4. 09 41278 £7.58
ghikozid . ' ' a
Cijanidim- 2725 £4.45 1472 2204
rutmozid
Cijanid m- . -

. 40,15 =123 4978 =039
arabinozid = ' '
Cijanidm-3-
(malonil) 82,14 =231 15704 22,79
glikond
¥ Fenolne
kiseline 91152226  B171=104 | 207762743 123,13 =3
» Flavonol SRR ES 2988 =188 T3 =174 13167 £2,
¥ Flavan-3-oli 1424 =023 841 =047
T Antocijani 165,31 26,78 7668 =938
= .
» Fenolnih 49324 =804 | 29586306  101790=1524 43616 =766
jedmjenja

Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + SD (n = 3).
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Slika 4.12. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda domace kupine
(Rubus fruticosus L.)
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Slika 4.13. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista domace kupine

(Rubus fruticosus L.)
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Slika 4.14. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda divlje kupine

(Rubus fruticosus L.)
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Slika 4.15. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista divlje kupine
(Rubus fruticosus L.)

Elaginska kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
ploda domace i divlje kupine i to 44,3 i 43,1% vise u poredenju sa ostalim kiselinama, po
redu javljanja (slike 4.12 i 4.14). Rezultati ostalih istrazivaca takode potvrduju znacajno
prisustvo ove kiseline u plodu kupine (Mertz i sar., 2007). Ostale identifikovane fenolne
kiseline u plodu domace i divlje kupine bile su: kafena i p-kumarinska (prilog, slike P27 i

P23, po redu javljanja). U listu domace i divlje kupine nadene su hlorogena i ferulna
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kiselina (prilog, slike P11 i P10). Turkben i sar. (2010) su objavili prisustvo elaginske,
ferulne, kafene i p-kumarinske kiseline u plodu kupine.

Najveci sadrzaj flavonola pronaden je u listu divlje kupine, zatim u listu domace
kupine i plodu divlje kupine (slike 4.13-4.15). Kemferol-3-glukozid najviSe je zastupljen u
ekstraktima lista divlje i domacée kupine, ali takode je utvrdeno prisustvo kvercetin-3-
glukozida, vise u plodu nego u listovima, kao i prisustvo miricetina i rutina u listu divlje i
domace kupine (prilog, slike P12 i P13, po redu javljanja).

Literaturni podaci takode potvrduju prisustvo znacajne koli¢ine kvercetina, rutina i
kemferola u ekstraktima kupina (Gudej i Tomczyk, 2004; Jakobek i sar., 2009; Turkben i
sar., 2010).

U ekstraktima ploda domace i divlje kupine identifikovan je flavan-3-olni monomer:
(+)-katehin i jedan dimer, procijanidin B2 (prilog, slika P30 i P26, po redu javljanja).
Jakobek i sar., (2009) su objavili prisustvo katehina i epikatehina kao predominatnih
flavan-3-ola u ekstraktima kupine.

HPLC hromatogrami su pokazali prisustvo antocijana u ekstraktima ploda domace i
divlje kupine (prilog, slike P29 i P25, po redu javljanja). Ova jedinjenja su najzastupljenija
u plodu divlje kupine pa zatim u plodu domace kupine sa uc¢es¢em od 79,2% i 24,41% od
ukupnog fenolnog sadrzaja ekstrakata (tabela 4.9). Delfinidin-glukozid i cijanidin-rutinozid
bili su najzastupljeniji u ekstraktima ploda domace i divlje kupine (slike 4.12 i 4.14). Ostali
prisutni antocijani u ekstraktima ploda domace i divlje kupine bili su cijanidin-arabinozid i
cijanidin-3-(malonil) glikozid. Prisustvo cijanidnih derivata u plodovima kupina potvrdeno
je od strane mnogih istrazivaca (Stintzing i sar., 2002; Fan-Chiang i Wrolstad, 2005), dok su
delfinidni derivati pronadeni samo kod nekih sorti kupina (Deighton i sar., 2000).

Na osnovu rezultata spektrometrijskih i HPLC analiza moze se zakljuditi da ekstrakti
divlje kupine sadrze znaCajno vecu koncentraciju fenolnih jedinjenja Sto se pored
genotipskih faktora moze pripisati i ¢injenici da biljke u uslovima stresa aktiviraju sintezu
fitoaleksina (Pezet i sar., 2003). Stres izazvan bilo UV zrafenjem ili raznim S$tetnim
mikroorganizmima je prisutniji kod divljih sorti kupina nego kod kultivisanih (koje se Stite
raznim zaStitnim sredstvima) zbog ¢ega biljke moraju same da se zastite sintezom odredenih

fenolnih jedinjenja.
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4.2.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace i

divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista domace i divlje
kupine odredena je DPPH testom, a rezultati analiza, izrazeni kao ECso (mg/mL), prikazani
su u tabeli 4.10 i na slici 4.16. Manje ECso vrednosti odgovaraju jacoj antioksidativnoj
aktivnosti ekstrakata. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost.

Rezultati su pokazali da najjacu antioksidativnu aktivnost imaju ekstrakti ploda
divlje kupine, pa zatim ekstrakti ploda domace kupine, lista divlje kupine i lista domace
kupine. Jaka antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda divlje kupine odgovara najvecem
sadrzaju fenolnih jedinjenja u njima S$to opet ukazuje da ova jedinjenja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih ekstrakta.

Uporedujuci rezultate iz tabela 4.9 i 4.10 moze se reé¢i da su antocijani i flavan-3-oli
najviSe doprineli povecanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata ploda u odnosu na list
divlje 1 domace kupine.

Literaturni podaci takode potvrduju jaku antioksidativnu aktivnost ekstrakata ploda
kupine 1 njihovu visoku korelaciju sa ukupnim fenolnim sadrzajem (Deighton 1 sar., 2000;
Wang i Lin, 2000), kao i ekstrata lista kupine (Buricova i sar., 2011; Gawron-Gzella i sar.,
2012).

Tabela 4.10. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine
(Rubus fruticosus L.) izrazena preko ECso (mg/mL)

, . . EC4
Biljni materijal (mgml)
Domaca kupmz — pled 0,79 0,04
Domaca kupmaz - st 1,67 £0,11
Drvlja bupma — pled 0,52 =0,03
Divlja kupma — hist 1,15 £0,09
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ECso (mg/mil)

7
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Slika 4.16. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine

(Rubus fruticosus L.) izrazena preko ECso (mg/mL)

4.2.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace i

divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine (Rubus
fruticosus L.) odredena je mikrodilucionom metodom opisanom u eksperimentalnom delu.

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine
izrazen preko minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), definisane kao najmanje
koncentracije testiranih ekstrakata na kojoj mikroorganizmi ne pokazuju vidljiv rast i
minimalne baktricidalne koncentracije (MBC), definisane kao najnize koncentracije
testiranih ekstrakata pri kojima je 99,9% inokuliranih mikroorganizama ubijeno, prikazan je
u tabeli 4.11.

Rezultati testova (tabela 4.11) su pokazali da su ekstrakti divlje kupine pokazali
znaCajnu antimikrobnu aktivnost na 12 baketrijskih sojeva i jedan kvasac, uporedo sa
pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez

selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma.
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Tabela 4.11. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija — MIC/MBC

(ng/mL) ekstrakata ploda i lista domace i divlje kupine (Rubus fruticosus L.)

Domaca kopina Divlja knpina Antibiotik

plod hisi plod st st Ch Tet
Clostridiume 125250 | 63125 | 1616 88 - Vs | 0909
perfringans
Bacillur cereur | 1235035 | 83123 18/82 531 : 9% 0,508
Staphyiococeus | gq45 31/63 8/16 610 i 216 | 0,12/09
GUEFsLs
Licteria 11/63 20142 816 612 i 818 | 0.46/09
MORICVIOESHES
S areing 63/125 31/110 88 68 - 0,52 | 0,06/006
lutea
Microcaccus 125250 | 65/130 31/63 20038 - 171 0,409
Mavus
Gram negatirne bakterije
f;:f:"f”’”'j”“ 187375 | 160320 | 63/125 31/63 16/16 3,875
Fseudomonas 94/187 60/140 31/63 20/48 B8 71.51.5
asruEMoca
Salmonsiia -

3117 1/6% 753 -

. 94/18 §3/120 §3/63 42/63 4/4 0.9/1.9
Shigella 63/187 | 40/120 16/63 14/52 16/16 i 0,06/0,12
JOHRHAED
£lebsislla 125250 | 65140 31/31 25191 i i 0.91.9
PHSUMOHIG
Froteus 94/187 63/120 63/63 48/60 - - 1.91.9
vulgaris
Ewasac
Candida 250500 | 150384 | 250875 | 160300 i i 16/16
albicanz

St — streptomicm; Ch — hloramfenikel; Tet — tetracikln.

Testirani mikrobni sojevi su bili rezistentniji na ekstrakte domace kupine, tj.
ekstrakti domace kupine su pokazali osrednju antimikrobnu aktivnost u odnosu na pozitvnu
kontrolu.

Ekstrakti listova 1 domacée 1 divlje kupine su pokazli neSto ja¢u antimikrobnu
aktivnost (tabela 4.11) od odgovarajuéih ekstrakata ploda sto se moze povezati sa znacajno
ve¢im sadrzajem flavonola u ekstraktima lista divlje i domace kupine u odnosu na plod
(tabela 4.9). Takode se moze uociti da su sojevi testiranih mikroorganizama rezistentniji na
ekstrakte domace kupine u odnosu na divlju §to se opet moze pripisati poveéanoj sintezi
fitoaleksina kod divlje kupine.

Gram-pozitivni  sojevi mikroba (Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus)

pokazali su vecu osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve
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(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis Shigella sonnei,
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris). Kvasac Candida albicans je pokazao najvecu
rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakata lista i ploda divlje i domace
kupine iznosile su 160 do 250 i 150/250, zatim MBC 300 do 375 i 384 do 500 ug/mL, po
redu javljanja). Literaturni podaci potvrduju naSe rezultate tj. vecu aktivnost ekstrakata
biljnih vrsta na gram pozitivne bakterije u odnosu na gram negativne i kvasce (Puupponen-
Pimia i sar., 2001; Cavanagh i sar., 2003).

4.2.4. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista domace

maline (Rubus idaeus L.)

Ekstrakati ploda i lista domace maline pokazali su fenolni sadrzaj dobijen UV-VIS
metodom opisanom u eksperimentalnom delu ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 4.12 i na
slici 4.17.

Tabela 4.12. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i antocijana

iz ekstrakata ploda i lista domace maline (Rubus idaeus L.)

- . . | Hidroksicimetne . G
. . Ukupni fenoli N Flavonoli Antocijani
Biljni materijal kiselin
] L (mgGAERD | (0 CAR K o | (mgQEky | (mgMEkg
Domatamalma— |, 0735511 37 6519 =138 S072=108 | 82491 =1134
pln}d _
D"m“;;?ﬂm' 811,75 £9.21 29471 £3.15 354,42 =406

Rezultah su 1zrazeni kao srednje vrednosti = 5D (n=3).

Analizom prikazanih rezultata (tabela 4.12) utvdeno je da Se znacajno veci sadrzaj
ukupnih fenola nalazi u ekstraktima ploda maline u odnosu na ekstrakte iz lista domace
maline.

Sadrzaj ukupnih fenola u plodu domace maline je za 26,7% veci od ukupnog
fenolnog sadrzaja u listu domace maline. Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa
literaturnim podacima za ispitivanja nekih sorti malina (Wang and Lin, 2000; Buricova i
sar., 2011).
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Antocijani pronadeni su samo u plodu domace maline (tabela 4.12), (824,91 mg
ME/kg). Koli¢ina ukupnih antocijana iz ekstrakta domace maline je znacajno veéa od
ukupnih antocijana nadenih kod drugih (Jakobek i sar., 2007), gde su kvantifikovani
antocijani od 231,72 mg/kg.

Listovi su pokazali veéi sadrzaj flavonola u odnosu na plod (tabela 4.12). List maline
je pokazao mnogo veci sadrzaj ove klase fenola i to za 85,7% veci u odnosu na plod domace
maline. Koncentracija hidroksicimetnih kiselina bila je veca u ekstraktima lista maline i to
za 77,65% nego u plodu (slika 4.17).
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1000 -
800 - ]
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400 - O Domaca malina — plod

O Domaca malina — list
200
0

U Hj, 1:
A’Upn fa ;droks.{bj ar/onoﬁ C{}::?;)f
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4 £ /kgj

Slika 4.17. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i antocijana

iz ekstrakata ploda i lista domace maline (Rubus idaeus L.)

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i
lista domace maline koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata
prikazani su u tabeli 4.13.

Ferulna kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
ploda i lista maline i to za 41,7 i 47,6% vise u poredenju sa ostalim kiselinama, po redu
javljanja (slike 4.18 i 4.19). Ostale identifikovane fenolne kiseline u plodu maline bile su:
kafena, p-kumarinska i elaginska (prilog, slika P39), a u listu maline zastupljene su:
hlorogena i ferulna (prilog, slika P17). Slican sastav fenolnih kiselina publikovan je od
strane drugih autora (Mullen i sar., 2002; Mullen i sar., 2003; Jakobek i sar., 2009;
Gasperotti i sar., 2010; Remberg i sar., 2010; Turkben i sar., 2010).
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Tabela 4.13. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista domaée maline
(Rubus idaeus L.)

Fenclno jedinjenje Phﬂ“m‘“ malma__
Kafena kizelma 7.4 =012

Hlorogena kiselma - 3894 2039
Ferulna kizelma 2921 =028 4277 =078
Elagmska kiselma 1378 =019 -
Evercetm-3-glukozd 3.81 =008 -
Futn 820 =0,12 170,17
Miricetim 10,17 =011 3214 £103
Eemferol-3-glucozid - 3789 =120
Exvercetm 7.2 20,20 210,51 £7.26
(+)-katehin - 1844 =047
Cranid m-sofrozd 308590 =1565 -
Cyanid m-glukorutmozid 119,18 =124 -
Cyamdm glukozid 131,34 =089 -
Cyanid m-nmitmozid 10924 =076 -
Pelzrgomdm-soforozid 4 68 =016 -

» Fenolne kizelme 50,13 =1,09 BL.75 =404
T Flavonoli 3941 =023 308,31 =4 45
% Flavan-3-oh - 1844 =026
¥ Antocijani 673,34 6,68 -

% Fenolnih jedinjenja 75188 £6.92 5643 26,12

Beziltati su 1zraZent kao srednje vrednosti = 5D (n=3).
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Slika 4.18. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda domace maline

(Rubus idaeus L.)
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Slika 4.19. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista domace maline

(Rubus idaeus L.)

Najvec¢i sadrzaj flavonola pronaden je u listu maline, zatim u plodu. Kvercetin je
najzastupljeniji u ekstraktima lista maline, ali takode je utvrdeno prisustvo kemferol-
glukozida, miricetina i rutina (prilog, slika P18). U plodu je utvrdeno prisustvo kvercetina,
miricetina, rutina i kvercetin-3-glukozida (prilog, slika P40). Literaturni podaci takode
potvrduju prisustvo kvercetina 1 njegovih derivata kao predominatnih flavonola u
ekstraktima maline (Mullen i sar., 2002; Mullen i sar., 2003; Jakobek i sar., 2009; Turkben i
sar., 2010).

U ekstraktima lista maline utvrdeno je prisustvo flavan-3-ola, (+)-katehina.

Analizom HPLC dijagrama utvrdeno je prisustvo antocijana u ekstraktima ploda
maline (prilog, slika P41). Najzastupljeniji su cijanidin-sofrozid, cijanidin-glukorutinozid,
zatim cijanidin-rutinozid. Takode je prisutan i pelargonidin-soforozid u ekstraktima ploda
domace maline (tabela 4.12 i prilog, slika P41). Predominatni antocijani, derivati cijanidina
i pelargonidina, u plodovima malina publikovali su i drugi autori (Mullen i sar., 2002;
Maatta-Riihinen i sar., 2004; Kassim i sar., 2009; Remberg i sar., 2010).
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4.2.5. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista domacée

maline (Rubus idaeus L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista maline odredena je
DPPH testom, a rezultati analiza, izrazeni vredno$éu ECso (mg/ml) prikazani su u tabeli
4.14. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost. Ekstrakti ploda maline
pokazali su za 26% jacu antioksidativnu aktivnost od ekstrakata lista maline. Jaka
antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda maline odgovara vefem sadrzaju fenolnih
jedinjenja u njima Sto ukazuje da ova jedinjenja doprinose antioksidativnoj aktivnosti
ispitivanih ekstrakta. Uporeduju¢i rezultate HPLC analize fenolnog sastava ekstrakata ploda
i lista domace maline (tabela 4.13) i odgovarajuce vrednosti ECso odgovarajucih ekstrakata
(tabela 4.14) uocava se da su antocijani najviSe doprineli jacoj antioksidativnoj aktivnosti
ekstrakata ploda maline.

Literaturni podaci takode potvrduju jaku antioksidativnu aktivnost ekstrakata ploda
maline i njihovu visoku korelaciju sa ukupnim fenolnim sadrzajem (Deighton i sar., 2000;

Wang i Lin, 2000), kao i ekstrakta lista maline (Wang i Lin, 2000; Buricova i sar., 2011).

