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prirodom trajeod davninaLljudi su najpre koristili biljkesamo u ishrani, ali vremenom su
sve vige dobijale na znalaju zbogupaemeou i h ak:
nagllee |li eSmatra se da je najstarija knjiga na svetu o lekovitik l@ima A Pen Ts 6 a
(Kl asi | ni ), ledorldgentarnagakmeskog cara Shenrangoje je nastalo oko
2700 godina p.n.e. (Janick, 2003).

Od oko 250000 danas poznatim ¢t a vaskul arni h biljaka,

cvetnice, u smislu |lekovitost:i i upotrebe wu
je biljni svet i dalje tajna za | oveka, odn
izvor biologki akfavmakojedinjenja.

Jesti vi pl odovi i maju svoju giroku pri me

funkcionalne hrane, koje pored izvanrednih nutritivnin svojstava imaju i pozitivhe
farmakol ogke i fiziol ogke unkci kpteeencifedolebktj ud s k o
savremenog | oveka. |l spitivanje Dbiologke akt
biljnih vrsta, od izuzetnog su naulnog i pr

Mnogobroj ni radovi , studije i vV e labBe i broj
povelanim konzumiranjem vola i povria smanju
kardiovaskularne i neurodegerativne bolesti i dijabetes. Dokazano je da biljna hrana, pored
vitamina i mi nerala, sadrgi dinjenjpa&kdjauimafu0 0 0 i
svojstvo antioksidanat a, a za koje velina s
pozitivno dejstvo na ljudsko zdravlje. Sve je manja upotreba sintetskih antioksiddnata
prehrambenoj industriji sveevi ge napuggé&i hz rdakankeegpband za
primenu prirodnih antioksidanataolovanih iz biljaka (fitonutrijenti), mikroorganizama,
gljiva i givotinjskog tkiva stalno raste iz
bezlednosti, n an agutfisn nxa ] i w la d(Magdr isar. L2A0R)j e

Fenolna jedinjenja kao sekundarni metaboliti biljnih vi&aolne kiseline, flavoni,
izoflavoni, flavan3-oli, antocijani, proantocijanidini, tanini itd terpenoidi, tokoferoli,
glukozinolati, kao i jedijenjak o a s a d r dpien argiaksidativnih poseduju i
antimutagena, antikancerogena, antiinflamataraatimikrobna svojstva. Istovremeno, ova
jedinjenja smanjuju rizik od pojave kardiovaskularnih oboljémjanbas, 2010).

N a nd studije ptrrdile su njihow s lee dbeiko delovignje:antioksidativna
akti vnoavanje agepacie |trombci t a, modul aciegstaujue@nzi ma
detoksifikaciji, promena u metabolizmu holesterola, kontrola koncentrapipeednih

h o r mo nemje knaay ipriska, antimikrbno delovanjéHenionen i sar., 1998).
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Polifenolna jedinjenja rastvorna u vodi, kao sto su neki derivati benzoeve i cimetne
kisdine, imaju alelopatsko dejst&hahidi i Naczk, 1995).

Sa druge strane, prisustvo flavonoida i fenolnih kiselina eef@nra &jno i za samu
biljku, jer se veruj e daestvojiv a odprantenon] mahgniamu wiljke.
Dokazano je da se u uslovima strépeekomernoUV z r a| enj e, ogtelienje |
infekcije) u billkama indukuje sinteza polifenolnih jedinjenfBloliman i sar., 1995;
Halliwell i Gutteridge, 1999;Stefani sar., 2007).

Namirnice biljnog poreklay o | e, Ipkovitail ez a |bilj;y kak © njihovi
ekstrakti, sadr ge prirodne antioksidant e:
polifenolna jedinjen a , gto j mnogmkazowg md m (Salbertaigi vanj

Williamson, 2000) Pokazalose da posedujwantiviralna, antiinflamatorna, antialergijska i
antioksidativna svojstva (Capasso i sar., 20B6)ifenolnajedinjenja imaju veliki uticaj na
osnovnd elijskefunkcije kaog tso rast, deoba ifili smit e | (apppwzalTumbas, 2010)

Odrelena polifenolna jedinjenja s e kar a
baziranim na njihovom redoks potencijalu, pa zato oni mogu dejstvovati k@@ u k uj u l i
agensi,A's k e v e rsidgiptmayg i kiseonika, da t p u guadanjk U 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 dalekgeboga
polifenolnimjedinjenjima od gajenih vrsta.

Mnogobrojreaktivnes u pst ancep odadrigreaneg aw !l i | i ti h bi
koriste u svakodnevoji s hr ani |, sadrge razlilite aktivne
delovanje.T a k ofénelna jedinjefa mogu biti ona ciljna grupa sa antioksidativnim i
antimikrobnim svojstvima, koja wulestvuju wu
(Kahkoneni sar., 1999). Posmatranocsa f a r ma laspékia feRona jedinjenjase
karaktergu g i Mo dpektom far ma k ol o g k eNjihavk gotencijalous zediti . i
prevenciji od kardiovaskularnihi kancerogenihbolesti je veliki na ga ukazuju brojne
epi demi ol dBp&ilei sas.,2Q00; Crpfte 1999; Keli i sar., 1996;Leai Leegod,

1999).

Posebnapajnja je posvéena na ekstrakciju fenolnih grupa jedinjenja Proces
ekstrakcijesemo gavoditir az | i | i t i radapotente hgmiski seatav polaznog
biljnog materijalaostanenepromenjeri da se dobije optimalni prino&l farmaceutskoj
praksise koriste etanolniekstrakti biljaka koji se dobijaju ekstrakcijom etanola i mogu da
sadn gpedo % suvog ostatkgKumpulainen,2001) Ekstrakti suvrlo kompleksne
s mesagavlien@dr az | i | i t i h o rkgjianastsjl nedkcijgma sekundareog j a ,
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metabolizma biljakaNa bazibiljnih ekstrakatadanage izralenovige od 70% lekova koje
se koriste wu tradicionalnoj medi ci ni [ Vi g
medicini. Konkretno u terapiji kancera koristi sei g e60%olekova koji su bazni na
biljnim produktimai njihovim sekundarnim metabolitim@&haravii sar., 2007).
Za potrebeove doktorskedisertacije izabrali smo biljne vrste koje imaju veliki
znal aj kako u ol g dgradicionalimmeadicini,Pr d wlkawpbbdovi i

listovis | eildbdjiih vrstafamilija: RosaceaeCornaceaé Grossulariaceae

-domali a Rubup fruticasuf),

divlja kupina Rubus fruticosut.),
-domal a Rubukidaeuk.), (

crna ribizla Ribes nigrunti.),

crvera ribizla Ribes rubrunti.),

trnjina (Prunus spinosd..),

glog (Crataegusoxyacanthd..),
- g i p uRosakanifd.),

dren Cornus mad..).

Cilj ove doktorskedisertacijeje: da se optimizuje metodaekstrakcijefenolnih
‘edinjenjaiz plodovai listova odabraih biljnih vrsta daseizvrg njihovaarakterizacijada
seispita njihova antioksidativna antimikrobnaaktivnosti dOse predlaj njihova primena
nakoninkluzionty kompleksiranjanajzastupljenijinfenolnih sastojakau ekstr&tima sOtzv.
Anosaimai ili Adomdinimafi tipa ciklodekstrina u farmaceutskqj kozmetl koj i
prehrambenaondustriji.

Ova doktorska disertacija sastoji se ddp gt eg del a, Eksperi me
Rez ul t ata i dka, kitkratwra, lzveda, Sdnarkg Bipguafije sa Bibliografijom
Priloga

U Opgem delu opisanesu osnovnekarakteristikeispitivanih biljnih vrsta familija
RosaceaeCornaceaei Grossulariaceae, njihov hemijski sastav sa posebnim osvrtom na
fenolni sastavPredstavljeni su i literatap poznati rezultati iz ove oblasti.

U Eksperimentalnom delu opisane su procedure ekstrakcije fenolnih jediigenja
uzorakaplodova i listovaprocedureo d r e L anticgksidptiane antimikrobneaktivnosti
dobijenih ekstrakata, procedurgp r i pr e me inkl uzionih kompl ek

kompl eksir aj utjiohakasagteriracijs.a k ao i
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U delu Rezultati [ di s k us ianalza ipaveddna z a n i
odrelene korelacije pomoiu odgovarajulih sta
U Zakljul ku su dati zakljul ci izvedenina osnovudobijenih rezultatai dobijenih
korelacija
U lzvodu dat je karatak pregthed korigleni
U Prilogu su dati HPLC hromatogrampitivanih biljnih vrsta
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2. OPGTI! DE
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2.1.0snovne karakteristike ispitivanih biljnih vrst a

familija Rosaceae, Cornaceae i Grossulariaceae

Veliki broj bilinih vrsta koje pripadaju familijamaRosaceae, Cornaceae
Grossulariacea&k ar akt eri gu jesti vi p | ,@idhroivima (AiQ)g at | ge
mineralima, biljnim Vaknima i brojnim loflavonoidima.Konz umi raj u se u sve
ili preralene, a neke od njih se koriste i wu

Naj vel.i br o] vrsta | iji se pl oRbsavebe kor i s
Danas su mnoge samonikle biljne vrste jestividdpla iz ove familije kultivisane, a mnoge
se sakupljaju u prirodi i koriste sebog specifilnog ukusa i Vis
vitaminaPr edst avni ci ove familije imaju razlilit
j e kogtuni c aodaRPrumugp,r i dme rz b ikrondi hr, kao gto su z
jagoda kod vrsta rod&ragaria, i gi purakRdspdi vebdianao#dagtu
primer, kod vrstarodRubu3 ( Ranlel ovi i, 2005).

Po svojoj nutritivnoj vrednosti  a p os ebnovitamna vrednig sug a j u
proizvodi nego gto su to preralevine kultiuwvi
za spremanj e uk ulLstovi dvih biljaka mogi se koaighiti svakddreevnoj
ishranii medi ci ni ( Qetivi iplbdovi sl &6 fitahemikalija koj svojim
potencijalom i velikom biologkom aktivnogiu
fitohemikalija u plodovimaz av i s i od niza f akituslovia stepehao gt c
zrelosti, uslei i mesto gajenja, postupka obead i s k | ptodovag Hakkimgn ai
Torronen, 2000; Boyl es i plodvi eul begatavihknimali9 9 3 ) .
esencijalnim vitaminima i mineralima. Poznato jesl® konz umi ruanvjeeim mv ol
kolil i nama, smanj uj ek aa zsg kancer,dkardiosaskularie i bol e s
neurodegenerativne bolesti i dijabetBsn e vne doz & ojreosa Wwaolegporul uj
400 g. Pozitivni efekti su dk az ani t ok om |[oeknsjiaadeazimievzai h o g
detoksifikaciju, imuni sistem, krvni pria k , a imaja k oabtienflanatorno,
antibakterijsko i antivirusndejstvo (Duthie i sar., 2003).

Jestive plodovek ar akt er i ge vi s ozkatraskaod raghanomemant oci |
flavan-3-ola, (+)}katehina 1 {)-epikatehina, kao i dimere, trimere i polimere
proantocipg ni di na, gde je koncentracija polimera

Najzastupljeniji aglikoni flavonoida plodovimasu miricetin, kvercetin i kapferol
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(Hakkinen i sar., 1999). Plodod adr ge i derivate hidroksicirt
kolaman ukl julujuli i kaf20®).1/feruloil estre
Plodovi subogati f ol nom ki sel i nom, koja takolLe s

i kancera, smanjenjem nivoa homocisteina, katalizovanjem reakcija nastajanja azot oksida i
odr g av abiinposti BNKg\Mterdaar i sar., 2002; Key i sar., 2002).

Po navodima mnogih autora elaginska kiselina je zastupkedas e | jestiwh
plodova (Amakura i sar.,, 2000)Ut v r ljeedaoona zauzima i @d 50% ukupnih
polifenolnih jedinjenja u jagodama i makma (Hakkinen i sar., 1999). Ipak, slobodne
elaginske kiseline je jako malo, ali je njenan a | a j n aetdktoviana hakan &idrolize,
zajedno sa galnom kiselinom, ka@mjvoda razgradnje elagitanina.

2.1.1.Familija Rosaceae

Famil i j a Rosaceag aje jédna od najbogatijih i geografski
najrasprostranjenijibiljnih familija. Postoji oko 115 rodovad000-4000 biljnih vrsta koje
spadaju u ovu porodicu, uglavhom su rasprostranjene teaimei suptropskim oblastima
severne polul opte. Usl ed velikog ekonomskog
njihove areale na cefplanetu Ovu familiju | i ntkamapveomann ogi m
raznovrsnéilike. Familijaje raznovrsnaipripadajpj v e lakaumerenog pojassa
veli kim brojpwmamt izle| j asdtrivhe,n algunovahi lijana.Njithoau, kao
raznol i kost mogemo uol iti polev od givotne
vi gegodi gbjpeohbdirlvjekiee) .

Pored velike raznol i kost ifamiljs kngeneaazlikee n e mo ¢
od drugih familija. Neke osnovne karakteristike koje je odvajaju su prisaatabaka
| esto nlstavy bveliki dorojip r a g nnekkadje koje su dobro razviene na
hipantijumu i u osnovi u likraa g ni k a, -2 loasinucelatageneaaarhetka po
lokuli, prisustvo cijanogenih glikozal kod v el eg b. FanjlijaRopaceasks t av ni |
pokazal a kao jasno mo n o ¥anjima t sakijabilnostg r u p a
sekvencDNK kod skrivenosemenica

Rosaceae s u podel j e npotfamij@ Roko&e¢ag rSpiraeoideag

Amygdaloideaé Maloideae
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Osnovni taksonomski kriterijum za ovu podelu je gipda Tako, predstavnici
potfamilije Rosoideaed maj u pl od or agi c uSpifaacideamalgziuse , u p
me ¢ a ki, Amygdaloideae k o gt uni c a Maloideaejabuka(pomum). Kod
pojedinihautoranalaze se i dodatni kriterijumi za izdvajanje potfamilija (osnovni broj
hromozoma, fitohemijski karakteri)Ovakva, tradiomnalna podela na potfamilije je
pretrpela znatne izmene posiehemijskihi molekularnih filogenetskin si st emat i | ar
i stragivanj a.

Kar ak tiezai porodiclh Rosaceaesu listovi, koji su uwe k rasporeler
nai z meinobiho imaju zaliskek o j i rastu bol no iemvisusnove
aktinomorfni, c i kil hetmafroditni (postoje i jednopolpiy cva st i ma i Inii poj ec
Cvetni jeodvoananlagdce lapét telt vor oeiianb)r.onjka jor ag
r a s pen poeobodu @tne lozeNa cwetnoj lozi nalazi se nektarij&arpela ima koliko i
| @lnihlistia, 23 p u eilasamoijegna. O iganje je entamofilnoPostoji sklonoska

apomiksisu i partenokarpiji.

2.1.1.1 Kupina (RubusfructicosusL.)

Slika 2.1: Kupinal RubusfruticosusL.

Kupina (RubusfruticosusL.) je tipil an predstavnikfamilije Rosaceae. List kupine
sadigi: tanin kalijum, mineralnematerijei soli, flavonskiheterozidi etarskoulje, a plod:
vitamin C, tanin € €, jabu nu, vinsku i limunsku kiselinu u sluzi (Fedrianii Delibes
2009. U ishrani i medicini sedristi i list i plod. List se bere u martaprilu i maju, a plod u

septembru i oktobru.
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Kolilina od 100 g svegih kupi nntitsnadr ¢i 4
energetsku vrednost. Od minerala sadrgi kal.
mangan, cink i bakar, dokodvitarma s adr ¢gi v iTtaaknoilne ,C,loga¥e i nE is ul
dijetnim vlakanima beta karotenonfHalvorsen i sar., 2006)

Kupina je ¢giroko usvats pkodmsastrasrmjee nio ovhboliiek u
Pouzdano se zna da | e |jarogvinuna@dinaa $adtageindao ba bi |
zemljama sa kontinetalnom klimomEvrop, Aziji i Severmwj Americi. Postoji nekoliko
stotina vrsta kupina, a neke su autohtone sa

Kupine su vokse dlhmgatma &miio al eptredjawanij
gtetnog delovanja sl obodni h malignhibklesfi a gt i tte k¢
kardiovaskul ar ni Ssistem, usporavaju starenje
na kogu, pomagu kod uspor a\Waheimer)(Lbsoa, &3t i ner
Sellappan i sar., 2002Redovno konzumiranje kupina blagotvorno deluje na organizam,
doprinosi zagtiti us pdhbopumea koastisena i mehenhjeé amaai

rana. | st ovr emeno, oibVviagana kaja doprinosessmanjengu aizika § a | (o
od pojave dijabetesa, di verti kul oze i stvar
tegine. Mogu da oluvaju svoje |l ekovito dej

prirodno sadr g@ktiwiad sitcajlanku &ksi psierlbionup v &k 0oj aniuda
temperaturu i deluje protivupaln8 pr el ava poj avu .Kenwaindidagienj a i r
sui z r akgdegihta i kamena u bubregkod takvihstanja trebazbegavati konzumiranje

kupina, jer oksala kiselinam ge poj al av ate(Jaryspl8% oj el e tegob

2.1.1.2Malina (Rubus idaeud..)

Slika 2.2 Malinai Rubus idaeus.
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Malina (Rubus idaeut.) j e drugi znal aj an Rpsaceakst avni
List maline & d r tgnin,: vitamin C, organske kiseline, flavonoghrke materije i etarsko
ulle,apod:l i munsku i jabul nu kiselinu, vitamin (
kiselinu (Kempler i sar., 2012)Nalaze primenu u svakodnevnoj ishrammedicin i list i
plod (Holst i sar., 2009Burton-Freeman i sar., 20)6List se bere u aprilu, maju i junu, a
plod u julu i avgustu.

U 100 g svegeg ploda maline sadrge se 5
vrednost i izvrstan su izvor dijetetskih vlakana. Odmitea bogate su vitaminima C , B
kompl eksa, E i K, al/ u koli]linama iamg@od pre
sadr gi gotov®dsye miemeral @ektin (pomage kooc

(veoma vagan za i zgr adnljiumuknrsvkiu),, jvaibtualmiun iA,|
tanin i sluzi(Mazur i sar., 2004 Mal i na r ast e, um rubme putekaunag b un a
obodi ma ®omekiomlje iz jugoistolne Evrope, (

Srbiji je jedan od najpopularnijih izvoih artikala.
Ovo vole se uglavnom koristi u svegem obl
arome jedan je od omiljenihipoamdtaji a k aukraaz loislr

prehrambenoj industriu pot r ebom svi h nipdetgiowi Rojpresatdeyge

idealnim za pripremu dgemova, gel ea i mar me
dodavanjem svedgih malina u belo vinsko sirile

Mal ina ima visoku nutritivnu vrednost, p
anti oksjiadames agktlivnost odr gava | ak i kada | e

Jaku crvenu boju malini daju antocijani, koji blokiraju negativno dejstvo slobodnih radikala
i ti me gt i(BugonFoeergaa m saz, 2016Poseduju izuzetna antibaktergsk

svojstva i spr el av dj iwljivica (BurtexFraeman i saa.,z2016)j bakt
Mal i na njae zadlIprlavi |l nu funkciju creva zbog D
VI akna povelavaju osetljivost i pas2Buiona i t a
Freemanisar.,2016) Vezuj u gulne sol. u debel om crevu
odrgavaju zdravlje srca. Poseduju mol veziyv
osel aj sitosti, pa se pr BprorFreéman usart 20k6p m r ed
Pl odovi se koriste za pripr e mbuardiokadskularmv og s

sistem i protiv groznie. Maline se mogu uvrstiti u dijete obolelih od dijabetesa ili bolesti
bubrega, k a o Delotvoraesuri lod buotaht menstauacga.i u menopdu#olst

i sar., 2009Burton-Freeman i sar., 2016
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2.1.1.3.Trnjina (Prunus spinosd..)

Slika 2.3: Trnjinai Prunus spinosa..

Trnjina (Prunus spinosd..)j e Vvi gegodi gnj a IRosacaekwd i z por
Prunus Snagan r azgr an attrnovitimigsatama misbk-B m, distom sus

nazubljeni i listajuposle cvetanjaCveta u aprilu i maju. Cvetovi su beli i vrlo brojni.

Pl odovi su plavi, mal e okr ug!l mogyde jkaristitey, a po
i shrani (Wedel i Isamge,§1960; Weinberger, 19750na raste u umereno
kontinental noj k1 i mi Uu severnoj hemi sferi [
Trnjina se u fitoterapiij. kori sdhlagopza | el
laksativno sredstvo, diuretik, spasmolitikiantn f | amat or ni agens, del uj
sadrgaja tanina), pomage kod dijareje i zapsze

Borkowskiisar.,,1994)Tr nj i na naj vi glaogs axdtm pganind. | avonoi de
Lekovita svojstva podjethko poseduju kora, koren, cyvést i plod trnjine. Latice

cveta trnjine sadrge | ekowistae icvinjaan o gde nuer ed¢liil

(List, 1971; Borkowski i sar., 1994)
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2.1.1.4Gi p u(Ras&canina..)

Slika2.4:Gi p u Ras&canind..

Gi puRoas&kcanfnaL.)j e vi gegodi gnj &Rosdcéatkkjoh @ isadpgr
naj vi ge vi t1400img/a00gCporéd4ctn® ribizle zatim dosta vitamina P,

karotena (provitami n A) , vitamina B2 i E kao i 40 biol
Pl od i ma s pec.i fkiseli akos. Ruluzreli glod ima sajbalju kowcentraciju

vitamina, nego gto je to slul aj sa zelenim
i munsku i jabul nu kiselinu, pektin, gel ere

vrl o mal o etarskog ul [Vaglis&.8013. daj e prijatan
Giugk je lekovita bilika koja raste kao bodljikavi listopadni grm visin8 f.

Poprilli no j e rasprostranjen po cel o] Evropi, S €
naj vige uspeva po rubovi maDeRiekigar.,20Bo ¢gi kar an
Cvet owkaimgubpludobelo ugi | astu boj u, a pbodovi
2 cm i puni su mnogobrojnim, tvrdim semenkaiGdug k se ugl avnom konzun
za ugivanje i osvegenj e, povoljno deluje na

stvaranja kamena u bubrezima i urinarnim kanal(Mag! i sar.,2013. Netmla gt
posledica po zdravlje jer je prirodni adstrigent, antibakterijski agens, antioksidant,
arteriosklerotik, antiskorbut, antidiroik, d
velim koCvdtime mekaa iscue dyjgdtpr e kadpkipaeenj &aj a
creva, pl ul a i hemor oi da, (aglasai,2083a s mi ri vanj

Lekovito vino se pravi od pl odova i pr
Pr oi z v oukase kodste grotinemijei nervoz, kao i sve etale tegobe povezane sa
smanjenim sadrgajem vitamina C. Bl agotvorno
bez ikakvih nadragaja bubrega, kori sti se k
b e § (Vége sar.,2013.
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2.1.1.5.Glog (Crataegis oxyacanthd..)

Slika 2.5: Glog1 Crataegus oxyacanthia.

Glog (Crataegus oxyacanthh.) takd’e pripada porodici biljak&osaceagkoja je
najrasprostranjenija  n ajav ad rsitja g aj e rfPotterisar., @00v0vétidisy v ol a
gloga sd r gsaponoi, adenin, flavonski i antocijanski heterozid, holin, izomilamin,
alkilamin, acetilholin, tanin, aromatske aminokiseliRtod s a d rtagim, vitamin C, masti,
etarsko ulje, karote, adeni n, g u(@asgelhisar., 20l @Kborestnsk lesty dvet ie
gloginje, a skuplja se- list i cvet u aprilu, maju i junu, a gloginje u julu, avgustu i
septembru

Pl odovi mogu biti veoma r agelsanonikieerrstg r all e,
su kultivisane, a neke se sakupljaju i cene zbogelpusg ukusa i visoke vitaminske

vrednosti. Plodovi divljih vrsta biljaka iz ove familije nalaze primenu u prehrambenoj

industriji za voline sokowd,nokommmt, eTir arkd rj me
proizvodisuv i t ami ns ki dal eknavkedni yi sadogreoldev
CcC i provitamina A nal azi s e u korisei |l n e

upotrebljavajuza| ag irdrugenapike. Listovi ovih biljaka mogu se koristiti za salate i

variva (Grlil, 1986).
Beliicrveniglogsut r novi ti gbunovi il ni sko drve
gl og. Gl og raste po suvljim hrastovim i buko

i ¢ i(Petterci sar., 2007).
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Cvet i I i s tkkompjdkse dlavonadaild metprozida | astpvizavis od
biljne vrste i porekla. U cvetovima dominiraju hiperozid i viteksin. Pored toga, u drogama

s e mo g e nal azi ti i 3% ol igomernih procij a
kondenzaciom 8 mol ekul a katehina i / & innogo enpnijek at e hi
flavonoida (oko 0,%) , al i u njima ima vige gelera, (

vitamina C(Tassell i sar., 2010)

Glog se smatra jednom od najvrednijih i najdelotvornijih kardioprotetorskih biljaka
(Tassell i sar.,, 2010)P o t v r L earpmcijgnidini idflavonoidi gloga imaju pozitivan
inotropni, dromet r opni |, negativan batmotropni efekat
krvi kroz miokard i da smanjuju periferni otpor u krvnim sudovima. Izvanredan je regulator
krvnog pritiska. Njegovapiot r eba daj e dobre rezuli tkedt e kod
upale sr]lanog migila, kod zakr |(€ssgllai sak,r vni h
2010) Kod ljudi oslabljenogsrca moge odl il no da posl ugi k ao
(povehizwiani gava po)vS vyesaki gafemski préparati kalkoholpamdeni
ekstrakt:i i fitopreparat. i zralLenisrloanegl og

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

2.1.2 Familija Cornaceae

Dren(Cornus masL.) pripada familiji Cornaceaei r a s t e nojuEvrgpiuig
jugozapadnoj Aziji. Drugi narodni nazivi drena su: bila svibovina, drenjak, drenic, drenka,
drenovina, drenj, drijen, drijenjak, drinika, drin, drinovina, dhaj zuti drenjak,
kuroslipnik, rumeni dren, tvrdi dren, crveniedn j a k . Pl od drena se nazi

drenjula.
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2.1.21.Dren (CornusmasL.)

