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Odredivanje antioksidativne moci i kapaciteta usvajanja metala divlje borovnice
(Vaccinium myrtillus L., Ericaceae) na podrudju Crne Gore

Predmet naseg istarzivanja bila je borovnica (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae), biljka koje
u Crnoj Gori ima u obilju, i tradicionalno se koristi u ishrani ljudi ali i za pripremu ekstrakata i tinktura
u tretmanu dijabetesa.

S obzirom da borovnica sadrzi razlicite koncentracije makroelemenata i mikroelemenata, koji
su vazni kao esencijalni elementi u tragovima, ili su potencijalno toksicni, zavisno od koncentracije,
posebna paznja je usmjerena na sadrzaj 16 elemenata, ukljucujuc¢i makroelemenata (Al, Ca, Fe, K i
Mg) i mikroelemente (As, Ba, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sr i Zn) u korijenu, stablu, listu i plodu
divlje borovnice i zemljisnim supstratima kako bi se procijenila biodostupnost i migracija elemenata
1z zemljiSnih supstrata u korijen 1 odredene nadzemne dijelove biljke.

Sto se ti¢e toksi¢nih metala As nije detektovan u borovnici. Borovnica je pokazala i vrlo mali
stepen akumulacije Pb u svim dijelovima biljke $to je od izuzetne vaznosti, s obzirom da je BCR
sekvencijalna ekstrakcija potvrdila izuzetnu mobilnost a samim tim i biodostupnost Pb na ispitivanom
zemljisnom supstratu. U slucaju Cd nesto veci biokoncentracioni faktor se javlja kod korijena biljke,
mada je njegova vrijednost bila ispod jedinice. Ipak, vrijednost translacionog faktora ukazuje, Sto je
takode vrlo vazno, da se ovaj toksicni mikroelement u znacajnijoj mjeri transportuje do stabla nego
plodova i listova borovnice. Dobijeni translokacioni podaci vezani za ispitivane toksi¢ne metale,
pored biokoncentracionih vrijednosti pokazali su da se plod i listovi borovnice mogu bezbjedno
primjenjivati kako u ishrani stanovnistva tako 1 u tradicionalnoj medicini.

Visoka bioakumulaciona vrijednost u plodu borovnice zabiljezena je samo za K. Ono $to je
interesantno je da ovaj makroelement jedini 1 pokazuje znacajan stepen translokacije prema plodu
borovnice. Sa druge strane, Ca, Mg, K, Fe, Al, Sr, Ba, Mn, Cu 1 Zn se u vrlo zna¢ajnoj mjeri
transportuju od korijena do listova, dok su Ca, Mg, K, Sr, Ba, Mn i1 Zn takode pokazali veliku
sposobnost akumuliraja u listu borovnice.

Dnevni doprinos Cr, Mn i1 Cu iz jedne porcije ispitivanih borovnica je vrlo znac¢ajan, s obzirom
na preporucene vrijednosti dnevne potrebe esencijalnih elemenata, prema direktivi Evropske unije. S
druge strane, konzumiranjem 100 g ispitivane borovnice unijeti toksi¢ni metali ¢ini samo mali
procenat od maksimalno prihvatljivog na dnevnom nivou, $to nam ukazuje da borovnica ne
predstavlja toksikoloski rizik po zdravlje konzumatora.

Osnovni cilj ove teze bilo je 1 ispitivanje korelacije izmedu hemijskog sastava i
antioksidativne mo¢i ekstrakata divlje borovnice (lista i ploda) dobijenih razli¢itim ekstrakcionim
postupcima: Soxhlet ekstrakcijom, postupkom maceracije i ekstrakcijom vrelom vodom. lako su
hemijski profil i antioksidativni kapacitet borovnice prilicno ispitani, ovo je prvo istrazivanja o
njihovoj korelaciji u razli¢itim ekstraktima lista i ploda borovnice.

Uzimajuci u obzir da se biljni vodeni infuzi najcesce koriste za pripremu tradicionalnih
fitopreparata, ali uzimajuéi u obzir i ¢injenicu da industrijska proizvodnja obi¢no koristi etanol kao
rastvara¢, koristili smo razli¢ite metode ekstrakcije 1 rastvarace razli¢itih polarnosti za nalazenje
pogodnih uslova za dobijanje ekstrakata bogatih polifenolima.