Tabela 4.14. Antioksidativna aktivnost ECso (mg/mL) ekstrakata ploda i lista

domace maline (Rubus idaeus L.)

Biljui materfial nfg'f;i}
Domaca malna - pled 0,63 =04
Domaca malma - list 0,75 =0.06

Rezultati su 1zrazent kao srednje vradnosti = 5D (n=3).

4.2.6. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista domace

maline (Rubus idaeus L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista domace maline (Rubus
idaeus L.) odreden preko mikrodilucione metode opisane u eksperimentalnom delu i izrazen
preko minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC)
prikazan je u tabeli 4.15.
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Iz tabele 4.15 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda maline
pokazali znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je
uporediv sa pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),
bez selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti lista maline su pokazli
jacu antimikrobnu aktivnost (i do 50% kod nekih testiranih sojeva) u odnosu na ekstrakte
ploda maline (tabela 4.15) §to se moze povezati sa znacajno veéim sadrzajem fenolnih

kiselina i flavonola u ekstraktima lista u odnosu na plod (tabela 4.16).

Tabela 4.15. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija — MIC/MBC

(ug/mL) ekstrakata ploda i lista domaée maline (Rubus idaeus L.)

Domaca malina Antibiotik
plod list St Ch Tet
Gram pozitivoe bakterje
Clastridium -

. 108220 50/110 - 1/8 0,909
perfringsns i
EBacilluz cereus 20/123 63763 - &8 0,540.%
Sraphviococous 48/100 20/48 . 216 0.12:09
aursus
Lmem. 31/31 20:31 - B/1E 0.46/09
MORGEVEIEENES
Sarcing 6363 11/80 ; 052 0,06/0.06
lutea
Micrococcus 110/182 $0/110 ; 11 0,409
Jlavus
Gram nesatwne bakterije
Escherichia 150320 140260 16/16 3,817.5
coli
P.seu#mua.s 63/150 50/120 58 7.57.5
asrugmosa
Salmonelia 217 55
Enreritidiz 63123 S 44 - o
Shigella 50/140 40/100 16/16 - 0.06/0.12
sonnei
E.’J‘eb::eﬂg 11018 63/110 - - 051,92
phaumonia
Pm:eu_: £3/125 50/110 - - 1,519
vulgaris
Kvasac
Candlia 230500 120384 . . 16/16
albisans

St — streptomicim; Ch - hloramfsnikel; Tet — tetraciklin,
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Gram-pozitivni  sojevi mikroba (Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus)
pokazali su veéu osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei,
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris).

Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda maline kod Liseria
monocytogene bile su 20/31 i 31/31 ug/mL, dok su kod Escherichie coli iznosile 140/260 i
150/320 pg/mL, po redu javljanja. Kvasac kandida (Candida albicans) je pokazao najveéu
rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakata lista i ploda maline iznosile su
120 do 230, a MBC 384 do 500 pg/mL, po redu javljanja). Ovakava osetljivost mikrobnih
sojeva na ekstrakte maline je u dobroj saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Puupponen-
Pimié i sar., 2001; Cavanagh i sar., 2003).

4.2.7. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa

canina L.)

Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista Sipurka dobijen UV-VIS metodom opisanom
u eksperimentalnom delu prikazan je u tabeli 4.16 i na slici 4.20.

Tabela 4.16. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.)

Hidroksicimetne

. . - Ukupni fenok A Flavonoli
Biljni materijal . kiseline .
| (mg GAEkg) (me CAF/ke) (mg QEks)
Sipurak - plod 218,11 =534 39,16 =0.73 51,87 =138
Sipurak - list 122394 =769 210,07 4,92 74025 5,11

Rezultati su 1zraZzeni kao srednje vrednosti = 5D (n=3).

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 4.16. utvrdeno je da se znacajno veci sadrzaj
ukupnih fenola nalazi u ekstraktima lista Sipurka u odnosu na ekstrakte iz ploda Sipurka.
Sadrzaj ukupnih fenola u listu Sipurka je za 58,38% veci od ukupnog fenolnog sadrzaja
ploda Sipurka (slika 4.20). Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim za neke Rosa
vrste (Yi i sar., 2007). Listovi su pokazali veéi sadrzaj flavonola u odnosu na plod Sipurka.

List Sipurka je pokazao veci sadrzaj ove klase fenola i to za 78,4% veéi u odnosu na plod
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Sipurka (slika 4.20). Koncentracija hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima lista Sipurka bila
je veca za 81,36% nego u ekstraktima ploda Sipurka (slika 4.20).
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Slika 4.20. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.)

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i
lista Sipurka koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata prikazani
su u tabeli 4.17. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i lista

Sipurka prikazan je na slikama 4.21 1 4.22, po redu javljanja.
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Tabela 4.17. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.)

Fenolno jedinjenje Slod Sipurak
Kafena kiselma 1315 0,11 2314 =027
Hlorogena kiselma - 4436109
p-kumarmska kizelna - 0127184
Ferulna kizelma 922009 -
Evercetm-3-glukozd 4511 =114 5237112
Futin - 107,84 = 1,89
Wiricetm . STAE =107
Kemferol-3-glucozid - 411,73 =709
Exvarcetin - 2511 =035
(+)-Eatchin 5,23 =0,07 -
(-)-epikatehin 1078 =0.10 -
Procpanidm B2 5.69 =007 -

% Fenolne kizelme 2237028 157,62 =2.59
¥ Flavonoli 4511074 64509 =3 15
% Flavan-3-oh 217 =015 -

% Fenolnih jedinjenjz 8918 =107 806,71 =4.86

Rezultat su 1zrazem kao srednje vrednosti = 5D (n = 3).

p-Kumarinska kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim
ekstraktima lista Sipurka, za 42,1% viSe u poredenju sa ostalim kiselinama (slika 4.22).
Ostale identifikovane fenolne kiseline u listu Sipurka bile su hlorogena i kafena (prilog, slika

P19), dok su u plodu Sipurka u najve¢oj koncentraciji pronadene kafena i ferulna (slika 4.21

i prilog: slika P45).
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Slika 4.21. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda Sipurka
(Rosa canina L.)

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 82



DOKTORSKA DISERTACIJA

100% Kvercetin  3.87
90%

80% .
? p-kumarinska

70% kiselina Kemferol-3-
57,9 glucozid
60% 63,48

50%
40%

30%

Miricetin 7,94

20%

10%

0%

Fenolne kiseline Flavonoli

Slika 4.22. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista Sipurka

(Rosa canina L.)

Na osnovu HPLC analize utvrdeno je da je veci sadrzaj flavonola pronaden u
ekstraktima lista u odnosu na plod Sipurka. Kemferol-3-glukozid i rutin su najzastupljeniji u
ekstraktima lista, ali takode je utvrdeno pisustvo kvercetin-3-glukozida, miricetina i
kvercetina (prilog, slika P20), dok je u ekstraktima ploda utvrdeno samo prisustvo
kvercetin-3-glukozida (prilog, slika P46).

Flavan-3-oli su takode detektovani u ekstraktima ploda Sipurka. Identifikovana su
dva flavan-3-olna monomera: (+) - katehin, (-) - epikatehin i jedan dimer, procijanidin B2
(prilog, slika P47).

4.2.8. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista Sipurka

(Rosa canina L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista Sipurka odredena je
DPPH testom, a rezultati analiza, izrazeni vrednos¢u ECso (mg/mL) prikazani su u tabeli
4.18. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost. Jacu antioksidativnu
aktivnost pokazali su ekstrakti lista Sipurka, koji imaju i ve¢i ukupni fenolni sadrzaj u
odnosu na ekstrakte ploda za 49,73%. Uporedujuéi rezultate HPLC analize fenolnog sastava

ekstrakata plodai lista Sipurka (tabela 4.17) i odgovarajuce vrednosti ECso odgovarajucih
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ekstrakata (tabela 4.18) uocava se da su flavanoli i fenolne kiseline odgovorni za jacu
antioksidativnu aktivnost, ekstrakata lista Sipurka u odnosu na plod.
Zanacajnu korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti ekstrakata

Sipuraka publikovali su Yi i sar., (2007).

Tabela 4.18. Antioksidativna aktivnost, ECso (mg/mL) ekstrakata ploda

i lista Sipurka (Rosa canina L.)

Biljni materijal [rfg?;i}
Sipurzk - plod 1,87 £0,14
stpurak - List 0,94 =0,09

Fezultah su 1zraZent kao srednje vrednesti = 3D (n = 3).

4.2.9. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista Sipurka

(Rosa canina L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista Sipurka izrazen preko
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 4.19.

Iz tabele 4.19 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda Sipurka
pokazali znaCajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva 1 jedan kvasac koji je
uporediv sa pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),
i to bez ikakvog selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma.

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da ekstrakti lista Sipurka pokazuju jacu
antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda Sipurka (tabela 4.19) §to se moze
povezati sa znacajno ve¢im sadrzajem fenolnih kiselina i flavonola u ekstraktima lista u
odnosu na plod (tabela 4.16).

Gram-pozitivni  sojevi mikroba (Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus )
pokazali su vecu osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei,

Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris).
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Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda Sipurka kod Staphilococcus
aureus bile su 30/48 i 60/100 pg/mL, dok su kod Escherichie coli iznosile 140/260 i
160/320 pg/mL, po redu javljanja. Gram-pozitivne bakterije su osetljivije od gram-
negativnih bakterija $to je u skladu sa literaturnim podacima (Yi i sar., 2007). Kvasac
Candida albicans je pokazao najvecu rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod
ekstrakata lista i ploda Sipurka iznosile su 125 do 250, a MBC 390 do 500 pg/mL, po redu

javljanja).

Tabela 4.19. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija
— MIC/MBC (ng/mL) ekstrakata ploda i lista Sipurka (Rosa canina L.)

Sipurak Antibiotik
plod list St Ch Tet
Gram pozitivoe bakterge
Clastridium .

. 110,240 53/110 - 1/8 0,909
perfringas —
Bacillus ceraus 83/ 123 33/63 . B8 0,909
ataphylacaceus 60/100 30/48 ] 2/16 0.12/09
aUFENS
Listeria 31/48 31/31 - B/18 {.,46/09
MONACVTOEENES
sarcing 63/80 48/80 i 0,52 | 0,06/006
lutea
Micrococcus 120183 §1/110 ; 11 0,409
JSavus
Gram nesativne bakterije
Escherichia 160320 140260 16/16 3.87.5
coli
Pseua’a.:lmua.s 63/150 60/120 8/8 7,515
asrugiosa
Salmanslia -

3 3 -
enteritidiz 501123 i o A
~higella 63/140 50/100 16/16 i 0.06/0.12
soRRS
E‘e!:mﬂg 110183 63/110 - - 0919
pRsumonia
Pmi&'u:E §3/125 50/110 - - 1.91.9
vilgaris
Kvasac
Candda 250,500 123390 : - 16/16
albicans

St — streptomicm; Ch — hloramfenikol; Tet — tetraciklm.
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4.2.10. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista trnjine (Prunus

spinosa L.)

Ekstrakati ploda i lista trnjine pokazali su fenolni sadrzaj dobijen UV-Vis metodom

opisanom u eksperimentalnom delu ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 4.20 i na slici 4.23.

Tabela 4.20. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista trnjine (Prunus spinosa L.)

Hidroksicimetne

. " Ukupni fenoli A Flavonoli Antocijani
Biljni materijal P kiseline ]
] (mg GAEkz) (mg CAE/ke) (mg QEkz) (me ME k=)
Tmyima - 902,83 =1146 | 7283179 6471118 | 698142703
plod
Tmma -

. 317,29 £6.21 247052345 22816 =3 51
list

Rezultati su 1zrafent kao srednje vrednostt = 5D (n=3).

Analizom ovih rezultata utvrdeno (tabela 4.20 i slika 4.23) je da se znacajno veéi
sadrzaj ukupnih fenola nalazi u ekstraktima ploda trnjine u odnosu na ekstrakte iz lista

trnjine.
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Slika 4.23. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista trnjine (Prunus spinosa L.)
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Sadrzaj ukupnih fenola u plodu trnjine je za 42,71% ve¢i od ukupnog fenolnog
sadrzaja lista trnjine. Dragovi¢-Uzelac sar. (2007) su nasli ukupne fenole u koli¢ini 546 i
858 mg/kg u ekstraktima plodova trnjine. Antocijani su pronadeni samo u plodu trnjine
(698,14 + 7,03 mg ME/kg) (tabela 4.20 i slika 4.23). Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa
literaturnim podacima publikovanim od Sikora i sar., (2013), gde su kvantifikovani
antocijani od 715 mg/kg. Veli¢kovi¢ i sar., (2014) su nasli znac¢ajno manji sadrzaj ukupnih
antocijana u ekstraktima trnjine dobijenih upotrebom razliitih rastvaraca (sadrzaj
antocijana bio je od 110 do 265 mg/kg). Listovi su pokazali veéi sadrzaj flavonola u odnosu
na plod trnjine. List trnjine je pokazao najveci sadrzaj ove klase fenola i to za 71,76% veci u
odnosu na plod (tabela 4.20 i slika 4.23) .

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda 1
lista trnjine koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata prikazani su
u tabeli 4.21. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i lista trnjine
prikazan je na slikama 4.24 i 4.25, po redu javljanja.

Hlorogena kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
lista trnjine, za 47,88% viSe u poredjenju sa ostalim kiselinama (slika 4.24). Ostale
identifikovane fenolne kiseline u ekstraktima lista i ploda trnjine bile su: kafena i p-
kumarinska (prilog, slike P21 i P35, po redu javljanja). Velickovi¢ i sar., (2014) su
detektovali kafenu i neohlorogenu kiselinu u ekstraktima ploda trnjine.

Najveci sadrzaj flavonola pronaden je u ekstraktima lista, a zatim u plodu trnjine.
Kemferol-3-glucozid je najzastupljeniji u ekstraktima lista trnjine, ali takode je utvrdeno
prisustvo rutna, miricetina, kvercetin-3-glukozida i kvercetina (slika 4.25 i prilog: slika
P36), dok je u ekstraktima ploda utvrdeno prisustvo kvercetin-3-glukozida i rutina (slika
4.24 i prilog: slika P22). Drugi autori su identifikovali miricetin i kvercetin kao
najzastupljenije flavonole u ekstraktima ploda trnjine (Velickovi€ i sar., 2014).

U ekstraktima ploda trnjine identifikovan je flavan-3-olni monomer, (+)-katehin, i
jedan dimer, procijanidin B2 (prilog, slika P38), dok u ekstraktima lista ova jedinjenja nisu

identifikovana.
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Tabela 4.21. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista trnjine (Prunus spinosa L.)

Trnjina

Fenolno jedinjenje plod Kzt
Kafen a kizelma 4334 =108 35388 =114
Hlorogena kizelma - 102,45 =1.98
p-kumarmska kizelma 1392 £023 1816 =065
Evercetm-3-glukozid 3207 =064 J665 =033
Futin 1186 =018 5196 =051
Miricetin i 2439 =027
Eemferol-3-glucozid - ITLTT 23
Ewvercetin - 1627 £0.16
(+)-katehin 042 £0.11 -
Procnpanidm B2 4.51 0,07
Delfmidm-glukozid 117,09 =2.08

Cranid m-soforozid 238,71 +3 61
Peonidm-glukozid 6097 £1.13
Peontdm-mtmomid 91,14 =201 -

% Fenolne kizelme 5926 =086 196,32 =3.09
% Flavonoh 4388 20357 167,30 £3.12
% Flavan-3-oli 1393 2025

T Antocijani 507.91 =447 -

% Fenelnth jedmjenja 624,98 =4.93 163,89 =4 .47

Bezultat su 1zrazemi kao srednje vrednosti = 5D (n = 3).

Analizom HPLC hromatograma utvrdeno je prisustvo antocijana u ekstraktima ploda
trnjine (prilog, slika P37). Ova jedinjenja bila su prisutna u plodu trnjine sa 23 i 47% od
ukupnog fenolnog sadrzaja ekstrakata ploda trnjine. Delfinidin-glukozid bio je
najzastupljeniji u ekstraktima ploda trnjine, zatim utvrdeno je prisustvo cijanidin-soforozida,
peonidin-glukozida i peonidin-rutinozida (slika 4.24). Sli¢an antocijanidni sastav
publikovali su i drugi autori, gde preovladavaju derivati cijanidina i peonidina (Stefanut i
sar., 2011; Velickovié i sar., 2014).
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Slika 4.24. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda trnjine

(Prunus spinosa L.)
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Slika 4.25. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista trnjine

(Prunus spinosa L.)
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4.2.11. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista trnjine

(Prunus spinosa L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista trnjine odredena je
DPPH testom, a rezultati analiza izrazeni vredno$éu ECso (mg/mL) prikazani su u tabeli
4.22. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost. Jacu antioksidativnu
aktivnost pokazali su ekstrakti ploda trnjine u poredenju sa ekstraktima lista. Jaka
antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda trnjine odgovara veéem sadrzaju fenolnih
jedinjenja u njima $to opet ukazuje da ova jedinjenja doprinose antioksidativnoj aktivnosti
ispitivanih ekstrakta. Uporedujuéi rezultate HPLC analize fenolnog sastava ekstrakata ploda
i lista trnjine (tabela 4.21) i odgovarajuce vrednosti ECsp odgovaraju¢ih ekstrakata (tabela
4.22) uocava se da su antocijani odgovorni za jacu antioksidativnu aktivnost ekstrakata
ploda trnjine.