Slika 2.6: Dreni Cornus mag..

Dren (Cornus masL.) sa d rugplodovima Comi fructu$ tani nei, gel er
organske kiseline, pektinedr. maerije (Nicholson i Wallis 1963.

Dren je ¢gbunasto drvd&oraosgtei ggeutwissivrkia sit e
ml adosti gl at k a, kasnije ispuca, i ' jugti
z el e n k a bdjed dakewe. Korenov sistem je dobro razvijen, i koren duboko prodire u
podlogu(Demir i Hakki, 2003)

Lig ¢ je jajastq navrhu jako zagtrenq nejfo maljava donjastranaje siva Cveta
vrlo rang pol etkommartaCv et o Vv i su sitrnie, bdbyyepolunig,t izlaastt
koje pri dnu imaju | etvorolisni gul kasti oV o
Ra z mn o gsanveaom s keorenovim izdancinf@emir i Hakki, 2003)

Plod je duguljastatamnocrvenavol ka s kog icom unutrg dugine do 1,5cm, i do 8
mm debljine Rastekao divlje i kao pitomo, negovanadrvo. Listovi sunaspramnioko 4-8
cmdugi, irofi oko 3 cm, sa3 do 5 srpastgpovijenih nerava u uglovimabal nih neravana
nalil ju listanalazese| upercibelihdlal ica (Demiri Hakki, 2003)
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£ woo
A

Slika 2.8: Plod i stabladrena

Kogtunica zvanammddugan pmmm agi rookkoa,l12sa el i ps
povr gini got owman gluagtokm nk,o gdd c b0On. Saz+ eva po
septembar). Imaiselkast ukus.

Entomofilna, heliofilna i termdkserofitna vrsta. Raste sporoo dj i v i starost
200godinaVeoma | esta vrsta u podmuspévidauokd1BOM opadni
nadmor ske Vvisine. Naj bol j e usnmestimakojannssu kr e| nj
izl ogena Raspeogtranyen ma.sr ednj oj [ jugnoj Evropi,

Kavkazu (Nicholson i Wallis, 1968 Na prostorima bivge Jugos

Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Makedoniji.
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Ima primenu u hortik | t ur i . Drvo drenovine je jako
upotrebljava za razlilite svrhe. Drenjine se
sirove ili u vidu raznihprehrambenih preradjevin@d zrelih plodova drena dobijajse
proizvodi (® k ,) | lkag | i s | difarejei dragih bb®ljerganofgana za varenje. Od
suvih drenjina dobija se osvegavajul.i | aj ni
vina i rakiije. Svege i osugene drenleélnenijue R

kogni h mdzebaljsepmrjgaene semenke mogul Quosiliugi2t0io 2Kk):

2.1.3.Familija Grossulariaceae

Familija Grossulariaceagdo gr oz d a) dilotileddnia mbiljakaiz rada
Saxifragaleskoja obuhvata jedan rod ribizli i ogrozdRibeg sa oko 150 vrsta. Pojedini
autori izdvajaju vrstu ogrozdRf{bes uvecrispa) u poseban roGrossularaceae. Familija je

rasprostranjena 8evernoj Zemljinoj polulopiidujAndau Jugnoj Amer i ci

2.1.3.1.Crvenaribizla (Ribes rubrumL..)

Slika 2.9: Crvena ribizla- Ribes rubrunti.

Crvena ribizla Ribes rubrumlL.) koja pripada porodichiljaka Grossularaceae od

od vitamina sa d rb@ta- karoten (provitamin A), vitamineC i E,vitamine B kompleksa,
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nikotinsku i pantotenskuiselinu (vitamini B3 i B5)i biotin (vitamin H). Tak oLl e: sadr ¢gi
kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum, gvg L e , ci nk, jseded(koji jbeaa kair ge f
zastuplj@ ucrvenim u odnosu na crniizle) (Mikulic-Petkovsek i sar., 20).2

Ribizla pripada grupibmi | a s t Bagtojercovena, crna i bela ribiziod nas je
tegko pronali bel e bobice koje s uPoznatofjeaj sl al
daj e crvena ribi zI| ajermardjB@kalarigaludd0igrammaga con@47cr n e
kalorija (Schwarz i Hofmann , 2007; Mikuhetkovsek i sar., 20)2

Ri bizle su mojdraubognat eokysiod4 e snblagotvernot ami n o |

deluju na jetry kost i, srce, geludac, creva. Pomag
infekcija. Crvenii pllodoavajuaulapar avmakni pegsl! e
Pl od ribizle i njegove preralevine doprinos

p a se preporul uj e oé&vkbie-Retkovsekisar.j28)J@ki m pr i ti s

U prirodi, ribizla se moge nal.i kao samol
otkriila njene |l ekovitosti, gajena je u bag:
severnoj Evropi . Odgovaraju joj mesta izloge
najpolieuspevav a gi za jednu od najkiselijih volki,

Ri bizl a s e konzumira dodaely elimaikza gazned e ser tr
preradjevne u prehrambenoj industriji.

Groku primenu ima Blatko vino od ribizle.

2.1.3.2 Crnaribizla (Ribes nigrumL.)

Slika 2.10:Crna ribizla- Ribes nigrundi.
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Crna ribizla Ribes nigrumlL.) sadr ¢i skoro | etakargteha put a
(provitamina A), vitamina C i E u odnosu na crvenu ribidok vitamina B kompleksa
i maju podjednako, ukljulujuli i ni kotinsku i

biotin (vitamin H) (Brickell, 19929. Crna ribizla |jek biogadi jagrmo

volaGto se tile minerala, kalijuma, kalcijur
bakra i fluor a, i ma i h podjednako i Uu crnoj
ribizlama.Cr na ri bi zIl a i ma d mla e kdnoswna greenBrickellk ana i
1992.

Crni plodovi ribizle pozitivno deluju na koncentraciju, blagotvorni su kod svih
upala, narolito pluia, a laj od njih je izvr
takolLe i stabiPoziujieviko vahe | ptrvae i cratka ri bi zl &
sok pomage pri |l el enju krvarenja desni [ bl
dojenj a. Narolito je dobra za ane@awbrske o0sobe
isar., 2011

Za potrebe farmacije koriste se i plod i list ribizle, posebno crne. Generalno, ribizla
imaizuzetnoveliku nutritivhu vrednostitrebalobi da je zastpljena u svakodnevnoj ishrani.

Crnaribiziav e oma nal i kuje na crvenu, smajmo gt o
ul jne ¢glezde. C xzaenipavpd rumvimajcregro me W li k adsotko su b ob
pol etku takolLe crvenosmele boj eDrugimazikiguda s az|
bori | ak, i vanovo grogle, ri bezm sPax eppdsthyjy.
Sredozeml ja odakl evrepg progirila po srednj o]

Uspeva ha mst i ma koj a suuali meaphomd) ¢jnje i Waga c
Ki sel ost zbeamhlaj idgat as eb il65B0.ee i zmelu pH

2.2. Fenolna jedinjenja u biljnim vrstama familija

Rosacae Cornacead Grossulariaceae

Fenolnajedinjenjasu sekundarnimetabolitii sintetgu seiz fenilalanina Mogu se
definisati kao supstancekoje posedujuaromati ni prstensajednomili vige hidroksilnom
grupom

Bilike sadge veoma razliite fenolne derivate uklulujuli derivate benz@ve

cimetne kiseling flavonoide izoflavonoide lignanei tanine(Shahidj 2000).U ispitivanim
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plodovima najzastupljenijefenolne klase su hidroksibenzeve kiseling hidroksicimetne
kiseling flavonoli antocijanj flavan-3-oli i proantocijanidini elagotaninislike 2.11a i b).

Fenolnajedinjenjase formiraju preko Ashikimic acidd metabolit| kog putapo kome
seprvo formira anino kiselinafenilalanin Oslobd’anjem amonijakai p o m okhtalizovane
fenilanilinamonijum liaze formira setrans-cimetna, koja predstavljaprekursor nekoliko
jednostavnifenolnihkiselina, kaogo para-kumarrakiselina.

p-Kumarnakiselina se dalje transformge u kafeny ferulnu i sinapinskukiselinu
Ovajedinjenjaposealuju C6 prsteni ba ni C3 lanag i zajedni ki senazivajufenilpropanoidi
(Naczki Shahidj 2003;Shahidii Chandrasekar&010).Derivati benzevekiselinenastaju
raskidanjem vezaizmelu dva ugljeni na atomafenilpropanoidaSlil no fenolpropanoidnoj
seriji, hidroksilacija i metilacipa hidroksibenzeve kiseline vodi do formiranja
dihidroksibenzoevekiseling protokatehinskekiseling vanilinske kiseling siringinske i
galnekiseline

Hidroksibenzeve kiseline su | esto prisutneu veznomobliku u hrani i | estosu
komponentekompleksnihstrukturakao ¢o su hidrofilni tanini (Naczk i Shahidj 2003;
Roberti Mike, 2006).

Struktureprisutnih fenolnih jedinjenjaispitivanih plodovaprikazanesu na slikama
2.11aihb
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R, P-hidroksibenzojeva kiselinaR;=R, =H
. : . o Galna kiselina R; =R, = OH
E|d:9k$|ben201eve HO /N —( Protokatehinska kiselinaR; = OH,R,=H
ISeline )=/ oM Vanilinska kiselina R; = OCHs, R, = H
e Siringinska kiselina R; = R, = OCH;
R{ P P-kumarna kiselina R;=R,=H
Hidroksicimetne o 4 w_{cm Kafena kiselinaR, = OH,R,=H
kiseline Ferulna kiselinaR; = OCH;, R,=H
A Sinapinska kiselina R; =R, = OCH,
T1
r« "“HXOH KemferolR; =R, =H
. KvercetinR;= OH,R, =H
. HO"*-. A - T 1 r N
FERC S =" "Rz Miricetin R, = R, = OH
T n/“MOH lzorharmnetin R; = OCH;, R, = H
CH ©
n PelargonidinR;=R,=H
*”%*’OH Cijanidin R, = OH,R,=H
L HO._ o O A A DelfinidinR; =R, =OH
e N E 1 “ "R Ppeonidin R,= OCHy, R, = H
S N Petunidin R; = OCH,, R, = OH
OH Malvidin R; = R,= OCH,4
R
K%klfm* (+)-katehin (2R, 3S) R =H
_ HOL . O .t M (-)-epikatehin (2R, 3R) R=H
Flavan-3-oli Y "‘“I” lu, = OH (4)-galokatehin (2R, 35) R = OH
SN P (-)-epigalokatehin (2R, 3R) R=OH
OH

Slika 2.11a:Struktura fenolnih jdinjenja uispitivanimbiljnim vrstama

Flavonoidi se formiraju kondenzacijomenolpropanoidnogedinjenja (C6i C3) sa
malonil koerzimom A, koja vodi do formiranja halkona koji subsekventnaiklizuju u
kiseloj sredini Ovi, flavonoidi imaju osnovnu struktuu difenilpropana(C6i C3i C6), i
zavisnood substitucijei nezadienostiformiraju flavonole flavan-3-ole i slil najedinjenja
Flavanoli i flavonoli absorbujuultraljubil astu (UV) svetlost od 280 do 365 nm, dok
anthocijaniabsorbujuUV i vidljivu svetlostod 280 and 520 nm (Naczki Shahidj 2003;
Roberti Mike, 2006).
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Proantocijanidini Procijanodin oligomer

Elaginska kiselina . o
Elaginska kiselina

Elagotanini Elagotanidni dimer

Slika 2.11b: Struktura fenolnih jedinjenjaigpitivanimbiljnim vrstama

2.2.1. Hidroksibenzoeve kiseline

Hidroksibenzeve kiseline koje se nalaze ujestivim plodovima su p-
hidroksitenzaeva kiselina, galna, protokatehinska, vanilinska iinginska kiselina.
Ut vr L e rplodoyivestadaaciniumk a o gt o su borRobuskiaoe gtlor saun
maline, kupine jagode su bogate hidroksibenzevim k i s e | i n a aRahingnM8at.,t t 2
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2 00 4 a; -RiMifdeh 1 dar?, 2004b; Taruscio i sar., 2004; Mattikar., 2006; Li i sar.,
2009).Galna kiselina jenajprisutnijau malinama gi pur k u, dok je protoka

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

2.2.2. Hidroksicimetne kiseline

Na | | praniaatie hidroksicimetne kiseline jastivim plodovimasu p-kumarna,
kafena iferulna kiselingRobbins, 2003; Shahidi i Chandrasekara, 2010). Javljaju se vezane
za biljni materja | [ elijskog zida il:] kao estri h i
Kumpulainen, 2002)Samo je mala frakcija hidroksicimetnih kiselina u slobodnom obliku
(Robhins,2003).

Hlorogena kiselina, koja je estar kafene i hininske kiselin®-&feoilhininska
kiselina)i jednajeod naj |l egl i h hi dr ok s biligamm@attiaisar. ki s el i
2006).

Ferulna ip-k umar na ki selina su najlegle hidro
hemicel ul ozu ( Andr eMediran sai., 204. rSingpinskaOki3elina jeNi § o
nalena u ul j anoj repi ciar.,(2006; Khatab asari, 2080a r . |, 2
Jerebikaj e bogata hlorogenom kiselinom (K&@hk©°ner
Mattila i sar., 2006). Borovnica, aronijas | i plodovi s adr ge veli ke kol i

kaf ene ki sRihinemisar., (2012 & t t -Rithiten t s&r., 2004b; Taruscio i sar.,
2004; Hukkanen i sar., 2008jattila i sar., 2006). U crnim ervenim ribizlama, malini,

jagodi i dr., najzastupljenija hidroksicimetna kiselina pegk u mar na ki s<el i na,
Rii hinen i § tRiihinen i a0, @0D4b; Tarddeid i sar., 2004; Li i sar., 2009;
Mattila i sar., 2006; Buend2?a i sar., 2010).
2.2.3. Flavonoli

Nazastupljenji flavonoli koji su pron a L e festivinu plodovimasu: kvercetin,
miricetin, kempferoli isorhamnetinF|l avonol i , nar ol i t oplodoweer cet i
kao gto je borovnica, aronija tRihmennsar,ri bi z|
2004a; Borges i sar., 2010).
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U komini ameril ke brusnice utvrleno je da
sar., 2010b).

Ucrnoj ribizl:i j e naj z a-Riihinep i gae,n20044a; i sor
M2 aRit hinen i sar ., 2004 b; T aBonges ¢ saro, 2010; sar . ,
Buend?a i sar., 2010; Tuberoso i sar., 2010;

2.2.4. Antocijani

Antocijani su pigmentna jedinjenja p o k 0 § n o plodavikdWhite i sar,
2010a). Prisutni su u obliku obojenogflaviljum katjona, ali setakd’ emogun a | i u
neobojenom obliku zavisno od pH sredine.

Antocijaniimaju flavonoidni skelet C&3-C6 i uglavnom su u glikozidnom obliku.
Gl ukoza, ramnoza, gal aktoza i arabinoza su

antocijane kao -glikozidi ili 3,5-diglikozidi. Rutinozidi, soforozidi i sambubiozidi se

takole javljaju. Glikozidacija povelava stab
Agl i koni antocijana ukljuluju cijanidin,
petunidin.

Crna ribizla, boovnica, brusnica ostal jestivi plodovi bogati su antocijanima
( M2 2Riihinén i sar., 2004a; Koponen i sar., 2007; Ogawa i sar., 2008; Li i sar., 2009).

Del finidini su najlegli u Kod nekilo autora kobzidiz | i ( Oc
cijadina su zastupljeni u crvenoj ribizli, malini, kupinKk 2 h k ® nen i s ar ., 20 ¢
Ri i hinen i s 4ihinenisarQ 20@4a;,0gaka i 3ar.,t2608).

U evropskoj brusni ci naj zastupl jeniji ar
cijanidni derivattAnt oci j ani jagoda ugl av nRinnesisa.r ge pel

2 0 0 4 a; -RiMifeh tsar2 2004b; Taruscio i sa2Q04; Koponen i sar., 2007; Ogawa |
sar., 2008).

2.2.5. Flavan3-oli i proantocijanidini

Proantocijanidini se formiraju od ffan-3-olnih jedinica preko interflavanskih veza.
Flavan3-oli imaju flavonoidni skelet GE3-C6. Na j | e ¢ [-3-oli f (¥)&atehim ¢)-
epikatehin, galokatehin i epigalokatehin. Procijanidini se formiraju od (epi)kgtathimca,

dok prodelfinidini sedrmiraju od (epi)galokatehina. Retki propelargonidini se formiraju od
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(epaf zel ehina i mo lodovenak aca k@t @ jnedoygallgoda (M
sar., 2008).

Monomerne flavan jedinice proantocijanidina su vezane sa ostalim flavan
jedinicama GC vezamaC4 pozicija spoljne jedinice (ekstenziona jedinica) je vezana za
unutragnje jedinice (ter mina Hipmoantoeijdnidma.ce) C8
Atip proantocijanidina sadrgi do&okodBIl i | i te
tipa na poziciji C4C8 ili C4-C 6 . Druga veza je izmelLu C2 spol
unutragnje jedinice (White i sar., 2010a) .

2.2.6.Elagotanini

El agotani ni Ssu tanini koji sadmpdida estr e
(gluko z a i | i hininska Kkiselina). Kada su el agof
veza hidrolizuje u heksahidroksifeninsku kiselinu koja spontano prelazi u elaginsku kiselinu
(Buend?2 a iMomoraeri elagotéhialntbgu.dalje polimerizovatirhirati dimere,
trimere i oligomere.

U kupinama | ma | i n a masanguinjHB,elanbertiania IDa got an |
kasuarictin, potentillin, pedunkulagi(Clifford i Scalbert 2000; Borges i sar., 2010).
Gasperott.i [ sar . ( 2 0 1liplambestianin rICa ganguin 8 su u ma |

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

2.3.Inkluzioni kompleksifenolnih kiselina sa

ciklodekstranima

Cikl odekstrini s u prirodna jedinjenja S
farmaceutskoj industriji. Mogu se primeniti kaoo s a | i ili U kenkpkeksieanju lekovitih
supstanci (slabo rastvorne, neprijatnog mirisa i lako degradibilne supstance) po tipu

inkluzionih kompleksa ukl jul uj u]parenteralgo).f or me

Ci kl odekstrini su neredukuj uli ol igosaharidi
kupu. U zavisnosti od broja gl uk-6p¥#panozni
glukozidnom vezom mogu bit:i c i Kl ojheedki-snaiacnai,l o

ciklodekstrin), cikloheptaamiloz¢sa sedanglukopiranoznihj e d i n cikiodekstrif) i
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ci kl ooktaamiloze (sa

ciklodekstrina prikazana je na sliil2

o scikladekgtrinu Btrukturar-,d-n gz ni h | «

i : P HO _OH
0 —) w8
HO 0 0o 0 OH HO = HO o
L. HOM du | oot N
0 o HO HO
o OH 7‘>/ /\ OH [6) HO_ o
PR WX Vot 1
0 \ HO z\OH H k\ OH OQH < S oH
j OH 0 H 07,0 N HA 9
0 8 o OH [ OH H 0 0— o H g_y
HO \%/0 o F?O \HZ//L/ OH o)
s} 0_0. HO OH H [/
[0} 0 O\J
o ) M

Slika 2.12 Tipovi prirodnih ciklodekstrina

Anal i zom -zakardolazano e da su kod ciklodekstrina glukozidnitaista

nal aze u termodinami/| ki

stabil nijoj

konf or me

ekvatorijalnom pol o¢ kopformacii aswe segundaine hddroksitne o v a k

grupe (OH2 i OH-3) su lociraneng i sby ani

cili

ndri|l nog mol ekul

hidroksilne grupe (OF6), n a

grupa
hidroksilnim grupama tj. da je

na obe st

wsjaa forusa molekula. Ovakva pozicija hidrokslinih
jreancga gjuel nj eg@gowpwyadk@gizua strana

spoljna strana l@dekstrina hidrofilna i dozvoljava

rastvaranje u vodenoj sredini S druge stra
hidrofobnija po karakteru,lkog t oga gto se sl obodni el ekt
gli kozidnog ki seoni |l nog most a nal aze u unu
gemat ski prikaz mol ekul a-ciklodékstrmal &ikad8.t r i na dat

Jaka vodonil nameflg2iaf 1B grepe,pj-3grupa se pona
kao donor protona. Odnos jalindDe¥mAD&o-i | ni h \
CD.

OH6 grupe mogu da se povezuju vodonil nim

molekula, ali su ove veze destabilizovadipolnim efektima, lako se raspadaju u vodi i

obil no i h nema

u k(€Canmavaadr, 20bh@Koantziksar,d2d08)k st r i n a .

ANA S. MI LENKOVI L ANRE

LKOVI L 31



DOKTOR SKA DISERTACIJA

Slika 2.13 Molekul b-ciklodekstrina(b-CD)

Saspoljnestrane naj eg ¢ senalazehidroksilnegrupe au unutranjosti molekulasu
atomi vodonika U vodenomrastvoruove hidrofobnegupljine sadge 3 (U-CD ), 7 (b-CD)
ili 9 (0 -CD) slabovezanihmolekulavode Njihova gustinau gupljinamaje malg a onesu
dovoljno velike da prime jog molekula Ciklodekstrinimoguda vegu nepolarnealifatil ne i
aromatj ne molekuleaktivnekomponentgodgovarajliih dimenzija Oni sejedineu odnosu
1:1, 2:1i 1:2, ¢fo zavisiod gostuju egmolekula (Koontzi sar., 2009)

Osim osnovnihciklodekstrinakoristesei njihovi derivati u farmaceutskojndustriji.
Oni mogubiti pripremljenihemijskomili enzimskonreakcijom Svi derivati ciklodekstrina
grade "molekulskainkluziona jedinjenjd. Zbog dobre rastvorljivost u vodi, bolja je
biologka raspoldajivost aktivne komponente produjeni vek trajanja smanjenneprijatan
miris i ukus i smanjenisporedniefekti farmaceutskogpreparata zbog manjih unetih
kolil ina u organizam Zbog ovih osobinainkluzioni komleksi sa p-ciklodekstrinomimaju
veliku primenufarmaceutskoindustriji. (Fangi sar.,, 2010;Hsui sar, 2008).

Svi ciklodekstrini i njihovi derivati grade kanalska inkluziona jedinjenja t;.
takozvanafimolekulskainkluziona jedinjenja. Kod ovih jedinjenja, jedan jedini molekul
moge u unugr aghiji kotgi pswd ena ( gQOmprh)jdaprimi kanal
molekul druge komponente. U kristalnom stanju su pojedini spiralno uvijeni molekuli
cklodekstrina rasporeleni jedan iznad drugog
molekuli raznihor gans ki h supstanci gt onopnkapglilsanja v I j a t
Brojni su prmeri molekulskih inkluzionih kompleksa ciklodekstrina i njihovih derivata
narol ito s a aktivailzfarmaneutskihgetigem@i k ol i), 2003
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Materijali

Ogledom su obuha i ene bijleevistei edomai a kupina, dom:
trnjina, divlija kupina, gi pur axlLe skllomyga,] cr na
Vlasinska regiora.

Uzorci ispitvamib ploglayaprikupljanisuu Les koval kom regi ol
nal azi u  Srbiji,gna nadnmoskdj visinj od 210 do 240 mpr edst avl j a p o
plodne kotline. K1 i ma ovog podrul jkent j B e rbtl aalgraa suanep e
godi gnjom temp@&raturom od 11, 4

Koriglena sort aaldom=ala Kuwmpii mesprogiajjedayuj e ¢gi r
Srbii. To je nova domalia sorta stvorena u | nst
Dirksen i Blek SatifMr at i n i IGlavniTa&l8g&3asprostranjenosti je redovna i obilna
rodnost i dobar kvalitet ove sorte kupina. Plod je krupan-8ar8, zavisno od vremenskih
uslova dostigoe, i pveko| DogridodaAidlumpegpogbl i k a,
boje, sa sitnim okruglim bobicama,aspor elLenim gusto jedna uz

Leskoval kog regiona sazreva od poslednje tre

Kori gl ena sorta domalie maline je Vilamet
Kanadi, a popularnge i ggenai u Srbij. Nagmmal i na j e ameril|l kog po.
Oregonu ukrgtanjem malina Njuburg i gr,ojd D¢
zaoblenek upast og obli ka, tamno crvene boje. U u:s

polovine juna do polovingila.

Korigiena sorta crvene ribizle je Rolan.
dostige 1lcm. Uzorci su brani u periodu komer

Kori gl ena sorta crne ribizle je Bona. Pl
bobicad 0 s t i- & @n. Wzord su brani u periodu komercijalne zrelosti,u drugoj polovini
juna meseca 201godine.Od mah nakon berbe svi ma oaDo v i s u
AC do analiza

Uzorci divljih biljnih vrsta su prikupljani u Vlasinskom regionuwk se nalazi u
jugoi st il jnioj Kl i ma ovog podrulja je tipilno
temperaturom vazduha od 3¥Bi minimumom-31,5AC.