Ovo istrazivanje je potvrdilo da su ispitivani ekstrakti lista i ploda borovnice izuzetno bogati
fenolnim jedinjenjima i da posjeduju visoku antioksidativnu aktivnost mjerenu dvjema
spektrofotometrijskim metodama ¢iji rezultati su potvrdeni takode i ciklicnom voltametrijom. Nasi
ekstrakti pokazali su visok stepen korelacije izmedu sadrzaja fenola, tanina, flavonoida, antocijana,
procijanidina, makroelemenata i mikroelemenata i njihove antioksidativne aktivnosti.

U ovom istraZivanju, potvrden je 1 veliki uticaj primjenjenog postupka ekstrakcije na sadrzaj
fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima. HPLC analizom u ispitivanim ekstraktima lista i ploda
borovnice identifikovano je osamnaest fenolnih jedinjenja, u razli¢itim koli¢inama, koji su u literaturi
prepoznati kao nosioci antidijabetskog potencijala. Najzastupljenija fenolna kiselina u ekstraktima
bila je hlorogenska kiselina, pra¢ena protokatehinskom kiselinom, dok su u znacajnim koli¢inama u
ispitivanim ekstraktima zastupljeni i resveratrol, izokvercetin, kvercetin, hiperozid. Prema



literaturnim podacima, fenolna jedinjenja mogu podjednako stimulisati preuzimanje glukoze iz krvi
kao metformin i tiazolidindion, koji su osnovni sastojci hipoglikemijskih lekova za oralnu upotrebu.
Dodatno, oni mogu inhibirati aktivnosti enzima a-amilazei a-glukozidaze, zbog ¢ega se usporava
resorpcija glukoze iz intestinalnog trakta i sprije¢ava nastanak postprandijalne hiperglikemije. Na
¢elijama masnog tkiva, ova jedinjenja ispoljavaju djelovanje slicno insulinu, tj. povecavaju
preuzimanje glukoze iz krvi u adipocite. Na taj nacin preparati borovnice mogu pokazati sli¢nost u
mehanizmu antihiperglikemijskog efekta kao i derivati bigvanida i tiazolidindiona. Ovi rezultati
doprinose objasnjenju tradicionalne upotrebe borovnice kao biljke koja ima antidiabetsko dejstvo.

Kljuéne rijeci: Vaccinium myrtillus, makroelementi i mikroelementi, zemljiSni supstrat,
sekvencijalna ekstrakcija, nutritivna vrijednost, zdravstveni rizik, antioksidativna aktivnost, fenolna
jedinjenja, cikli¢na voltametrija, analiza glavnih komponenata

Naucna oblast: Hemija
Uza naucna oblast: Analiticka hemija
UDK broj:



Determination antioxidant activity and metal accumulation capacity of wild
bilberry (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae) from Montenegro

The subject of our research was investigation of different extracts of bilberry, (Vaccinium
myrtillus L, Ericaceae), a plant widespread in Montenegro, traditionally used in the treatment of
diabetes, but also recognised as valuable nutraceutical.

As bilberry is a source of macroelements and microelements in different concentrations, one
of the aims of this investigation was to determine the concentrations of 16 elements including macro
(Al, Ca, Fe, K and Mg) and microelements (As, Ba, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sr and Zn) in roots,
stems, leaves and fruits of wild bilberry and corresponding soil sample in order to investigate element
mobility and availability in soil and the manner of translocation of elements taken up from the soil to
the roots and the above-ground parts of the plant. Depending on the concentration, the above-
mentioned elements might be present in traces, representing the essentuials metals necessary for
regular metabolic process, but being present in greater quantities they can be potentially toxic.

Regarding toxic metals, As was not detected in bilberry. Pb had also low bio-concentration
factor in all the parts of bilberry, which is extremely important, because the obtained results of applied
BCR sequential extraction procedure revealed that Pb could be considered as the most easily
mobilized metal in investigated soil samples. In the case of Cd, a slightly higher bioconcentration
factor occurs at the roots of the plant, although its value was below one. However, the value of the
translation factor indicates, which is also very important, that this toxic microelement is translocated
to the stems mostly but not to leaves or fruits. The obtained translocation data related to the researched
toxic metals, in addition to bio-concentration values, shows that the fruits and leaves of bilberry may
safely be used in both human nutrition and traditional medicine.

The high bioconcentration value in the fruits was only found for K. Interestingly, this is the
only element that has showed a significant level of translocation to the fruits. On the other hand, Ca,
Mg, K, Fe, Al, Sr, Ba, Mn, Cu and Zn were mostly translocated from roots to leaves, while Ca, Mg,
K, Sr, Ba, Mn and Zn also exhibited a high capability to be accumulated in leaves.