Jaku antioksidativnu aktivnost kao i dobru korelaciju sa ukupnim fenolnim
sadrzajem ekstrakta trnjine utvrdili su i drugi autori (Dragovi¢-Uzelac sar., 2007; Stefanut i
sar., 2011; Sikora 1 sar., 2013; Veli¢kovi¢ 1 sar., 2014).

Tabela 4.22. Antioksidativna aktivnost (ECso, mg/mL) ekstrakata ploda

i lista trnjine (Prunus spinosa L.)

Biljni materijal Ellfg?l:-:[-}
Trnjina - plod 0,66 =007
Trnjina - list 1,09 0,11

4.2.12. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista trnjine

(Prunus spinosa L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista trnjine izrazene preko
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je
u tabeli 4.23.

Iz tabele 4.23 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda trnjine pokazali

znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je uporediv sa
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pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez
selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti lista trnjine su pokazli nesto
jacu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda trnjine (tabela 4.23) Sto se moze
povezati sa znacajno ve¢im sadrzajem fenolnih kiselina i flavonola u ekstraktima lista u
odnosu na plod (tabela 4.21). Ovo ukazuje na postojanje korelacije izmedu antimikrobne
aktivnost testiranih ekstrakata i sadrzaja pojedinih klasa fenolnih jedinjenja u njima, o kojoj

su izvestili 1 drugi autori (Velickovi¢ i sar., 2014).

Tabela 4.23. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija
— MIC/MBC pg/mL, ekstrakata ploda i lista trnjine

Trnjina Antibiotik
plod list St Ch Tet
Gram pozitivoe bakterge
Clozoridium -

. 108230 53/110 i 18 0.90.9
perfringans T
Bacillus ceraus L il A - 38 0,949
Staphylecoccus 63/100 30431 - 216 | 01209
aLRFELs
Listeria 31/31 3131 i 818 0,46/0.9
MOHICVIOEEREs
=arcing 6363 40/70 i 0,572 0,06/0,06
lutea
Micrococcus 110/150 60/100 i 1/l 0,40.9
Mavuz
Gram nezativoe bakterije
Escherichia 150280 125230 16/16 : 1875
coli T
Fasudomanas 60/125 60/110 5% . 1575
asruEmMosa
Saimonsiia e
S emidic 70/125 60/110 4/4 i 0,91.9
Shigslla 60/120 50/83 16/16 i 0,06/0,12
JOFRHST
Kebsisiia 110/150 65/100 i i 0919
DPHeumonia
Froteus 60/120 50/100 i i 1,919
vulgaris
Kvasac
Candida 240500 120380 i i 16/16
albizans

St — streptomicm; Ch — hloramfenikol; Tet — tetracikln,

Gram-pozitivni sojevi (Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus) pokazali su vecu

osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve (Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Klebsiella pneumonia,
Proteus vulgaris). Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda trnjine kod
Staphilococcus aureus bile su 30/31 i 60/100 pg/mL, dok su kod Escherichie coli iznosile
150/280 i 183/340 ug/mL, po redu javljanja. Kvasac kandida (Candida albicans) je pokazao
najvecu rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakata lista i ploda gloga
iznosile su 250 i 500, a MBC 500 pg/mL, po redu javljanja). Literaturni podaci potvrduju
nase rezultate tj. vecu aktivnost ekstrakata biljnih vrsta na gram pozitivne bakterije u odnosu

na gram negativne i kvasce (Puupponen-Pimia i sar., 2001; Cavanagh i sar., 2003).

4.2.13. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista gloga (Crataegus

oxyacantha L.)

Ekstrakti ploda i lista gloga pokazali su fenolni sadrzaj dobijen UV-VIS metodom

opisanom u eksperimentalnom delu ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 4.24 i na slici 4.26.

Tabela 4.24. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista gloga (Crataegus oxyacantha L.)

.o . Hidroksicimetne .
. . Ukupni fenoli _ Flavonol
Biljni materijal . kiseline .
(mg CAE'kg) (me CAEke) (mg QEkg)
Glog - plod 106352295 | 25742040 6947 =102
Glog -list 3843522273 4693 20,71 29021 £1.17

Rezultati su tzraZem kao srednje vrednostt = SD (n=13).

Analizom ovih rezultata utvrdeno je (tabela 4.24) da se veci sadrzaj ukupnih fenola
nalazi u ekstraktima lista gloga u odnosu na ekstrakte iz ploda gloga. Sadrzaj ukupnih fenola
u listu gloga je za 6,56% veci od sadrzaja ukupnih fenola u plodu. Ekstrakt ploda gloga je
pokazao 11,65% veci sadrzaj flavonola u odnosu na ekstrakt lista gloga (slika 4.26).

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 92



DOKTORSKA DISERTACIJA

450

400

350
300
250
200 OGlog Plod
150 A Glog —list
100

50

Slika 4.26. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista gloga (Crataegus oxyacantha L.)

Koncentracija hidroksicimetnih kiselina bila je manja u ekstraktima ploda gloga, za
55% u odnosu na koncentraciju ovih kiselina u ekstraktu lista gloga (slika 4.26). Antocijani
nisu pronadeni u ekstraktima ploda i lista gloga.

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda 1
lista gloga koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata prikazani su
u tabeli 4.25. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i lista gloga
prikazan je na slikama 4.27 i 4.28, po redu javljanja.

Hlorogena kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
lista gloga za 46,15% u odnosu na ukupne fenolne kiseline zastupljene u listu (slika 4.28).
Ekstrakti lista gloga pokazali su i prisustvo p-kumarinske kiseline (prilog, slika P14). Ostale
identifikovane fenolne kiseline u ekstraktima ploda gloga bile su kafena i p-kumarinska
kiselina (prilog, slika P48). Salmanian i sar., (2014) su nasli kafenu i hlorogenu kiselinu u
ekstraktima gloga, dok su Aneta i Oszmianski (2007) identifikovli samo kafenu kiselinu, a
Bahri-Sahloul i sar., (2009) samo hlorogenu kiselinu.
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Tabela 4.25. Fenolni sastav mg/kg ekstakata ploda i lista gloga (Crataegus oxyacantha L.)

Fenclne jedinjenje olod Clog
Fafenz kizelma §25=0.11 -
Hlorogena kiselma - 1927 =024
p-lmarmska kiselma B.96 £0,20 1652 =019
Exercetm-3-galaktozid - 8,71 £0.15
Exercetm-3-glukozid 2741 2027 4772011
Futm 3056 =024 60,14 =060
Miricetm - 7004 =116
Eemferol-3-glucezid - 17585 =031
Evercetin 7.15 20,10 1806 =019
(+)-katzhin - 1,77 =005
(- )-epikatehm 3,71 =008 2.85 =04
Procgamdm B2 - 1.69 =0,04
% Fenolne kizelme 1521 =013 3579 =030
% Flavonol 6312 =044 4927 =043
% Flavan-3-oli 3,71 =007 6.31 =009
% Fenolnih jedmjenja 2404 =159 9137 =128

Fezultat su 1zrazeni kao srednje vrednosti = 5D (n=3).
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Slika 4.27. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda gloga

(Crataegus oxyacantha L.)
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Slika 4.28. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista gloga

(Crataegus oxyacantha L.)

Sledeca klasa fenolnih jedinjenja koja je identifikovana u ekstraktima ploda i lista
gloga su flavonoli. Miricetin i rutin su najzastupljeniji u ekstraktima lista gloga, ali takode je
utvrdeno prisustvo kvercetin-3-glukozida, kvercetin-3-galaktozida, kemferol-3-glucozida i
kvercetina (prilog, slika P15), dok su u ekstraktima ploda identifikovani rutin, kvercetin-3-
glukozid i kvercetin (prilog, slika P49). Drugi autori su identifikovali kvercetin, hiperozid i
rutin kao predominantne flavonole u ekstraktima gloga (Bersin i sar., 1955; Rewerski i
Lewak, 1967; Verma i sar., 2007; Aneta i Oszmianski, 2007; Bahri-Sahloul i sar., 2009).

U ekstraktima lista gloga pronadeni su flavan-3-olni monomeri, (+)-katehin i (-)-
epikatehin, i jedan dimer, procijanidin B2, dok je plodu identifikovan samo flavan-3-olni
monomer, (-)-epikatehin. HPLC hromatogrami ploda i lista gloga su prikazani u prlogu,

slike P16 i P50, po redu javljanja.

4.2.14. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista gloga

(Crataegus oxyacantha L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda 1 lista gloga odredena je
DPPH testom, a rezultati analiza izrazeni vredno$¢u ECso (mg/mL) prikazani su u tabeli
4.26. Manje ECso vrednosti odgovaraju jacoj antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata. Svi
ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidatvnu aktivnost. Ekstrakti lista gloga pokazali su
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nesto jacu antioksidativnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda gloga za 8,37%. Jaka
antioksidativna aktivnost ovih ekstrakata je povezana sa visokim sadrzajem fenolnih
jedinjenja u njima $§to ukazuje da ova jedinjenja doprinose antioksidativnoj aktivnosti
ispitivanih ekstrakta. Uporedujuci rezultate HPLC analize fenolnog sastava ekstrakata ploda
i lista gloga (tabela 4.25) i odgovarajuce vrednosti ECsp odgovarajucih ekstrakata (tabela
4.26) uocCava se da su fenolne kiseline odgovorne za jau antioksidativnu aktivnost
ekstrakata lista gloga. Znacajnu antioksidativnu aktivnost ekstrakata gloga publikovali su i

drugi autori (Salmanian i sar., 2014).

Tabela 4.26. Antioksidativna aktivnost, ECso (mg/mL) ekstrakata ploda

i lista gloga (Crataegus oxyacantha L.)

Biljni materijal ['fg’f;i}
Glog - plod 2,15 0,35
(rlog — list 1,97 =027

4.2.15. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista

gloga (Crataegus oxyacanthal..)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista gloga izrazen preko
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 4.27.

1z tabele 4.27 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda gloga pokazali
znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je uporediv sa
pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez
selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti lista gloga su pokazli nesto
jacu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda gloga (tabela 4.27) §to se moze
povezati sa znacajno vecim sadrzajem fenolnih kiselina i1 flavonola u ekstraktima lista u
odnosu na plod (tabela 4.25).

Gram-pozitivni sojevi (Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus ) pokazali su vecu
osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis Shigella sonnei, Klebsiella pneumonia,
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Proteus vulgaris). Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda gloga kod
Staphilococcus aureus bile su 50/70 i 80/120 ug/mL, dok su kod Escherichie coli iznosile
150/280 i 183/340 pg/mL, po redu javljanja. Salmanian i sar., (2014) izvestili su o
antimikrobnoj aktivnosti ekstrakata gloga testiranih na odabrane gram-pozitivne i gram-
negativne bakterijske sojeve. Kvasac kandida (Candida albicans) je pokazao najvecu
rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakata lista i ploda gloga iznosile su
2501500, a MBC 500 i 500 pg/mL, po redu javljanja).

Tabela 4.27. Minimalna inhibitorna minimalna baktricidalna koncentracija
— MIC/MBC (ng/mL) ekstrakata ploda i lista gloga (Crataegus oxyacantha L.)

Glog Antibiotik
plod list st Ch Tet

Gram pozitivone bakterije
Clostridinm

. 130320 60/130 - 1/8 0,909
perfringans S
Eacillus ceraus 1104355 B3/E3 - 8/ 0909
Staphylococeus £0/120 50/70 i 2/16 0.12/09
AUFSLE
Listeria 63/80 63/63 - 818 0.46/09
ORI CVIOESHED
2 arcmg 70/90 £31/93 - 0,52 0,06/0,06
Jurea
Aicrococeus 125220 80/150 - 11 0.40.9
Savus
Gram nesatirne bakterije
Escherichia 183240 150/280 16/16 i 1875
coli
P:eua’alimua.s 80/150 B35 B/R - 7.57.5
dEFREMALZT
aalmonsila - -

3 -

i 110150 §3/130 4/4 0.91.9
~higella 83/150 63/120 16/16 - 0.06/0.12
SOAAST
Hlebsislla 120183 70/140 i - 0,919
PRSUMonLd
Proteus 70/150 60/130 i - 1,919
vulgariz
EKvasac
Candida 500,500 250500 i ; 16/16
albicans

St — streptomicim; Ch — hloramfenikel; Tet — t=trzcikln.
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4.3. Fenolni sadrzaj, antioksidativna i antimikrobna

aktivnost odabranih biljnih vrsta familije Grossulariaceae

4.3.1. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista crne ribizle

(Ribes nigrum L.)

Ekstrakati ploda i lista crne ribizle pokazali su fenolni sadrzaj dobijen UV-Vis

metodom opisanom u eksperimentalnom delu ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 4.28 i na

slici 4.29.

Tabela 4.28. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista crne ribizle (Ribes nigrum L.)

- . . | Hidroksicimetne . o

. . .+ | Ukupni fenoli - Flavonoli Antocijani
Biljni material kiselin

1 mgGAERg | (o e g | (mgQEk  (mgMEh
Cmaribizla- | 3\ ooyisom | 40152121 69722193 | 321141 247,03
pled
Emaﬂb‘zlg" 641,95 = 4.08 7819 2211 2765 22,77
13t

Remultat su 1zrafent kao srednje vradnosti = 3D (n = 3).

Analizom prikazanih rezultata utvrdeno je (tabela 4.28 i slika 4.29) da se znacajno
veci sadrzaj ukupnih fenola nalazi u ekstraktima ploda crne ribizle u odnosu na ekstrakte iz
lista crne ribizle. Sadrzaj ukupnih fenola u plodu crne ribizle je za 92,98% vec¢i od ukupnog
fenolnog sadrzaja u listu crne ribizle. Visok sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima crne
ribizle izvestili su i drugi autori (Jakobek i sar., 2007; Vagiri i sar., 2012; Petrisor i sar.,
2013). Listovi su pokazali veci sadrzaj flavonola i hidroksicimetnih kiselina u odnosu na
plod kod crne ribizle (slika 4.29). List crne ribizle je pokazao najveéi sadrzaj flavonola i to
za 45,38% veci u odnosu na plod. Koncentracija hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima
lista bila je veca za 48,65% nego u plodu crne ribizle. Antocijani su pronadeni samo u plodu
crne ribizle (slika 4.29). Ukupni sadrzaj antocijana u plodu crne ribizle je 3211,41 + 47,03
(mg ME/Kkg). Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima publikovanim
od Jakobek i sar., (2007) i Petrisor i sar., (2013).
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U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i
lista crne ribizle koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata
prikazani su u tabeli 4.29. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i

lista crne ribizle prikazan je na slikama 4.30 i 4.31, po redu javljanja.
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Sliika 4.29. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista crne ribizle (Ribes nigrum L.)

Kafena kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
ploda crne ribizle, ¢iji je udeo u ukupnom Kkiselinskom sastavu bio 70,2% (slika 4.30). U
ekstraktima ploda crne ribizle takode je identifikovna i ferulna kiselina. U listu crne ribizle
zastupljene su: hlorogena, kafena, p-kumarinska i ferulna kiselina (prilog, slika P1).
Jokobek i sar., (2007) su identifikovali kafenu, p-kumarinsku i ferulnu Kkiselinu u
ekstraktima crne ribizle.

Sadrzaj flavonola bio je veci u ekstraktima lista crne ribizle u odnosu na ekstrakt
ploda crne ribizle. Kemferol-3-glucozid je najzastupljeniji u ekstraktima lista, ali takode je
utvrdeno i veliko prisustvo rutina, zatim kvercetin-3-glukozida, kvercetina i miricetina
(slika 4.31 i prilog: slika P2). U plodu crne ribizle pored navedenih identifikovanih
flavonola utvrdeno je i prisustvo kvercetin-3-galaktozida. Sastav flavonola u ekstraktima
crne ribizle je u saglasnosti sa literaturnim podacima gde su indetifikovani kvercetin,

miricetin i kemferol kao dominatni flavonoli (Jakobek i sar., 2007; Vagiri i sar., 2102).
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Fenolno jedinjenje Pm‘cm‘ ribula
Kafenz kizselina 2381 1822
Hlerogena kizelina - 1917
p-Eumarmska kiselma - 1328
Ferulnz kiselina 10,11 5,78
Esercetin-3-galaktozid 16,09 -
Esercetin-3-glukozid 1754 63521
Futn 7,14 13427
Wiricetin 1073 1818
Eemferol-3-glucezid 5.17 8908
Exercetin 4. 89 5046
(+)-katehmn - 2.77
Procjanidm B2 - 4.19
Dielfmidm-g alak tozid 1454 -
Delfmidm-glukozid 187,29 -
Delfmidim-rutmozid 609,78 -
Cijanid m-zofrozid 207951 -
Cyanid m-glukoritmeszid 68,13 -
Cyanidin glukozid 4438 -
Cyanid m-rutmo zid 4716 -

% Fenclne kizeline 3392 5645
% Flawvonoli 6156 35844
% Flavan-3-oli - 6,96
> Antoctjani 303079 -

% Fenelnih jedinjenjza 314627 42183

Fezultati su izrafeni kao srednje vrednosti = SD (n = 3).
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Ciian SHRMSISR 1.5
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° . galaktadif 0,48
Flavonoli Antocijani

Fenolne kiseline

Cijanidin-rutinozid 1,55

Slika 4.30. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda
crne ribizle (Ribes nigrum L.)
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Slika 4.31. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista crne ribizle
(Ribes nigrum L.)