Koriglene sorte divlja kupina, dren i t
zrelosti juaiavgusta 2011. Korigliene su i sorte gi
Leskoval kom regionu t akolelaiuwvgusta 2042 20l3. al n o]

godine.
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Vaul er hilpib wvrat& &ivlja kupina, dren i trnjinadeponovanje u

Hemarijumu Instituta za botanikub ot ani | ke baste N Jakwtat,e mo v ac

Univerzitet u BeogradBEOU, 1990) Uzorci pod pristupnim brojem 16634, 16635, i

16636 identifikovani su od strane prof dr VI
Odmah nakon berbe svi plodovi su zam n u t i nai 20/AQido analiza.
3.2. Aparatura
0 UV/Vis spektrdot omet ar Agil ent 8453 (Agilent Te
optil kog putaad i Zucmkuwmnog fenol nog sadr
antioksidativne aktivnosti i UV spektrofotometar (\ar Cary100 Conc., SAD) za
analizuinkluzionih kompleksa;
U 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 #ttea G1315D, fluorescentnog
detektora G1321A kontrolisanog sa HP Ch
sadrgaja fenolnih jedinjenja;
U FT-IC spektrofotometar (Bomem Hartmann & Braun M&ies, Kanada)
U H-NMR spektrometar Bruker AC 250 E NMR, za karakterigadiompleksa
( Nemal ka) i di fraktometar Phillips PW1030
U Di ferencijalni skenirajuldi kal ori metar DS

0O MicroMed high purity water system (Ther mc

Wasseraufbereitungsszstem GmbH za dafgjdemineralizovane vode;

0 Anal i ti | k204Sva(MetAB er Tol edo, Gvajcarska

supstanci;
U pH metar (Hanna Instruments, USA) za merenje pH vrednosti rastvora;
U Abeov refraktometar (Carl Zeiss Jena,

0 Automat ske pipete Labopette (Hirschmann

rastvora;
0 El ektril ni bl ender (Braun, Nemal ka) za
0 Magnetna megalica;

i Ultrazvul odBL560Wp40HE! 6 EI Ni g, Srbija)
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0 CilindrilniaKtodmheai pg Kiais$ptivagenfgtostabilnaso r k a
ARamet 0 sa 10 simetril,bemagbkayl “"eni h UVB
0 Membr anski filter veliline pora 0, 45 € m

Nemal ka)

3.3. Hemikalije i reagensi

He mi k al liefeau ekspmerimentalnom delu ovog rada setam) acetonitril,
HPLC |,msvtljakKiselinas i r | et nikalijkm tramidiFH &R | inabaviehie
od proizvolLal a Mer c,kdok(sibgalmankisdlira,dkafena Kiseliméa | k a )
kutarna kiseha, p-kumarna kiselina, malvidi8-monoglukozid hlorid, cijanidi¥8-
glukozidhlorid, (+}katehin, procijanidin B2,-{-epikatehin, {)-epikatehingalat, kvercetin,
rutin, kvercetinglukozid, luteolinglukozid, miricetinglukozid, kaemferaeplukozid i 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) slobodni radikalnabavljeni od Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Kor i gf eagensi s u a IRastvarit Su| pkipgemahiisat ol e .
dejoni zovanom vodom speci f@#E)Ruei provodljdiraods
97%) je dobijen od Alfa Aesar, A Johnson Matthey Company (Heysham, Velika Britanija).
b-CD (| i %t op e o9 8| nle35nmadmelariisupstituisani dekstrin),-BHED
(listole 97%, proselne mase Mr surdabaSljgndod 1, 0 n

Taufkirhen (Ne ma | Etag n o | (96 %, v/ v) od Zor k a Pharn
hidroksiouen ( BHT) (Centrohem, Stara Pazova, Srbi
bili su analitilke |istole.

3.4. Priprema uzoraka

Repezentativni uzorcibiljnih vrsta sakupljanisu u vreme berbez@visno od vrste
vo)Jsaa podahbl adeskokdolgoig)P| i (Vipsingkogegiona tokom tri
uzastopne sezone od 120 do 201. godine Plodovi su samlevenu blender i kao takv
k o r ii Falelestnakcije.
Za aml i zu fizi olpwdpkaikio r i gl gemrdzativniauzorci, ab
uzoraka jeik or i gl en <z aplod®r enjdec omajsee i skori gi en za
fiziologki h s vpodog sushamogetizovaro kenderisdk je wdvojen od

ostatkamase mehani | kim odvajanjem i filtriranjer
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U vreme berbe sakupljani su zarci listovaispitivanih plodovaSvi uzorcios u g e n i

su na 60AC i samlevemil emiblzean ck&krstir alkaod jteak v i
3.4.1. Konvencijalna ekstrakcija (KE)

Uzorci plodova ekstrakovani sis | e d e b 5 mv ametaroi, etanolyoda ili
njihovihs megaki gsl f et nomu ki a2l ii niotmom melusobnom
odnosuk onstantnim meganjem na 29®UQAPM, nan at atnenn
odr edwveenmod 30 sdo 96 hOdnos mase kori gl eirukugne bi | j no
zapremine (hadtoemodlbh) je takolLe menjan (1:¢
prinosa ekstrakcijeNakon toga ekstrakti su centrifugirani 10 min na 2608ini uparavani
do suva pomol uwumotpaiDobalga.vakvrsti ostat ak

metanoludo koncatracijeod 0,1 g/mL.
3. 4. 2. UkEkkstakipWE) n a

Ekstrakcijeushbut riazzwoull ennoem k wsgnent uslbvima: p o d d
frekvencija (2640 kHz), snaga (25600 W), odne t e | n o /-60)ytengperaiura((20 0
500C) i vieme je@d406Llemind. ekotri gk @inii: snue tsalneod e
aceton, voda Naks iretnhaeat eksiraktk su seettifuginaai 10 min na 2500
o/min, i uparavani do suva vrkti ostatalje rastvoren u metanolu do koncentraog 01

g/mL. Svi ekstakti su filtrirani pre analiza.

3.4.3. Priprema inkluzionih kompleksa

I nkl uzi oni kompl eksi i zmelu rutina i ko
koprecipitacionom metodom u molskom odnosu Rutin trihidrat (0,33 mmol) ib-
ciklodekstrin(0,33mmol), rutin trihidrat (0,25 mmol) hidroksipropitb-ciklodekstrin(0,25
mmol) suspendovani su 125mL 52,4% (v/v) etanahi rastvor.U cilju homogenizacije i
uspost avl j a rsispenzije asumeogtaean@e , magnet noj megal i ci
temperaturiuaku 24 h. Uzorci su tokom rada bili Z
Rastvori inkluzionih kompleksa su potom uparavani do zapreminerod Ba rotacionom

vakuum upatldiCvadahkon&o@@entrovani rastvor.i I nKk
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u ekskatoru do konstantne mase uzoraka. Dobigng u t i kristald]l i nkl uzi

zatim su sturkturno okarakterisati primenom pogodnih metoda.

3. 4. 4. Priprema fizil|l kih smega
Fizil ke smege pripremljene s wtndrithidngar av anj e

i b-CD, odnosno rutin trihidrata i HB-CD u molskom odnosu 1:1, kao i direktnim

homogenizovanjem u staklenom sudu

3.5. Analiza uzoraka

3.5.1. OdrelLivanje prinosa ekstra

Prinos ekstrakcijey, i zragen u pr o cekonsunie mase uzorkarial un a

ekstrakta (i mg, respektivno) nakonodv anj a rastvarala na osnovu

Y%)=(m/ms T 100

3.52.Spektomet ri j sko odrelivanje ukupn

hidroksi-cimetnih kiselina i flavonola

Ukupni fenol ni sadr gaj, kao i sadr gaj h
ekstrakati ma o d medifikowameMazirmemetode (Mazzaisar., 1999)
025mLrazh agenog melstsa @kt @1% HCIl u 95% etanolu4,55 mL 2%

HCI. Absorbancalobijenihns me ga ol i tava se nakon 15 min na
talasnim duginama od 280, 320 i 360 nm. Gal
standarda kr i v e, na osnovu koje se odreluje ukuj]
absorbanci na 280 nm, i zragen preko ekviv
hi droksicimetnih kiselina dobijen je olitayv
kori gkekafena kiselina. Razultati su izragen
Sadr gaj flavonola procenjen je olitavanjem
kori gien kvercetin. Razultat.i Ssu izrageni pr
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3.53. Spektrome t ri j sko odrelivanje ukupn

UKkupni sadr gaj ant oc royopmmetodi @R iesdire 2000). e pr e
| spitivani e k st meagka m r: atanoiMud addGl €80/29/1)si nakon 15
mi n olitavana jenogbsoudiamica o a-5@dgukoadn. Ma |
i skoriglen ja keanulsttatnidasd i zragen3dO- preko

glukozida (eng. maldin-3-O-glucoside equivaletSIE).
354 Odrelivanje antioksidativne a

Antioksidativna aktivnas odrelena j2 @Njlifepil¥1-piknididrazim
slobodnog radikaléakozvanogdDPPH test (Choi i sar., 2002; MuncEspada i sar., 2004)
koj i se zasniva na mer e prpmenog abdsarbaricanabl®pne DP P |
uzrokovane r e akatimajsa rspit\2f? ekdtraktinsdsorbanca na 515
nm od razblagenog ekstr dkMt ®PPHAvmgeapoli pogm
snima se nakon inkubacionog perioda od 20 min na sobnoj tempe#daitioksidativna
aktivnost, odnosno kapacitet haaja slobodnih radikaflRSA%) svakog ekstrakt .

je na osnovu sledeie formule:
RSA, % = (1T Auzorak- Ablani/Akontrola) I 100 (2)

Gde je Akona @b sor banca kontr‘oMn®PRrERAKkmE}] an ol3n
rastvora), Aankje atsorbancardda genog Ak babkbtr danca smege r a
ekstrakta i DPPHA metanolnog rastvor a.

Srednja efektivha koncentracija (B dal je je i zralunata sa
nanogenjem razlilitih k o n-®% n hjima odgyg ar ag kud ti rha k
kapaciteta hvatanglobodnih radikala (%) nagsij ednost avnim ol itavanje

ekstrakta koja odgovara kapacitetu lavga slobodnih radikala od 50%.
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3.55. HPLC analiza fenolnih jedinjenja

Fenohi sastav ekstrakataspitivanih podova analiziran je a HPLC wurelaj
povezanim sa UWIS i fluorescentnim detektorimaPre analize ekstrakti su dodatno
filtrirani kroz membrank e f i |l t er e s ad4dspmmBamar aeilijiaipe Dzv
koloni Agilent-Eclipse XDBG1846 | 1501 mma Ke kal i brirana na
je HPLC metoda( Radovanovil Kaosara.s,tvapabDnravls u Kor i
kiselina/voda (5:95 viv} r ast var al A, i acetonitrW)bF/ mravl
rastvaral B. Kor i ¢fadijentpjoe sl ededemi eldu®cidonil
od 10 do 28 min, 10% B, od 28 do 35 min, 25% B, od 35 do 40 min, 50% B, od 40 do 45
min, 80% B, iposlednjih 10 min 0% B. Injekciona zapremina bila gL.5a protok mobilne
faze bio je 0.9 mL/min. Zadeteskone t al asne dugine izabrane s
DAD, i 275/322 nm @ex/oem) za fluroscentnu detekciju. R 8
identifikovana wuporelivanjem njihovih reten:qt
podacima origanalnilstandardnin komponenti, kao i sa podacima iz literature (Revilla i
Ryan, 2000; Radovanovil i Radovanovil, 2010
eksterne kalibracije sa |istim |bconekwve dni m r
( pet a tnR) bideksu linearne, sa koeficijentom determinacif=(R99. Rezultati su
i zr ag e nkg mhksa ekstrakip/

3.56. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

3.56. 1. Mi kr obi ol ogki sojevi

Antimikrobna aktivnost uzoraka isptivana je protiv patogenihtdrgk iz grupe
Gram (+) bakterijaClostridium perfringengATCC 19404) Bacillus cereusATCC 6633)
Staphylococcus aureuATCC 6538) Listeria monocytogenesATCC 33090) Sarcina
lutea (ATCC 9341) iMicrococcus flavugATCC 40240), iz grupe Gram)( beterija:
Escherichia col[ATCC 25922) Pseudomonas aeruginggdCC 9027) Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) Shiella sonne(ATCC 25931) Klebsiella pneumoniaATCC
10031)i Proteus vulgaris(ATCC 8427)i u odnosu ngedan patogen kvassc Candida
albicans(ATCC 10231).
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3.56.2. Mikrodiluciona metoda

Mikrodiluciona metoda (National Committee for Clinical Laboratory Standards
NCCLS, 2007) koriglena je za odrelivanje mi
minimalne baktericidne koncentracije (MB@pitivanih uzoraka. Inokulumi patogenih
sojeva uzetiswd prekonoinih kultura wuzgajanih na
(Muller-Hinton agar za bakterije i Saburodekstrozni agar za kvasce) i pripremljene su
suspenzije st arnjdubidteta 85 McRamandhe n &seti je dupli h r
testiranih uzor aka pripremane su u i nokul i
mi krotitarske pl-%0eg/ mu. oeegunadzaplé&mi na u
bila je 100eL,a konal na kamoémihadiejf @ UtmL bsvdkem j e 10
bunaPl bsbue i nkubirane 24 h na 37 AC. Svi eksp

Koriglene su i dve ke@emtdrgolvea,r apefgatihvrmanl kowm
metanolom i pozitivna kontrolaje medijum sa antibioticima: hloramfenikolom,

streptomicinom i tetraci kIl inom. Rast mi Kr oot
na 620 nm pomolu univerzalnog |itala mikrop

softver za Multiscan ver.2.6.). MIC (minimalirzhibitorna koncentracija) definisana je kao

najmanja koncentracija testiranih ekstrakata na kojoj mikroorganizmi ne pokazuju vidljiv

rast . U cilju odrelivanja MBC/ MFC (minimalr
uzet je bujon i zvidijsogadsta, gnokblicam marMuliemHintore agaru
(bakterije) [ Saburodekstroznom agaru (kvas

definisana kao najni ga kon ojad98% inokyliranihnt est i r

mikroorganizama ubijeno.

3.57. Ispitivanje inkluzionih kompleksa

3.5.7.1. Infracrvena spektrofotometrija sa Fourierovom transformacijom
(FT-I1C)

FT-IC spektri uzoraka sningni su tehnikom tankih transparentnih tableta (pastila).
Najpre je odmereno 150 mg kalijum bromida i 1 mg azkra , nakon | ega |

podvrgnuta vakumiranju i presovanju pod prit
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talasnih brojeva 406800 cm! na FT-IC spektrofotometru Bomem Hartmann & Braun MB
series. Na ovaj-ICanalizab-6D, HEDACD,gutimtréhidratae inkkuZionih
kompleksa rutirb-CD i rutin-HRb-CDiodgovar aj ul i h fizilkih smeg

primenom softvera WiBomem Easy.

3.5.7.2. Nuklearna magnetna rezonancaH-NMR)

H-NMR spektri inkluzionih kompleksa rutina s#klodekstrinima sninieni su na
Bruker AC 250 E NMR spektrometru. Snimanja s
sa radnom frekvencijom 250 MHz pri sobnoj t
ponavianj em pul seva. Kao terisasaveda.r al kori gi ena | e

3.5.7.3. Difrakcija X -zraka (XRD)

Kod XRD anal i ze uzorci Su gozzrraalleennjie mmo
Analizirani ugae502Ad shai ok ojrea kuo no p0s,e0g5uA 5 v r e me
koraku. Tokom sni man jsiasud®ky ol mA, regpeklivhona st r uj e

s

3574.Di ferencijalna skenirajula kalorim

Termi |l ke karakt er rCOtHRk-ED, inkluzianin komplekshi dr at a
odgovarajulih fizilkih s mesgprotoiora pOi driamine su u

Temperatur ni opseg bi o | e rmnagkenranja izrosilol® 50 d
AQGni n. Snimanja su izvrgena na diferencijaln
l nstruments. Uzorci (oko 3 mg ) s u her meti |

analizirani zajedno sa praznom aluminijumskom posudom kao referentnim uzorkom.

3.5.7.5. UV-VIS spektroskopska analizarutin trihidrata

Od osnovnog metanolnog rastvora rutin trihidrata @@@L) pripremljena je serija
rastvora u opsegu koncentracijglQ eg/mL. Kalibraciona kriva konstruisana je merenjem
apsorbancepripremljenih rastvorau kvarcnimk i vet ama ( aalUVl 4, 5 ¢ m)
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spektrofotometru (Varian Caiy 00 Conc . ) pri t al Apsarbanjcijadugi ni
uzoraka merena je na sobnoj tengpéru r i . Kao slepa proba korigi

3.57.6. Ispitivanje fazne rastvorljivosti inklu zionih kompleksa

Studija fazne rastvorljivosti realizovana je prema metodi koju su opisali Higuchi and
Connors (1965). Postupak se zasniva na dodatku rutindhih at a u vi gku (50 m

rastvori ma r a s theCD,i ddnoskoo HFbB-@Dn tSerif cvodersh rastvora

razlilitih koncentraci j amlcprigkemigenae 4 sotmalnima uk up
sudovima od 10 mLKoncentracija rastvorxCD, odnsno HRDb-CD bila je u opsegu-@,5

mmol/L. Uzorci SuUu megani na sobnoj temperatur
me mbr anski filtem (Ecbohohel persa, 0AdBl ent Te
Nakon toga, kol il i na rspekttofotometejskiong 358 omi. Kaba o dr

sl epa proba kor i ¢gibehiHPéCDnevodenom kastvorR neiometas t v 0
spektrofotometrijsko odrelivanj erecaktanatx @ nt r ac i
molskom odnosu 1:inkluzionih kompleksa iz al unata je na osnovu ¢
rastvorljivosti koji predstavlja zavisnost koncentracije rastvorenog rutina od koncentracije
ci kl odekstrina, kori glenjem jednaline 3:
_ nagib
s @l- nagih

3)
gde je So rastvorljivost rutina bez prisusb<D, odnosno HB-CD na 25 AC,

nagibi nagib prave dijagrama fazne rastvorljivosti.

3.5.7.7. Ispitivanje fotostabilnosti inkluzionih kompleksa

Talno odmerena kol il i koapleksautibrCD (2/6img)ii dr at a
rutin:HP-b-CD (3,2 mg) rastorena je u 23nL metanola. Uzorci su sonifikovani 15 min, a
zatim izlogeni dejstvu UVB zralenja u razl:.i
1800, 3600 i 7200 s). Ozralivanje wuzoraka v
"Rayonet"sadese si metri |l no postavljenih UVB | ampi
nm. Tokom zralenja wuzorci su Juvani u kvar
postavljene na krugnom rotirajulem drgal u. L
Wm’. Ozradbeai su dal|je aismétddei r ani pomol u UV
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Kapacitet hvatanja slobodnih radi kal a r
primenom DPPH testa. BHbutilhidroksitoluenj e kor i gi en kao sintets
odnosu na koga je definisana aktivnioss pi t i vani h uzor aka. | spitiwv
mLet anol nog r ast v o r*amol/D)R pol2,5mLaetariolkog tastvora @itind 0
(1,561 0 0 /mHgBHT (8250 eg/mL) i kompleksa rutirb-CD (0,641 6 3, 7m) iOg
rutin: HP-b-CD (0,445 6 , 8/mL).OgUz or c i Ssu Jluvani na sobnoj
Apsorbanca uzoraka merena je na 517 BRmn. i i stim usl ovi ma, odr el
razbl agenog etanol nog mL&mdentrovarmg rasRdaHDPPHa d i k a |
radi kal a r azhktaglean)o.g Ismhi2bi5ci ja sl obodni h DP

osnovu j2ednal ine

36Statistil ka aobrada podat ak
Svi eksperi ment. s u ponavljani naNi put a

standardnad evi j aci | a. Znalajne razlikejam podalcii2

vari jansi ( ANOV AQ)v,i mp rtad setncem. T uFkocedya c i su ana

softverskih paketa: Origin software package, version 7.0 i SPSS 20.0 software for Windows
(IBM SPSS, USA).

36l.Met odol ogi je ®8MIiva povrgine (

Optimizacja uslovaekstrakcijefenolnih jedinjenjavrgenaje pomd u Metodologije
odzivapovrgne (RSM) korig énjemsoftveraDesignExpert (verzija 7.1.6, StatEase Inc.,
Minneapolis MN, USA). Statistlki modeli i njihove grafil ke slike su konstruisani

korig énjemcentralnogkompozitnogdizajna(eng centralcompositedesign- CCD).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. Optimizacija uslova ekstrakcije

Linjenica da kahiljadk sskusdarmihr niptabolitaestvaval potrebu za

razvojem brze i precizne ekstrakcione metode. Razvijeno je dosta procedura za ekstrakciju

fenolnih jedinjenja iz razlilitog biljnog

i stragivanjaol eNat a®mdan prormvagl i s u 33 razl. i
publi kovane u razlilitim Dbiohemijskim istr
vremeni ma ekstrakcije (od 30 s do 96 ih, pa i
mase uzorka (od 2 do @0 ( Bohm, 1998) . U ovom delu bile
dobijenihnpr al enjem razlilitiahvplamamek atrmalkdiajsé | ne

4. 1. 1. Optimizaci jmacéaciasi | ne ekst

4.1.1. 1. Ut i caj rastvaral a

Odabi r r as mnogortigdti aa eksmagcgu fenolnih jedinjenja iz biljnog
materijala.Fenolna jedinjenja iz biljnog materijala se dosta razlikuju po svojoj polarnosti, a
|l est o i ki selosti. lz tih razloga seil|lesto
r azl i VredhostiBeekwvilderisar., 2005; Mertz i sar., 2007). U cilju izbora optimalnih
uslova ekstrakcije ispitivani sa | e d eisit iarsameige r as prikaaniad a Kk o j
tabeli 4.1.

U cilju ispitivanja optimalnih uslova ekstrakcije fenolnih jedinjergabiljnih vrsta
kao reprezentativni uzorak izabran je plod divlje kupine za dalja ispitivanja. Sve ekstrakcije
su izvolLene pod istim eksperimentalnim usl o\
delu. Ekstrakti su sakupljani posle definisanog vremenaerena je masa ukupnih

ekstraktivnih materija (masa suvog ostatka ekstrakta), a rezultati su prikazani na slici 4.1.
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Tabelad.1 Pregledrastvarhakorig énihzaekstakacijefenolnihjedinjenja

iz biljnih vrsta

Rastvarac v/iv

I Metanol'sircema kizelma (93/3)
II Etznol. sircema kizelma (93.3)
IIT | Vodasircema kiselma (93/3)
IV | hdstznolwvoda'zsircema kizelma (30:/43/3)
V hdetanol voda'swoema kizelma [ T023/3)
VI Etznol wvodaswcema kizelma (30/43/3)
VII | Etmnel voda'swoema kiselma (J0023.3)

Prinos ekstrativnih materija (%)

0 10 20 30 40 50 60
Vreme (h)

Slika4.1 Prinosekstr&tivnih materija(%) u ekstraktimadivlje kupine(RubusfruticosusL.)

dobijenihprimenomrazlil itih rastvaréa (oznd enihbrojevimaod | do VII, Tabela4.1)

Od dvofaznih si steksmktivnihansterijgair a| pepnanpoel |
sistemametanols i r | et n ato kprose&uza ZP@od prinosaekstraktivnin materija
upotrebom si sstteama | &3 tr Nza&60% kad Seupatretjava sisiem
voda/ sirl elkadal). ki sel i na
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Pored dvofaznih sistema za ekstrakciju ispitivani sgurio f az ni sisst emi ,
sistemir astvarala metanoil /evamdlsivobeanhasiakilatd & ol
melLusobnom odnosakvihsUpobemabomsovarala dobij
ekstraktivnih materijanego upotrebom dvofainsisema (slika 4.1)Rezultati pokazuju da
prinos ekstraktivnih materja nal aj no zavi si kako od izbora
melusobnog odnosa u smegi kNajav esiei (89@itmed | j
ekstraktivnih materija pokaz® je ekstrkt dobijen upot r ebom Si st ema r
metano oda/ si ri et na 7&254 eVN dolajepuo ved ramejade u
i stom si st e mu pringslid nvanjizaa?0,62%slikai4.h).00vakva selektivha
ekstr&kci j a fenolni hoppdbnj & nj hibijnimgvestarsaprisutad a j e u

vel i ki broj razlilitih fenolnih jedinjenja
polarnosti. Pr i sustvo vode povelava pol arnost e ks
konsatanta vode je 78,3 dok za metanol 37,9 etanol2 5, 2) i util e na bub
materijal a, gto povelava kontaktnu povrgin
(Hemwi mon i sar ., 2007) . MeLut i m, eksperi me

prinos fenolnih jedinjenja doi j a upotrebom sistema rastvar
sadr gaj em4l)) adev(oslsiek moge objasniti da pored
u obzir [ druge njihove osobine kao gto s
viskoznosti proprcionam s manj uj e Kkoeficijent di fuzije,

napona povoljno odragava na brzinu ekstrakc

kod organskihrasty al a nego kod vode. N a jamzatimjslede v i s k 0 :
voda i etanol (0,61 i 1,2 mPa, po redu javljanja . Povrginski napon | e
manij i kod or g aetasok2,08 i metaseR204 r1' ®N/m) négo kod vode

(72,5N/1m) . Ovakve vrednost.i viskoziteta i po

na dobijang visokog prinosa svih ispitivanih klasa fenolnih jedinjenja koetanolske
vodeni h ekstrakat a, gto je u saglasnosti s a
autora (Chirinos i sar., 2007; Alothman i sar., 200B)a k p metanol je efikasniji &

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 odgovarajuleg rastvarala t
prinosa ekstraktivnih materij@itno je i odabrati optimalarodnosmasebiljne materije i
ukupne zapreming a st vhardaloanodul a Kk oj i [ e Nasliciddri stit
prikazani su rezultatprinosa ekstraktivnin materija iz ekstrakadabijenih pimenom

razlilitih hidromodul a.

1:12

10 ——1:5 —a—1:7 —a—1:10

9,0

Slika 4.Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine

(Rubus fruticosus.)dobi j eni h primenom razlilitih

Hidromodulu znat no manj oj eksaktivnih mdterija likard pr i no

nego (gt o | wicaenor assltwlaajal |aa MelLutim ovo je tal

svega sa ekonomske tal ke gledigta, t ] . kada
ciljnih jedinjenja sabff enimangdeosnobifend alla n o m
materijala.

General no, moge se zadpjemihe dastswaarmpalva

biljni materijalraste prinogkstraktivnihmaterija Prinosekstraktivnihmaterija je u proseku

v e | i 62 apotrebomhidromodul 1:15 u porelenju S a prinosom
hidromodull:5 (slika 42). Ka k o j e r alidromddalal:10z1migi L:15neznatna
(i spod 1%), wuzimajuli kar iophidromodigddd:flokans k u s t |

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

materija

Temprat ura na Kkoj o] se 1 zvodi prirokgkupnimk ci j a
ekstraktivnih materijaT e mper atura j e | imitirana tal kom Kk
takolwi gnam temperaturama moge dol i do degr

temperature ekstrakcije mainos ekstraktivnih materja ispitivija u intervalu od 20\ Qlo
60 A CPrinos ukupnih ekstraktivnin materija tljnog materijalad obi j eni h i zv oL ¢
ekstrakcija na temperaturama u intevald 20 AC do @@abeMRimaslicik az an
4.3.