The daily contribution of Cr, Mn and Cu from one portion of the examined bilberry was very
significant, considering the recommended daily allowance values of these essential elements, in
accordance to the Directive of European Union. On the other hand, by consuming 100 g of tested
bilberry, the intake of toxic elements was only a small percentage of the maximum tolerable daily
intake, which indicates that bilberry possessed no toxicological risk to the consumer’s health.

Taking into account the abovementioned, the additional aim of this study was to investigate
the correlation between chemical profile and antioxidant activity of wild bilberry extracts (leaves and
fruits), obtained by different extraction procedures, namely Soxhlet extraction, maceration and
infusion. Although bilberry have been described elsewhere in terms of their chemical profile and/or
their antioxidant capacities, this the first research focusing on their correlation in different types of
bilberry leaves and fruits extracts.

Althoughthe water herbal infusions are most often used for preparation of traditional
phytopreparations, the industrial scale production usually employes ethanol as a solvent, different
extraction methods and solvents with different polarity were used to establish the suitable conditions
for obtaining the extracts rich in polyphenolic composition.

Our results revealed that all investigated bilberry leaves and fruits extracts were rich in
phenolic compounds and demonstrated good antioxidant activity measured by using two
spectrophotometric methods, the results verified with the cyclic voltammetry tests, as well. Our
extracts showed a high degree of correlation between phenols, tannins, flavonoids, anthocyanins,
procyanidins, macro and microelements content and their antioxidant activity.

This research also enabled to determine the effect of applied extraction procedure on the
phenolic content in examined extracts. Using a HPLC method, we confirmed the presence of eighteen
individual phenolic compounds in different amounts in the leaves and fruits extracts, known from the
up to date literature data to possess antidiabetic potential. The most abundant phenolic acid was



chlorogenic acid, followed by protocatechuic acid, while resveratrol, isoquercetin, quecetin and
hyperoside were present in significant quantities in investigated extracts. According to the literature
data, phenolic compounds might stimulate glucose uptake by comparable performance to metformin
and thiazolodinedione, main common oral hypoglycemic drugs. In addition, they might inhibit o-
glucosidase and a-amylase activities, which decreases the rate of glucose resorption from the
intestinal tract and prevents development of postprandial hyperglycemia. The effect of these
compounds on the fat cells is similar to the insulin effect, meaning they increase adipocytes glucose
uptake. In this manner, bilberry preparations may show similarities in the mechanism of anti-
hyperglycemic effect to the derivate of biguanide and thiazolodinedione. The presence of identified
phenolic compounds might contribute the evaluation of the traditionally established use of bilberry
as a plant with antidiabetic effects.

Keywords: Vaccinium myrtillus, macroelements and microelements, soil substrate, sequential
extraction, nutrition value, health risk, antioxidant activity, phenolic compounds, cyclic voltammetry,
principal component analysis

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytyical Chemistry
UDC number:
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. UVOD

Slobodni radikali, predmet interesovanja u mnogim naucno-istrazivackim studijama,
predstavljaju medijatore brojnih oboljenja komplikovane etiologije (dijabetesa, HIV infekcija,
autoimunih, neurodegenerativnih, koronarnih, malignih, pluénih, inflamatornih i mnogih drugih
bolesti), predstavljajuci dio kompleksnog patofizioloskog mehanizma ostecenja [1-3]. Organizam se
protiv slobodnih radikala, osim sopstvenim odbrambenim mehanizmom, brani i prirodnim
antioksidansima koji se u organizam mogu unijeti hranom. Prirodni antioksidansi imaju sposobnost
da neutraliSu slobodne radikale koji se smatraju odgovornim i za razvoj degenerativnih bolesti.

Kako su kroz istoriju biljke upotrebljavane kao lijekovi, u cilju identifikacije nosilaca bioloske
aktivnosti biljaka kao i njihove kvantifikacije, brojna istrazivanja su usmjerena na primjenu
raznovrsnih tehnika izolacije, kvalitativne i kvantitativne analize. Blagotvorno dejstvo ljekovitih
biljaka na zdravlje pripisano je visokom sadrzaju raznovrsnih sekundarnih metabolita, od kojih su
najzastupljenija fenolna jedinjenja [4—7]. Fenolna jedinjenja imaju izraZzenu antioksidativnu i
antiradikalsku aktivnost, i zbog toga im se pripisuju mnoga terapijska djelovanja: antibakterijsko,
antiinflamatorno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno, te stoga, veliki broj i
savremenih lijekova poti¢e od prirodnih proizvoda, ili je nastao polusintezom jedinjenja izolovanih
iz biljaka. Istrazivanja su naro¢ito fokusirana na biljke koje se tradicionalno koriste u narodnoj
medicini podneblja u kojem rastu.