U ekstraktima lista crne ribizle nadeni su jedan flavan-3-olni monomer i jedan
dimer. ldentifikovani su (+)-katehin i procijanidin B2 (prilog, slika P3). U plodu nisu
identifikovani flavan-3-oli. Vagiri i sar., (2012) su identifikovali katehin, epikatehin i
procijanidine u listovima i ostalim delovima crne ribizle.

Analizom HPLC hromatograma utvrdeno je prisustvo antocijana samo u ekstraktima
ploda crne ribizle. Cijanidin-sofrozid bio je najzastupljeniji u ekstraktima ploda, zatim je
utvrdeno veliko prisustvo delfinidin-rutinozida, a identifikovani su i definidin-glukozid,
delfinidin-galaktozid, cijanidin-glukorutinozid, cijanidin-glukozid i cijanidin-rutinozid
(slika 4.30). Vagiri i sar., (2012) su identifikovali derivate delfinidina i cijanidina kao

predominatne antocijane u plodu crne ribizle.

4.3.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista crne

ribizle (Ribes nigrum L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista crne ribizle odredena
je DPPH testom, a rezultati analiza izrazeni vredno$¢u ECsg (mg/mL) prikazani su u tabeli
4.30. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidatvnu aktivnost. Ekstrakti ploda crne
ribizle pokazali su jacu antioksidativnu aktivnost od ekstrakta lista crne ribizle za 79,4%.

Glavni razlog vecoj antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta ploda moze se pripisati vVisokoj
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koncentraciji antocijana u njima (tabele 4.28 i 4.29), a koji dalje doprinose vecem sadrzaju
ukupnih fenola u ovim ekstraktima. Jokobek i sar., (2007) su izvestili o jakoj

antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata crne ribizle.

Tabela 4.30. Antioksidativna aktivnost ECso (mg/mL) ekstrakata ploda

i lista crne ribizle (Ribes nigrum L.)

Biljni materijal EC 5
(mg/mL)
Cma ribizla - plod 0,34 =0,02
Cma ribizla - 11zt 1,65 =011

4.3.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista crne

ribizle (Ribes nigrum L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista crne ribizle izrazen preko
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 4.31.

Iz tabele 4.31 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista 1 ploda crne ribizle
pokazali znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je
uporediv sa pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),
bez selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti lista crne ribizle su
pokazli nesto ve¢u antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda crne ribizle (tabela
4.31) Sto se moze povezati sa ve€im sadrzajem fenolnih kiselina 1 flavonola u ekstraktima
lista u odnosu na plod (tabela 4.28). Gram-pozitivni sojevi (Clostridium perfringens,
Bacillus cereus, Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea,
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei |,
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris). Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i
ploda crne ribizle kod Staphilococcus aureus bile su 48/63 i 60/100 pg/mL, dok su kod
Escherichie coli iznosile 125/250 i 150/280 pg/mL, po redu javljanja. Kvasac kandida
(Candida albicans) je pokazao najvecu rezistenciju na oba ekstrakta. MIC vrednosti kod
ekstrakata lista i ploda crne ribizle iznosile su 220 i 283 pg/mL, a MBC 385 i 500 pg/mL,

po redu javljanja. Literaturni podaci potvrduju nase rezultate tj. vecu aktivnost ekstrakata
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biljnih vrsta na gram pozitivne bakterije u odnosu na gram negativne i kvasce (Puupponen-
Pimia i sar., 2001; Cavanagh i sar., 2003).

Tabela 4.31: Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija
— MIC/MBC (ng/mL) ekstrakata ploda i lista crne ribizle (Ribes nigrum L.)

Crna ribizla Antibiotik
plod list St Ch Tet

Gram poritivae bakierge
Closiridium . e

. 110250 48125 - /% 0,909
perfringas ? _ .
Eacillus cersus 90/125 6170 - 88 0,909
.::m;:}:g;b-;a&m: £0/100 48/63 - 216 :'1: ﬂg
GQUreus
Listeria 48/70 50/63 - 818 | 04609
ORI CYVIOESNEE
Sareing 5007 3

17 5070 - 2

e £3/70 0,52 006006
Misrococeus 80/150 63/120 . 111 04409
Mavus
Gram nezatmwne bakierije
Escherichia 150280 1252350 16/16 - 3.87.5
cali
P:eua’?ma.uas §3/125 63/110 L - 7.50.5
ASFUEMosa
Salmonsiia - -
enteritidis 00/125 65/110 44 - 0,919
Shigella 63/125 50/85 16/16 - 0,06/0,12
SOHRHEST
;Eﬂ'.s-bs:e}i'g a0/150 48120 - - 0,919
DHsumonia
Proteus 48/125 11/125 1,91.9
vulgariz
Kxyazac
Candida 2831500 220385 - - 16/16
albicans

St — streptomicim; Ch — hlorzamfenikol; Tet — tetraciklin,

4.3.4. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista crvene ribizle

(Ribes rubrum L.)

Ekstrakati ploda i lista crvene ribizle pokazali su fenolni sadrzaj dobijen UV-Vis
metodom opisanom u eksperimentalnom delu ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 4.32 i na

slici 4.32.
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Tabela 4.32. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola
iz ekstrakata ploda i lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.)

- . . | Hidroksicimetne \ .
Biljni materijal ‘E"“l’[':ﬁfgh kiseline E““"&’EEJ E"“‘ﬂﬂ
_ e (mg CAF/ks) e mETE
Crvena ribizla - 172916 1725 81,69 1409.53 = 17,96
pled
Crvenaribizla - 215420 71.92 1309.70

list

Rezultat su 1zrazent kao srednje vrednosti = 3D (n = 3).

Analizom prikazanih rezultata (tabela 4.32 i slika 4.32) utvrdeno je da se znacajno
veci sadrzaj ukupnih fenola nalazi u ekstraktima lista crvene ribizle u odnosu na ekstrakte iz
ploda crvene ribizle. Sadrzaj ukupnih fenola u listu crvene ribizle je za 10,12% veéi od
ukupnog fenolnog sadrzaja u plodu crvene ribizle (slika 4.32). Sli¢an sadrzaj ukupnih
fenola u ekstraktima crvene ribizle izvestili su i drugi autori (Jakobek i sar., 2007; Petrisor i
sar., 2013). Listovi su pokazali veci sadrzaj flavonola i hidroksicimetnih kiselina u odnosu
na plod crvene ribizle. List crvene ribizle je pokazao najveci sadrzaj flavonola i to za
86,43% veci u odnosu na plod. Sadrzaj hidroksicimetne kiseline su u ekstraktima lista je
97,57% veci nego u plodu crvene ribizle (slika 4.32). Antocijani pronadeni su samo u plodu
crvene ribizle (tabela 4.32 i slika 4.32). Ukupni sadrzaj antocijana u plodu crvene ribizle je
(1409,53 £ 17,96 mg ME/kg). Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima
publikovanim od Jakobek i sar., (2007) i Petrisor i sar., (2013).

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i
lista crvene ribizle koriS¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata
prikazani su u tabeli 4.33. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i
lista crvene ribizle prikazan je na slikama 4.33 i 4.34, po redu javljanja.
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Slika 4.32. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.)

Hlorogena kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
lista crvene ribizle sa 47,3% u odnosu na ukupan sadrzaj kiselina (4.34). Ostale
identifikovane fenolne kiseline u listu crvene ribizle su: kafena, t-kaftarna, p-kumarinska,
ferulna i elaginska (prilog, slika P7). U plodu crvene ribizle zastupljene su: kafena i ferulna.
Maéittd i sar., (2001) i Jokobek i sar., (2007) su identifikovali kafenu, p-kumarinsku i ferulnu

kiselinu u ekstraktima crvene ribizle (prilog, slika P42).
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Slika 4.33. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda crvene ribizle
(Ribes rubrum L.)
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Tabela 4.33. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista crvene ribizle

(Ribes rubrum L.)

Fenalne jedinjenje Ph'd:““' ribila
t-kaftam 2 kiselma - 4,59
Eafena kizelma 7.36 2181
Hlorogena kizelma - 27114
p-kumarmska kiselma - 9814
Ferulnz kiselma 738 24.77
Elagmska kizelinz - 15114
Evercetm-3-glukond 19.78 -
Rutm 2271 55761
Miricetm - 77,19
Eemferol-3-glucozid 241 188,94
- Evercetin - 31L9
(+)-katehm - 2.91
Procyanidm B2 - 5.73
Delfmidm-palaktozid 1.5 -
Delfmidin-glukozid 411 -
Cipand m-sofrozd 709,26 -
Cijanid m-glukortmozid ilLm -
% Fenolne kizelme 14.74 573,59
% Flavonoh 79,71 113515
% Flavan-3-oh - B.66
¥ Antoctjami 1028 82 -
%" Fenolnih jedinjenja 112327 171744

Fezultati su 1zraFem kao srednje vrednosti = 5D (n=3).
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Slika 4.34. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista crvene ribizle

(Ribes rubrum L.)
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Najveéi sadrzaj flavonola pronaden je u listu crvene ribizle, zatim u plodu. Rutin i
kvercetin su najzastupljeniji u ovim ekstraktima, ali takode je utvrdeno prisustvo miricetina
u listu crvene ribizle i kemferol-3-glukozida (prilog, slika P8). U plodu su identifikovani
rutin, kvercetin-3-glukozid i kemferol-3-glukozid (prilog, slika P43). Sastav flavonola u
ekstraktima crvene ribizle je u saglasnosti sa literaturnim podacima gde su indetifikovani
kvercetin, miricetin i kemferol kao dominatni flavonoli (Maatta i sar., 2001; Jakobek i
sar., 2007).

Identifikovan je jedan flavan-3-olni monomer, (+)-katehin, i jedan dimer,
procijanidin B2 (prilog, slika P9). U ekstrktima ploda nisu identifikovani flavan-3-oli.
Maittd i sar., (2001) su identifikovali katehin, epikatehin i procijanidin u ekstraktima crvene
ribizle.

Analizom HPLC hromatograma utvrdeno je prisustvo antocijana u ekstraktima ploda
crvene ribizle. Cijanidin sofrozid najzastupleniji je u plodu crvene ribizle, u veéim
koli¢inama identifikovan je 1 cijanidin-glukofrutinozid, a pronadeni su i delfinidin
galaktozid i delfinidin glukozid (slika 4.33 i prilog: slika P44). Maittd i sar., (2001) su
identifikovali derivate delfinidina i cijanidina kao predominatne antocijane u plodu crvene

ribizle.

4.3.5. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista crvene

ribizle (Ribes rubrum L.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista crvene ribizle
odredena je DPPH testom, a rezultati analiza izrazeni vrednos¢u ECso (mg/mL) prikazani su
u tabeli 4.34. Svi ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidatvnu aktivnost. Ne znatno jacu
antioksidativnu aktivnost pokazali su ekstrakti ploda crvene ribizle u odnosu na ekstrakt
lista crvene ribizle, za 9,43% S$to se moze pripisati prisustvom antocijana u njima (tabele
4.32 i 4.33). Uporedujuéi fenolni sadrzaj ovih ekstrakata sa njihovom antioksidativnom
aktivno$éu, moze se =zakljuciti da razlicite klase fenolnih jedinjenja ne doprinose
podjednako antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata (najve¢i doprinos su dali antocijani). Ovi
rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima za antioksidativnu aktivnost

ekstrakata crvene ribizle (Jokobek i sar., 2007).
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Tabela 4.34. Antioksidativna aktivnost ECso (mg/mL) ekstrakata ploda
I lista crvene ribizle (Ribes nigrum L.)

. . ECx

Biljni materijal (mg/mlL)
Crvena ribizla — pled 0,48 =003
Crvena nibizla — list 0,33 £0.05

4.3.6. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista crvene

ribizle (Ribes rubrum L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista crvene ribizle izrazen
preko minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC)
prikazan je u tabeli 4.35.

Iz tabele 4.35 moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda crvene ribizle
pokazali znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji se
moze uporediti sa pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i
hloramfenikol), i to bez ikakvog selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma.
Ekstrakti lista crvene ribizle su pokazli nesto ja¢u antimikrobnu aktivnost u odnosu na
ekstrakte ploda crvene ribizle (tabela 4.35) S$to se moze povezati sa znacajno vecim
sadrzajem fenolnih kiselina i flavonola u ekstraktima lista u odnosu na plod (tabela 4.32).

Gram-pozitivni sojevi (Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus ) pokazali su vecu
osetljivost na testirane ekstrakte lista i ploda crvene ribizle u odnosu na gram-negativne
sojeve (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis Shigella sonnei,
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris). Vrednosti MIC/MBC kod Staphilococcus aureus
bile su 31/63 i 50/85 pg/mL dok su kod Escherichie coli bile 125/125 i 125/240 pg/mL.
Kvasac Candida albicans je pokazala najvecu rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti
kod ekstrakata lista i ploda crvene ribizle iznosile su 183 i 283, a MBC 300 i 500 pg/mL, po
redu javljanja). Literaturni podaci potvrduju nase rezultate tj. vecu aktivnost ekstrakata
biljnih vrsta na gram pozitivne bakterije u odnosu na gram negativne i kvasce (Puupponen-
Pimia i sar., 2001; Cavanagh i sar., 2003).
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Tabela 4.35. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija
— MIC/MBC (ng/mL) ekstrakata ploda i lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.)

Crvena ribizla Antibiotik

plod list St Ch Tet
Gram pozitivne bakterje
ﬂﬂz’f §3/123 33/110 : 1/8 0.940.9
EBacillus cereus 70110 40763 - BB 0,943
Staphylococsus 50/85 31/63 - 216 | 0,12/09
aurels . .
Listeria 65/65 31/63 : B18 | 04609
MINICVIDE SRS
}”””‘” 50/65 40/65 - 0.52 | 0.06/006
Liea
Micrococcus 700125 50,90 . 11 0.440.9
Javus
Gram nezativne bakterije
Escherichia 125240 125125 16/16 3,817.5
coli
Fasudomonas 50/125 50/90 R/B 7.5.5
dsFuEgMaza . .
Salmonelia =
- 80/110 50/90 4/4 - 0.81.9
Shigella 60/110 11/63 16/16 - | 0,06/0,12
SOHAST
Klebsiella B0/125 11/110 : - 0.9/1.9
PRauimonias
Froteus 48/50 631110 : - 1.81.8
vulgaris
Ewvasac
Candida 283500 183350 - - 16/16
albizans

St — streptomicm; Ch — hloramfsnikel; Tet — tetraciklm,
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4.4. Fenolni sadrzaj, antioksidativna i antimikrobna

aktivnost odabranih biljnih vrsta familije Cornaceae

4.4.1. Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista drena

(Cornus mas L..)

Fenolni sadrzaj ekstrakata ploda i lista drena dobijen UV-VIS metodom opisanom u

eksperimentalnom delu prikazan je u tabeli 4.36 i na slici 4.35.

Tabela 4.36. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista drena (Cornus mas L.)

- . . | Hidroksicimetne . -
. s Ukupni fenoli . Flavonoli Antocijani
Biljni materijal .- kiseline p :
(mz GAEkg) (mg CAE/ke) (mz QEkzg) (mz MEkg)
Dren - plod 439,75 9010 5944 315,78 =3.87
Diren - list 350,19 7542 14713 i

Bezultat su 1zraZem kzo sradnje vrednostt = 5D (n=3).

Analizom prikazanih rezultata (tabela 4.36 i slika 4.35) utvrdeno je da se znac¢ajno
veci sadrzaj ukupnih fenola nalazi u ekstraktima ploda drena u odnosu na ekstrakte iz lista
drena. Sadrzaj ukupnih fenola u plodu drena je za 67,33% veéi od ukupnog fenolnog
sadrzaja u listu. Drugi autori su izvestili o zna¢ajnom sadrzaju ukupnih fenola i antocijana u
ekstraktima ploda drena (Pantelidis i sar., 2007; Pawlowska i sar., 2010). Neki autori su
nasli ve¢i fenolni sadrzaj (Turker i sar., 2012), a drugi manji u ekstraktima lista drena
(Krisch i sar., 2008). Ovo se moze objasniti razli¢itim genotipovima, uslovima sredine, kao i
ekstrakcionim procedurama.

Listovi su pokazali i manji sadrzaj ukupnih fenola i hidroksicimetnih kiselina u
odnosu na plod kod drena (tabela 4.36 i slika 4.35). Plod drena je pokazao manji sadrzaj
flavonola za 20,70% manji u odnosu na list. Hidroksicimetne kiseline su manje zastupljene
u ekstraktima lista drena, u ekstraktima ploda hidroksicimetna kiselina zastupljena je
16,29% vise nego u listu. Antocijani pronadeni su samo u plodu drena (tabela 4.36 i slika

4.35). Ukupni sadrZaj antocijana u plodu drena je (315,78 + 3,87 mg ME/Kg).
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Slika 4.35. Sadrzaj ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista drena (Cornus mas L.)