Rezultat.i (tabela 4.2 i sli ka 4. 3) poka
ekstraktivnih materij a u svim ekstemkti ma

ovo povelanje je bilo neznatno

n
temperature od 20 AC na 60 AC prinos se po
ekstrakcije

n

ekstrahovanje da bi nakon 60 min ekstrahovan
Sa pomwwjedm temperature smanjuje se viskozn

di fuzije bioaktivnih materija kroz rastvar al

u felije biljnog materiijala, gt o sv@®&6)poziti.
Daljim povelanjem temperature moge doli do
jedinjenja u ekstraktu kao posledica oksidaciomblimerizacionih procesakgi ol i nj u na

povigenim tempepaelmamem KakpA€atner edoil mrzad
znal ajnijeg povelanja u prinosu ekstraktiwvr

energije izabrana je temeratura ektrakcije n

ANA S. MILENKOVIL ANpnELKOVI L 50



DOKTOR SKA DISERTACIJA

Tabela 4.2Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kupine dobijenih

i zvolLenjem

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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10

Prinos ekstrativnih materija (%)

0 50 100 150 200 250 300

Vreme (min)

Slika 4.3 Prinos ekstraktivnih materija (%) u ekstraktima divlje kugiRabus fruticosuk.)

dobijenih izvolLenjem ekst prehidomodiel:®®a r azl i |

4114Ki neti ka klasilne ekstrakcije

Za kinetilka ispitivanjbinihprstad wemengken pr i no
intervalu od 1 dda300 min (slike 44 i 45) . Model ovanje kineti ke ek
primenom dva modela: 4 model zasnovan n@ mp i r i j s k @gnomprewd nla-| i ni

model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni mggef(Ponomarjev, 1976).

Mo d el I predstavlja mat emati | ki opi s pr
biljnoj siroviniedmaz i miazid)ke osnove (
% 9% —pika 4)
U
gde je
o T Mmasa ekstraktivnih materija prisutnih

g " masa ekstraktivnih materija prisutnih
vremana ekstrakcije t,

b i koeficijent ispiranja i

k T koeficijent spore ekstrakcije (koeficijent pravca linearne zavisnosti).
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Model | ukazuyeda u peri odu spore ekstrakcije po

normalizovane masekstraktivnihnmateija %~ G i vremend.
Qo
Koeficijent ispiranja (b) je mera mas&straktivnihmat er i j a koj a se ras
biljna sirovina potopi u rastvar al

Kojeficijent k je brzina rastvaranjakstraktivnih materija u odnosu na hpvu

pol etnu masu u toku spore ekstrakcije i smat

Mo del ' je fizilKki model zasnovan na di
moge se opisat.i Fikovim zakoni ma.

Pr omena sadrgaj a e k sujer asé¢ i pojedndstavijemant e r i | &
dvoparameirs kK o m jednal i nom (jednalina 5) [ nj
(jednalina 6):

G = (1+0i) (5)

o

n& =hn(-b)- k @ (6)

Qo

gde je:

7 masa ekstraktivnih materija prisutnih u

gi masa ekstraktivnih materija prisutnih u
vremena ekstrakcije t,

b © koeficijent ispiranja i

k © koeficijent spore eksakcije.
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60°C
50°C
40°C
. 30°C
20°C

(g0-a)/ a0

0,4 -

03 -

0,2 -

0,1

0] 50 100 150 200 250 300

t(min)

Slika 4.4 Zavisnost(gpg)/qood vremena ekstrahovanja kod
razl il iti mutlksthakimadale kupiadRabus fruticosuk.)

Na slici 4.4 prikazange zavisnost (gg) /o od viemena@ k st r akci j e na
temperaturama ekstrakcije odakle se vidi da postoji linearna zavisnost u oblasti spore

ekstrakcije.
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50 100 150 200 250 300

0,1 -

0,2

03

_0’4 -

0,5

lnqi/qo

06 | N

_Or7 -

0,8 -

-0,9
20°C
"~ 30°C

40°C
& s0°C
60°C

Slika 4.5.Zavisnosting/gpod vr emena ekstrahovanja kod ek

razl i | iti mutekstrkpneadidje kuping(Rubus fruticosus.)
Na slici 4.5 prikazange zavisnost Inggona razl i | itim temperatu
gde se takolLe wuolava I|linerna zavisnost u ob

ispiranja i spore ekstrakcije @rl unat e su metodom naj manji h kv
samo talke u oblastiB). spore ekstrakcije (tabe
U tabeli 43 su date vrednosti perioda brze ekstrakcije (PBE) i stepena ekstrakcije
(SE) kojise ekstrap aci j om ol i t av ajid.b)Pariodgrzeadkstrikeijejé sl i ke
kod svih ekstrakciejda nal®d pemod nempgratwiaz vk Beoj a
ekstekk aci j e nema znal ajan wuti cajau periodi sparg t emp e
ekstrakcije gde sa povesinmamjjeenmj tae nvp esrkaotzunroes t
povelava se koeficijent difuzije ekstrakti\

bubrenja i prodiranja rastvarala u lelije bi
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Koeficijenti b i k u jednal i nameanatfoi net i k
ni ge vrednost.i od koeficijenata bodo i k6 u |
Koeficijent brze ekstrakcije je kod modela | manji u proseku za 4,5%, a koeficijent spore
ekstrakcije za 8% u odnosu nekstrakojedoimodelj ent e
1. Anali zom dobijenih rezultata se vidi d e

kori giena za model ovhidjmhjvstaprocesa ekstrakcije

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

i vrednost.i koeficijenata b, k, bodo i ko u |
Fkstraki Model I Model IT
PBE (min) | SE (%) B k=* 10+ b’ k’* 10~
20°C 120 80 0.80 392 0.83 429
30°C 120 822 0,82 3,50 0.83 384
40 °C 120 87.0 0,87 2,08 0,91 229
50 °C 120 87.2 0,87 242 0.91 2.66
60 °C 120 87.6 0.87 2,50 0.92 2,75
4. 1. 2. Optimizacija ultrazvul ne e

Optimizacija uslovaultraz vu|l ne ekrsgem&cj @¢epomoliu metod
povrgine ( R&M3oftvekao Debign | Expeit (verzija 7.1.6, Sase, Inc.,
Mi nneapol i s, MN, USA) . St at sliket kiorlstkuisani raw d e | i
kori gl enjem centralnog kompozitnog dizajna
potencij al no aefikapriog ekstrakcij@dabrdnel su:nvreme ekstrakcigg) (
ekstrakciona temperaturaB) i hidromodul tj. odnos biljni materijalf ast v@.r a | (
Jednofaktorski preliminarni eksperimenti su izvedeni kako bi se odredile vrednosti opsega i
centr al (dbdladt).al ak a

Sa ciljem odreli vuaintjraa zowu li nfemdl@hkjetinjenmsk coivjae
iz biljnih vrsta, kao reprezentativni uzorak je upkid maline(Rubus idaeut.)ii zvr geno
] e 20 eksperi ment a ukl j ul uj .uPrihos ekstaktivnih p on a v |

materija s a d r uupnh fenola i antocijanaizabrani su kao odzivi koji se dobijaju
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kombinacipm nezavisnih promenljivih (tabela3). Svi ekspernenti ponovljeni su tri puta

(n=3),0sim zaone kojiseodnosac ent r al nu t al ku.

Tabela44Nezavi sne promenljive i odgova
Promenljive Kodirane Nivoi
1 promenljive -1 0 1
Vreme
ekstrakcije A 1 15 30
(min)
Temperatura
- B 20 40 60
)
Hidromodul -
C 66,7 | 13335 | 200
(gL) ] ]

Ulazni podaci za tri nezavisne promenljive id g o v adziji nebghodni za CCD
eksperimente prikazani su u tabelb.4Prinos ukupnih ekstraktivnih materija dobijen je
merenem masa suvih ostataka nakon ekstrakcij a,

odrelLen spektrometrijskom metodom opisanom u
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Tabela 4.5Centralnikompozitni dizgn (CCD):tri promenljive (Avreme,
B-temperatua i Ghidromodul) iodgovag ul i odzi vi (prinos ekstr
sadr gaj ukupni h f eineké$traktaiploda kalim®obushidaeub)t oci j an a

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 proenljive, A-vreme, Btemperatura i €hi dr omodul , dobijene

polinomne jednaline:

Princs = 7,830,098A+0,16B+0,12C+0,071AB,65AC+3273A%+0,0898>-0,035C
Ukupni fenoli = 1044,3622,86A+18,59B1,59G99,88AC+518A%+8,72B?
Ukupni antocijani 766,1325,69A+22,53B6,62G83,13AC+15,62BC+38B*3,19C

Ovo su uprogfeeespekoafi okej epretna ANOWA i ni st
testy eliminisani zbog pojednostavljenja modefav e pol i nomne jednalin
kvadratnim modelima prikazanim nbkama 46 - 4.8.

Vrednosti svih testiranih odzwuvarpeaval ae:

ekstrakcije  n a rekstrakctormgvremena hidromodula Maksimalnevrednosti odziva
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dobijene su na temperaturamié0i AColL dlakanekgtn

u obzir svih parametara (promenljive i

odg
di zaj na, dobijeni

wud tslagdell in ereme telistatclemod | § €1 o
30mi n, temper ahidromodul @ dOO4/.0 AC i

Trodimenzionalni (&) grafici triju odziva u funkciji od vremena ekstrakcije,

temperature ihidromodulaprikazani su na slikama 448. oni predstavl jaj
zavisnost vriednost.i jednog od odziva u fun
konsantna.

AR
(PRI TALLTS QA
(PR TARL AL LALAR
%75 "'-':'Zz',z;',;? "'.,zl'o.;o.: ZRZLRS
TR T AT IAL AL
Y AL T AL AL AL AL
LPARTALY
Q QLXRLIALIALS &
o QT ALLARZALIALIARLS
£
a

L2
744

o, ZAL AR 8
LT AL ARIALALT
R PR AL AR AL AL

Prinos

30 200

30

133

Temperatura ‘ Vreme Hidromodul 100 Vreme

Prinos
[ ]

60
50

133
Hidromodul

40
Temperatura

67 20

Slika4.63D odzivkpombi gionani h efekata usl ova

ploda maline Rubus idaeuk.): vreme, temperature i hidromodul na prinos

ukupnih ekstrahovanih materija

ANA S. MILENKOVIL ANpRELKOVI L 59



DOKTOR SKA DISERTACIJA
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Ukupni fenoli

1000

200 60

167 50

133
Hidromodul 100

40

30 Temperatura
67 20

Slika4.73-D odzi v kgmbiwmwv@inmdé ef ekata usl oploda ul traz
maline Rubus idaeuk.):vr eme, temper ature i hi dromodul
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880
810
740 790

670 740

Ukupni antocijani
Ukupni antocijani

600 690

200

30

167

50
15 40
Vreme Temperatura

133
Hidromodul

15
Vreme

870
840
810

780

750

Ukupni antocijani

200 ~<__ 60
167 50
133 40

Hidromodul Temperatura
67 20

Slika4.83D odzi vkpombi giornani h efekata uptpodlaova ult

maline(Rubus idaeuk.): vr eme, temperature i hidromodul

Korigienjem ovih optrmizruit aepdobiprnassulr akai |
odgovapragdiMial anj a (oidzri avlau rpaotve gv rnead prikaganai pomol
u tabeli 46.
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Tabelad46Pr i nos ekstrakti vni bnolamantogijanajzakstraldaa dr g a j
ploda malineRubus idaeuk.))d obi j eni h i zralunavanjem pon
eksperimentalno ultrazvulnom ekestrakcijon

30 min, temperaturalL40 AC i hi dr omo

we - : Izraunate | Eksperimentalne
Istrazivani parametri

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 rezultadu u dosta dobroj saglasnosti sa eksperimentalnim
rezul tai ma dobijenim izvolLenjem wultrazvul ne
uslovima(tabela 6) pa se zamblgpul meti oddoal ojgé j a odziva po
kori gl enjem s ofdobarenetedzaDptimizagijn uslBva ekstrakicije fenolnih

jedinjenja izbiljnih vrsta

4. 1. 3. Uporedna analiza klasil ne
Na osnovu prethodne z| ogeni h rezultata izvrgena | ¢
viednosti za sadrgaj ukupni h fenola, flavon:i
antioksidativne aktivnost:i ekstrakata ©plodo
kl asilnpmulinamtelastrakcijom na sobnoj t empe.

vrieme ekstrakcije za kIl asi hn3dd meKtabela akici j u L
slike 4.9 4.10).
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Tabelad.7Upor edna anal i za ukup aja@hidroksieimetnihnog sadr
kiselina, flavonola, antocijana i antioksidativna aktivnostsge€kstrakata divlje
kupi ne i mal i ne dobijenih klasilnom (K)
g
= 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 UZ | 138152 £13 27 | 10741327 | 174672229 | 91325 £4.04 | 052003
kupina | K | [IBA7T=I240| 71352375 | IS067=L78 | 4911211 | 0.60=0,04
, TI0735 210,78 | 63192345 | 5072196 | S2401 =306 | 0,63 =004
Mizlma
K | 9347721109 | 51522156 | 4505236 | 68927 =167 | 0,70 =006

UZ - ultrazvuéna ekstrakefjz; K - konvenconalna ekstraketja.

1391,52
1125,47

Slika4QUporedna anali za ukupno gdroksicimeinhl nog sad

kiselina, flavonola, antocijana i antioksidativna aktivnost (g@kstrakata divlje

kupine dobijenih klasil|lnom (K) i ul tr az
Ekstrakti plodovaispitivanihs or t i dobijeni ultrazvul nom
znanoajvel. sadr gaj ukupnih fenol a, antocij a

porelenju sa ekstraktima dobijenim primenom

ANA S. MILENKOVIL ANpnELKOVI L 63



DOKTOR SKA DISERTACIJA

1107,35

934,77

Anto,.;.
A

Mese, %)
Slika4.10Upor edna analiza ukupnodgroksignmemhnog sadr
kiselina, flavonta, antocijana i antioksidativna aktivnost (Effekstrakata maline

dobijenih klasilnom (K) i ultrazvul no

Sadr gaj uk upni h divlje kugnedobijénin priem&nsnud & k atza ul ne
ekstrakcijej e v €l912% zua p or eklaesn jl, ndnaso zd558% za ekstrakt
maline

Analiza hidroksicimetnih kiseling e pokaz al au razlikantfak@jdaje v el
njihov sadr gaj u e ks tulatkrta zmvau | dneeldivigekespine ma kperiij ne
335 vel. u B o ga ar @dmgo z®8,300 iz ekstrakatanaline

S a d r fipvanjola iz ekstrakatadivlje kupine dobijenih primenomu |l t r azvul ne
ekstrakcijeb i o j e 1374% iu zpao r eKlleang iu|zasbHB% iz ekstrakata
maline

Ut vr Leno | edvlg &upirek smalimeadbijeni primenomul|l t r azvul| ne
ekstrakcijei maj u vel i s a d 7,0% jodnoano tzal&44% a ndnosuz ra
ekstrakte dobijene primenol asi | ne. ekstrakcij e

Na osnovu ovi hr edaruullttraatzav unhonghe veskesit r cack cv ¢ la
prinosafero | ni h jedinjenja u kralem vremeoglham |
energije i degradacijfenola

Takole, dobiuletnriazeki$ hoanlp toekkasztrjalk cz pamaj nc
antioksidativnu aktivnost nego ekstakti dobijekles i | nom ekst r,3%dijom z
11,11% za ekstrakte divlje kupine i malimespektivnoU|l t r azvul|l na ekstrakc
se boljai ekonomskiiplatljivija tehnikaodk | a sza kkstmakcijuantioksidanas& biljnih

vrsta
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Uzi majuli u obzir nav e dlieeaepstrakajunfenslrihi ul tr
jedinjenja iz ispitivaih bilinih vistau dal jim eksperi mentima [e s
ekstrakcija pod sledelim ekdpleQviemee3sdmal ni m u:
hidromodul 1:10.

4. 2. Fenol ni datiendiragfimikrogbnaa nt i ok s

aktivnhost odabranih biljnih vrsta familije Rosaceae

4. 2.1. Fenolni sadrgaj edivjet r akat a

kupine (Rubus fruticosud..)

Fenolni sadr gaj ekstrakatadpbUWVd/lBs i l i st a

metodm opisanom u eksperimentalnom delu prikazan je u tal@lind. slici 4.11

Tabela48Sadr gaj wukupnih fenola, hidroksici met:H
iz ekstrakata pl oda Rubisirgidosus)domali e i di-
- . . | 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 | e072z7M 10843 24,15 421,17 23,94
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).

Analizomovihr e z u | t a tja(tahels 8Bydisenma | aj no ga¢l uksadi h
fenola nalazi u ekstraktimploda divlje kupineu odnosu na ekstrakte gl oda domal e
kupine i ekstrakte ,gi 9t aedomalagl asdoeltjeshkult
zaispitivanja nekih sorti kupina (WangLin, 2000; Buricovaisar.,2011$adr ¢ a j ukupni
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fenola u plodu divlje kupine ga459® vel i od ukupnog fenolnog s
kupine, odnosno z4&l,7%% u listu divlje kupinenegou i st u d oeatsika .11k u p i

1500
1000 - o
— B Domaca kupina - plod
50 - EZ w ??'W Ei # Domaca kupina - list
0 = i EEﬁi— . , ODivlja kupina - plod
Utupn; o, Flavongy,  Antog Dtz kupina - st
feng); sicimey,. 0 fm Uan i
Img G4 ) e Kiselng ing CjEQE/kg) BME/j
kg

Slika4.11.Sadr g aj ukupni h fenola, hidroksicimetr

iz ekstrakata pl oda Rubdsirdidcosusdd omal e i d

Antocijani pr omladewi d sma |sea rfimbelald8 v $lilfae kupi
4.11). UKupni s a d rplpdujdivija kupiregel ¢ Bnanego plodeakstr ak
domal e z&d2pM.8adr ¢ aj ukupni h antocijana u pl o«
je u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima publikovarirdakobek i sar. (2007), gde
su kvantifikovani antocijani do 1055 mg/kg.

Listovi su pokazal. vel.i sadr gaj fl avonol
kupine (tabela 48 i slika 4.1). List divlije kupine je pokaza
fenolaito za25%v e bi odnosu na | ist domalie kupine. P |
bogatij i u sadr gaju flaweda¥3%a u odnosu na d

Hidroksicimetne kiseline su bile zastupljene sa 62,51% u ekstraktima ploda i sa
65,86% u listu (tabela 48 i slika 4.19. Plodovi domde i divlje kupinesu imali manji
sadr gaj ovi h ki s eul akstaktima plodaddivlfe &upinerhidrokbkigingstin o v e
kiseline zastupliee su sa37,5% vie nego u pl odau ekstrakiinhadistak upi ne

divlje kupinenjihova zastupljenost bile za34,14%v e uaodnosu na | i st dom
U cilju odrelivanja koncentacije fenolnih
domaie i divlje kupine koriglenaihg¢kstraket# L C me t

prikazani su u tabeli 4.9. Procentna zastupljenost pojedinih fenolnih jedinjenja akatestr

pl oda i | i st ainedpdkarzad jeena slikatha 441p.e k u p
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Tabela 4.9Fenolni sastaymg/kg)e k st r akat a pl odjakupinel i st a dom.
(Rubus fruticosus..)
Fenolno Domaca kupina Divlja kupina
jedinjenje plod hst plod hist
Kafenz kizelma | 11,78 =019 1023 =024
Hlorogena - -
. 1854 =074 63,17 =089
kizselna ' ' . '
p-humarmska 3859 2031 9372114
kizelma BT = T
Ferulnz kizslinz 2,77 =068 3786 =067
Elapmska - - .
Eiedis 5078 =178 11816224
Kvercetm-3- . - - :
i 1823 =112 8,17=20 2714 =068 8.4 =034
Rutm 32,14 =109 T84 =148
Mircetm 5789 =082 B157 205
Kemferol.3- 75512817 120,19 £7.11
glucend
Evetcetin 428 =039 2044 =022 7,79 =018 2579 2045
(+)katehin 9.76 =0.17 362 =009
Procranidin E2 448 =0,13 4,49 =0.06
Delfmidm- - - o m =
X 11578 =4.09 41278 =7.58
ghikozid . ' ' -
Cijanidin- 2725 £4.45 1472 2204
rutmozid
Cijanid m- . -
.. 4013123 4978 =039
arzbmozid =t ' '
Canidm-3-
(malonil) 8214 =111 157.04 =2.79
glikond
¥ Fenolne
kizeline 9115226 | B171£204 | 20776 =743 123,13 3
» Flavonol Wa3i=zl42 | BREE =128 793 =174 13167 =2,
¥ Flavan-3-oli 1424 =023 841 =047
T Antocijani 16511 26,78 7665 =938
= .
» Fenolnih 49374 =804 | 295862306 | 101790=1524| 43616 =766
jedmjenja
Rezultati Ssu izrageni kao srednje vrednc
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Slika4.12 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu pldda m silipme

(Rubus fruticosus.)
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Slika4.13 Procentniudeo fenolnibjedinjenja u ekstraktu lista dain e

(Rubus fruticosus.)
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100%
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Slika4.14 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu pldivlje kupine

(Rubus fruticosuk.)

b B

90% )

80% Kemferaol-3-

70% glucozid

0% 38,4

50%

40%

30%

20%

10% K id
0%

2,73
Fenolne kiseline Flavonoli

Slika4.15.Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista divljeitkeip
(Rubus fruticosusk.)

Elaginskakiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
pl oda domali e itb44@ii48,1%ve ¢leu mijunpacostaim kiselinamao
redu javljanja (slike 4.12 i 4.)4Rezultatiostalh i st ragi vala takole
prisustvo ove kiseline u plodu kupin@Mertz i sar., 2007)Ostale identifikovane fenolne
kiselineu p | o d e i divlje kupihebile su: kafena p-kumainska (prilog, slike P27 i

P23, poredu javljanja). U listu d o meaiidivlje kupine n a L esudorogenai ferulna
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kiselina (prilog, slike P11 i P1Q. Turkben i sar. (2010) su objavili prisustvo elaginske,
ferulne, kafene p-kumarinske kiseline u plodu kupine.

Najvd i s a d vogok jpo f d lae nistujdvlje kupirie zatim u 1| i stu
kupine i plodu divlje kupingslike 4.134.15) Kemferot3-gl ukozi d naj vi ge | e
ekstraktimal i st a di vl j e, ali takdeemajiee ukispnioHesrosn-3-p
glukozida,v i g @lodu nego u listama, kao iprisustvo miricetina rutina u listu divlje i
d omal e (prilogpslikeRl2 i P13, po redu javijanja

Literaturni podac.i takolLe potvrLuju pris:i
kemferola u ekstraktima kupin&q(dej i Tomczyk, 204; Jakobek i sar., 2009; Turkben i
sar., 2010).

U ekstrakti ma pl od aentfikovaajé flavaiB-olni mondnjer k u p i n
(+)-katehin i jedan dmer, procijanidin B2(prilog, slika P30 i P26, po redu javljanja
Jakobek i sar.(2009) su objavi prisustvo katehina i epikatehina kao predominatnih
flavan-3-ola u ekstraktima kupine.

HPLC hromatogramsu pokazalprisustvo antocijanauekt r akt i ma pl oda d
divlje kupine(prilog, slikeP29 i P25, po redu javljanjaOva jedinjenjasu najzastpljenija
u plodu divlje kupine psaa zualte §828em2gcitioodu do ma
ukupnogfe ol nog s adr (fabglaad.9)®dfimitin-giukozid i gijanidinrrutinozid
bili su najzastuplieniji @ k st r akt i ma pl od a(slikedrhaii4ad)Qstalidi v j e
prisutni antocijani u ekstr alkijanidnarabmdzido d a d o me
cijanidin-3-(malonil) glikozid. Prisustvo cijanidnitderivata u plodovima kapa pot vr Leno
je od strane mno gisér., J0@Fan@hipngVv\&rblsiad, 2a®%5),idoktsiz i n g
del finidni derivati pr oan(Belgmanisars2000p kod neki h

Na osnovu rezultatspektrometrijskin i HPLC anaia mozjeek Isjeu | i t i da el

divlje kupine sadrajent zmal agjunof eneoll mi tkkoj edi |

genoti pski h igiakdtoir ai mloigrej emi c i da bilj ke u
fitoaleksina (Pezet i sar.,, 20033t r es i zazvan bilo UV zralen
mikroorganizmima je prisutnik od di vl j i h sor ti Kkupina nego k
raznim zagtitnim sredstvima) zbog | ega biljk

fenolnih jedinjenja.
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4.2.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata plodailistad o ma i e i

divlje kupine (Rubus fruticosud. .)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dob
kupine odrelena jezDPPHt it kasBCylmg/my,prikazant a ge n i
su u tabeli 4.0i na slici 4.16 Manje EGop vrednosti odge ar aj u j al o] antio
aktivnosti ekstrakata. Svi /iU elktivmastk t i pokazal

Rezultati su pokazali daanj j al u ant i ok simduwekstraktnplodaa kt i v n
divlje kupine, pa zatim ekstraktip | o d a  Hupimedistaedivlje kupine ilistado ma | e
kupine Jaka antioksidatha aktivnost ekstrakata ploda divlje kupioed govar a naj vel
sadr gaj u fenal mi hnjji endi ng temovao jpdinjenja Wdpanpse | e da

antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih ekstrakta.

Uporelujuli rezultat er idaistantboganiaflaved-di i 4. 1
najvige doprineld] povelanju antioksidativne
divlije i domale kupine.

Literat ur ni podac.i t akol e paktiveost ékstjakata plad&d u an't
kupine i njihovu visoku korelaciju sa ukupn

Wang i Lin, 2000), kao i ekstrata lista kupine (Buricova i sar., 2GHWronGzella i sar.,
2012).

Tabela 4.10Antioksidativha aktivnostt k st r akat a pl oda i Il i sta dc¢
(Rubus fruticosuk.)i zr a g e n ao(nime)k o EC

, . . 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)

_

- OO

Slika4.16 Antioksidativha aktivnose k st r akat a pl oda i l i sta do

(Rubus fruticosuk.)i zr a g e n ao(npme)k o EC

4.2.3 Antimikrobna aktivnost ekstrakata plodailistad o ma | e |

divlje kupine (Rubus fruticosud. .)

Antimi krobna aktivnost ekstrakatRabuspl oda
fruticosusL.)o dr e L e na ¢iomommmetkdor apisdnam u eksperimentalnoha.de

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i listeo ma i e i divlje
i z r apjekon minimalne inhibitornekoncentracije (MIC), definisane kao najmanje
koncentracije testiranih ekstrakata na kojoj mikroorganizmi ne pokazuju vidljivi rast
minimalne baktricidalne koncentracijéMBC), definisane kao naj ni
testiranih ekstrakatari kojimaje 999% inokuliranih mikroorganizama ubijenprikazan je
u tabeli 411.

Rezultati testova (tabela 4.11) su pokazali da su ekstrakti diujpind& pokazali
znal ajnu anti mi kr obanjskih sojevaii yedan &vasach wgpoe#® b a k
pozitivnom kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez

selektivnog dejstva na odreleni soj mikroorg
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Tabela 4.11Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidalna koncentratcijdIC/MBC

(Og/ed9t rakata ploda i Rubssfrgicosib)ymai e i di v
Domaca kopina Divlja knpina Antibiotik
plod st plod st st Ch Tet
Clostridiume 125250 | 63125 | 1616 88 - Vs | 0909
perfringans
Bacilluz cereuz | 125175 | 83113 16783 531 i 58 0,509
Staphylscoccus | gqnas | 31 516 610 . 216 | 0.12/09
GUEFsLs
Listeria 311/63 20/42 8116 6/12 i 818 | 0,46/09
mMonoCYIogEnss
S areing 63/125 31/110 88 68 - 0,52 | 0,06/006
lutea
Micrococcus 125230 | 63/130 3183 20/38 i 11 0,409
Mavus
Gram negatirne bakterije
fj:f:’e”’”'j”“ 187375 | 160320 | 63/125 31/63 16/16 3,875
Fseudomonas | oungs | go/n40 | 31063 20/48 8/8 7575
asruEMoca
Salmonsiia -
112 163 763 .
i 54/187 63/120 6363 47/63 4/4 0,919
Shigella 63187 | 40/120 | 16/63 1452 | 16016 | 006012
JOHRHAED
Elebsiella 125230 | 635/140 31431 25/31 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 mi kr obni Ssoj evi s u bil i rezis
ekstrakt:i d gokazhlieosrddnjupantimigrobeuwaktivnost u odnosu na pozitvnu
kontrolu.

Ekstrakt:i l i stova I domal e i di vl je kup

aktivnost(tabela 4.11pdo d g o v a ekatjakata plddgt o se moge povezat.i
velim emdlavongla | ekstraktima listivije i d o kupiheer odnosu nalod
(tabela49). TakolLe se moge uoliti da su sojevi t es
ekstrakteindomaloednlosppm na divlju gto se opet
fitoaleksina kod divlje kupine.

Grampozitivni sojevi mikroba Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureuslisteria monocytogenesSarcina lutea, Micrococcus flavus

pokazali su v e [osetljivost na testiraneekstrakteu odnosuna gramnegativnesojeve
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(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosé&almonella enteritidisShigella sonnei,
Klebsiella pneumoniaProteus vulgariz Kvasac Candida albicanss e pokazao naj

rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakatas t a i pl oda di vl
kupine iznosile sd60 do 250 i 150/250, zatim MBC 300 do 37384 do 5000 g/ mL , po
redu javljanja).Li t er at ur ni podaci tpot wrelwj uuknagygemose

biljnih vrstana gram pozitivne bakterije u odnosa gram negativne i kvasce (Puuppcenen
P i misat, 2001; Cavanaghsar, 2003).

4. 2.4. Fenolni sadrgaj ekstra

maline (Rubus idaeud..)

Ekstrakatp | oda i | i s tpao kdaazmad i e snuaddbiEmedAVIS | sadr
metodomopisanom u eksperimentalnom deélu j i s worikazanz wthbeliadl2ii na
slici 4.17.

Tabela4.12Sadr g aj ukupni h fenol a, hidroksici met

iz ekstrakata pl oubusdaeubliist a domal e m

- . . | Hidroksicimetne . . .

il | (SRS e O esiee

Domacamalma= | 935,197 | 65192138 5072108 | 824,91 =1134
plod

Domaamalma— | g 25,99 294,71 £3,15 154,42 =406
list

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

Andizom prikazanih rezultata (tabelal?) ut v0Leseongleajdnac ga¢l i S
ukupnih fenola nalazi u ekstraktima plodea | i ne u odnosu na ekstra
maline.

Sadr gaj ukupnih fenola u plodu domal e

fenongp sadr gaj a umalihei Qvi nezultatiosm aii debroj saglasnosti sa
literaturnim podacima za ispitivanja nekih sorti malina (Wang and Lin, 2000; Buricova i
sar., 2011).
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Antoci jani pronaleni S U (tabetad®), (824,9dmp du don
ME/kg). Kol i | i na ukupni h antocijana iz ekstrakt
ukupni h antocijana nalLenih kod drugih (Jak.
antocijani od 231,72 mg/kg.

Listovi su pdglkazal iavweaealidéabaadi@)dListaraline na pl o
jepokazaomnoge e | ir gsad ove kl as® tehblapbdbdosmwmalds,
maline Koncentracija hidroksicimetnih kiselifai | a j e vela u ekstrakt.i
za77,6%% nego u plodyslika 4.17.

1200 -+
1000 -
800 - ] ]
600 -

400 - O Domaca malina — plod

O Domaca malina — list
200
0

. (o)
€noy;, ~'Im '«
V7 ety g Mg
G4 /,r‘j"’ﬁs-/ :ig/ ko) Melkg)
&, Mg
&)

Slika4.177Sadr gaj ukupni h fenola, hidroksicimetr

iz ekstrakata pl o@ubusidaelsilyst a domal e n

U cilju odrelivanja koncentacije fenol ni
| i st a nblmekad rei gl ena | eRetuRati BPL@nantlivadosih ekstrakata
prikazani su u tabeli 43.

Ferulna kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
ploda i lista malineia za 41, 7 i 4einjy €a%stalinkisglenama, peredu e L
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:
hl orogena i ferul na ( pfenolnib giselinas dublitowan j@ &d7 ) . S
strane drugih autora (Mullen i sar., 2002; Mullen i sar., 2003; Jakobek i sar., 2009;
Gasperaotti i sar., 2010Remberg i sar., 2010; Turkben i sar., 2010).
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Slika4.18Pr ocent ni

Tabela 4.13Fenolni sastaymg/kg) ekstrakata plodailiast domai e mal i ne
(Rubus idaeus.)

Fenolno jedinjenje Phﬂ“m‘“ malma__
Kafena kizelma 7.4 =012
Hlorogena kiselma - 3894 2039
Ferulna kizelma 2821 £028 4277 =078
Elagmska kiselma 1378 =019 -
Evercetm-3-glukozd 3.81 =008 -
Futm B2 =012 817017
Mircetin 10,17 =011 3214 =103
Eemferol-3-glucozid - 3789 =120
Exvercetm 7.2 20,20 210,51 £7.26
(+)-katehin - 1844 2047
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 Flavenoli 2941 =023 30831 =4 49
% Flavan-3-oh - 1844 =026
¥ Antocijani 673,34 =668 -
3 Fenolnih jedinjenja 75288 =692 564312611

Beziltati su 1zraZent kao srednje vrednosti = 5D (n=3).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Fenolne kiseline

Kvercetin
24,55

Flavonoli

Pelargonidin-soforozid...

Cijanidin-rutinozid

Antocijani

udeo
(Rubus idaeus.)
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100%
90%

80%

Kvercetin
68,28

70%

60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

Fenolne kiseline Flavonoli Flavan-3-oli

Slika4.19Pr ocent ni udeo fenolnih jedinjenja u
(Rubus idaeuk.)

Najvd i s afthv gmo |l a pr o n a Lirenzatimas plodu Hvércetinje ma |
najzastupljeniji u ekstraktimdista maline ali talko L' e | e  uisustvwo keenferol p
glukozida, miricetina i rutina(prilog, slikaP18. U plodu | e kvercginal eno pr
miricetina, rutina ikvercdin-3-glukozida (prilog, slikaP40Q. Li t er at ur ni podac
potvr Luju p tinasiurgegovilo derkvatakao c ppedominatnih flavonola u
ekstraktima maline (Mullen i sar., 2002; Mullen i sar., 2003; Jakobek i sar., 2009; Turkben

sar., 2010).
U ekstraktimdistamalineut vr Leno | e -3pla,(+ykatshirv o f | avan
Anali zom HPLC dij agr amadjanatuveksttaitima plgdee pr i s

maline (prilog, slikaP41). Najzastupljeniji su iganidin-sofrozid, cijanidin-glukoruinozid,
zatim cijanidinrutinozid. Ta k o L e | epelargonidinsoforazaid u iekstraktima ploda
domal e (tabeld 412 erilog, slikaP41). Predominatni antocijani, derivati cijanidina
i pelargonidina, u plodovima malina publikovali su i drugicauiMullen i sar., 2002;
MaattaRiihinen i sar., 2004; Kassim i sar., 2009; Remberg i sar., 2010).
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4.2.5. Antioksidativna aktivnost ekstrakata plodailistad o ma | e

maline (Rubus idaeud..)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda | i st a mal i ne od
DPPH testoma rezultaianal i zay r e d n asg(g/ml)EpEkazani su u tabeli

4.14. Svi ekstrakt:i p o k avauaaktivhossBkstraktnpdotaamalmer ant i
pokazal. S u artiaksidaZivBiWoktivnost] od ekstralata lista maline. Jaka

antioksidativna aktivnost ekstrakat a pl oda
jedinjenja u njima gto ukazuje da ova |jedi
ispitivanih ekstraktaU p o r e ltezyltae HRLC analize fenolnog sastava ekstrakata ploda
i lista domabel mmasi h®) i odgogavaljajelivh edhs
(tabela 4.14u 0|l ava se daajswui @ea t dogantioksidagivioj aktivnost
ekstrakata ploda maline

Literat ur ni podac.i takolLe potvrLuju jaku ant
mal i ne | njihovu visoku korelaciju sa ukupn
Wang i Lin, 2000), kao i ekstkéa lista maline (Wang i Lin, 2000; Buricova irs&2011).

Tabela 4.14Antioksidativna aktivnosECso (mg/mL) ekstrakata ploda i lista
domal e (Rublisidaees.)

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 plodailised o ma | e

maline (Rubus idaeud..)

Antimikrobni potencijal testiranih kstrakata ploda i lista@ma | e nrRadus ne (
idaeusL . ) odr el enl waiekme nmmektrooddd opi sane u ekspe:
preko minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC)
prikazan je u tabeli 4.15.
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Iz tabele 415 moge se zakl juliti da su testirar
pokazal. znalajnu antimi krobnu aktivnost na

uporediv sa pozitivnom kontrolomni antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),

bezseekti vnog dejstva na odreleni S 0] mi Kkr oor
jalu antimi krobnu aktivnost (i do 50% kod ne
ploda maline (tabela 4.15) gto se mhge pov.

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

Tabela 4.15Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidali@ncentracija MIC/MBC
(Og/ mL) ekstrakata pRubudidaeis) | i sta domal ¢

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 o 55
Samanal 635/123 55/110 4/4 - 0.91.9
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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Grampozitivni sgevi mikroba Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureuslisteria monocytogenesSarcina lutea, Micrococcus flavus
pokazal. su velu osetljivost -nemativheesojever an e
(Escherichia coli, Pseudomonas eauginosa, Salmonella enteritidis,Shigella sonnei,

Klebsiella pneumoni&roteus vulgaris

Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda maline kaskria
monocytogené i | e su 20/ 31 i 3Bs¢h&ithie Gofjznosile 140/860 k s u k-
150/ 320 Og/ mL, po r edGandidaalbichnijng ap o kkavzaasaa cn akjawn
rezistenciju na oba ekstrakta (MIC vrednosti kod ekstrakata lista i ploda maline iznosile su
120 do 230, a MBC 384 do 500 Og/ tkwobnihbo r edu
sojeva na ekstrakte maline je u dobroj saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Patuppone

Pimi2&a i sar., 2mW81; Cavanagh i sar.,

4.2.7. Fenolni sadrgaj Rhkssatrakat a

caninal.)

Fenolni sadr galji ®tka t g iakwiVI&mepatiarts@mgagom UV
u eksperimentalnom delu prikazan je u tabelb4 na slici 4.20

Tabela4.16Sadr g aj ukupni h fenola, hidroksicinm

il z ekstrakat a Robacahed.) ' i sta gipurk
o . . | Hidroksicimetne i .
Biljni materijal IE:: %‘ﬁgh kiseline EE:‘;EF;;J
_ g Lo (me CAF/ke) E
Sipurak - plod 218,11 =534 39,16 =0.73 5187 =138
Sipurak - list 122394 =769 210,07 =4.92 740,25 £ 5,11

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

Analizom rezultata prikazanih u tabelil8. utvrdeenal agjendgael i S
ukupni h fenola nalazi u ekstraktima |ista g
Sadr gaj ukulstn g hp jeezmaBB88% wel i od wlwpmsoagr rfjan a
plodag i p (stikk 4.20) Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim za Resa
vrste (Yiisar.,, 2007) L1 st ov i Ssu pokazal.] veli gspdimrka]j f
Listgi pur ka jve Isiapdordgmddpsetenolaitoza’l8, v el i u plainosu na
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g i p (shkl 420. Koncentracija hidroksicimetnih kiselinaekstaktimalista g i pur k a

i e v &1,38%neg uekstraktimeplodag i p usliki 420.(

U

listagi pkroka gl ena

gipu

1400 -

1200
1000 ~
800
600
400 o
200

Ukupn fenoy;j (mg gfro

E/kg)

ksici

n

avong|
Metne kisefi

i (mg Qp

> CAL/kg)

B Sipurak - plod
0 Sipurak - list

Slika4.20Sadr gaj

i z

cilju

rka prikazan

ekstrakat a Robacahmd.) | i

odrelivanj a

j e

na

koncentacije

s |

i kama 4.

st a

21
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Tabela 4.17Fenolni sastavig/kge k st r ak at a

p | (Rodazcanind.) i st a

gi I

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

ekstrakti

Ost al
P19) ,

ma | is
e i denti fi
dok su wu

i prilog: slika P45).

Slika4.21Pr ocent ni

t a
kovane

pl odu

f enol

ne

gi purka wu

g i lenjursk astalimzkiselindn2a, (ikks 4.22). g e u
ki €edg,slike u |

i s

najveloj konc
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100% Kvercetin  3.87
90%
80% .
: p-kumarinska
70% kiselina Kemferol-3-
57,9 glucozid
Gies
60% 63,48
50%
40%
. Hlorogena
30% Miealfirg Miricetin 7,94
20% 28,14 Rutin
16,63
10% Kafena kiselina - 5
Kvercetin-3-glukozid
0% 14,05 2.07
Fenolne kiseline Flavonoli

Slika4.22.Procentnideo f enol ni h jedinjenja u ekst

(Rosa canind..)

Na osnovu HPLC analizetvrleno jedaj e s aldir g aj folnatY@emo lua
ekstraktima listai odnosu nalpo d @ iKepmferok3aglukozidi rutin su najzastupljeniji u
ekstraktimalista, ali takd. e | e ut vr L e n tn-3-glukazidas tnivicetia k v er c e
kvercetina (prilog, slika P20, dok je u ekstraktima plodat vr Leno samo pri
kvercein-3-glukozida(prilog, slikaP46.

Flavan3-o | i su t akou ee kdsettreakkt tairkeasdentifikowadaasu g i p
dvaflavan3-olna monomera: (+ katehin, ) - epikatehin i jedan dimer, procijanidin B2
(prilog, slika P47)

4.2.8. Antioksidativna aktivnost ekstrakata plodailistagi pur k a

(Rosa canina..)

Antioksidativna aktivnost ekstrakt a dobi j eni h od ploda i [
DPPH testoma rezul t at.i anal i gémg/ml) prikeaaipiesn u tabelir e d n o g
4.18. Svi ekstrakt:i p o k avna aktivnostda | mn alnajimk sadgat
aktivnost pokazali su ekstrk t i | i sktoaj i g iipnuarjkua , i veli ukupni
odnosu nakstrake plodaza 49,73%Upor e L uj ul i rezultate HPLC a
ekstrakataplodailistag i p utebela4.Z) i o d g vredaostiEEgowidg ov ar aj ul i h
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ekstakata (tabela 48) uol av aflagmeoli idemolns kiselineodgovorn z a | al u
antioksidativnu aktivnosekstrakatdistag i p w odaasu na plad

Zanal ajnu korelaciju izmelu sadrgaja ukupnih
g i p u wukdikowli sp Yii sar,. (2007).

Tabela 4.18Antioksidativna aktivnost, E4&g (mg/mL) ekstrakata ploda
[ | i st RosgicarnaL.y k a (

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 plodailistagi pur k a

(Rosa canina..)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i ligga p ui rzkr agpceleon
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 419.

Iz tabele 4.19mo e se zakl!l juliti daplsada egitp uak
pokazal. znal ajnu antimi krobnu aktivnost na
uporediv sa pozitnom kontrobm tri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),

i to bez ikakvog sel ekt ioganamga. dej st va na odr e

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da €t r a k t i pokaaujgu pjuak:
antimi krobnu aktivnost u odnosu na ekstrakt
povezat.i sa znalajno velim sadr ganpbsmuf enol n
odnosu na plod (tabela 4.16).

Grampozitivni sojevi mikroba Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphilococcus aureud.isteria monocytogenesSarcina lutea, Micrococcus flavuy
pokazal. su velu osetl i swmtgramegativheesojever a n e
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginos&almonella enteritidis,Shigella sonnei,

Klebsiella pneumoni&roteus vulgaris
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Vrednosti MI C/ MBC za testir a$taphileckcesusr akt e
aureus bile su30/48 i 60/1000g / mL , d oHBschesidhie ¢oldzdosile 140/260 i
160/ 320 Og/ mL, i@ampoziivhel baktedjer buj a@setljvipe.od gram

negativni h bakt er i jamarningpodacimagYi iusar.s 2007a KKwasacs a | |
Candida albicanse pokazao najvelu rezistenciju na ob
ekstrakata |ista i12pl dobda 2&%i0Op urak aMBiCz B®ADi ldeo s51

javljanja)

Tabela 4.19Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidaliencentracija

iMICCMBC( @/ mL) ekstrakat aRogakamidda) i | i sta @i
Sipurak Antibiotik
plod list St Ch Tet
Gram pozitivoe bakterge
Clostridium -

. 110240 53/110 i 18 0,909
perfringaas T
Bacillus ceraus 83/ 123 33/63 . B8 0,909
Staphyiacoceus 60/100 30/48 : 216 | 012008
duFsis
Listeria 31/48 31731 i 8/18 0,46/09
MOROCVIOESHED
sarcing 63/80 48/80 i 0,52 | 0,06/006
lutea
Micrococcus 120183 63/110 i 11 0,409
Mavus
Gram nesativne bakterije
Escherichia 160320 140260 16/16 1875
coli
Fssudomonas 63/150 60/120 8/8 7575
aeruEmosa
Salmonsiia -

7 3 .
I 80/125 63/110 474 0,919
~higella 63/140 50/100 16/16 i 0.06/0.12
SOHHAEL
Kebsiella 110183 63/110 i i 0.91.9
DHeumon g
Frotsus 65/125 50/110 i i 1.91.9
vilgaris
Evasac
Candida 250/500 125390 : : 16/16
albicans

St — streptomicm; Ch — hloramfenikol; Tet — tetraciklm.
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4.2.10. Fenolni sadr gaj

spinosal..)
Ekstrakat. pl oda i I
opisanom u eksperimentalnomdelu j i s u

Tabela4.20Sadr gaj ukupnih

(Peukust r ak at

sta trn-Vismewodomokazali

fenol a, hi

iz ekstrakata ploda i lista trnjirlrunus spinosa ..

- . | Hidroksicimeine I .
Bifai material ‘E‘““l;';lggh kiseline E”“‘&’F'j:; f‘“'ﬂ,ﬂ
_ e (me CAF/ke) e me AR
Tmjma - 902,83 =1146 7283 179 64722118 | 69814 27,03
plod
Imjma - 517,29 26,21 47052345 | 229162351
list

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

dr ok si

rezul t a&0iinaspcrdi2k az an i

Ci

I

Analizom ovi h r ez u?20t slikaat.23ujé¢ daselzemmd a{ nab eled

sad ¢ aj ukupni h fenola nalazi u ekstrakt:i

trnjine.

1000
900
800 :
700 | | —
600 | 5
500
400
300
200
100

H, _ Fi
dro Sicimeg av?noff m
GAE/jg) © Kiseling

ntOC
& Qb/kg)

G Trnjina - plod

B Trnjina - list

Yani (m,
& My
g8)

€ CAE/kg)

Slika4.23Sadr gaj ukupni h fenol a, hi droksi

iz ekstrakata ploda idta trnjine(Prunus spinosa L.)
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Sadr ¢ anjh fenolawlodu trnjine je za 42% v el i od ukupnog
sadrlgtatngne.Dr agteiel ac sar . (2007) su nagl: uk
858 mg/kgu ekstraktimaplodova trnjine.Antocijanisupr onal eni strajimeo U p | ¢

(698,14N 7,03 mg ME/kg) (tabela 420i slika 4.23. Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti sa
literaturnim podacima publikovanim od Sikora i saf2013), gde su kvantifikovani
antocijani od 715 ,( 2mgl¥4k)g.s Wenadlkiovzidaliajsmo .m
antocijana u ekstrakti ma trnjine dobijenilht
antocijana bio je od 110 do 265 mg/kR)i st o v i su pokazali veldi s a
na plodtrnjine. Listtrnjinejepok azao naj veli sadr7f# voeviei ku as
odnosu nalod (tabela 420i slika 4.23 .

U cilju odrelivanja koncentacije fenol ni
listatrnjinek or i gl ena | eRezdlfatlHPLOnaratiamwhaekstrakata prikazani su
u tabeli 421. 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 ispitmaekstraktima
l'ista trnjine, za 47,88% vige u poredjenju
identifikovane fenolne kiseline u ekstraktima lista i ploda trnjine bile su: kafena i p
kumarinska (prilog, sli ke P21isar, (®Bpsu po r e
detektovali kafenu i neohlorogenu kiselinu u ekstraktima ploda trnjine.

Naj vel.i sadr gaj flavonola pronalen je u
Kemferobk3-gl ucozi d je najzastupljenijie wtekdttmak
prisustvo rutna, miricetina, kvercetBaglukozida i kvercetina (slika 4.25 i prilog: slika
P36), dok je u ekstrakti ma3gpKoaddiautinatisika Leno p
4.24 i prilog: slika P22). Drugi autori su identifikovali mietin i kvercetin kao
naj zastupl jenije flavonole u ekstraktima pl o

U ekstraktima ploda trnjine identifikovan je flav@8mIni monomer, (+katehin, i
jedan dimer, procijanidin B2 (prilog, slika P38), dok u ekstraktirsia liova jedinjenja nisu

identifikovana.
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Tabela 4.21Fenolni sastaymg/kg) ekstrakata ploda i lista trnjir@runus spinosa ).

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).

Anali zom HPLC hromatograma utvrlLeno je pr
trnjine (prilog, slika P37)Ova gdinjenja bila su prisutna u plodu trnjine sa 23 i 47% od
ukupnog fenol nog sadr gaj a e kgtukorich lbia t j& pl od
naj zastupl jeniji u ekstrakti ma pl-sofdezidd, r nj i ne
peonidinglukozida i ponidinrutinozida (slika 4.24).S1 i | an antocijanid
publikovali sui drugi autori, gde preovladavaju derivati cijanidina i peonidina (Stefanut i

sar,®11; Velilkovil i sar., 2014).
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Slika 4.21. Procentni udeo fenolnih jedinjenjeelstraktu ploda trnjine

(Prunus spinosé..)
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Slika 4.5. Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista trnjine

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

(Prunus spinosd..)

Antioksidativha aktivnas ekstrakata dobijenih od plod
DPPH testoma rezultati analiza zr ageni \éor(negfinh) qiikbzani si G tabeli
4.22. Svi ekstrakt i amiakddaina akiivnost.da | mn alnajimk si dat
aktivnost pokazalisu ekstrakti ploda trnjineu p or e Lekstraktma Ista. Jaka
antioksidativna aktivnds ekstrakata ploda trnjn@dgovara velem sadr ga
jedinjenja u njima gto opet wukazuje da ova
ispitivanih elstraktaUp or e L uj ul i rezultate HPLC anali ze
i lista trnjine (tabela 4D | odgovar ajssoidgovaedpasth EEstra
4. 22) uo| aantacijasiedgowban z au j al u anti oksid#&,ati vnu
plodatrnjine.

Jaku antioksidativnu aktivnost kao i dobru korelaciju sa ukupnim fenolnim
sadr gajem ekstr aktdr uginja utzelaoisanv(2DIT;afans ul
sar., 2011; Sikora i sar., 2013; Velilkovil

Tabela 422 Antioksidativna aktivnost (E€s, mg/mL) ekstrakata ploda

i lista trnjine Prunus spinosa..)