U cilju odredivanja koncentacije fenolnih jedinjenja u testiranim ekstraktima ploda i
lista drena koris¢ena je HPLC metoda. Rezultati HPLC analiza ovih ekstrakata prikazani su
u tabeli 4.37. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i lista drena
prikazan je na slikama 4.36 i 4.37, po redu javljanja.

p-Kumarna kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
ploda drena sa 47,78% u odnosu na ukupni sadrzaj kiselina (slika 4.36). Ostale
identifikovane fenolne kiseline u plodu drena bile su: kafena i ferulna (prilog, slika P31). U
listu drena zastupljene su: t-kaftarna, hlorogena i p-kumarinska kiselina (prilog, slika P4).
Ovi rezultati su u sagalasnosti sa rezultatima drugih autora o fenolnim kiselinima u

ekstraktima drena (Pyrkosz-Biardzka i sar., 2014).

100% Kvercetin
90%
Fer ina
80% K
70%
60%
50%
’ p- ka
40%
30% K
20%
10% Ka ina
0%
Fenolne kiseline Flavonoli Flavan-3-oli Antocijani

Slika 4.36. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda drena (Cornus mas L.)
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Tabela 4.37. Fenolni sastav (mg/kg) ekstrakata ploda i lista drena (Cornus mas L.)

Fenolno jedinjenje Slod Dren
t - kaftam a kizelma - 2714
Kafena kizelina 14 57 -
Hlorogena kizelma - 18,75
p - bumarmsks kizelma 4075 1553
Ferulna kizelma 1938 -
Evercetm - 3 - glukozd 12354 -
Rutin 5,86 5386
Mircetm - 172,14
Eemferol - 3 - glucozid 2127 -
Evercetin 4.12 -
(+)-kat=hmn 3,95 _
(-)-epikatehin - 2,73
Procyanidm B2 5,72 1.8
Delfmidm-galaktozid 169,13 -
Delfmidin-glukozid 72392 -
Canid m-zofrozd 1914 -

% Fenolne kizelime 853 6142
T Flavonoli 53179 126,28
» Flavan-3-oli 9,67 4.53
T Antocijani 27019 -

% Fenplnth jedmjenja 419,95 29123

Bezultati su 1zraZeni kao srednje vrednosti = 5D (n= 3).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%
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0%

Fenolne kiseline Flavonoli Flavan-3-oli

Slika 4.36. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista drena (Cornus mas L.)
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Sadrzaj flavonola bio je vec¢i u ekstraktima lista drena u poredenju sa plodom.
Miricetin je najzastupljeniji u ekstraktima lista drena, a zatim rutin (prilog, slika P5). U
plodu je utvrdeno prisustvo kvercetin-3-glukozida, rutin, kemferol-3-glukozida i kvercetina
(prilog, slika P32). Neki autori su izvestili o prisustvu derivata kvercetina i kemferola u
ekstraktima drena (Pawlowska i sar., 2010; Pyrkosz-Biardzka i sar., 2014).

Prisutna jedinjenja u ekstraktima ploda i lista drena su flavan-3-olni monomeri i
jedan dimer. Identifikovan je (+)-katehin u plodu drena i (-)-epikatehin u listu, kao i jedan
dimer, procijanidin B2 (prilog, slike P6 i P34), koji je zastupljen vise u plodu nego u listu
drena (tabela 4.37).

Analizom HPLC dijagrama utvrdeno je prisustvo antocijana samo u plodu drena.
Delfinidin-galaktozid je najzastupljeniji, zatim definidin-glukozid i cijanidin-sofrozid (slika
4.35 i prilog: slika P33). Nasi rezultati za kvantitativni sastav antocijana sli¢ni su sa
predhodno objavljenim za ekstrakte ploda drena (Pawlowska i sar., 2010; Pyrkosz-Biardzka
i sar., 2014).

4.4.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista drena

(Cornus mas L..)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lista drena odredena je
DPPH testom, a rezultati analiza izrazeni vredno$séu ECso (mg/mL) prikazani su u tabeli
4.38. Svi ekstrakti pokazali su znaCajnu antioksidatvnu aktivnost. Jacu antioksidativnu
aktivnost pokazali su ekstrakti ploda drena u odnosu na ekstrakte lista za 26,7%. Jaka
antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda drena odgovara ve¢em sadrzaju pojedinih klasa
fenolnih jedinjenja u njima a naro€ito antocijana §to ukazuje da ova jedinjenja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih ekstrakta. Literaturni podaci takode potvrduju
prisustvo korelacije izmedu antioksidativne aktivnosti 1 ukupnog fenolnog sadrzaja
ekstrakata ploda (Pantelidis i sar., 2007; Pyrkosz-Biardzka i sar., 2014) i lista drena (Celep i
sar., 2013).
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Tabela 4.38. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista drena ECso (mg/mL)

Biljni materijal Erfg?;i}
Dren - plod 1,75 £0.29
Dren - hst 2,39 =036

4.4.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i lista drena

(Cornus mas L.)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista drena izraZen preko
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 4.39.

1z tabele 4.39. moze se zakljuciti da su testirani ekstrakti lista i ploda drena pokazali
znacajnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je uporediv sa
pozitivnom kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez
ikakvog selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti lista drena su
pokazli neSto manju antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda drena (tabela 4.39)
§to se moze povezati sa veéim sadrzajem fenolnih kiselina, antocijana i flavan-3-ola u
ekstraktima ploda u odnosu na list (tabela 4.36). Gram-pozitivni sojevi mikroba
(Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes,
negativne sojeve (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis
Shigella sonnei , Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris). Vrednosti MIC/MBC za testirane
ekstrakte ploda i lista drena kod Staphilococcus aureus bile su 30/48 i 60/100 pg/mL, dok
su kod Escherichie coli iznosile 140/260 i 160/320 ug/mL, po redu javljanja. Kvasac
Candida albicans je pokazao najvecu rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod
ekstrakata ploda i lista drena iznosile su 250 i 250 pg/mL, a MBC 390 i 500 pug/mL, po
redu javljanja). Ovakava osetljivost mikrobnih sojeva na ekstrakte drena je u dobroj
saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Puupponen-Pimid i sar.,, 2001; Cavanagh
i sar., 2003).
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Tabela 4.39. Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentracija— MIC/MBC

(ug/mL) ekstrakata ploda i lista drena (Cornus mas L.)

Dren Antibiotik
plod list St Ch Tet

Gram pozitivoe bakterjje
Clostridium

' 60/110 120240 1/8 0.80.9
perfringas S
Bacillus ceraus 3363 LT el B/8 0,909
SIapHYIecocous 30/48 60,100 2/16 0,12/09
aurens
Listaria 1163 6163 B/18 046109
MORICYVIOESASs
}"*"“’“ 50/80 63/80 0,512 0,06/0,06
Lted
Micrococcus 125110 150183 111 0,409
Savus
Gram nesatine bakterije
Escherichia 140260 160320 16/16 3.8.5
coli
P.seui.'.lmua.s 60/120 §3/150 88 7.5M1.5
asrugmasa
Saimonelia -

3 )

gnteritidis 63110 S0 " o
Shigelia 50/100 §3/140 16/16 0,06/0,12
SOHHEL
Kebsiella 63/110 110183 0.91.9
PHaumonia
Froteus 50/110 65/125 1.91.9
vulgaris
Kvasae
Candida 250390 250/500 16/16
alhizans

St — streptomicin; Ch — hloramfenikol; Tet — tetrzciklm.
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4.5. Spektralna karakterizacija inkluzionih kompleksa i
fizickih smesa rutin trihidrata sa p - ciklodekstrinomi 2 -

hidroksipropil -p-ciklodekstrinom

4.5.1. FT-1C analiza polaznih komponenti i inkluzionih
kompleksa i fizickih smeSa rutin trihidrata sa p-ciklodekstrinom

I 2-hidroksipropil- g-ciklodekstrinom

U FT-IC spektru rutin trihidrata (slike 4.11a i 4.12a), valencione vibracije O-H veze
nalaze se na talasnoj duzini 3428 cm™. Trake na 2932 i 2860 cm™ pripadaju valencionim
vibracijama C-H veza u CH i CH; grupama. Jaka traka deformacionih vibracija O-H veze
nalazi se na 1655 cm™. Dodatno jake trake u spektru rutin trihidrata javljaju se na 1601 i
1506 cm* od valencione vibracije C = C, trake na 1362 i 1296 cm™ od valencionih vibracija
C-0, dok su trake na 1203, 1042 i 1013 cm™ od valencione vibracije C-O-C veza, po redu
javljanja. FT-IC spektari B-ciklodekstrina (slika 4.11b) i HP-B-CD (slika 4.12b) imaju
siroku traku na 3395 cm™, tj. 3411 cm koje se mogu pripisati valencionim vibracijama OH
grupe. Traka na 2926 cm™ za B-CD ili 2976 i 2927 cm™ za HP-B-CD pripadaju valencionim
vibracijama C-H veza od CH i CH2 grupa.

Vazna traka na 1635 cm™ kod oba molekula odgovara deformacionoj vibraciji O-H
grupa. Karakteristi¢ne trake na 1412 i 1334 cm™ ili 1414 i 1378 cm™ poticu od
deformacionih vibracija C-H veza B-CD i HP-B-CD, po redu javljanja. Ostra traka na 1156
cm! ukazuje na valencione vibracije C-C grupe.

Trake u opsegu od 1100 do 1030 cm™ potvrduju prisustvo valencionih vibracija C-O
veza u etru i hidroksi grupama B-CD, tj. HP-B-CD. Deformacione vibracije C-H veza su u
opsegu od 950 do 700 cm'™,

FT-1C spektri inkluzionih kompleksa rutin:B-CD (slika 4.11c) i rutin:HP-B-CD (slika
4.12c) imaju Siroke trake sa maksimumom na 3427 cm? i odgovaraju valencionim
vibracijama OH grupa prisutnih u oba kompleksa. Ova traka je pomerena u poredenju sa

istim kod rutin trihidrata za 1 jedinicu ka manjoj vrednosti, kod B-ciklodekstrina za 32

jedinice ka vec¢oj vrednosi i kod HP-B-CD za 16 jedinica ka vecoj vrednosti talasnih
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brojeva. Navedena pomeranja ukazuju na interakciju rutina sa kompleksiraju¢im agensima.
Valencione vibracije C-H veza javljaju se na 2924 i 2860 cm™ kod rutin:B-CD kompleksa,
dok se ista traka javlja na 2923 i 2856 cm™ kod rutin:HP-B-CD kompleksa. Ove trake su

pomerene ka nizim talasnim duzinama u odnosu na iste trake u spektru rutin trihidrata.
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Slika 4.12. FT-IC spektri: a) rutin trihidrat, b) HP-B- CD,

c) inkluzioni kompleks, d) fizicka smesa
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FT-IC spektar rutin trihidrata ima jaku traku deformacionih vibracija O-H veza na
1655 cm™*. Trake smanjenog intenziteta od deformacionih vibracija ove grupe javljaju se na
1652 i 1653 cm™ u FT-IC spektrima inkluzionih kompleksa rutin:p-CD i rutin:HP-B-CD, po
redu javljanja. Ovo se smatra kao znacajna spektralna promena koja takode pokazuje da je
OH grupa ucestvovala u kompleksaciji rutina. Trake valencionih vibracija C=C veza na
1608 i 1604 cm™ u spektrima rutin:B-CD i rutin:HP-B-CD, po redu javljanja, su pomerene
ka ve¢im talasnim duzinama. One su smanjenog intenziteta u poredenju sa istom trakom u
spektru rutina. Dodatno, u spektru kompleksa se javljaju vazne trake na 1363 i 1296 cm™,
koje odgovaraju valencionim vibracijama C-O veze. Takode, ove trake su prisutne u spektru
rutina, ali su sa smanjenim intezitetom. U spektru rutina, prisustvo traka na 1203, 1042 i
1013 cm™ ukazuje na valencione vibracije C-O-C veza. Ipak, kod oba kompleksa intezitet
traka na 1204 cm™ je mnogo manji, dok su trake na 1042 i 1013 cm™ nestale u spektru
kompleksa. Ove promene u spektrima kompleksa ukazuju da rutin uéestvije u obrazovanju
inkluzionih kompleksa preko C-O-C veze.

U spektru fizicke smeSe, nema znacajnih promena u poredenju sa spektrima rutin

trihidrata, B-CD i HP-B-CD kao §to se vidi na slikama 4.11d i 4.12d.

4.5.2.*H-NMR analiza analiza polaznih komponenti i
inkluzionih kompleksa rutin trihidrata sa p-ciklodekstrinom i 2-

hidroksipropil - g-ciklodekstrinom

Strukture rutina, B-CD i HP-B-CD sa jasno naznacenim pozicijama atoma prikazane
su na slikama 4.13a i 4.13b.

R=Hor+” ~CHs
OH
OGlc-(6=—1)-Rha
a) 7 b)

Slika 4.13. Struktura rutina (a), B-CD i HP-B-CD (b) sa obelezenim pozicijama atoma
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'H NMR spektri slobodnog i kompleksiranog rutina sa B-CD i HP-B-CD su prikazani
na slici 7. Protoni H6 i H8 prstena A rutina imaju hemijska pomeranja na 6,289 i 6,495 ppm,
dok protoni H2", H5" i H6" B prstena imaju hemijsko pomeranje na 7,028, 7,588 i 7,657
ppm, po redu javljanja. Kao §to se moze videti, vrednosti hemijskog pomeranja slobodnog i
kompleksiranog rutina su razli¢ite (slika 4.14; tabele 1 i 2). U spektrima rutin:3-CD i
rutin:HP-B-CD kompleksa postoje znacajne promene u hemijskom pomeranju A -0,126 i
0,200, po redu javljanja, koje odgovaraju H8 protonima u molekulu rutina. Takode,
promene istog ranga su utvrdene za protone H-3 ramnoze, H-6, H-2" i H5" u kompleksu B-
CD, tj. za protone H-6 i H-2", H-5" i H-6" u kompleksu HP-B-CD. Ostale promene u
hemijskom pomeranju su beznac¢ajne. Zna¢ajne promene hemijskog pomeranja su utvrdene
za H-6 protone molekula B-CD, i kod CHs protona hidroksipropil grupe, H-1 i H-1" protoni
u molekulu HP-B-CD (tabelal). Pretpostavlja se da je prvi deo molekula rutina (slika 4.13a)
inkorponiran u $upljini B-CD sobzirom da je glavna promena u hemijskom pomeranju H-8
protona kod rutina u rutin:p-CD kompleksu. U slucaju rutin:HP-B-CD kompleksa, najveée
pomeranje je utvrdeno za protone prstena A, ali znacajne promene su utvrdene za protone B
prstena. Ovi rezultati ukazuju da dva razlicita tipa kompleksa se najverovatnije obrazuju

preko prvog ili drugog dela molekula rutina.
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Slika 4.14.*H NMR spektri rutin trihidrata, p-CD, HP-B-CD i njihovih inkluzionih

kompleksa

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 122



DOKTORSKA DISERTACIJA

Tabela 4.40. Hemijska pomeranja (8) signala B-CD, rutina i kompleksa rutin:
B-CD rastvorenih u D20 na 25°C

p-CD | Rutm: B-CD | AS Rutm | Rutm: B-CD | Ad
kompleks kompleks
H-1=zp-CD 5001 | 5,087 +0, 004
H-2=zp-CD 3,660 | 3,665 +0.004
H-3 1z -CD 3086 | 3978 +0,008
H-41=zp-CD 3,605 | 3,601 +0.004
H-5=zp-CD 3.874 | 3873 +0.001
H-6 1z B-CD 3.000 | 3,589 +0.011
CH;-Fha rutma 1076 [1.034 +0,022
H-6 iz rutina 6280 | 6306 0,017
H-§ iz rutma 6495 | 6,621 0,126
H-2" iz rutina 1657 | 7674 0,017
H-57 iz utna 7028 [ 7,050 0,022
H-6" iz rutina 7588 | 7391 0,003

Tabela 4.41. Hemijska pomeranja () signala HP-B-CD, rutina i kompleksa rutin:
HP-B-CD rastvorenih u D20 na 25°C

p-CD | Rutm: p-CD | AG Futm | Rutm: p-CD | AG
kompleks kompleks

H-1 5234 [ 3245 -0.011
H-T" 5,050 | 3,087 0,037
H-2 5,653 | 3,635 0,002
H-5 3,9/ [ 3976 0,001
HA4 3,093 | 3,396 0,003
H-3, H-6 3,830 | 3,832 0,002
CH; 1110 | 1167 0,057
hidroksipropil
CH:-Fha rutma 1,076 1,06/ +0,009
H-6 1z rutma 6.28¢ | 6329 -0.040
H-8 1z rutma 6,483 6,603 0200
H-2" 1z mutina 1,657 1,728 0071
H-3" 1z rutina 1,028 1,061 0,033
H-6" 1z mitna /088 1,608 0,020

4.5.3. XRD analiza analiza polaznih komponenti i
inkluzionih kompleksa i fizickih smeSa rutrihidrata sa J-
ciklodekstrinom i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom

Poznato je da je XRD analiza odgovaraju¢a za potvrdu obrazovanja inkluzionih
kompleksa. Takode, cesto se Kkoristi za odredivanje obrazovanja novog jedinjenja od
molekula roditelja. Na slikama 4.15 i 4.16 prikazani su difraktogrami rutin trihidrata,

kompleksirajuc¢ih agenasa (f-CD, HP-B-CD), inkluzionih kompleksa i fizickih smeSa.
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Difraktogram rutin trihidrata ima uske pikove na 7,4°; 11,8°; 16,9°; 22°; 26,2° i
26,7°, sto ukazuje na kristalnu prirodu (slike 4.15a i 4.16a). U difraktogramu B-CD, pikovi
se javljaju na 26 na 6,2°; 8,9°; 10,7°; 11,8°; 12,6°; 15,5°; 17,2°; 19,6°; 20,9° i 22,8°. Na
osnovu ovih pikova moze se takode zakljuciti da B-CD ima tipicnu kristalnu strukturu (slika
4.15b). XRD difraktogram kompleksa rutin:3-CD (slika 4.15c) se neznatno razlikuje od
XRD difraktograma rutin trihidrata (slika 4.15a) i B-CD (slika 4.15b). Javljaju se pikovi
izmenjenog polozaja, oblika i inteziteta u odnosu na pikove kompleksiraju¢ih molekula.
Ovo ukazuje na delimi¢nu inkluziju rutin trihidrata u Supljinu B-ciklodekstrina tj. formiranja
inkluzionog kompleksa. Difraktogram fizicke smese (slika 4.15d) sadrzi pikove i od rutina i
od B-ciklodekstrina sto ukazuje da ovi kompleksirajuci agensi nisu medusobno interagovali

u fizickoj smesi, $to je 1 ocekivano.
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Slika 4.15. XRD difraktogram: a) rutin trihidrata, b) B-CD, c) kompleksa rutin:
B-CD, d) fizicke smese rutin trihidrata i §-CD

U difraktogramu HP-B-CD (slika 4.16b) pikovi su razvuceni bez ostrih vrhova i
ukazuju da on poseduje amorfnu strukturu. Difraktogram kompleksa rutin:HP-B-CD (slika
4.16¢) sadrzi ostre pikove koji su nesto izmenjenog oblika i intenziteta u odnosu na pikove u
difraktogramu rutina, $to ukazuje da je doslo do delimi¢ne inkluzije u Supljine HP-B-CD i
da je nastala supramolekulska struktura kristalicna . U difraktogramu fizicke smeSe zapaza
se prisustvo pikova i od molekula gosta i od molekula domacina, jer nije doslo do njihovih

interakcija.
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Slika 4.16. XRD difraktogram: a) rutin trihidrata, b) HP-B-CD, c) kompleksa rutin:
HP-B-CD, d) fizicke smeSe rutin trihidrata i HP-B-CD

4.5.4. DSC analiza polaznih komponenti i inkluzionih kompleksa
rutin trihidrata sa p-ciklodekstrinom i 2-hidroksipropil- f-
ciklodekstrinom

DSC termogrami rutina, [-ciklodekstrina, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina i
odgovarajucih inkluzionih kompleksa prikazani su na slikama 3 i 4. DSC termogrami oba
kompleksa pokazuju temperaturne promene koje se razlikuju 1 od molekula domacina 1 od
molekula gosta.

Rutin ima dva endotermna pika topljenja, prvi veceg intenziteta sa maksimumom na
156,8°C 1 pik manjeg intenziteta na 185,02°C. U oblasti iznad 241°C javljaju se promene
usled termicke degradacije rutina. -Ciklodekstrin ima oStar endotermni pik topljenja Ciji je

maksimum na 115,82°C, dok je kod 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina $iri endotermni pik

topljenja na 96,13°C.
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Slika 4.17. DSC termogrami 3-CD, rutina i inkluzionog kompleksa rutin:HP-3-CD

U DSC termogramima kod oba inkluziona kompleksa ne postoje pikovi od
temperaturnih promena rutina. U inkluzionim kompleksima usled zagrevanja nastaju pikovi
koji se pojavljuju na nesto nizim temperaturama. Kod inkluzionog kompleksa rutin:p-
ciklodekstrin pojavljuju se tri endotermna pika topljenja, prvi na 112,40°C (sa entalpijom
61,03 J/g), drugi pik na 146,8°C (sa entalpijom 23,35 J/g), a tre¢i na 193,28°C (sa
entalpijom 9,04 J/g), dok se termicke promene usled degradacije javljaju na nesto viSoj
temperaturi, u oblasti iznad 260°C, §to ukazuje na povecanu termicku stabilnost.

Takode, 1 kod inkluzionog kompleksa rutin:2hidroksipropil-f-ciklodekstrin
pojavljuju se tri endotermna pika topljenja, prvi na 88,10°C (sa entalpijom 51,14 J/g), drugi
pik na 148,59°C (sa entalpijom 11,70 J/g), a tre¢i na 193,71°C (sa entalpijom 7,19 J/g).
Termicke promene usled degradacije se takode javljaju na neSto vi$oj temperaturi, u oblasti
iznad 260°C.
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Slika 4.18. DSC termogrami 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD), rutina i
inkluzionog kompleksa rutin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (rutin-HP-B-CD)

Dobijene vrednosti ne odgovaraju temperaturnim promenama niti molekula gosta
niti molekulima domacina, §to ukazuje na stvaranje novih struktura, inkluzionih kompleksa,
sa drugacijim reZimom termicke destrukcije. Navedene promene temperatura topljenja i
entalpija u DSC termogramima rezultat su formiranja novih supramolekularnih struktura u

kojima su promenjena toplotna svojstva rutina inkludovanog u Supljine ciklodekstrina.

4.5.5. Analiza rutin trihidrata primenom UV-Vis metode

Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja rutina kori§¢enjem UV-VIS metode moze
se prikazati na slede¢i nacin: Asss=0,0307 C (ug/mL?®) + 0,0623 (R? = 0,9985). Predlozenom
jednacinom moguce je predvideti 99,85% varijacija u apsorbanci. Linearnost kalibracione
krive utvrdena je u opsegu koncentracija rutina 1-40 pg/mL. Predlozeni model regresije se
moze koristiti za odredivanje koli¢ine rastvorenog rutina kod studija fazne rastvorljivosti i

ispitivanja fotostabilnosti uzoraka.
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4.5.6. Ispitivanje fazne rastvorljivosti rutin trihidrata i
inkluzionih kompleksa rutin:p-CD i rutin:HP-$-CD

Analiza fazne rastvorljivosti rutin trihidrata, rutin:3-CD i rutin:HP-B-CD kompleksa
ispitivana je u vodenom rastvoru na 25 °C. Dijagrami fazne rastvorljivosti za oba kompleksa
prikazani su na slici 1. Ovi dijagrami pokazuju zavisnost koja odgovara AL tipu, odnosno
rastvorljivost rutina linearno raste sa povecanjem koncentracije ciklodekstrina. Ova
¢injenica ukazuje na formiranje inkluzionih kompleksa u stehiometrijskom odnosu rutina i
ciklodekstrina 1:1. Isti tip dijagrama fazne rastvorljivosti kod kompleksiranja rutina sa HP-

B-CD zabelezen je i u drugim studijama (Nguyen i sar., 2013).
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Slika 4.19. Dijagram fazne rastvorljivosti rutina sa ciklodekstrinima na 25 °C

U tabeli 1 prikazane su vrednosti odsecka (koji predstavlja rastvorljivost Cistog
rutina), nagiba i konstante stabilnosti dobijene iz dijagrama fazne rastvorljivosti rutina u -
CD i HP-B-CD. Priblizno iste vrednosti odsecka i nagiba linearnih krivih ukazuju da rutin
ima sli¢nu rastvorljivost u rastvore oba ciklodekstrina. Utvrdena efikasnost rastvaranja, koja
predstavlja odnos rastvorljivosti rutina u prisustvu najvece koncentracije -CD i HP-B-CD
(2,5 mmol/dm?®) i samog rutina iznosi 2,21 i 2,26, respektivno. Vrednost AGzs za kompleks
rutin: -CD iznosi -15,18 KJ/mol, a za kompleks rutin: HP-B-CD -15,08 KJ/mol. Negativne
vrednosti AG2s ukazuju da se proces formiranja kompleksa izmedu rutina i ciklodekstrina

odigrava spontano.
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Tabela 4.42. Vrednosti odsecka, nagiba i konstante stabilnosti dobijene
iz dijagrama fazne rastvorljivosti za rutin:-CD i rutin:HP-B-CD

- . . konstanta stabilnosti
Kompleks odsecak (mM) | Nagib R? .
(Ks, M)
rutn:f-CD 004263 002115 | 09934 | 5084
mtn'HP--CD | 004258 002123 09048 | 4880

U literaturi se mogu naci vrednosti konstante stabilnosti istih kompleksa, ali
pripremljenih drugacijom procedurom. Calabro i sar., (2005) su za inkluzioni kompleks
rutin:p-CD pripremljenog u vodi izradunali vrednost konstante stabilnosti K1.1=142 M,
dok je vrednost konstante stabilnosti za isti kompleks pripremljenog liofiliziranjem rastvora
iznosila je 224 M (Alvarez-Parrilla i sar., 2005). Nguyen i sar., (2013) su studijom fazne
rastvorljivosti pokazali da su kompleksi rutin:3-CD i rutin:HP-B-CD pripremljeni u
molskom odnosu 1:1, a vrednosti konstante stabilnosti su 250,3 M? i 390,6 M7,
respektivno. Konstanta stabilnosti K11 za kompleks rutin:HP-B-CD pripremljen prema
postupku koji su opisali Haiyun i sar., (2003) iznosila je 265 M.

Uporedujuci vrednosti konstante stabilnosti sa vrednostima datih u literaturi moze se
zakljuciti da kompleksi rutina pripremljeni pocedurama opisanim u ovom radu, imaju vece
vrednosti konstante stabilnosti. Dakle, ovim je potvrdeno da sama procedura pripreme
kompleksa uti¢e na njegovu stabilnost i da se primenom etanola kao rastvaraca stabilnost

kompleksa znac¢ajno povecava.

4.5.7. Ispitivanje fotostabilnosti inkluzionih kompleksa

Da bi se ispitala fotostabilnost dobijenih kompleksa, metanolni rastvori kompleksa
rutin:3-CD koncentracije 104 upg/mL i rutin:HP-B-CD koncentracije 128 pg/mL
(ekvivalentno koncentraciji rutina od 36,4 pg/mL) su izlozeni zrafenju u fotohemijskom
reaktoru na 300 nm. Fotostabilnost kompleksa pra¢ena je u odnosu na metanolni rastvor
rutina koncentracije 92 pg/mL. Smanjenje koncentracije rutin trihidrata u funkciji vremena
praceno je UV-VIS metodom. Uticaj B-CD i HP-B-CD na fotostabilnost rutin trihidrata je

prikazan naslici 2.
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Slika 4.20. Fotodegradacija rutina i inkluzionih kompleksa sa -CD i HP-B-CD

Poredenjem fotodegradacionih profila dobijenih za rutin i njegove komplekse moze
se zakljuciti da ciklodekstrini imaju znacajan uticaj na stepen degradacije rutin trihidrata.
Nakon 7200 s ozracivanja sadrzaj rutin trihidrata opao je za 13,6%, dok je sadrzaj rutin
trihidrata u kompleksima rutin:B-CD i rutin:HP-B-CD nakon ozradivanja opao za 5,44% i
2,52%, respektivno. Ovi rezultati pokazuju da stvaranje kompleksa rutina sa p-CD i HP-f-
CD dovodi do povecéanje fotostabilnosti rutina za 2,5 i 5,4 puta, respektivno, tokom 7200 s
od izlaganja UVB zrafenju. Dakle, rutin trihidrat ukljuc¢ivanjem u Supljine ciklodekstrina
ima vecu zastitu od fotodegradacije. Takode, do slicnih podataka dosli su Almeida i sar.,
(2010), koji su nakon ispitivanja fotostabilnosti pokazali da se uklju¢ivanjem rutina u

nanokapsule ili nanoemulzije povecava njegova fotostabilnost.

4.5.8. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti kompleksa

Na slici 4.21 prikazano je poredenje antioksidativne aktivnosti rutina, kompleksa
rutin:p-CD, rutin:HP-B-CD i BHT. Nakon kompleksiranja rutina sa p-CD i HP-B-CD,
njegova sposobnost “hvatanja” DPPH radikala znacajno se povecava. Povecanje
antioksidativne aktivnosti rutina u kompleksima moze se pripisati promenama u kapacitetu
doniranja vodonika usled kompleksiranja (Nguyen i sar., 2013). Pri konjugaciji rutina sa
ciklodekstrinima dolazi do formiranja jedne ili viSe vodoni¢ne veze izmedu vodonikovih

atoma u hidroksilnim grupama rutina i elektronegativnih atoma ciklodekstrina. Ove
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vodoni¢ne veze slabe kovalentnu vezu izmedu vodonika i kiseonika u hidroksilnim grupama
rutina, §to kao posledicu imaju lakSe otkidanje protona. Izracunata ECso vrednost rutina
iznosi 21 pg/mL, odnosno 6,9 i 10 pg/mL za komplekse rutin:p-CD i rutin:HP-B-CD,
respektivno. Nguyen i sar., (2013) su prilikom ispitivanja antioksidativne aktivnosti
rutin:HP-B-CD kompleksa pripremljenog u vodi izracunali ECsg vrednost od 14 ug/mL.
Dobijena ECso vrednost ukazuje da ovako pripremljeni kompleks pokazuje manju
antioksidativnu aktivnost u odnosu na isti kompleks analiziran u ovom radu, koji je
pripremljen u smesi vode i etanola (2:3 v/v). BHT je pokazao nizu antioksidativnu aktivnost
u odnosu na rutin i njegove komplekse, s obzirom da je njegova ECsp vrednost 36,6 ug/mL.
Dakle, na osnovu izraGunatih ECsp vrednosti moze se re¢i da se antioksidativna aktivnost
rutina u inkluzionim kompleksima sa B-CD i HP-B-CD skoro dvostruko, odnosno trostruko

povecala.
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Slika 4.21. Antioksidativna aktivnost BHT, rutina i kompleksa rutin:
B-CD i rutin:HP-B-CD odredena DPPH testom
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5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu dobijenih rezultata prilikom ispitivanja plodova i listova pomenutih
biljnih vrsta fenolnih jedinjenja, antioksidativne, antimikrobne aktivnosti 1 nakon
inkluzionog kompleksiranja biljnih vrsta familija Rosaceae, Cornaceae i Grossulariacae,

mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Prinos fenolnih jedinjenja zavisi od uslova pod kojim se odvija ekstrakcija i od tipa

same ekstrakcione tehnike;

Optimalni uslovi ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz odabranih uzoraka odredeni su
primenom dve ekstrakcione tehnike: konvencionalna ekstrakcija — maceracija i

ultrazvucna ekstrakcija;

Najveéi prinos ekstraktivnih materija pokazao je ekstrakt dobijen upotrebom sistema
rastvara¢a: metanol/voda/siréetna kiselina u odnosu 70/25/5, viviv dok je
povecanjem udela vode u istom sistemu rastvaraca njihov sadrzaj bio manji $to je u
skladu sa razli¢itom polarnoscu i kiselosti fenolnih jedinjenja prisutnih u biljnim
vrstama;

e Drugi parametri koji su znacajni kod obe ekstrakcione tehnike su vreme trajanja,
temperatura na kojoj se odvija proces ekstrakcije 1 hidromodul. Utvrdeno je za obe
ekstrakcione tehnike da je optimalna temperatura 40 °C i hidromodul 1:10. Najvecéa
razlika izmedu konvencionalne i1 ultrazvuéne tehnike je u vremenu trajnja
ekstrakcije i to, kod konvencionalne iznosi 180 min, a kod ultrazvu¢ene 30 min, $to

ukazuje na prednosti primene ultrazvuéne ekstrakcione tehnike;

Najveci prinos fenolnih jedinjenja se postize primenom ultrazvucne ekstakcione
tehnike, pri datim optimalnim uslovima, sa frekvencijom od 40 kHz i ulazna snaga
ultrazvuka od 500 W;

Ultrazvuéna ektrakcija ima prednost nad konvencionalnom ekstrakcionom tehnikom,
kako zbog veceg prinosa ciljnih bioaktivnih jedinjenja (u proseku za 17%), tako i
zbog smanjenja unosa energije i troSkova ekstrakcije. Sa druge strane, znatno krace

vreme ekstrakcije dovodi do smanjenja degradacije fenolnih jedinjenja;

Fenolna jedinjenja su rasprostranjena, u razli¢itoj koncentraciji i sastavu, u plodu i u
listovima ispitivanih biljnih vrsta. Identifikovne su razli¢ite klase fenolnih
jedinjenja, kao $to su: fenolne kiseline, flavan-3-oli, proantocijanidini, flavonoli i

antocijani;

Ekstrakti listova biljnih vrsta bogatiji su u sadrzaju flavonola i fenolnih kiselina, a

ekstrakte ploda biljnih vrsta karakterise visok sadrzaj antocijana;
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Kod ekstrakta ploda biljnih vrsta najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja na osnovu UV-
Vis analize, bio je kod crne ribizle pa zatim kod crvene ribizle, divlje kupine,
maline, trnjine, domace kupine, drena, Sipurka i gloga. Sadrzaj fenolnih jedinjenja

kod ekstrakta ploda crne ribizle bio je veci za 44% nego kod crvene ribizle;