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

4.2.12. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ploda i listatrnjine

(Prunus spinosd..)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakata ploda i lista trnjperia g ene pr ek o
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je
u tabeli 423.

l z tabele 4.23 moge se zakIl juliti da su t

znal ajnu anti mi kr ob n usojev ijadankvasad kojirjgaoredivsa b akt er
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pozitivnom kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez
selektivnog dejstva na odreleni soj mi Kr oor ¢

jalu antimi krdbpopesuahkti ekestrabt e ploda trnji

povezat. sa znalajno velim sadrgajem fenoln
odnosu na plod (tabela 4.21). Ovo ukazwuje n
aktivnost testiranikt k st r akata i sadrgaja pojedinih kI as
su izvestil: i drugi autori (Velilkovil i sa

Tabela 423. Minimalna inhibitornai minimalna baktricidaln&oncentracija

iMICMBCOg/ mL, ekstrakad a pl oda i I i st
Trnjina Antibiotik
plod list St Ch Tet
Gram pozitivoe bakterge
Clozoridium -

. 108230 53/110 i /8 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
MORACVIogEnEs
=arcing 6363 40/70 i 0,572 0,06/0,06
lutsa
Micrococcus 110/150 60/100 i 1/l 0,40.9
Mavuz
Gram nezativoe bakterije
Escherichia 150280 125230 16/16 : 1875
cali
Fasudomanas 60/125 60/110 5% . 1575
asruEmMosa
Saimonsiia e
teviridic 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
DPHaumonia
Froteus 60/120 50/100 i i 1,919
vulgaris
Kvasac
Candiia 240500 120380 i i 16/16
albizans

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

Grampozitivni sojevi Clostridium perfringensBacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenesSarcina lutea, Micrococcus flavus pokazal i su

osetljivost na testiraneekstrakteu odnosuna gramnegativnesojeve (Esclerichia coli,
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Pseudomonas aeruginos8almonella enteritidisShigella sonneiKlebsiella pneumonia,

Proteus wvulgarisz Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakiista i ploda trnjine kod
Staphilococcus aureusile su30/31i 60/100 Og / mL , d &khergkhie ciiiendsile

150/280i1 83/ 340 Og/ mL, po r ed Canglidaalbicansj@polkazao Kv a s a c
najvelu rezistenciju na oba ekstrakta (MIC
iznosile su2 5 0 i 500, a MBC 5m@a).LOdg/emla,t upaoir @du ajca:
nage rezultate tj bilnierdtana gaak pazitivnedbakterijeculodnosu a k at a
na gram negatne i kvasce (Puuppondhi mi 2, 2001; Gamanaghsar, 2003).

4. 2. 13. F e ekstrbkata plosiailista glaga(Crataegus
oxyacanthal.)

Ekstrak i pl oda i |l ista gl oga poWKSmetodom su f e
opi sanom u eksper i pubat prikakani cuabeli €4a slici4.26i s u r e

Tabela4.24Sadr g aj u k u poksicitmetnih &iselina idlavonbla d

iz ekstrakata ploda i lista glog&rataegus oxyacantha)L

. . . | Hidroksicimetne .
Biljni materijal ‘E"“IE‘EE‘ kiseline (““‘E’EFI’;
e (me CAFke) e
Glog - plod 106352295 | 25742040 6947 =102
Glog ist 184572273 | 4693 =071 BN =11

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

Anali zom ovi h jegabenldRfdtaa swet wie gn oskaudpni h f e
nalazi u ekstraktima listglogau odnosu na ekstrékiz plodaglogaSa d r § a | ukupnih
u listu gl oga 9§ ad rappijGdenddwplodudksiraktmoda gloga je
pokazao 11,65% veli s akdtrakiistgglodalsikad®®h ol a u odno
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450
400
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200 OGlog Plod

150 B Glog —list
100

50

Slika4.26S a d r ¢ a | fenol&, higraksichmetnih kiselina i flavonola

iz ekstrakata ploda i lista glog&rataegus oxyacantha)

Koncentracija hidroksicimetnih kiselif@la je manja vekstraktima ploda glogaa
55% u odnosu na koncentraciju ovih kiselina u ekstraktu lisgagslika 4.2§. Antocijani
ni su pr ekstraktinegoiadai listagloga.

U cilju odrelivanja koncentacije fenol ni
l'ista gl oga kor i Bezutai /PLL enaligaPolitCekatregat pokdzansu
u tabeli 4.25Procentni 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 485% u odnosu na ukupne fenolne kiseline zastupljene u listu (slika 4.28).
Ekstrakti lista gloga pokazali su i prisustvépmarinske kiseline (prilog, slika P14). Ostale
identifikovane fenolne kiseline u ekstraktima ploda gloga bile su kaferumarinka
kiselina (prilog, slika P48). Salmanianis&r.2 014) su nagl i kafenu i
ekstraktima gloga, dok su Aneta i Oszmianski (2007) identifikovli samo kafenu kiselinu, a
BahriSahloul i sat.(2009) samo hlorogenu kiselinu.

ANA S. MILENKOVIL ANpnELKOVI L 93



DOKTOR SKA DISERTACIJA

Tabela4.25.Fenolni sastamg/kgekstakata ploda i lista glagCrataegus 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)
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Slika 4.28 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstrali$ta gloga

Sledel a
gloga su flavonoliMiricetin i rutin su najzastupljeniji ekstraktimdista gloga a | i

ut v r Lrisusteo kvercetin3-glukozida, kverctn-3-galakbzida, kemfereB-glucozida i

(Crataegus oxyacantha L.)

kl asa fenolnih jedinjenja

kvercetina(prilog, slikaP15, dok suu ekstraktima ploda identifikovani rutikyercedin-3-

koj a |
takole

glukozid i kvercetin(prilog, slikaP49. 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, 28@hr+Sahloul i sar., 2009).

U ekstraktima lista glog@ r o n asl #amain3-olni monomer, (+)-katehin i(-)-

epikateln, i jedan dime, procijanidin B2 dok je plodu identifikovan samitavan-3-olni

monomey (-)-epikatehin HPLC hromatogramploda i listagloga su prikazani u prlogu,

slike P16 i P5Q, po redu javljanja

4.2.14. Antioksidativha aktivnost ekstrakata plodai lista gloga

(Crataegus oxyacanthd.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dob

DPPH testoma rezultati analiza zr ageni
426. Manje EGovr ednost i
ekstraktip ok az al i

antioksdatvaualdiynosuEkstrakti lista gloga pokazali su
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nestojal u anti oksi dat i v nueksadké plodamgloga ta 837%dakan 0 S U  n &
antioksidativha aktivnosbvih ekstrakataje povezana sa visokins a d r gfanpl@hm

jedinjerj a u n jukamj@ dagdva jedinjenja doprinose antioksidativnoj aktivnosti

ispitivanih ekstraktaUp or e L uj ul i rezultate HPLC anali ze
i lista gloga (tabel 4. 25) i odgovsaodgaVvar ajrweidinto se k s tErCa
4. 26) uolava se da su fenolne kiseline od

ekstrakatdista glogaZ n a | a j n idativenun aktivioo$t ekstrakatdaga publikovali su i

drugi auobri (Salmanian i sar., 2014

Tabela 4.26Antioksidativna aktivnost, E€g (mg/mL) ekstrakata ploda

i lista gloga Crataegus oxyacantha)

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 oxyacantha)

Antimikrobni potengal testiranih ekstrakata ploda i listglogai zr a g en pr ek
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 427.

l z tabele 4.27 moge se zakl juliti da su t
z n gnu antimikrobnu aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac kqjgeediv sa
pozitivnom kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), bez
selektivnog dejstva na odrelLeni solji mn&gtomr
jalu antimi krobnu aktivnost u odnosu na eks
povezat.i sa znalajno velim sadrgajem fenoln
odnosu na plod (tabela 4.25).

Grampozitivni sojevi Clostridium perfingens, Bacillus cereus, Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenessarcina lutea, Micrococcus flavus pokaz al i s u
osetljivost na testirane ekstrakte u odnosu na gregativhe sojeveHEscherichia coli,

PseudomonaseruginosaSalmonellaenteitidis Shigella sonneiKlebsiella pneumonia,
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Proteus vulgariz Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i ploda gloga kod
Staphilococcus aureusile su50/70i 80/1200g / mL , d &$cherchie cklianbsile

150/ 280 i 1 8 3/ Ju4javljanfa.gSAlmmnian i sap.(2004¢ @vestili su o
antimikrobnoj aktivnosti ekstrakata gloga testiranih na odabrane -gpaitivne i gram

negativne baktgske sojeve.Kvasac kandida Gandida albicansj e pokazao naj
rezistenciju na oba ekstrakta K®™vrednosti kod ekstrakata lista i ploda gloga iznosile su

250 i 500, a MBC 500 i 500 Og/mL, po redu j a

Tabela 4.27Minimalna inhibitorna minimalna baktricidalhk@ncentracija
i MIC/MBC (O g / )rekstrakata ploda i lista glog&rataegis oxyacanth..)

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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43.Fenol ni sadrgaj, antioksidat

aktivnost odabranih biljnih vrsta familije Grossulariaceae

4. 3.1. Fenolni sadrgaj ekstrakata

(Ribes nigrumL.)

Ekstrakati ploda i lista crneérbi z | e pokazal. su-Visenol ni
metodom opisanom u eksperimental nominhel u | i
slici 4.29

Tabela4.285S5adr g aj ukupni h fenola, hidroksicinm
iz ekstrakéa ploda i lista crne ribizleRibes nigruni.)

Ukupni fenoli Hidrolsicimetne Flavonoki Antocijani

Biljni material kiselin

! (mg GAEkg) (mg C.—"sEﬁi 9 (mg QEkg)  (mgMEkg)
Cmaribizla- | 3\ ooyisom | 40152121 69722193 | 321141 247,03
pled
Cmaribzla - 641.95 =408 78,19 2211 42765 2207

list

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

Anali zom pri kaz are(thbela £&i slikat429 dasarztnvarl lag mm
velirgagdukupnih fenola nalazi u ekstrakti ma
lista crne ribizleS a djukppnih fenola u plodu crne ribizle je 9898% v e | i od ukupr
fenolnogs a d r @ lssty arne ribizleVi sok sadr gaj ukupni h fenol
ribizle izvestil su i drugi autori (Jakobeksar., 2007; Vagiri i sar., 201 Petrisor i sar.,

2013).Li st ovi su pokazal!] veli sadr gaj fl avono

plod kod crne ribizldslika 4.29.Li st crne r i bi zslaed figyemglpicdk az ao r

za 4538 vel i u odnosu na pl od. Ko o ekstraktimaa c i | a
listabi | a | 48,65%rego u pladu crne ribizkentocijanisupr onal e n i samo u
cme ribizle(slika 4.29. Uk u p n i sadr gaj antocijana u plodu

(mg ME/kQ).Ovi rezultati su u dobroj saglasnosti lgaraturnim podacima publikovanim
od Jakobek i sar(2007) iPetrisor i sar.(2013)
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U ciliju

|l i st a crne ri bi

odrelivanj a

koncentacije fenolni

zl e korigiena je HPkaa metod

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.

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

A Crna ribizla - plod

B Crna ribizla - list

Uh!p”’ €hoy; IQ(ro’{’sfcr favo” "(n o Yanj
i n%,GA e O&Eeﬁ ¥3Q¥7%y ﬂ4€4%y
e (n}gc
Slika4.29Sadr gaj ukupni h fenola, hidroksicim
iz ekstrakata ploda i lista crne ribizRibes nigruni.)
Kafena kiselina bila je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima

ploda crne ribizlel i j i j e o kiselingkomws&stavu io 7@2(slika 4.30).U
ekstrakt ma pl oda c¢crne ribizle takolLe je identif

zastupljene su: hlorogena, kaferakumarinska i ferulna kiselingprilog, slika P1)

Jokobek i sar. (2007) su identifikovali kafenup-kumarinsku i ferulnu kiselinuu

ekstraktima crne ribizle.

Sadrgaj f

ploda crne ribizle. Kemferé8-g | ucozi d

utvrleno i vel.i

avonol a

bio je veli u ekstrakt

je najzastupljeniji u

k o pr tinsS-glekozrday kveragettna inrairjcetinaat i m

(slika 4.31 i prilog: slika P2)U plodu crne ribizle pored navedenih identifikovanih

fl avonol a

ut vr L e n o-3-galaktozida. pastavsflaveriola a ekktrakéimac et i n

crne ribizle je u saglasnosti sa litenaim podacima gde su indetifikovani kvercetin,

miricetin i kemferol kaalominatni flavonoli (Jakobeksar., 2007; Vagiri i sar., 2102).
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Tabela 4.29Fenolni sastamigkg) ekstrakata ploda i lista crne ribizlRibes nigrum L.

Fenolno jedinjenje Pm‘cm‘ ribula
Kafenz kizselina 2381 1822
Hlerogena kizelina - 1917
p-Eumarmska kiselma - 1328
Ferulna kizelina 1011 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
% Flavonoli 6156 IZEH
% Flawvan-3-cli - 6,96
> Antoctjani 303079 -

% Fenelnih jedinjenjza 314627 42183

Fezultati su izrafeni kao srednje vrednosti = SD (n = 3).

Cijanidin-rutinozid 1,55

100%
Ciian SHRMSISR 1.5

90% Cijanidin-glukorutinozid 2,23
80% L

° Miricetin
0% 17,43

Cijanidin-sofrozid

60%

68,16
50%

40%
30%
20%

10%

0% -
° . galaktadif 0,48
Flavonoli Antocijani

Fenolne kiseline

Slika 4.30 Pracentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda
crne ribizle (Ribes nigruni..)
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100%

Ferulna kiselina
90% 10,24

80%

Kemferol-3-
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

Fenolne kiseline Flavonoli Flavan-3-oli

Slika 4.31 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista crne ribizle
(Ribes nigrunt..)

U ekstraktima lista crne ribizle a L ewnjedan flavar3-olni monomeri jedan
dimer. ldentifikovan su (+)-katehin i procijanidin B2(prilog, slika P3). U plodu nisu
identifikovani flavan3-oli. Vagiri i sar, (2012) su identifikovali katehin, epikatehin i
procijanidine u listovima i ostalim delovima crne ribizle.

Analizom HPLC hromatogramait vr Leno | e p same wekdtrakimaa nt o cC i
ploda crne ribizle Cijanidin-sofrozid bio jenajzastpljeniji u ekstr&tima ploda, zatim je
ut vr kegko prisustvo delfinidirrutinozidg a identifikovani su i definidirglukozid,
deffinidin-galaktozid, cijanidirglukorutinozid, cijanidin-glukozid i cijanidinrutinozid
(slika 4.30Q. Vagiri i sar, (2012) su identifikovali derivate delfinidina i cijanidina kao

predominatne antocijane u plodu crne ribizle.

4.3.2. Antioksidativha aktivnost ekstrakata ploda i lista crne

ribizle (Ribes nigrumL.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i lcstee ribizleo d r e L e n a
je DPPH testoma rezultati analiza zr ageni  ¥o(ngkhl) prikdzani siE (Ctabeli
4.30. Svi ekstraktipok az al i su znal aj n uEkstaktt ploddcreid d at v n u
ribizepokazal.i s u | aaktiunostod ekstalktaslistalra tibizle za 079,4%
Glavni razlog v e | amtjoksidativnojaktivnosti ekstraktep | 0 d @ mo $gtevisak@ pr i p i
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koncentraciji antocijana u njimgabele 4.2814.29a k o i dal je doprinose
ukupnih fenola u ovim ekstraktimaJokobek i sar.,(2007) su izvestli o jakoj

antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata crne ribizle.

Tabela 4.30Antioksidativra aktivnostECso (mg/mL) ekstrakata ploda
i lista crne ribizlg(Ribes nigrurmi..)

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

4.3.3. Antimikrobna aktivhost ekstrakata ploda i lista crne

ribizle (Ribes nigrumL.)

Antimikrobni potencijal testiranitekstrakata plodailistar ne r i bprekbe i zr a
minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 431

l z tabele 4.31 moge se zaklIl juliti da su
pokazal. znal ajnu anti mi kr eJnjedanakkasac koji @ s t na

uporediv sa pozitivnom kontrolotn antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol),

bez selektivnog dejstva na odreleni SO0j mi |
pokazl: negto vel u aosunamkstkakteoptodawcrneribirle (labelast u
4.31) gto se moge povezat.i sa velim sadrgaj

lista u odnosu na plod (tabela 4.28). Gspazitivni sojevi Clostridium perfringens,

Bacillus cereus, Staphilococcus aus, Listeria monocytogenes,Sarcina lutea,

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginos&almonella enteritidis,Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniaroteus vulgris). Vrednosti MIC/MBC za testirane ekstrakte lista i

ploda crne ribizle kodstaphilococcus aureusile su48/63i 60/1000g / mL , dok su |
Escherichie coli znosi |l e 125/ 250 i 150/ 280 Og/ mL, p (
(Candida albicansje pokazanaj vel u r ezi st e nMNIC jyrednostiskodo b a e k
ekstrakata lista i ploderne ribizleiznosile su220i2 8 3 Og/ mL, a MBC 385 i

po redu javljanja. Literaturnpodacip ot v rnlaujjeuz ul t ate tj . velu akt
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biljnih vrstana gram pozitivne bakterije u odnosu na gram negati kvasce (Puupponen
Pi mi & 2001; Gamanagh i saP003).

Tabela 4.31: Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidakeacentracija
i MIC/MBC (O g / )rekstrakata ploda i lista crnibizle (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
Misrococcus 80/150 63./120 - 1/1 0,409
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
PHEUmoNa
Proteus 48/125 11/125 1,91.9
vulgariz
Kxyazac
Cimr!dh’u 283500 220385 - - 16/16
albicans

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

4. 3.4. Fenolni sadrgaj ekstrakata
(Ribes rubrumL.)
Ekstrakat:i pl oda i |l ista crvene -Nisbizl e

met odom opi sanom u eksper ipnkazant a tabelo4B82 dnal u | i
slici 4.32
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Tabela4.32Sadr gaj ukupni h fenol a, hi droksicim
iz ekstrakata ploda i lista crvene ribizRRibesrubrumL.)

Hidroksicimetne

. v Ukupni fenoli . Flavonol Anitocijani
Biljni materijal P . kiseline . !.
” (mg GAE ke (me CAE/ke) (mg QEke) (meg MEke)
Crvena ribizla - 179,16 1725 82,69 1409.53 217,96
pled
Crvenaibizia - 215420 711,92 1309.70

list

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

Analizom prikazanih rezultata (tabele32.i slika 4.33 ut vr edas@z nal aj no
velirgsaad ukupni h f en distecrvemaribialezuiodnosu eakelsstrakt@ik t i ma
plodacrvene ribizleeSadr g aj u k uljsto entene frilezieje Fadl0,1@ v el i od
ukupnog fenolnog s a d & §m@odu crvene ribizle(slika 432). S1 i | an sadr gaj u
fenola u ekstraktima crvene ribizle izveissii i drugi autori (Jakobeksiar., 2007 Petrisor i
sar., 2013 Li st ovi su pokazal. veli sadr gaj flavor
na plod crvene ribizleList crvener i bi z1 e j e p a# dl@anplainoazav el i
86,43% vel i u o d%ad nuigrakscimgrie &iseline su u ekstraktima ligga
97,57%v e hego u plodu crvene ribizislika 4.32)Ant oci j ani pronaleni s
crvene ribizlgtabela4.32 islika4.32. Uk upni sadr gaj crenetribizejej ana u
(1409, 53 N 17 08rezulmtysu Mdbbrdj spylasnosti sa literaturnim podacima
publikovanim od Jakobek i sa(2007) iPetrisor i sar.(2013)

U cilju o emtaeije fenolaiim jpdanjerkaa testiranim ekstraktima ploda i
lista crvene ribizle koriglena je HPLC met c
prikazani su u tabeli 4.33. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda i
lista crveneibizle prikazan je na slikama 4.33 i 4.34, po redu javljanja.
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2500
2000 %
1500 8 _
1000 % O Crvena ribizla - plod
. /% i Crvena ribizla - list
%
= »
.
-
0 -
. A Anton..
Ypn; fen Sicim, aVO"’Olf / roc‘?&m' (
4 E/k:)ne Kise/jne i??:;f) 8 Mgy kg)
ke

Slika4.32Sadr gaj ukupni h fenola, hidroksici
iz ekstrakata ploda i lista crvene ribizRibesrubrumL.)

Hlorogena kiselina bila jaajzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
lista crvene ribizle sa 478 u odnosu na ukupan sadr gaj
identifikovane fenolne kiseline u listu crvene ribizle su: kaferdaftarna,p-kumarinska,
ferulna i elaginskap(filog, slika P7). U plodu crvene ribizle zastupljene su: kafena i ferulna.
Ma a t t 2(2001) idakobek i sar(2007) su identifikovali kafeny-kumarinsku i ferulnu

kiselinu u ekstraktima crvene ribizle (prilog, slika P42).

100%

Cijanidin-
glukorutinozid
30,32

90%

80%

70%
60%
50%
40%
30%

20%
Delfinidin-

10% 0,

0%

,
Fenolne kiseline Flavonoli Antocijani

Slika 4.33 Procentinudeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda crvene ribizle
(Ribes rubrunti.)
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Tabela 4.33Fenolni sastavig/kg) ekstrakata ploda i lista crvene rilaz

(RibesrubrumL.)

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 - 8,66
¥ Antoctjami 1028 82 -
%" Fenolnih jedinjenja 112327 171744

Fezultati su 1zraFem kao srednje vrednosti = 5D (n=3).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Ela

F a

p-ku nska
kiselina

17,2

Fenolne kiseline

Flavonoli Flavan-3-oli

Slika 4.34 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u eletiu lista crvene ribizle

(Ribes rubrunt..)
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Najivesadvra@gmg!l & | mr on aneererribizlegzatin u plodeRutin i
kvercdins u naj zastupl jeniji eu jcv iunisuaehdsatmecet@napt i ma ,
u listu crvene ribizle i kemfel-3-glukozida(prilog, slikaP8). U plodu su identifikovani
rutin, kvercein-3-glukozid i kemferoi3-glukozid (prilog, slika P43. Sastav flavonola u
ekstraktimacrvene ribizle je u saglasnosti sa ligurnim podacima gde su indetifikovani
kvercetin, nr i cet i n | kemferol kao domi akeokek ii flav
sar., 2007).

Idenifikovan je jedan flavaiB-olni monomey (+)-katehin i jedan dimer,
procijanidin B2 (prilog, slika P9). U ekstrktima ploda nisu identifikovarflavan-3-oli.
Ma& t t 2 (2001)ssaidentifikovali kahin, epikatehin i procijanidin ekstraktima crvene
ribizle.

Analizom HPLChromatograma t v r L e n 0 jntecijapar uikstraksnta yploda a
crvene ribizle Cijanidin sofrozid najzastupleniji je u plodu crvene zibi e , u velir
kol il inama Il dentifl kv nutjienozi d,i j anipdrionnal
galaktozid i delfinidin glukozid(slika 4.33 iprilog: slika P44. M2 2 t t 2 (2001) sua r .
identifikovali derivate delfinidina i cijanidina kao predominat&ocijane u plodu gene

ribizle.

4.3.5. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lisa crvene

ribizle (Ribes rubrumL.)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih od ploda i listaene ribizle
odrelena | eamlRRtHandizzsng ®omi v r ese(mgid.) prikazBnCsu
u tabeli 434. Svi ekstrakti pokazal. Nelz nzantan oa j jnaul ua
antioksidativnu aktivnost pokazali su ekstrakti plateene ribizleu odnosu naekstrakt
lista crvene ribizle za 9,43%39d se moge pri pisat. prisustvom
432i433)Uporelujuldi fenol ni sadr gaj ovi h ekst
aktivmoglieu se daklrjauz|liitlii t e kl ase fenol nih
podjednako antioksidativnegy k t i vnost i ekstrakata (n@jvel. d
rezultati su u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima za antioksidativhu aktivnost

ekstrakata crvene ribizle (Jokobek i sar., 2007).
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Tabela 4.34Antioksidativna aktivnosECso (mg/mL) ekstrakata ploda
i lista crveneribizle (Ribes nigrum D).

. . 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 listacrvene

ribizle (Ribes rubrumL.)

Antimikrobni potencijal testiranih eitrakata ploda i listaeene r i bi zl e i zr
preko minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC)
prikazan je u tabeli 35.

|l z tabele 4.35 moge se zakl jcueneritize da s u
pokazal. znal ajnu anti mi kr obinadankvésacikgjis® st na
mo g e u psarpeztivnom kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i
hl oramfeni kol ), [ to bez i kakvog selektivne
Ekstrakti listacrvener i bi z1 e su pokazli nrog U @dngstadau  ant i
ekstrakte plodacrvener i bi zl e (tabela 4. 35) gto se mog
sadrgajem fenolnih kiselina i flavonola u ek

Grampozitivni sojevi Clostridium perfringensBacillus cereus Staphilococcus
aureus, Listeria monocytogenessarcina lutea, Micrococcus flavus pokaz al i su
osetljivost na testirane ekstrakte lista i ploda crvene ribizle u odnosu nanggativne
sojeve Escherichia coliPseudomonas aeruginosaalmonella eteritidis Shigella sonnei,
Klebsiella pneumoniaRroteus vulgaris Vrednosti MIC/MBC kodStaphilococcus aureus
bilesu31/ 63 i 50/ 85 Bsghenuhie cdivik| s ul X®/d125 | 125/
KvasacCandida albicang e pokazal a n agobaeeksrakia @iCivednesti c i j u
kod ekstrakata lista i ploda crvene ribizle iznosilds8 3 i 283, a MBC 300 i
redu javljanja). Literaturni podaci potvr Lu
biljnih vrstana gram pozitivne bakteeiju odnosu na gram negate i kvasce (Puupponen
Pi mi 25 2001; Gamanagh i saR003).
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Tabela 4.35Minimalna inhibitorna minimalna baktricidaln&oncentracija
i MIC/MBC (O g / )ekstrakata ploda i lista crvene ribiRibes rubruni..)

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 sadrgaj, antioks

aktivnost odabranih biljnih vrsta familije Cornaceae

441.Fenol ni sadrgaj ekstrakata pl od:
(Cornus mag..)

Fenol niekssakalarplpda ji lista dredabijen UVVIS metodomopisanom u
eksperimentalnom delu prikazan je u tabe3i4.na slici 4.35

Tabela4.36Sadr g aj ukupni h fenola, hidroksicinm

iz ekstrakata ploda i lista dref@ornus mag..)

Hidroksicimetne

. s Ukupni fenoli . Flavonoli Antocijani
Biljni materijal - kiseline . .
(mz GAEkg) (mg CAE/ke) (mz QEkzg) (mz MEkg)
Dren - plod 439,75 50.10 5944 315,78 =3 87
Diren - list 350,19 7542 14713 i

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

Analizom prikazanih rezultatéabela 436 slika 4.35 ut vr L e rs@z njad ad a o

velirgsmadukupnih fenola nalazi u ekstrakti ma
drena.Sa dr § a jh fenolawpplodudrenaje za 67,3% v el i od ukupnog
sadr g ajDaugiautdris s tiuzvestil: o znalajnom sadr §gaj

ekstraktima ploda dren@Pantelidis i sar., 200/Pawlowska i sar., 20)J0Neki autori su
nag!l if enell ini (Tukex dsag, 2912), a drugi manji u ekstraktima lista drena
(Krischisr.,2008.0vo se moge objasniti razlilitim ge
ekstrakcionim procedurama.