Fenolne kiseline bile su najzastupljenije kod divlje i domace kupine pa zatim kod
drena, trnjine, maline, crne ribizle, Sipurka, gloga i crvene ribizle. Kod ekstrakta

divlje kupine sadrzaj fenolnih kiselina bio je ve¢i za 8% nego kod domace kupine;

Flavonoli su imali priblizno istu koncentraciju u svim ekstraktima plodova biljnih

vrsta;

Najvecu koncentraciju antocijana pokazala je crna i crvena ribizla, a zatim divlja
kupina, malina, trnjina, domaca kupina i dren. Sadrzaj antocijana kod crne ribizle
bio je vec¢i za 56% nego kod crvene ribizle. U ekstraktima ploda gloga 1 Sipurka nisu
identifikovani antocijani;

e Kod ekstrakta listova biljnih vrsta najveéi sadrzaj fenolnih jedinjenja bio je kod
crvene ribizle, zatim kod Sipurka, maline, divlje kupine, crne ribizle, domace

kupine, trnjine, gloga i drena. Sadrzaj fenolnih jedinjenja kod ekstrakta lista crvene

ribizle bio je veéi za 43,22% nego kod Sipurka;

Fenolne kiseline bile su najzastupljenije kod crvene ribizle, zatim maline, trnjine,
Sipurka, divlje i domace kupine, crne ribizle i drena. Kod ekstrakta crvene ribizle

sadrzaj fenolnih kiselina bio je veci za 58,65% nego kod maline;

Flavonoli su u najvecoj koncentraciji bili prisutni u ekstraktima lista crvene ribizle,
zatim kod Sipurka, divlje i domace kupine, crne ribizle, maline, gloga, drena i
trnjine. SadrZaj flavonola kod ekstrakta lista crvene ribizle bio je veci za 43,49%

nego kod Sipurka;

Svi testirani ekstrakti pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost. Kod ploda
najjacu antioksidativnu aktivnost pokazali su ekstrakti crne i crvene ribizle.
Ekstrakti ploda crne ribizle pokazali su za 29,17% vecu antioksidativnu aktivnost
od ekstrakta crvene ribizle. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda ostalog
bobicastog voca opadala je slede¢im redosledom: divlja kupina > malina > trnjina >
domaca kupina > dren > Sipurak > glog. Kod lista najjacu antioksidativnu aktivnost
pokazali su ekstrakti crvene ribizle i maline. Ekstrakti lista crvene ribizle pokazali

su za 29,33% vecu antioksidativnu aktivnost od ekstrakta maline. Antioksidativna

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 134



DOKTORSKA DISERTACIJA

aktivnost ekstrakata lista ostalih biljnih vrstaopadala je slede¢im redosledom:
Sipurak > trnjina > divlja kupina > crna ribizla > domaca kupina > glog > dren;

e Utvrdeno je da postoji izrazena korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i
fenolnog sadrzaja ovih ekstrakata. Antioksidativnoj aktivnosti ne doprinose sva
jedinjenja podjednako. Tako da je prisustvo antocijana u plodovima biljnih vrsta bilo
presudno za visoku antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata;

¢ Na osnovu rezultata HPLC analize moze se zakljuciti da je sastav fenolnih jedinjenja
bio razli¢it u zavisnosti od ispitivanih plodova. Razlikovao se i u ekstraktima ploda
I u ekstraktima lista;

e U ekstrktima ploda domace kupine najzastupljenija je elaginska kiselina, a kod lista
ferulna. Od flavonola kod ploda domace kupine potvrdeno je najvece prisustvo
kvercetin-3-glukozida kao i kod lista. Najprisutniji flavon-3-ol u plodu je (+)-
katehin, a od antocijana cijanidin rutinozid,;

e Kod ekstrakata ploda divlje kupine najzastupljenija je elaginska kiselina, kod lista
hlorogena. Od flavonola kod ploda divlje kupine potvrdeno je najvece prisustvo
kvercetin-3-glukozida kao i kod lista. Najprisutniji flavon-3-oli u plodu su
procijanidini, a od antocijana delfinidin glukozid,;

e U ekstrktima ploda maline najzastupljenija je ferulna kiselina kao i kod lista. Od
flavonola kod ploda maline potvrdeno je najvece prisustvo miricetina, dok je kod
lista identifikovano najvece prisustvo kvercetina. Flavon-3-oli prisutni su samo u
listu maline (+)-katehin , a od antocijana najprisutniji je cijanidin soforozid;

e U ekstrktima ploda Sipurka najzastupljenija je kafena kiselina, a kod lista p-
kumarinska. Od flavonola kod ploda $ipurka potvrdeno je samo prisustvo kvercetin-
3-glukozida, dok je kod lista najpisutniji je kemferol-3-glukozid. Od flavon-3-ola u
plodu je identifikovan u najvecéoj koli¢ini (-)-epikatehin;

e Kod ekstrakata trnjine najzastupljenija je kafena kiselina, a kod lista hlorogena. Od
flavonola kod ploda trnjine potvrdeno je najveée prisustvo kvercetin-3-glukozida
kao i kod lista. Najprisutniji flavon-3-ol u plodu je (+)-katehin, a od antocijana
cijanidin soforozid,;

e U ekstrktima ploda gloga najzastupljenija je p-kumarinska kiselina, a kod lista
hlorogena. Od flavonola kod ploda gloga potvrdeno je najvece prisustvo rutina a
kod lista miricetin. Od flavon-3-ola u plodu je identifikovan samo (-)-epikatehin, a

kod lista je potvrdeno njegovo najvece prisustvo;
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U ekstrktima ploda crvene ribizle najzastupljenija je kafena kiselina, a kod lista

hlorogena. Od flavonola kod ploda crvene ribizle potvrdeno je najvece prisustvo

kvercetin-3-glukozida, dok je kod lista identifikovano najveée prisustvo rutina.

Flavon-3-oli prisutni su samo u listu procijanidin B2, a od antocijana najprisutniji je

cijanidin soforozid;

e Kod ekstrakata ploda crne ribizle najprisutnija je ferulna fiselina, dok kod lista
najvise ima hlorogene kiseline. Od flavonola i u ekstraktima ploda i u ekstraktima
lista crne ribizle najvise je prisutan rutin. Flavon-3-oli prisutni su samo u listu crne
ribizle i to procijanidin B2, a od antocijana najprisutniji je cijanidin soforozid,

e U ekstrktima ploda drena najzastupljenija je p-kumarinska kiselina,a kod lista t-
kaftarna. Od flavonola kod ploda drena potvrdeno je najvece prisustvo kvercetin-3-
glukozida, a kod lista miricetin. Najprisutniji flavon-3-ol u plodu je procijanidin B2,
a u listu (-)-epikatehin. Od antocijana najvece prisustvo pokazao je delfinidin
galaktozid;

e Na osnovu datih analiza moze se zakljuciti da je rutun jedan od najprisutnijih
fenolnih jedinjenja, kako u ekstraktima ploda tako i u ekstraktima lista u pojedinim
biljnim vrstama. U cilju njegove dalje primene koris¢en je za pripremu inkluzionih
komleksa. Dobijeni kompleks rutina sa ciklodekstrinima ima velikih prednosti u
odnosu na €ist rutin za potencijalnu primenu u farmaciji i medicini,

o Testirani ekstrakti listova i plodova biljnih vrsta pokazali su znacajnu antimikrobnu

aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac koji je uporediv sa pozitivnom

kontrolom tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), i to bez ikakvog
selektivnog dejstva na odredeni soj mikroorganizma. Ekstrakti listova su pokazli
jacu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte plodova §to se moze povezati sa
veéim sadrzajem fenolnih kiselina i flavonola u ekstraktima listova u odnosu na
plodove. Ovo ukazuje na postojanje korelacije izmedu antimikrobne aktivnost
testiranih ekstrakata i sadrzaja fenolnih jedinjenja. Gram-pozitivni sojevi mikroba

(Clostridium  perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus aureus, Listeria

monocytogenes, Sarcina lutea, Micrococcus flavus ) pokazali su vecu osetljivost na

testirane ekstrakte u odnosu na gram-negativne sojeve (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis Shigella sonnei, Klebsiella

pneumonia, Proteus vulgaris). Kvasac, Candida albicans je pokazao najvecu

rezistenciju kod svih ekstrakta;
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e Utvrdjeno je da je ekstrakti ploda domace kupine i ekstrakti lista ispoljavju najvece
antibakterijsko delovanje prema bakteriji Listeria monocytogenes. Kod ekstrakata
ploda i lista divlje kupine najveée antibakterijsko delovanje utvdeno je prema
bakteriji Saricina lutea. Sto se ti¢e ploda i lista maline najveée antibakterijsko
delovanje je prema bakteriji Listeria monocytogenes. Kod ekstrakata Sipurka, trnjine
i gloga i u plodu 1 listu takode najvece antibakterijsko delovanje potvrdeno je prema
bakteriji Listeria monocytogenes. Ekstrakti ploda crne ribizle imaju najvece
antibakterijsko delovanje prema bakteriji Listeria monocytogenes dok ekstrakti lista
prema bakteriji Staphilococcus aureus. Kod crvene ribizle ekstrakti ploda imaju
najvece antibakterijsko delovanje prema bakteriji Sarcina lutea dok ekstrakti lista
prema bakteriji Staphilococcus aureus. Ekstrakti ploda drena imaju najvece
antibakterijsko delovanje prema bakteriji Staphilococcus aureus, a ekstrakti lista
prema bakteriji Listeria monocytogenes. Ekstrakti ploda gloga pokazali su najmanju
antibakterijsku aktivnost, a najvecu ekstrakti ploda divlje kupine;

e Metodom kopercipitacije moguce je uspesno dobiti inkluzione komplekse rutina sa
B-CD i HP-B-CD u &évrstom stanju, §to potvrduju rezultati FT-IC, *H-NMR, XRD i
DSC analiza;

e I[strazivanja fazne rastvorljivosti su pokazala da rutin i ciklodekstrini interaguju u
molarnom odnosu 1:1. Obrazovani inkluzioni kompleksi mogu uspes$no da uspore
fotodegradaciju rutina od izloZzenosti UVB zracenju, i znacajno povecati njegov
antioksidativni kapacitet i faznu rastvorljivost. Dobijeni proizvod kompleksa rutina
ima prednosti kao $to su minimalni sporedni efekti i niski zahtevi za zastitom od
svetla tokom proizvodnje, ¢uvanja i rukovanja.

Na osnovu ovih zakljuaka moZe se re¢i da plodovi 1 listovi odabranih biljnih vrsta
familija Rosaceae, Cornaceae i Grossulariacae mogu naci veliku primenu u prehrambenoj i

kozmetickoj industriji kao 1 u farmaciji.
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7. 1ZVOD
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U ovoj doktorskoj disertaciji za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz plodova i listova
biljnih vrsta (Rubus fruticosus L. Rubus idaeus L., Ribes nigrum L., Ribes rubrum L.,
Prunus spinosa L., Crataegus oxyacantha L., Rosa canina L., Cornus mas L.) kori$¢ene su
dve ekstrakcione tehnike — klasicna i ultrazvcéuna ekstrakcija (sistem rastvaraca
metanol/voda/sir¢etna kiselina u odnosu 70/25/5 na sobnoj temperaturi; hidromodul 1:10;
vreme trajanja ekstrakcije 180 min kod konvencionalne i 30 min kod ultrazvucne) i
uspostavljena je korelacija gde je utvrdena prednost primene ultrazvucne ekstrakcije.

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje grupa fenolnih jedinjenja i pojedina¢nih
fenolnih sastojaka u ispitivanim ekstraktima na bazi ovog voca izvrseno je primenom UV-
Vis spektrofotometrije i HPLC metodom sa DAD i fluorescentnim detektorima i izvrSeno je
odredjivanje 23 fenolnih jedinjenja koja pripadaju: fenolnim kiselinama, flavonolima, flavan
3-olima, antocijanima i proantocijanidima. Plodovi biljnih vrsta pokazali su veoma visok
sadrzaj antocijana, dok su listovi bili bogatiji flavonolima i fenolnim kiselinama.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata uzoraka odabranih biljnih vrsta
izvrseno je primenom DPPH metode. Dobijeni rezultati uporedivani su pomocu
odgovarajucih statistickih softverskih paketa. Svi ekstrakti su pokazali odredenu
antioksidativnu aktivnost kao posledica fenolnih jedinjenja u njima. Antioksidativnoj
aktivnosti ne doprinose sva jedinjenja podjednako. Tako da je prisustvo antocijana u
plodovima bilo presudno za visoku antioksidativnu aktivnost ispitivanih ekstrakata.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata uzoraka odabranih biljnih vrsta
odredeno je primenom mikrodilucione metode. Ustanovljena je i znacajna aktivnost prema
12 patogenih bakterija i jednog patogenog kvasca. Generalno, ekstrakti listova pokazali su
jacu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakte plodova, §to ukazuje da neka fenolna
jedinjenja (flavonoli i fenolne kiseline) imaju jace dejstvo na ove patogene sojeve. Gram (-)
bakterije i kvasac pokazale su vecu rezistenciju na ove ekstrakte od gram (+) bakterijskih
sojeva.

U cilju moguce prakticne primene fenolnih jedinjenja iz biljnih vrsta izvrseno je
inkluziono kompleksiranje najprisutnijin  fenolnih sastojaka u ekstraktima sa tzv.
,hosac¢ima“ ili ,,domac¢inima“ tipa ciklodekstrina. Karakterizacija nastalih inkluzionih
kompleksa odredena je primenom spektralnih metoda analize (FT-1C, NMR, XRD), kojima
je potvrdeno formiranje odgovaraju¢ih kompleksa. Fotostabilnost nastalih inkluzionih
kompleksa ispitivana je koris¢enjem fotohemijskog reaktora sa UV lampama. Ova
ispitivanja su potvrdila znac¢ajno povecanje stabilnosti kompleksa u odnosu na ¢isto fenolno

jedinjenje.
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Plodovi 1 listovi ispitivanih biljnih vrsta familija Rosaceae, Cornaceae i
Grossulariaceae mogu se iskoristiti za dobijanje ekstrakata bogatih fenolima i mogu naci

veliku primenu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
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8. SUMMARY
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In this doctoral thesis, the two extraction techniques - classical and ultrasound
(solvent system methanol / water / acetic acid 70/25/5 than at room temperature; the hydro
1:10; the duration of the extraction at 180 min and 30 min of the conventional code
ultrasound) for extraction of phenolic compounds from the berry fruit and leaf (Rubus
fruticosus L. Rubus idaeus L., Ribes nigrum L., Ribes rubrum L., Prunus spinosa L.,
Crataegus oxyacantha L., Rosa canina L., Cornus mas L.) are used, and established the
correlation among them where is determined the advantage of applying ultrasonic
extraction.

Qualitative and quantitative determination of a group of phenolic compounds and
individual phenolic compounds in the fruit and leaf extracts was carried out by using UV-
VIS spectrophotometry and HPLC method with DAD and fluorescence detectors and
confirmed the presence of 23 phenolic compounds which belonging to: phenolic acids,
flavonols, flavan-3-ols, anthocyanins and proanthocyanidins. Berries showed a high content
of anthocyanins, while the leaves were richer in flavonols and phenolic acids.

Investigation of antioxidant activity of berry fruit and leaf extracts was performed
using the DPPH method. The results were compared using appropriate statistical software
packages. All extracts exhibited antioxidant activity as a result of the presence of phenolic
compounds in them. Not all phenolic compounds contribute equally to antioxidant activity
of extracts. So, the presence of anthocyanins in the fruits of berries was crucial for the high
antioxidant activity of these extracts.

Investigation of antimicrobial activity of berry fruit and leaf extracts is determined
using the microdilution method, which also showed a significant activity against pathogenic
bacteria and 12 hours of the pathogenic yeast. Generally, leaf extracts showed a stronger
antimicrobial activity in relation to the fruit extracts, which indicates that some of the
phenol compounds (flavonols and phenolic acids) have a stronger effect on the pathogenic
strains. Gram (-) bacteria and yeast showed better resistance to these extracts in relation to
gram (+) bacterial strains.

In order to get practical application of phenolic compounds from berries, the
inclusion complexation of most active phenolic compounds in the extracts and the so-called.
"Carriers" or "host" type of cyclodextrin was made. The characterization of the obtained
inclusion complex was determined using methods of spectral analysis (FT-IR, NMR, XRD),
which confirmed the formation of the corresponding complex. Photostability of obtained

inclusion complexes were investigated using photochemical reactor with UV lamps. These
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studies confirmed the significant increase of complex stability compared to pure phenolic
compound.

The berry fruits and leaves which belong to family of Rosaceae, Cornaceae and
Grossulariaceae can be used for obtaining extracts rich in phenols which can find great

application in the food, cosmetic and pharmaceutical industries.
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9. PRILOG
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Slika P1: HPLC hromatogram ekstrakta lista crne ribizle (Ribes nigrum L.), snimljen na

320 nm: 1 kafena kiselina:2 hlorogena kiselina; 3 p-kumarinska kiselina; 4 ferulna kiselina
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Slika P2: HPLC hromatogram ekstrakta lista crne ribizle (Ribes nigrum L.), snimljen na

360nm:1 kvercetin-3-glukozid;2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin; 5 kemferol-3-glukozid
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Slika P3: HPLC hromatogram ekstrakta lista crne ribizle (Ribes nigrum L.), snimljen

fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/Aem): 1 (+)-katehin; 2 proantocijanin B2
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Slika P4: HPLC hromatogram ekstrakta lista drena(Cornus mas L.), snimljen na 320 nm:

1 t-kaftarna kiselina; 2 hlorogena kiselina; 3 p-kumarinska kiselina
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Slika P5: HPLC hromatogram ekstrakta lista drena (Cornus mas L.), snimljen na 360 nm

1 rutin; 2 miricetin
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Slika P6: HPLC hromatogram ekstrakta lista drena (Cornus mas L.), snimljen

fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm): 1 proantocijanin B2; 2 (-)-epikatehin
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Slika P7: HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen na
320nm: 1 t-kaftarna kiselina;2 kafena kiselina; 3 hlorogena kiselina;

4 p-kumarinska kiselina; 5 ferulna kiselina
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Slika P8: HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen na

360 nm: 1 elaginska kiselina; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin; 5 kemferol-3-glukozid
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Slika P9: HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen

fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm): 1(+)-katehin; 2 proantocijanin B2
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Slika P10: HPLC hromatogram ekstrakta lista divlje kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen

na 320 nm: 1 hlorogena kiselina; 2 ferulna kiselina
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Slika P11: HPLC hromatogram ekstrakta lista domace kupine (Rubus fruticosus L.),

snimljen na 320 nm: 1 hlorogena kiselina; 2 ferulna kiselina
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Slika P12: HPLC hromatogram ekstrakta lista divlje kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen

na 360 nm: 1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin; 5 kemferol-3-glukozid
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Slika P13: HPLC hromatogram ekstrakta lista domace kupine (Rubus fruticosus L.),
snimljen na 360 nm: 1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;

5 kemferol-3-glukozid
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Slika P14: HPLC hromatogram ekstrakta lista gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen
na 320 nm: 1 hlorogena kiselina; 2 p-kumarinska kiselina
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Slika P15: HPLC hromatogram ekstrakta lista gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen
na 360 nm: 1 kvercetin-3-glalakozid; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 rutin; 4 miricetin;

5 kvercetin; 6 kemferol-3-glukozid
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Slika P16: HPLC hromatogram ekstrakta lista gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen
fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/Aem): 1(+)-katehin; 2 proantocijanin B2;
3 (-)-epikatehin
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Slika P17: HPLC hromatogram ekstrakta lista maline (Rubus idaeus L.), snimljen na

320 nm: 1 kafena kiselina; 2 hlorogena kiselina; 3 ferulna kiselina
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Slika P18: HPLC hromatogram ekstrakta lista maline (Rubus idaeus L.), snimljen na
360 nm: 1 kvercetin-3-glalakozid; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 rutin; 4 miricetin;

5 kemferol-3-glukozid
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Slika P19: HPLC hromatogram ekstrakta lista Sipurka (Rosa canina L.), snimljen na
320 nm: 1 kafena kiselina; 2 hlorogena kiselina; 3 p-kumarinska kiselina
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Slika P20: HPLC hromatogram ekstrakta lista Sipurka (Rosa canina L.),snimljen na
360 nm: 1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin; 5 kemferol-3-glukozid
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Slika P21: HPLC hromatogram ekstrakta lista trnjine (Prunus spinosa L.), snimljen na

320 nm: 1 kafena kiselina; 2 hlorogena kiselina; 3 p-kumarinska kiselina
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Slika P22: HPLC hromatogram ekstrakta lista trnjine (Prunus spinosa L.), snimljen na

360 nm: 1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin; 5 kemferol-3-glukozid
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Slika P23: HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na

320 nm: 1 kafena; 2 p-kumarna kiselina
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Slika P24: HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na

360 nm: 1 elaginska kiselina; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 kvercetin
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Slika P25: HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na
520 nm: 1 delfinidin-3-glukozid, 2 cijanidin-3-rutinozid, 3 cijanidin-3-arabinozid,

4 cijanidin-3-(6-0-malonil) glukozid
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Slika P26: HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupine (Rubus fruticosus), snimljen

fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm): 1 (+)-katehin; 2 proantocijanin B2
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Slika P27: HPLC hromatogram ekstrakta kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na 320 nm:

1 kafena; 2 p-kumarna kiselina

45
40
35

mAU

30
25
20

]

10 -

0 10 20 30 40 50
Retenciono vieme (min)

Slika P28: HPLC hromatogram ekstrakta kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na 360 nm:

1 elaginska kiselina; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 kvercetin
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Slika P29: HPLC hromatogram ekstrakta kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen na 520 nm:

1 delfinidin-3-glukozid, 2 cijanidin-3-rutinozid, 3 cijanidin-3-arabinozid,

4 cijanidin-3-(6-o-malonil) glukozid
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Slika P29: HPLC hromatogram ekstrakta kupine (Rubus fruticosus L.), snimljen
fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm):1 (+)-katehin; 2 (-)-epikatehin
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Slika P31: HPLC hromatogram ekstrakta drena (Cornus mas L.),snimljen na 320 nm:

1 kafena; 2 p-kumarna kiselina; 3 ferulna kiselina
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Slika P32: HPLC hromatogram ekstrakta drena (Cornus mas L.),snimljen na 360 nm:

1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 kvercetin
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Slika P33: HPLC hromatogram ekstrakta drena (Cornus mas L.),snimljen na 520 nm:

1 delfinidin-3-galaktozid, 2 delfinidin-3-glukozid, 3 cijanidin-3-soforozid
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Slika P34: HPLC hromatogram ekstrakta drena (Cornus mas L.),
snimljen fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm): 1 (+)-katehin; 2

proantocijanidin B2
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Slika P35: HPLC hromatogram ekstrakta trnjine (Prunus spinosa L.) snimljen na 320 nm:

1 kafena; 2 p-kumarna kiselina
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Slika P36: HPLC hromatogram ekstrakta trnjine (Prunus spinosa L.), snimljen na 360 nm:

1 kvercetin-3-galaktozid; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 rutin
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Slika P37: HPLC hromatogram ekstrakta trnjine (Prunus spinosa L.), snimljen na 520 nm:
1 delfinidin-3-glikozid, 2 cijanidin -3-soforizid, 3 peonidin-3-glukozid,

4 peonidin-3-rutinozid
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Slika P38: HPLC hromatogram ekstrakta trnjine (Prunus spinosa L.), snimljen

fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/AEm): 1 (+)-katehin; 2 proantocijanidin B2
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Slika P39: HPLC hromatogram ekstrakta maline (Rubus idaeus L.), snimljen na 320 nm:

1 kafena; 2 ferulna kiselina
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Slika P40: HPLC hromatogram ekstrakta maline (Rubus idaeus L.),snimljen na 360
nm:lelaginska kiselina; 2 kvercetin-3-galaktozid; 3 kvercetin-3-glukozid; 4 rutin;

5 kemferol-3-glukozid
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Slika P41: HPLC hromatogram ekstrakta maline (Rubus idaeus L.), snimljen na 520 nm
1cijanidin-3-soforozid; 2 cijanidin -3-glukorutinozid; 3 cijanidin -3-glukozid;

4 cijanidin -3-rutinozid; 5 pelargonidin-3- soforozid
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Slika P42: HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen na 320

nm: 1 kafena; 2 ferulna kiselina
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Slika P43: HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen na 360

nm: 1 kvercetin-3-galaktozid; 2 kvercetin-3-glukozid; 3 rutin; 4 kemferol-3-glukozid
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Slika P44: HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribizle (Ribes rubrum L.), snimljen na 520
nm: 1 delfinidin-3-galaktozid; 2 delfinidin-3-glukozid; 3 cijanidin-3-soforozid;

4 cijanidni-3-glukorutinozid
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Slika P45: HPLC hromatogram ekstrakta Sipurka (Rosa canina L.),

snimljen na 320 nm: 1 kafena; 2 ferulna kiselina
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Slika P46: HPLC hromatogram ekstrakta Sipurka (Rosa canina L.),snimljen na
360 nm: 1 kvercetin-3-glukozid; 2 kemferol-3-glukozid
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Slika P47: HPLC hromatogram ekstrakta Sipurka (Rosa canina L.)
snimljen fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/Aem): 1 (+)-katehin;

2 proantocijanidin B2; 3 (-)-epikatehin
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Slika P48: HPLC hromatogram ekstrakta gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen na
320 nm: 1 kafena; 2 p-kumarna kiselina
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Slika P49: HPLC hromatogram ekstrakta gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen na

360 nm:1 kvercetin-3-glukozid; 2 rutin; 3 kvercetin
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Slika P50: HPLC hromatogram ekstrakta gloga (Crataegus oxyacantha L.), snimljen
fluorescentnim detektorom na 275/322 nm (Aex/Aem): 1 (-)-epikatehin
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Mpwunor 1.

M3JABA O AYTOPCTBY

M3jae/byjem fa je AOKTOPCKA aucepTauumja, Nog HacIoBOM

EKCTPAKIIHJA, KAPAKTEPHU3AIIAJA, BHOJIOINIKA AKTHBHOCT
U IIOTEHIIUJA/THA MIPUMEHA ®EHOIHUX JETHILEBA A3
IIOA0OBA K IHINHA BUJbHUX BPCTA PAMUWITHAJA

ROSACEAE, CORNACEAE I GROSSULARIACEAE

+  pesynTaT CONCTBEHOr UCTPAMMBAYKOT Pasa,

* A3 NpeffioeHa AUCepTauMja, HU Y LeMHWU, HW Y OeN0BMMa, HUje 6una
npeanoxeHa 3a gobujarbe 61Mn0 Koje guniome, npema CTyaUjCKUM
nporpammMma Apyrux BUCOKOLLIKOICKMX YCTAHOBA,

*  [acCy pe3ynTaTv KOPEKTHO HaBefeHU U1

*  [Aa HUCAM KpLMo/na ayTopcKa Npasa, HATK 310ynoTpebuo/na
WHTENEKTYaIHy CBOjUHY APYrUX NULa.

Y Huwy, Ok th 201¢

AyTop aucepTaumje:

AHa Munenkosuh AHhenkosuh

MoTnuc poKTOpaHTa:

b
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Mpunor 2.

M3JABA O UCTOBETHOCTU LLUTAMIMAHE M EJIEKTPOHCKE BEP3WJE JJOKTOPCKE AUCEPTALMIE

Mme 1 npesnme aytopa: ‘ )
va Munewrrobut  Huteseobul
CTyAaujcku nporpam: W
Xe iy u%aa

Hacnos paga:

EKCTPAKITAJA, KAPAKTEPU3AIINJA, BUOJIOIIKA AKTHBHOCT
N MIOTEHIIAJAJTHA MIPUMEHA ®EHOJTHHUX JEAUBHEBHA U3
IUIOJOBA M JIMIIIHA BUJbHUX BPCTA ®PAMUIAJA

ROSACEAE, CORNACEAE I GROSSULARIACEAE

MeHTOp: ( .
gp AdTla ?&gaéwof:uﬁ
J U

MsjaB/byjem fna je wramnaHa Bep3uja MoOje AOKTOpPCKe aucepTaumje
UCTOBETHA €/IEKTPOHCKOj BEP3uju, Kojy cam npeaao/na 3a yHowerse y AurutanHu
penosutopujym YHuBepauteTta y Huwy.

[Losso/baBam fa ce objase MOju NIMYHM MOAALUM, KOjU Cy Yy Be3u ca
Aobujarbem akagemcKor 3Barba AOKTOpA HayKa, Kao LWTO Cy MMe U npesume,
roavHa u mecto pohera u gatym ogbpaHe paja, U To y KaTanory Bubnuoteke,
[OvrvtanHom penosutopujymy YHusepsuteta y Huwy, Kao v y nybaukauujama
YHuBep3uteTa y Huwy.

Y Huwy, _ Ch. A4 2016

AyTop aucepTaumje:

AHa Munenkosuh AHhenkosuh

MoTnuc pokTopaHTa:

v

ANA S. MILENKOVIC ANPELKOVIC 190



DOKTORSKA DISERTACIJA

Mpwunor 3.

M3JABA O KOPULUREHY

Osnawhyjem Yuusepsutetcky 6ubnuotery ,Hukona Tecna” ga, y OWrutanHu penosutopujym
YHusep3suTeTa y Huuy, yHece Mojy AOKTOPCKY AUCepTaUujy, Noj, HacN0BOM:

EKCTPAKITHJA, KAPAKTEPH3AIIAJA, BHOJIOIIKA AKTHUBHOCT
H IIOTEHIHJA/IHA MIPUMEHA ®EHO/JHUX JEAUHERHA W3
IIOJOBA M JIMIIHhA BH/bHAUX BPCTA ®AMUINJA

ROSACEAE, CORNACEAE V1 GROSSULARIACEAE

KOja je Moje ayTOpCKo geno.

[OucepTaumjy ca cBMM npuao3MMa npenao/na cam y eneKTPOHCKOM
dopmarty, norofHOM 3a TpajHO apXMBHpar-e.

Mojy pfoktopcky pauceprauujy, yHety y [UrWTanHW penosuTopMjym
YHuBep3auTeTa y Huwy, Mory KOPUCTUTM CBM KOjWU MOWTYjy oapeabe cagpmaHe y
opabpanom Tuny nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam
ce ogny4mo/na.

1. AyTtopcTtBo

2. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaNHO

@ AyTOpCTBO — HeKOMepLmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AEAUTHA NoA UCTUM YCNOBUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AYTOpPCTBO — JenwTi Noj UCTUM YC0BUMA

(Monumo pa noasyyere camo jegHy o4 WeCT NOHYREHUX MMLEHUM; KpaTak Omuc
NVLEHUM je ¥ HacTaBKy TeKcTa).

Y Huwy, _ Ok 142016

AyTop aucepTauuje:

Ana Munenkosuh Auhenkoeuh

MoTnuc pokTopaHTa:

iy
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DOKTORSKA DISERTACIJA

TUNOBU NULEHLIN

1. AyTtopcTBo. [103Bo/baBaTe YMHOKaBake, AUCTPMOYLMjy U jaBHO caonLuTaBakbe Aena,
M npepaje, ako ce HaBede UMe ayTopa, Ha HauuH ogpeheH oa ayTopa uan gasBaoua AMLEHLE, YakK U1
y KomepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja oa ceux nmueHum (CC BY 3.0).

2. AyTOpPCTBO — HEKOMEpPUMjanHo. [l03Bo/baBaTe YMHOKaBake, ANCTPMOYLUMjy U jaBHO
caonwTaBakbe Aefla, U Npepase, ako Cce HaBeAe MMe ayTopa, HAa HauymH ogpeheH of ayTopa uau
AaBaoua nnueHue. OBa nMUeHLa He 403B0O/baBa KoMepLmjanHy ynotpeby aena (CC BYNC 3.0).

3. AyTOpCcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepase. [03BO/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ancTpmbyumjy 1 jaBHO caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobnKoBarba Man ynotpebe Bawer
hena y gennma gpyrvx aytopa, ako ce HaBeAe MMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH of ayTopa wam
AaBaoua nunueHue. OBa MUEHUA He A03BO/baBa KOMepuMjaaHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cse
ocTane NUEHUE, OBOM /IMLEHLOM Ce OorpaHuyaBa Hajsehn obum npasa Kopuwhewa gena (CC
BY-NC-ND 3.0).

4, AyTOpPCTBO — HEKOMEpUMjaNHO — [enuTu nog UCTUM ycnosBuma. [lo3sosbasaTte
YMHOKaBake, AUCTpnbyumjy 1 jaBHO caonwTaBare Aena, U Npepaae, ako ce HaBeae MMe ayTopa,
Ha HauuH oapeheH o ayTopa WKW AaBaola AULEHLE, M aKo ce Npepaga AUCTpubympa noa UCTom
UK cAnYHOM nnueHuom. OBa MUEHLA He [03BO/baBa KOMepUKjanHy ynoTpeby aena u npepage
(CC BY-NC-SA 3.0).

5. AyTopcTtBo — 6e3 npepage. [o3BosbaBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLUMjY U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnrKkoBarba Uan ynotpebe Bawer gena y genmma Apyrux
ayTopa, ako ce HaBede MMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH oA ayTopa MauM gasBaoua nAuueHue. OBa
JIMLLEeHUA A03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby aena (CC BY-ND 3.0).

6. AyTOopcTBO — A€eAMTM nog MUCTMM  ycioBuMa. [lo3Bos/baBaTe YMHOMKaBatbe,
AncTpmbyumjy M jaBHO caonwTaBake Aena, U Npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa, Ha HauuH
oapeheH og ayTopa WAM gaBaoua JMUEHLE, M aKo ce npepaga AUMCTpubympa noa UCTOM MAn
CAnYyHoMm nnueHuom. OBa iMUEHUA A03BO/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby aena u npepaga. CiMuHa
je codTBEpPCKUM NMLEHLAMA, O4HOCHO AnLEeHUama oTBopeHor koga (CC BY-SA 3.0).
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