Listovi su pokazalii manji s a d rukupnjh fenolai hidroksicimetnih kiselina u
odnasu na plod kod drengdabela 436 i slika 4.35. Ploddrenaje pokazaananji s adr § a |
flavonola za 20,7% manijiu odnosu na listHidroksicimetne kiseline su manje zastupljene
u ekstraktima lista drenau ekstraktimaploda hidroksicimena kiselina zastupljena je
16,296 vige nego uistu. Ant oci j ani ma wphodutdrena(tabela 486 i slika
435. Ukupnissdr gaj antoci jegna ,u 8miNdEkg).8d7r e n a
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Uky, o Flavey  Antogs.
Slika4d.35Sadr gaj ukupni h fenola, hidroksicim
iz ekstrakata ploda i lista dref@ornus mad..)

Uclllu odreli vanja koncentacije f dameplbdai h | edi
listadrensk or i gl ena | eRezdltLHPLOwealiza dvih ekstrakata prikazani su
u tabeli 4.3. Procentni udeo pojedinih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ploda idistaa
prikazan je na slikama36i 4.37, po redu javljanja.

p-Kumarna kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u ispitivanim ekstraktima
pl oda dr ena s a 47, 78% u odnosu na ukupni

identifikovane fenolne kiseline plodu drena bile su: kafena i ferulna (prilog, slika P31). U

listu drena zastupljene stikaftarna, hlorogena p-kumarinska kiselina (prilog, slika P4).

Ovi rezultati suu sagalasnosti sa rezultatima drugih autora o fenolnim kiselinima u

ekstraktima dena PyrkoszB

iardzka i sar., 2004

Kvercetin

100%
90%
Fer ina
80%
70%
60%
50%
’ p ka
40%
30%
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10% Ka ina
0%
Fenolne kiseline

Flavonoli Flavan-3-oli

Antocijani

Slika 4.36 Procentni udeo fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda dr€eanus mag..)

ANA S. MILENKOVIL

ANnELKOVI L

111



DOKTOR SKA DISERTACIJA

Tabela 4.37Fenolni sastam(igkg) ekstrakata ploda i lista dref@ornus mag..)

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 fenolnijedinjenja u ekstraktu lista dref@ornus mag..)
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Sadr gaj bl av ¢ reeKkstekiina lista drena  p or e Lpbodonu s a
Miricetin je najzastupljeniji u ekstraktima lista drena, a zatimin (prilog, slika P5. U
plodu | e udsusivo Keecdiro3-glukozida,rutin, kemferot3-glukozida i kvercetina
(prilog, slikaP32. Neki autori & izvestili o prisustvu derivatikvercetina i kemferola u
ekstraktima drena (Pawlowska i sar., 20R2@rkoszBiardzka i sar., 2004

Prisutnajedinjenjau ekdraktimaploda i lista drenasu flavan3-olni monomeri i
jedan dimer Identifkovan je(+)-katehinu plodu drena (-)-epikatehinu listu, kao ijedan
dimer, procijanidin B2prilog, slike P6 i P34)k o j i j e z aplddunedgojudistu vi ge
drena(takela 4.37)

Anali zom HPLC dijagrama usamo U glodwdrepae pr i s
Delfinidin-galaktaid je najzastupljeniji, zatim definidiglukozid i cijanidinsofrozid (slika
4.35 i prilog: slika P33. Na ¢ i rezul tat.i za ckyantai tsdtiilwni
predhodno objavljenim za ekstrakte ploda drena (Pawlowska i sar., P@k0szBiardzka
i sar., 2014

4.4.2. Antioksidativha aktivnhost ekstrakata ploda i lista drena

(Cornus mad..)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih plbdai lista drenao dr elLena | e
DPPH testoma rezultati analiza zr ageni \bor(negfinh) qpigkhzani sb G tabeli
4.38. Svi ekstrakt:i pokazal. sdalanahaij ok siadait
aktivnost pokazali su ekstrakti pla drenau odhosu naekstrake lista za 26,7% Jaka

antioksidativna aktivnost ekstrakata ploadi@nao d g ov ar a v egojedinih Elasal r g aj u

fenolnih jedinjeja u njimaa nar ol i & @ tuarufe da dvg jadmjenja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ispitivahi ekstrakta.L i t er at ur ni podaci t al
prisustvo korel acij e i zmelu antioksidati vni

ekstrakata ploda (Pantelidis i sar., 2007; Pyri®iszdzka i sar., 2014) i lista drena (Celep i
sar., 2013).
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Tabda 4.3. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda i lista drenaofE@g/imL)

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 mad..)

Antimikrobni potencijal testiranih ekstrakaga| o d a i l i sta drena
minimalne inhbitorne (MIC) i minimalne baktricidalne koncentracije (MBC) prikazan je u
tabeli 4.3.

l z tabele 4.39. moge se zakljuliti da su
znal ajnu antimi krobnu aktivnost jeuporedida bakt er

pozitivnom kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tedciklin i hloramfenikol), bez

i kakvog selektivnog dejstva na odreleni SO
pokazl: negto manju anti mi kr o bdrena (tabkld 4.39)nost u
gto se moge povezat. sa velim sad3opaij em f e

ekstraktima ploda u odnosu na list (tabela 4.36). Quamitivni sojevi mikroba
(Clostridium perfringensBacillus cereus, Staphilococcus aurelisteria monocytogenes,
negativne sojeve Escherichia coli, Pseudomonas aeruginos&almonella enteritidis

Shigella sonneiKlebsiella pneumonialroteus vulgaris Vrednosti MIC/MBC za testirane
ekstrakte ploda i lista drena k&laphilococcus aureusile su30/48i 60/1000g / mL , dok

su kod Escherichie coli znosi |l e 140/ 260 i 160/ 320 Og/ mL
Candida albicanse pokazanaj vel u r eaba skstkiac(MIC wrednoati kod
ekstrakata ploda i lista drena iznosile &5 0 i 250 Og/ mL, a MBC 390

redu javljanja). Ovakava osetljivost mikrobnih sojeva na ekstrakte drena je u dobroj
saglasnosti sa rezultatimarudih autora (Puupponddi mi 2 ., R001l;s @awvanagh
i sar, 2003).
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Tabela 4.39Minimalna inhibitorna i minimalna baktricidald@ncentracijad MIC/MBC

(O g / )rekstrakata ploda i lista dref@ornus mag..)

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 ink luzionih kompleksa i
fizi| ki h tshdeata aabr ciklodekstrinomi 2 -

hidroksipropil -b-ciklodekstrinom

4.5.1. FTIC analiza polaznih komponenti i inkluzionih
kompl eksa i f i mihidlrdta shb-cklodekgtanom ut i n
| 2-hidroksipropil - b-ciklodekstrinom

U FT-IC spektru rutin trihidrata (sl 4.11a i 4.12a valencione vibracije € veze
nal aze se na 8an amkeaj2932 u2§60 orhpripddajad valencionim
vibracijama GH veza u CH i CH grupama. Jaka traka deformauio vibracija OH veze
nalazi se na 1655 ¢t Dodatno jake trake u spektru rutin trihidrata javljaju se na 1601 i
1506 cm' od valencione vibracije G C, trake nal362 i 1296 cr od valencionihvibracija
C-0, dok su trake nd203, 1042 i 1013 crhod valencione vibracije €-C veza, po redu
javljanja. FFIC spektarib-ciklodekstrina ¢lika 4.11b) i HP-b-CD (slika 4.12) imaju
gi roku tr ak t 341lacmX@eSsE& mogunpripisatialencionim vibracijana CH
grupe Traka na 2926 crhzab-CD ili 2976 i 2927 crit za HRB-CD pripadaju valencionim
vibracijama GH veza od CH i Ckigrupa.
Vagna tr ak akodaba mo&kila odgavara deformacionoj vibraciHO
grupa Karakteristilne thihWl4e4 inl878 ¢ pdDt il ul 3B
deformaionih vibracija GH veza b-CD i HP-b-C D , po redu javljanja. C
cmt ukazuje na valencione vibracije©grupe.
Trake u opsegu od 1100 do 1030tmot vr Luj u pri sust v@ valen
veza u etru i hidroksi grupantaCD, tj. HRb-CD. Deformacione vibracije <€l veza su u
opsegu od 950 do 700 ¢m
FT-IC spekti inkluzionih kompleksa rutif-CD (slika4.11c) i rutinHP-b-CD (slika
41% ) i maj u g¢giroke tr 34Qecms iaodgovarkjs vatenciominm n a
vibracijana CH grupa prsutnih u oba kompleksa Ova traka |je pomer ena

istim kod rutin trihidrataza 1 jedinicu ka manjoj vrednostod b-ciklodekstrinaza 32

jedinice ka v e | woefnosii kod HP-b-CD za 16 jedinica ka v e | wednosti talasnih
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broem Navedena pomeranja ukazuju na interakci]j
Valencione vibracije @ veza javljaju se na 2924 i 2860 ¢rkod rutin-CD kompleksa,
dok se ista traka javlja na 2923 i 2856 ckod rutinHP-b-CD kompleksa. Ove trake su

pomerene ka nigim talasnim duginama u odnosu
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c) inkluzioni kompleksd)f i zi | ka s mega
100
S 80
£
&
=
£
60
4000 B 3000 2000 1000

Wavenumber (cm”)

ANA S.

MI LENKOVI L ANnELKOVI L

118



DOKTOR SKA DISERTACIJA

1004

90+

1172

185

Transmittance

70+

60 4

b)

bHPE

4000 3000 2000 1000
Wavenumber (em™)

Transmittance
=
o L=} =
' ' i

=4
=]
N

60

LbE-

4000 3000 2000 1000
Wavenumber (em’)

100

50

Transmittance

704

0EpE

3000 2000 1000

4000

Wavenumber (cm™)

Slika 4.12 FT-IC spektri:a) rutin trihidrat,b) HP-b- CD,
¢) inkluzioni kompleksd)f i zi | ka s mega
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FT-IC spektar rutin trihidrata ima jaku traku deformacionih vibracijl ®eza na
1655 cmt. Trake smanjenomtenzitet od deformacionih vibracijave gupe javlpju se na
1652 i 1653 cmt u FT-IC spektrima inkluzionih kompleksa rutib:CD i rutin:HR-b-CD, po
redu javljanja. Ovo se smatrtalkpokeguredaje aj na
OH grupa wulestvovala u kompVieakija &eCvezanar ut i na
1608 i 1604 crt u spektrima rutirb-CD i rutin:HR-b-CD, po redu javljanja, su pomerene
ka velim tal @ssismanjehoggntenzdetaa .por el enju sa i sto
spektru rutina. Dodatno, u spektru kompleksa se jawja vagne t rn20&ea, na 136
koje odgovaraju valencionim vibracijiama@ veze. TakolLe, ove trake
rutina, ali su sa smanjenim intezitetorll spektru rutina, prisustvo traka na 1203, 1042 i
1013 cm! ukazug na valencione vibrdie C-O-C veza. Ipak, kod oba kompleksa intezitet
traka na 1204 crhje mnogo maniji, dok su trake na 1042 i 1013'anestale u spektru
kompleksaOve promene u spektrima kompleksa ukaallja r ut i n ul estvij e U
inkluzionih kompleksa preko-O-C veze.

U spektru fimaz héa&akajsmielye glremngewn as ar ekt rir
trinidrata,b-CDiHP-b-CD kao gt o s &.1Wiiddd. na sl i kama

4.5.2H-NMR analiza analiza polaznih komponenti i
inkluzionih kompleksa rutin tri hidrata sa b-ciklodekstrinom i 2-

hidroksipropil - b-ciklodekstrinom

Strukture rutinap-CDiHP-b-CD sa jasno naznalenim pozic
su na slikam#&.13i4.13.

a) b)

Slika 4.13 Struktura rutina (2-CDiHP-b-CD( b) sa obel egemaim pozic
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'H NMR spektri slobodnog i kompleksiranog rutinabs@D 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, 5857
ppm, po redu javljanja. Kao gto se moge vVvide
kompleks i ranog ruti na4.l4 tebele & z2).iU dpekteima (rugikGDki a
rutinntHP-b-CD ko mpl eksa post ajhemijskomapbnzegnegp-0,J26 o me n e
0,200, po redu javljanja, koje odgovaraju
promene istog r anga-3smamnoagii-& HE éHm5eu kenaplekslb-ot one |
CD, tj. za protone k6 i H-2°, H5 i H-6° u kompleksu H®-CD. Ogale promer u
hemijskom pomeranju subea | aj ne. Znal ajgeppmemangahemi us
za H6 protone molekul®-CD, i kod CH protona hidroksipropil grupe, i i H-1" protoni
u molekulu HPb-CD (tabelal). Pretpostavlja se da je prvi deo molekula rusiiaa @.13)
i nkor poni rBeOD sabzirgmuda e jglavna promena u hemijskom pomeraru H
protonakod rutina u rutinb-CD kompleksuU s | ul aj-CD uk o mp IH®Pk s a, na
pomeranje je utvrlLeno za protolhenerzsd emraotAgn
prstena. Ovi rezul tat.i ukazuju da dva razl:.

preko prvog ili drugog dela molekula rutina.
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HDO signal

rutin trinydrate
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Lo
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Exl

rutin:HP-B-CD complex

Slika 4.14*H NMR spektri rutin trihidrata,b-CD, HR-b-CD i njihovih inkluzionih

kompleksa
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Tabela4.40 Hemijska pomeranjaif signalab-CD, rutina i kompleksa rutin:
b-CDrastvorenhuBO na 25AC

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

Tabela4.41He mi j s ka p o mer atdDarutifali Rompdeksg miten:l a HP
HP-b-CD rastvorenihuBD na 25AC

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
I nkl uzi onih kompl ekstahiidr &t & i |skai
ciklodekstrinom i 2-hidroksip ropil -b-ciklodekstrinom

Poznato je da j&XRD analizaodgovarajlia za potvrdu ofazovanja inkluzionih
kompleksa. Takd’e, | esto se @&risti za odréivanje obramvanja novog jedinjenja od
molekula roditelja.Na slikama4.15 i 4.16 prikazani su difraktogramrutin trihidrata,
kompl eksirap@QOHROCDyenasa&l Gzi oni h kompl eksa
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Difraktogram rutintrihidrataima uske pikove n@ , 4 A; 11, 8A; i16, 9A;
2 6 , oAikazuje na kristalnu prirodslike 4.15a i 4.163). U difraktogramub-CD, pikovi
sejavljagju na2dna6 , 2A; 8, 9A; 10, 7A; 11,8A; 1Ra 6A; 1°5
osnovu ovih pikovanoze seé a k pakljd iti da b-CD ima tipil nu kristalnu strukturu (#a
4.1%). XRD difraktogram kompleks rutin:b-CD (slika 4.15c) se neznatnorazlikuje od
XRD difraktograma rutintrihidrata (ska 4.15a) i b-CD (slika 4.1%b). Javljgu se pikovi
izmenjemg pol ogajnteziecaoblbidkasiu na pikove kompl ek
Ovo ukazujena@d i mi | nu 1 nkl uzi j u brciklddekstrina ty. formiramjar at a u
inkluzionog kompleksaDifraktogram fizik e % (skkay.15d) sadg i pi Hmtnai i 0
odb-ciklodekstrinagt o ukazuj e da ovi kompl eksirajuli é

u fizilkoj smegi, gto je i olekivano

320
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N
N
(@]
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120

Intensity (arb. units)

80

40

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
26 (°)
Slika 4.15 XRD difraktogram:a) rutin trihidrata, b) b-CD, ¢) kompleksa rutin:
b-CD,d)f i zsmkge rutib«€Dt ri hi drata i

U difraktogranu HP-b-CD (slika 4.16b)p i k o v i su razvul eni bez
ukazuju da on posedugmorfnu strukturuDifraktogramkompleksa rutin:HFb-CD (slika
416)sadr gi ogtre pikove kantenzitelaw odnasgna pikovez me nj e
di fraktogramu rutina, gto ukazuj edP-bk@ij e dog
da je nastala supramolekulska struktura Kkri ¢
se prisustvo pikova i od molekula gosmd mol ekul a domalina, jer r

interakcija.
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Slika 4.16 XRD difraktogram:a) rutin trihidrata, b) HP-b-CD, c) kompleksa rutin:
HP-b-CD,d)f i zi | ke smege -b-GDtin trihidra:

4.5.4.DSC analizapolaznih komponenti i inkluzionih kompleksa
rutin trihidrata sa b-ciklodekstrinom i 2-hidroksipropil - b-
ciklodekstrinom

DSC termogrami rutina,b-ciklodekstrina, 2-hidroksipropitb-ciklodekstrina i
odgovarajulih inkluzionih ko mpdteek smeo gp raimk a zoabr
kompl eksa pokazuju temperaturne promene koj ¢
molekula gosta.

Rutin ima dva endotermna pika topljenja,
156, 8AC i pik manjeg intemaidt @t4d AlCa | B85 | @ A
usl ed termi| keb-dielglradialcs tf rei muitmamaogtar endot
maksi mum na 115, -Bidokspropitd-oikk Ij ced ekkosdt rd na gi r i [
topljenja na 96, 13AC.
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Slika4.17. DSC termogramip-CD, rutina i inkluzionog kompleksaitin:HP-b-CD

U DSC termogramima kod oba inkluziona kompleksa ne postoje pikovi od

temperaturnih promena rutina. U inkluzionim kompleksima usled zagrevanja nastaju pikovi

kKoj i se poj av mjtamparaturanza. Ko igkiunionog kojnpleksa rbtin:

ci klodekstrin pojavljuju se tri endot er mna

61,03 J/g), drugi pik na 146, 8AC (sa &ental

entalpijom 9,04 J/g), dok setr mi | ke promene wusl ed degradaci

temperaturi, u oblasti iznad 260AC, gto ukaz
Takole, i kod i nkl uzi onog -b-diklndekstrire k s a r

pojavljuju se tri endotermna pika topljera , pr vi na 88, 10AC (sa ent

pik na 148,59AC (sa entalpijom 11,70 J/g),
Termi |l ke promene usl ed degradacije se takole
iznad 260AC.
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Slika 418. DSC termogrami zhidroksipropitb-ciklodekstrina (HPb-CD), rutina i
inkluzionog kompleksa rutin:Bidroksipropitb-ciklodekstrin (rutinHP-b-CD)

Dobijene vrednosti ne odgovaraju temperaturnim promenama niti molekula gosta
ni ti mol ekmd,i mpat odourkadzZuj e na stvaranje novih
sa drugalijim regimom termilke destrukciije.
entalpija u DSC termogramima rezultat su formiranja novih supramolekularnih struktura u

kojima su prorenjena toplotna svojstva rutinainkluégom o g u gupl jine ci kl oc¢

4.5.5.Analiza rutin trihidrata primenom UV -Vis metode

Kali braciona kriva za odrelVN@nmet cadr ga g
se prikazati 34=00387CLgnlP) i 00628/(R=n:0,M985). Predl
jednalinom moguie je predvidet]i 99, 85% vari
krive utvrlena je u d@pegmlgu Pkend ®emgtemac imoa ed u |
moge Kkoristitilizrme orda stlv ovraennjoeg krodtii na kod st

ispitivanja fotostabilnosti uzoraka.
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4.5.6. Ispitivanje fazne rastvorljivosti rutin trihidrata |

inkluzionih kompleksa rutin: b-CD i rutin:HP -b-CD

Analiza fazne rastvorljivosti rutin trihidratautin:b-CD i rutin:HRb-CD kompleksa
i spitivana je u vodenom rastvoru na 25 AC. C
prikazani su na slici 1. Ovi dijagrami pokazuju zavisnost koja odgovara AL tipu, odnosno
rastvorljivost rutina linearno rasts a povel anjem koncentraciije
| injenica ukazuje na formiranje inkluzionih
ciklodekstrina 1:1. Isti tip dijagrama fazne rastvorljivosti kod kompleksiranja rutina sa HP

b-CD z a b eiludrggenrstudijaana (Nguyen i sar2013).

0,10 =

%)

~ 0,08~

{mmaol dm

§ 0,06 =

C

0,04 =

T T - - T -
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

C_, (mmal dm™)

Slika419.Di j agram fazne rastvorljivost.i rutin

U tabeli 1 prikazane su vrednost.i odsel |

rutina), nagiba i konstante stabilnosti dobijenelic ] agr ama f azne r-astvorl

CDiHPb-CD. Pribligno iste vrednosti odsel|l ka i
ima slilnu rastvorl jrnwast Ud virdstnao red | klaas nmisk
predstavlja odnos rastvosijio s t i rutina u priasuGDeMRB-Chaj vel e

(2,5 mmoldm®) i samog rutina iznosi 2,21 i 2,26, respektiviioeednostqiGzs za kompleks
rutin: b-CD iznosi-15,18 KJdmol, a za kompleks rutiriP-b-CD -15,08 KJmol. Negativhe

vrednostigGos uka zuj u da se proces formiranja kompl e
odigrava spontano.
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Tabela4.42Vr ednosti odsel ka, nagiba i konsta
iz dijagrama fazne rastvorljivosti za rufirCD i rutin:HR-b-CD

; . L. konstanta stabilnosti
Kompleks odsecak (mM) | Nagib R? .
(Ks, M)
rutin:F-CD 0,04263 002115 | 09934 | 5084
mtn'HP--CD | 004258 002125 | 09048 | 4880
U literaturi s e mo g u nal i vrednost.i konstante s

pripremljenih d ugal i j om pr oc e d,20@)su zaOrkluzeoobi kampleks s ar
rutinb-CD pri premljenog u vodi i zr ahwsldaMi, vredn
dok je vrednoskonstante stabilnosti za isti kompleks pripremljenog liofiliziranjem rastvora

iznosila je 224 M (AlvarezParrilla i sar., 2005). Nguyen i sa2013) su studijom fazne
rastvorljivosti pokazali da su kompleksi rubrCD i rutinHRb-CD pripremljeni u

molskom odnosu 1:1, a vrednosti konstante stabilnosti su 2503i N890,6 MY,

respektivno. Konstanta stabilnostii:Kza kompleks rutin:H®-CD pripremljen prema

postupku koji su opisali Haiyun i sa2003) iznosila je 265 M

Uporelujulistvartdeosttabiklomost i sa vrednost
zak!l juliti da kompl eksi rutina pripremljeni
vrednost.i konstante stabilnosti. Dakl e, ovVi
kompl eksa guotviul estraab i jne st i da se primenom e

kompleksa znalajno povelava.

4.5.7.Ispitivanje fotostabilnosti inkluzionih kompleksa

Da bi se ispitala fotostabilnost dobijenih kompleksa, metanolni rastvori kompleksa
rutin:-b-CD koncent a ci j e /mL Qi 4rutin®B-b-C D koncentr dmL j e 12
(ekvivalentno konce/mbr ascu jii zIrawug e mia zrda | 3e6n,j4u
reaktoru na 300 nm. Fotostabil nost kompl eks
ruti na k on c/mn Smaajenje koacerraije @ugn trihidrata u funkciji vremena
pr al en eviSjmetodah/ Uticap-CD i HP-b-CD na fotostabilnost rutin trihidrata je

prikazan na slici 2.
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Slika4.2Q Fotodegradacija rutina i inkluzionih kompleksabs@Db i HP-b-CD

PorelLenjem fotodegradacionih profila dobi
se zakljuliti da ci klodekstrini i maju znal a
Nakon 7200 s ozralivanja sadr gaj rrguatji nr uttriinh
trinidrata u kompleksima rutib:CD i rutinHP-b-CD nakon ozralivanja op

2,52%, respektivno. Ovi rezultati pokazuju da stvaranje kompleksa rutim&Bai HP-b-

CD dovodi do povelanje fotosttatitdkomo78008 r ut i r
od izlaganja UVB zralenju. Dalkpll g ,i nreutciirk | todie
ima velu zagtitu od fohopoegraad&ai do.gl Talal eA
(2010), koji su nakon ispitivanja fotostabilnosti pokaza da se ukl jul i vanj

nanokapsul e il:@ nanoemul zi je povelava njegov

4.5.8. Ispitivanjeantioksidativne aktivnosti kompleksa

Na slici42lpri kazano je porelenje antioksidat/
rutin:b-CD, rutin:HRDb-CD i BHT. Nakon kompleksiranja rutina $&CD i HP-b-CD,
njegova sposobnost Ahvatanjao DPPH radi kal
antioksidativne aktivnost.i rutina u kompl eks
doniranja vodonika usled kompletanja (Nguyeni sar, 2013). Pri konjugaciji rutina sa
ci klodekstrinima dol azi do formiranja jedne

atomau hidroksilnim grupama rutina i elektronegativnih atoma ciklodekstrina. Ove
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vodoni |snlea bvee zkecoval entnu vezu izmelu vodoni ka
ruti na, gto kao posl edicu i mECpuredhoatkura ot ki d
i znosi/mL,21 o®mgosno /nfL,z& komplekse ruti®@D i rutin:HRb-CD,

respektivno. Nguyen i sar, (2013) su prilikom ispitivanja antioksidativhe aktivnosti
rutintHP-b-CD kompl eksa pripremEQoermregnos v/imdbid ilzr &
Dobijena ECso vrednost ukazuje da ovako pripremljeni kompleks pokazuje manju
antioksidativhu aktivnst u odnosu na isti kompleks analiziran u ovom radu, koji je
pripremljen u smegi vode i etanola (2:3 v/v)
u odnosu na rutin i njegove komplekse, s obzirom da je njggosav r e dnosmL.36, 6 O
Dakle, naosmou i zr &QCsowmr aetdinho st i moge se reli da se
rutina u inkluzionim kompleksima $aCD i HP-b-CD skoro dvostruko, odnosno trostruko

povelal a.

100 5

—=— rutin

—e— rutinp-CD
—a&— rutin: HP-}-CD
—v— BHT

% inhibicija DPPH radikala

20+

. — : —
Q S0 100 150 200 250
C (g cm™)

Slika4.21 Antioksidativna aktivnost BHT, rutina i kompleksa rutin:
b-CDirutinnHRb-CD odr elena DPPH testom
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5. ZAKLJULAI
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Na osnovu dobijenih rezultata prilikom ispitivangodova i listova pomenutih
biljnih vrsta fenolnih jedinjenja, antioksidativne, antimikrobne aktivnosti nakon
i nkl uzi ontg bdjmhmpsta daknifja Rosacepe@ornaceae iGrossulariacage

mogu se i zvesti sledeli zakljul ci

1 Prinos fenolnih jedinjenja zavisi od uslova pod koge odvija ekstrakcija i od tipa
same ekstrakcione tehnike;

T Opti mal ni usl ovi ekstrakcije fenolnih
primenom dve ekstrakcione tehnike: konvencionalna ekstrakcijpaceracija i
ultrazvul na ekstrakcij a;

 Na | v énbsiekspaktivnih materija pokazao je ekstrakt dobijen upotrebom sistema

rastvaral a: met an ol /odnosl &0/25/6, rvivie tdokaje ki s el i
povelanjem udela vode u istom sistemu
skl adu sa rapnlgiui titonki pellasti f bilminl ni h
vrstama

T Drugi parametr.i Koj i su znal ajni k od

temperatura na koj o] se odvija proces

ekstrakcione tehnikedae opti mal na temperatur a 40
razli ka i zme L u konvencional ne [ ul trazy
ekstrakcije ito, kod konvencionalne iznosi8 0 mi n, a kod wultrazvu

ukazuje na pr edn eekstrakcipnetelmé&en e ul trazvul n

f Naj veli prinos fenolnih jedinjenja se
tehnike, pri datim optimalnim uslovima, sa frekvencijom od 40 kHz i ulazna snaga
ultrazvuka od 500 W;

fTUltrazvul na ektrakci j anommkstrafciormm tefmikam, n a d

kako zbog veieg prinosa ciljnih bioaktiywv

Zzbog smanjenja unosa energije i trogkova

vreme ekstrakcije dovodi do smanjenja degradacije fenaddihjgnja;

T Fenolna jedinjenja su rasprostranjena,
listovima i spi ti vanih bil jnih vrsta. l dent i fi
jedinjenja, kao ¢t o-3sliuproanto@janiini,ftagonoki sel i ne
antocijani;

1 Ekstraktilistova biljnih vrstabogatiisuu s adr gaju fl avonol a

ekstrakte ploddilinihvrstak ar akt eri ge vi sok sadr gaj
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1 Kod ekstrakta plodailjnih vrstan a j v e [ i sadr gaj fnrevmWM ni h j e
Vis analize, bio je kod crne ribizle pa zatim kod crvene ribizle, divlje kupine,
mal i ne, trnjine, domal e kupine, dr ena, g

kod ekstrakta ploda crne ribizle bio je \

1 Fenohe ki seline bile su najzastupljenije Kk
dr ena, trnjine, mal i ne, crne ribizle, gi
divlije kupine sadrgaj fenolnih kiselina I

1 Flavonoliss 1 mal i pribligno istu kondignhtracij u
vrstg

f Najveliu koncentraciju antocijana pokazal:
Kkupi na, mal i na, trnjina, domal a kupina i
bio jezaeb6% nego kod crvene ribizle. U e

identifikovani antocijani;

f Kod ekstrakta ligiva biljnih vistan aj v el i sadr gaj fenol nih
crvene ribizle, zatim kod ¢gipur#damalimal.i
kupine, trnjine, gloga i drena. Sadrgaj
ribizle bio je veli za 43,22% nego kod gi

1 Fenolne kiseline bile su najzastupljenije kod crvene ribizle, zatim maline, trnjine,
gi pur k a, d i upihd, @ne ribizld bdneral. od dkstrakta crvene ribizle
sadrgaj fenolnih kiselina bio je veli za

T Fl avonol i su u najvel oj koncentracij.i bil
zatim kod gipur ka, rde ribizlg, enalire, gldgandachaei k u p i
trnjine. Sadr gaj flavonola kod ekstrakta
nego kod gipurka;

1 Svi testirani ekstraktp o k az al i antioksdatianli akfivnost. Kod ploda
najjal u ant i ok s ikakzalitsu \ekstuakti rke i arvere sribizle.p o
Ekstrakti pl oda crne ribizle pokazal:@ s u
od ekstrakta crvene ribizle. Antioksidativha aktivnost ekstrakata ploda ostalog
bobi|] astog vola opadalljakugina> mdinadenjinam r edo :
domala kupina > dren >alguipantkoksigdatgi v K
pokazali su ekstrakti crvene ribizle i maliriekstrakti lista crvene ribizle pokazali

su za 29 anBcksidativnedktivnost od ekstikta maline. Antioksidativna
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aktivnost ekstrakata lista ostalbilinih visto padal a je sl edeliim
gi purak > trnjina > divlja kupina > crna

T UtvrLlLeno je da postoji i z rtivng) aktiveostiki or el ac
fenol nog s adr ¢ aAntoksidatvind) aktignlbssi her dapkirese ava
jedinjenjapodjednakoTakodaje prisustvoantocijanau plodovimabiljnih vrstabilo
presudnaavisokuantioksidativnuaktivnostispitivanih ekstrakata

T NNosnovu rezultata HPLC analize moge se 2z
bi o razl i | it ih plad@ava Raslikogas $eii u etstraktims ploda 1 v a n
I u ekstraktimadista;

fU ekstrktima ploda domal e kakisefinaamkodlistmaj z ast
ferul na. Od flavonol a kod ploda domal e
kvercetin3-glukozida kao i kod lista. Najprisutniji flaveBrol u plodu je (H
katehin, a od antocijana cijanidin rutinozid

1 Kod ekstrakatglodadivlje kupine najzastupljenija je elaginska kiselina, kod lista
hl orogena. Od flavonol a kod ploda divl ]
kvercetin3-glukozida kao i kod lista. Najprisutniji flavedroli u plodu su
procijanidini, a ocantocijana delfinidh glukozid;

1 U ekstrktima ploda maline najzastupljenija je ferulna kiselina kao i kod lista. Od
flavonol a kod ploda maline potvrlLeno | e
| i sta identifikovano n aj-3wokprisutnipsu anowst vo k
listu maline (+)katehin , a od antocijana nagartniji je cijanidin soforozid;

TU ekstrktima ploda ¢gipurka ,hb akoalsapgst upl j
kumain s k a . Od flavonola kod ploda ¢gipurka p
3-glukozda, dok je kodlista najpisutniji je kemfereB-glukozid. Od flavor3-ola u
pl odu je identifi Kepikatehnu naj veloj kolilin

1 Kod ekstrakata trnjine najzastupljenija je kafena kisebnkod lista hlorogena. Od
flavonola kod ploda trnjine potvL eno j e naj vel 8glupozidlas ust vo
kao i kod lista. Najprisutniji flavoi3-ol u plodu je (+)katehin, a od antocijana
cijanidin soforozidl

1 U ekstrktima ploda gloga najzastupljenija pgkumainska kiselinaa kod lista
hlorogena. Od flavonal kod ploda gloga potvrlLeno | ¢
kod lista miricetin. Od flavoi3-ola u plodu je identifikovan same){epikatehin, a

kod |ista je potvrdiveno njegovo najvele pr
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1 U ekstrktima ploda crvene ribizle najzastupljenija je Rafd&iselina a kod lista
hl orogena. Od flavonol a k ®ed nmlj ockd ec rpwé rs
kvercetin3-gl ukozi da, dok je kod l' i sta identif
Flavon3-oli prisutni su samo u listu procijanidin B2, a od anto@jaajprsutniji je
cijanidin soforozid;

1 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 ribizlen a j yeipris@anrutin. Flazon-3-oli prisutni su samo u listu crne
ribizle i to procijanidin B2 a od antocijana najisutniji je cijanidin soforozid;

1 U ekstrktima ploda drena najzastupljenijapifgumainska kiselina,a kod lista t
kaftarna. Od flavonoljae rkajdv @il ® dmfids leantav q
glukozida a kod lista miricetin. Najprisutniji flave8-ol u plodu je procijanidin B2,
aulstu -epi kat ehi n. Ode paisustvo @okgzaonjaelfinidia j v e |
galaktozid,;

T Na osnovu dati h aniadh jezrgun jedag ed najpisutazijid k | j u |
fenolnih jedinjenja, kako u ekstraktima ploda tako i u ekstraktima listgjedmim
bilnimvrstama U ci | ju nj egove dpariprgmainkpuzionimene ko
komleksa. Dobijenikompleksrutina sa ciklodekstnima ima velikih prednostiu
odnosu na | ist rutin za potiencijalnu prin

{ Testirani ekstrakti ligiva i plodbva biljnin vistap ok az al i Ssu znalajnu
aktivnost na 12 bakterijskih sojeva i jedan kvasac kojigerediv sa pzitivnom
kontrolomtri antibiotika (streptomycin, tetraciklin i hloramfenikol), i to bez ikakvog
selektivnog dejstva na odr e loersu poladij mi kr
jalu antimi krobnu akt i vovao sgt ou soed nmeasgie NP0 W
velim sadrgajem fenolnih kiosaeul odnosa na flav
plodove Ovo ukazuj e na postojanj e korel aci
testirani h ekstrakata i -psziihirsgjevinakrolbaen ol ni
(Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphilococcus aureusjsteria
monocytogenesarcina lutea, Micrococcus flavgs pokaz al i su velu c
testirane ekstrakte u odnosu na gnaegativne sojeve Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosaSalmonella steritidis Shigella sonnei, Klebsiella
pneumonia, Proteus vulgaris Kvasa¢ Candida albicansj e pokazao naj\

rezistenciju kod svih ekstrakta;
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TUtvrdjeno je da |je e keakstrakd lista ispoliajuoaljav elioema |
antibakterijsko deloanje prema bakterijiListeria monocytogenedod ekstrakata
ploda i lista divlje kupine najvelie ant|
bakteriji Saricina lutea Gto se tile ploda i ' i sta m
delovanje je prema bakterljisteria monocytogenes Ko d ek st rrajikeat a @i f
i gloga i u plodu i listu takole najvele
bakteriji Listeria monocytogenes Ek st r akt i pl oda crne roi
antibakterijsko delovanje prema baktetijsteria monocytogenesok ekstrakti lista
prema bakterijiStaphilococcus aureukod crvene ribizle ekstrakti ploda imaju
najvele antibakter i sSawinaduehdokvekstrgktelistgp r e ma
prema bakteriji Staphilococcus aureusEkstrakti p| o d a dr ena i maj u
antibakterijsko delovanje prema baktei§taphilococcus aureus ekstrakti lista
prema bakterijListeria monocytogenegkstrakti ploda gloga pokazali su najmanju
anibakterijsku aktivnosta naj vel u ek s tupinek t i pl oda di vl

f Metodom kopercipitacije mogule je uspegnc«
b-CDiHP-b-CD u | vrstom stanju,IC,dtNMRXBRiVr Luj u
DSC analiza;

flstragivanja fazne rastvorljiveaguiuu su po
molarnom odnosu 1:10br azovani inkluzioni kompl eksi
fotodegradaci ju rutina od izlogenost:. U\

antioksidativni kapacitet i faznu rastvorljivost. Dobijeni proizvod kompleksa rutina

ima prech o st i kao gto su minimalni sporedni

svetla tokom proizvodnje, |uvanja i ruko\

Naosnovwvi h zakljulaka moge se reli da pl od
familija Rosaeae, Cornaeae i Grosulariacaemogun a | i veli ku primenu u
kozmetil koj i ndustriji kao i u farmaci ji
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U ovoj doktorsloj disertacij za ekstrakciju fenolhi jedinjenjaiz plodova i listova
biljnih vrsta (Rubus fruticosud.. Rubus idaeud.., Ribes nigrumL., Ribes rubrumL.,
Prunus spinoséa.., Crataegus oxyacanthia,, Rosa canind.., Cornus mad. . ) kori gl enc
dve ekstrakcione tehnikg k| a s i lultremMuna ekstrakcija( si st em rastva
metanolivoda s i ri et na kiselina u odnbidramodilQ/A® 5/ 5 na
vreme trajanja ekstrakcij@80 min kod konvencionalnd 30 min kod ul tr a
uspostavl jena je kor el apcriijmae nged eu | jter auztvvur| Lneen ae |
Kvalitativno i kvantitativno odre’ivanje grupa fenolnih jedinjenjai pojedindnih
fenolnih sastojal®u ispitivanim ekstraktimana bazi ovog vol a izvrgenoje primenomUV-
Vis spektrofotometrjj i HPLC metodomsaDAD i fluorescentnind et ekt or i ma i I zv
odrdajivanje 23 fenolnih jedinjenjkoja pripadaju: fenolnim kiselinama, flavonolima, flavan
3-olima, antocijanima proantocijanidimaPlodovi biljnih vrsta pokazali su veoma visok
sadr gaj ant oci iilogatjiflavaholiina i femolnim kiselinama.i b
Ispitivanje antioksidativneaktivnosti ekstrakatauzoraka odabrarh biljnih vrsta
izvrgeno je primenom DPPH metode Dobijeni rezultati upordivani su pomd u
odgovarajlih statist| kih softverskih paketa Svi ekstrakti su pokazali odrd’enu
antioksidativnu aktivnost kao posledicafenolnih jedinjenja u njima. Antioksidativnoj
aktivnosti ne doprinosesva jedinjenja podjednako Tako da je prisustvo antocijanau
plodovima bilo presudnaavisoku antioksidativnuaktivnostispitivanihekstrakata
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata uzoraka odabraih biljnih vrsta
odrd’enoje primenommikrodilucionemetodeUst anovl!l j ena | e i znal aj
12 patogenih baktija i jednog patogenog kvasca. Generabitraktilistova pokazalisu
jalu antimi krobnu aktivovast guoodkaszuj @aadakas

jedinjenja (flavonol. i fenolne kiGanlfi ne) i n
bakterije i k v as a encijp malovezkstrakte sl granv (e)ibakterijskitz i s t
sojeva.

U cilju mogu e prakti ne primenefenolnih jedinjenja izbiljnih vrsta izvrgeno je
inkluziono kompleksiranje najprisutnijih fenolnih sastojaka u ekstraktima s©O tzv.
Anosdimafi ili Adomdinimar tipa ciklodekstrina Karakterizacija nastalih inkluzionih
kompleksaodrd’enaje primenomspektralninmetodaanalize(FT-IC, NMR, XRD), kojima
j e potvrLlLeno for mir an, Fotostabdrpsinasatiharikluzionihh k omp
kompleksa ispitivana je korig énjem fotohemijskog reaktora sa UV lampama Ova
ispitivanjasu potvrdilaznd ajno povd anjestabilnostikompleksau odnosunal isto fenolno

jedinjenje
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Plodovi i listovi ispitivanh biljnih vrsta familija Rosaeae Cornaecae i
Grossulariaceae mogu se iskoristiti za dobijarje ekstrakatebogatihfenolimai mogund i

veliku primenuu prehrambengjkozmet| koj i farmaceutskoindustriji.
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In this doctoral thesjsthe two extraction techniques classical andultrasound
(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 tberry fruit and leaf Rubus
fruticosusL. Rubus idaeud.., Ribes nigrumL., Ribes rubrumL., Prunus spinosal.,
Crataegus oxyacanthh., Rosa canina.., Cornus mad..) are used, and established the
correlation among themwhere is determined the advantage of applying ultrasonic
extracton.

Qualitative and quantitative determination of a group of phenolic compounds and
individual phenolic compounds in thHriit and leafextracts was carried out by using UV
VIS spectrophotometry and HPLC method with DAD and fluorescence detectors and
confirmed the presencef 23 phenolic compound&hich belonging to: phenolic acids,
flavonols, flavar3-ols, anthocyanins and proanthocyanidiBsrries showed a high content
of anthocyanins, while the leaves were ricindtavonols and phenolic acids.

Invesigation of antioxidant activity oberry fruit and leakextracts was performed
using the DPPH method. The results were compared using appropriate statistical software
packages. All extracts exhibiteshtioxidantactivity as a result othe presence gsherolic
compoundsn them.Not all phenoliccompounds contribute equally 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 antimicroial activity of berry fruit and leakxtracts is determined
using the microdilution methgavhichalsoshoweda significant activity against pathogenic
bacteria and 12 hours of the pathogenic yeast. Generally, leaf extracts showed a stronger
antimicrobial activity in relation tothe fruit extracts, which indicates that some of the
phenol compounds (flavono&nd phenolic acids) have a stronger effect on the pathogenic
strains. Gram-{ bacteria and yeast showed better resistance to these eitregtgion to
gram (+) bacterial strains.

In order to get practical application of phenolic compounds from beyride
inclusion complexatioof most active phenolic compounds in the extracidthe secalled.
"Carriers" or "host" type of cyclodextriwvas made The characterization of the obtained
inclusion complex was determined using methafdspectral analysi§-T-IR, NMR, XRD),
which confirmed the formation of the corresponding complex. Photostabflibbtained

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

The berty fruits and leavesvhich belong tofamily of Rosace&, Cornacae and
Grossulariaceaecan be used foobtaining extracts rich in phenolghich can find great

application in the food, cosmetic and pharmaceutical industries.
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9. PRILOG
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Slika P1: HPLC hromatogranekstraktdista crneribizle (Ribes nigrum L), snimljenna

320nm: 1 kafenakiselina2 hlorogenakiseling 3 p-kumarinskakiseling 4 ferulnakiselina
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Slika P2 HPLC hromatogram ekstrakta lista crne ribiRebes nigrum L), snimljen na

360nm1 kvercetin3-glukozid2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;5 kemferot3-glukozid
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Slika P3: HPLC hromatogram ekstrakta lista crne ribigkebes nigrum L), snimljen

fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8x2&®): li{+pkatekin;2 proantocijanin B2
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Slika P4 HPLC hromatogram ekstraktatia drenéCornus mas [), snimljen na 320 nm:

1 t-kaftarna kiselina2 hlorogena kiselina3 p-kumarinska kiselina
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Slika P5: HPLC hromatogram ekstrakta lista dr@arnus mas L), snimljen na 360 nm:

1 rutin; 2 miricetin
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Retenciono vieme (min)

Slika P6: HPLC hromatogram ekstrakta lista dré@arnus mas L), snimljen

fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8«2&®): 1proanioa@janin B22 (-)-epikatehin
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Slika P7: HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene rib{B&es rubruni.), snimljen na
320m: 1 t-kaftarna kiselin@ kafena kiselina3 hlorogena kiselina;

4 p-kumarinska kiselinab ferulna kiselina
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Slika P8 HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene rib{B&es rubruni.), snimljen na

360 nm:1 elaginska kiselina2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;5 kemferol3-glukozid
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15 20 25 30
Retenciono vreme (min)
Slika P9 HPLC hromatogram ekstrakta lista crvene rib{&&es rubrunt.), snimljen
fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8x2&®): 1G+¥katéhin;2 proantocijanin B2
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Slika P10 HPLC hromatogram ekstrakta lista divlje kup{fbus fruticosus ),.snimljen

na 320 nm1 hlorogena kiselina2 ferulna kiselina
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Slika P12 HPLC hromatogram ekstrakta lista divlje kup(iRbus fruticosus ),.snimljen

na 360 nm1 kvercetin3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;5 kemferot3-glukozid
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SlikaP13HPLChr omat ogr am ek st r a(Rubasfriticosusla do mali e
snimljen na 360 nnt kvercetin3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;

5 kemferot3-glukozid
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Slika P14 HPLC hromatogram ekstrakta lista gld@a@xataegusoxyacanthd..), snimljen
na 320 nm1 hlorogena kiselina2 p-kumarinska kiselina
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Slika P15 HPLC hromatogram ekstrakta lista glo@xataegus oxyacantha), snimljen
na 360 nm1 kvercetin3-glalakozid;2 kvercetin3-glukozid; 3 rutin; 4 miricetin;

5 kvercetin;6 kemferol3-glukozid
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Slika P16 HPLC hromatogram ekstrakta lista gld@axataegus oxyacantha), snimljen
fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8«2&®): 1(+)¥katéhan;2 proantocijanin B2;
3 (-)-epikatdin
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Slika P17 HPLC hromatogram ekstrakta lista malifibus idaeus ),. snimljen na
320 nm:1 kafena kiseha; 2 hlorogena kiselina3 ferulna kiselina
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Slika P18 HPLC hromatogram ekstrakta lista mal{fifbus idaeus ),. snimljen na
360 nm:1 kvercetin3-glalakozid;2 kvercetin3-glukozid; 3 rutin; 4 miricetin;

5 kemferot3-glukozid
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SlikaPI9HPLC hr omat ogr am eRosacanam&l saimllennat a gi pur
320 nm:1 kafena kiselina2 hlorogena kiselina3 p-kumarinska kiselina
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SlikaP2OHPLC hr omat ogr am eRosatcanm&lisamljeningt a gi pur
360 nm:1 kvercetin3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;5 kemferol3-glukozid
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Slika P21 HPLC hromatogram ekstrakta lista trnji(frunus spinosa L.xnimljen na

320 nm:1 kafena kiselina2 hlorogena kiselina3 p-kumarinska kiselina
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Slika P22 HPLC hromatogram ekstrakta lista trnji(lrunus spinosa L.)snimljen na

360nm: 1 kvercetin3-glukozid; 2 rutin; 3 miricetin; 4 kvercetin;5 kemferot3-glukozid
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Slika P23 HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupi(Rubus fruticosus ),.snimljen na

320 nm:1 kafena;2 p-kumarna kiselina
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Slika P24 HPLC hromabgram ekstrakta divlje kupi®ubus fruticosus ),.snimljen na

360 nm:1 elaginska kiselina2 kvercetin3-glukozid; 3 kvercetin
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Slika P25 HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupiRubus fruticosus ),.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 P26 HPLC hromatogram ekstrakta divlje kupifRRubus fruticosusknimljen
fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8x2&®): li{+prkalekn;2 proantocijain B2

ANA S. MILENKOVIL ANpnELKOVI L 16€



DOKTOR SKA DISERTACIJA

120

mAU

80

60

20 -

0 10 20 30 40 50

Retenciono vieme (min)

Slika P27 HPLC hromatogram ekstrakta kupiffeubus fruticosus ),.snimljen na 320 nm:

1 kafena;2 p-kumarna kiselina
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Slika P28 HPLC hromatogram ekstrakta kupiffeubus fruticosus ),.snimljen na 360 nm:

1 elaginska kiselina2 kvercetin-3-glukozid; 3 kvercetin
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Slika P29 HPLC hromatogram ekstrakta kupifeubus fruticosus ),.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 kupi(fRubus fruticosus ),.snimljen
fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8«2&®):1 (+)rkatéhan;2 (-)-epikatehin
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Slika P31 HPLC hromatogram ekstraktiiena(Cornus mas L),snimljen na 320 nm:

1 kafena;2 p-kumana kiselina3 ferulna kiselina
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Slika P32 HPLC hromatogram ekstrakta dref@ornus mas L),snimljen na 360 nm:

1 kvercetin3-glukozid; 2 rutin; 3 kvercetin
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Slika P33 HPLC hromatogram ekstrakta dref@ornus 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 dref@ornus mas 1),
snimljen fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8x2&d): li{tnkatelin;2

proantocijanidin B2
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Slika P35 HPLC hromatogram ekstrakta trnjifferunus spinosa Lgnimljen na 320 nm:

1 kafena;2 p-kumarna kiselina
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Slika P36 HPLC hromatogram ekstrakta trnjiflerunus spinosa L. snimljen na 360 nm:

1 kvercetin3-galaktozid;2 kvercetin3-glukozid; 3 rutin
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Slika P37 HPLC hromatogram ekstrakta trnjiflerunus spinosa L. snimljen na 520 nm:
1 delfinidin-3-glikozid, 2 cijanidin -3-soforizid, 3 peonidin3-glukozid,

4 peonidinr3-rutinozid
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Slika P38 HPLC hiomatogram ekstrakta trnjir{@runus spinosa L,.snimljen
fluorescentnim detektoroma 2 7 5/ 8d2&R): 1rfHpkalelin;2 proantocijanidin B2
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Slika P39 HPLC hromatogram ekstrakta mali(fRubus idaeus },.snimljen na 320 nm:
1 kafena;2 ferulna kiselina
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Slika P40 HPLC hromatogram ekstrakta malifiRubus idaeus ),snimljen na 360
nm:lelaginska kiselina2 kvercetin3-galaktozid;3 kvercetin3-glukozid; 4 rutin;

5 kemferot3-glukozid
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Slika P41 HPLC hiomatogram ekstrakta malifRubus idaeus ),.snimljen na 520 nm
1cijanidin-3-soforozid;2 cijanidin -3-glukorutinozid;3 cijanidin -3-glukozid;

4 cijanidin -3-rutinozid; 5 pelargonidinr3- soforozid
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Slika P42 HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribi@Ribes rubrum L), snimljen na 320

nm: 1 kafena;2 ferulna kiselina
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Slika P43 HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribi@Rbes rubrum L), snimljen na 360
nm: 1 kvercetin3-galaktozid;2 kvercetinr3-glukozid; 3 rutin; 4 kemferot3-glukozid
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Slika P44 HPLC hromatogram ekstrakta crvene ribi@Rebes rubrum L), snimljen na 520
nm: 1 delfinidin-3-galaktozid;2 delfinidin-3-glukozid; 3 cijanidin-3-soforozid;

4 cijanidni3-glukorutinozid
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SlikaPASHPLC hr omat ogr anfResakaninala kt a
snimljen na 320 nmt kafena;2 ferulna kiselina

gi pur ka
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SikaPAGHPLC hr omat ogr anfRosa&canina lgskinljanngi pur k a

360 nm:1 kvercetin3-glukozid; 2 kemferot3-glukozid
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SlikaPATHPLC hr omat ogr anRomkanihaalakt a ¢gi pur k

snimljen fluorescentnim detektoroma 275/322 nmegx/aem): 1 (+)-katehin;

2 proantocijanidin B23 (-)-epikatehin
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Slika P48 HPLC hromatogram ekstrakta gloffarataegus oxyacantha), snimljen na
320 nm:1 kafena;2 p-kumarna kiselina
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Slika P49 HPLC hromatogram ekstrakta gloffarataegus oxyacantha), snimljen na

360 nm1 kvercetinr3-glukozid; 2 rutin; 3 kvercetin
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Slika P50 HPLC hromatogram ekstrakta gloffarataegus oxyacantha), snimljen
fluorescentnim detektorom a

275/ 8262 1i-vepikatehin
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