Uporedo sa konstituentima koji su nosioci ljekovitih svojstava, biljke sadrze i odredene
koli¢ine metala. Covjekov organizam zahtjeva unosenje mikroelemenata i makroelemenata u
odredenim koli¢inama koje su neophodne za razvoj i dobro zdravlje [8,9]. Medutim, biljke tokom
gajenja i obrade mogu biti lako zagadene toksi¢nim metalima. S obzirom na mogu¢nost akumulacije
metala u biljkama, veoma je vazno ustanoviti sadrzaj metala u biljnom materijalu koji se koristi u
medicinske, prehrambene 1 kozmeticke svrhe.

Detaljnim pregledom literature, utvrdeno je da ima malo podataka o sistematskom
fitohemijskom ispitivanju samoniklih biljaka sa podrué¢ja Crne Gore. Predmet naSeg istarzivanja bila
je borovnica, Vaccinium myrtillus L., Ericaceae, plod i list, biljka koje u Crnoj Gori ima u obilju, i
tradicionalno se koristi u ishrani ljudi ali i za pripremu Cajeva i tinktura u tretmanu dijabetesa [10-
12]. Cilj je bio definisanje uslova koji se mogu iskoristiti za dobijanje novih preparata sa optimalnim
sadrzajem fenolnih i mineralnih konstituenata, prepoznatih kao sastojci preparata koji se mogu
primjeniti kao dopunska terapija za olakSavanje problema koje prate dijabetes, namijenjenih per os i
topikalnoj bezbjednoj primjeni.

Odabrana indikaciona oblast - dijabetes - pogada veliki dio populacije, bilo da je rije¢ o
stanovniStvu razvijenog, ili ostalog dijela svijeta [2]. Procijenjuje se da je kod oko 25% svjetskog
stanovniStva konstatovano ovo oboljenje. Diabetes mellitus je uslovljen poremeéajem metabolizma
ugljenih hidrata, Sto se odrazava na nizak nivo insulina u krvi, odnosno na pojavu neosjetljivosti
odredenih organa na insulin, §to predstavlja patolosko stanje.

Iako postoji stalan progres u lijeCenju ovog oboljenja, i dalje postoji potreba za formulacijom novih,
efikasnijih lijekova, koji ne¢e imati nezeljene prateCe efekte. Zato je ljekovito bilje izazov i na ovom
polju.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je pripremu razli¢itih etanolnih 1 vodenih ekstrakata lista i ploda
borovnice i njihovu detaljnu hemijsku karakterizaciju. U cilju uspostavljana koralacije
antioksidativne aktivnosti ekstrakata i hemijskog sasatava, odreden je sadrzaj ukupnih fenola,
flavonoida, tanina, procijanidina, antocijana. Kvantifikacija najzastupljenijih fenolnih jedinjenja
omogucila je identifikaciju dijela biljke i tehnoloskog procesa ekstrakcije kojim se dobijaju ekstrakti
sa optimalnim sadrZajem komponenti koje se literaturno navode kao nosioci antidijabetske aktivnosti.
Posebna paznja je usmjerena na sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u biljci (korijenu, stablu,
listu 1 plodu) i zemljisnim supstratima, kako bi se procijenila bioakumulaciona sposobnost borovnice
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1 mehanizam usvajanja odredenih elemenata. Pored toga, ispitana je biodostupnost i migracija
elemenata iz zemlji$nih supstrata u odredene nadzemne dijelove biljke. Nakon odredivanja sadrzaja
elemenata u borovnici, koja je vrlo zastupljena u ishrani lokalnog stanovista, izveden je zakljucak o
njenoj nutritivnoj vrijednosti i doprinos dnevnom unosu esencijalnih elemenata. S druge strane,
izveden je zaklju¢ak o unosu toksi¢nih elemenata i na osnovu toga procijenjen rizik po zdravlje
konzumenata.

Kao osnovni cilj ove teze navedena je korelacija izmedu hemijskog sastava i antioksidativne
mo¢i divlje borovnice (lista i ploda) i njenih ekstrakata dobijenih razli¢itim ekstrakcionim
postupcima. Iako su hemijski profil i antioksidativni kapacitet borovnice prilicno ispitani, nema
istrazivanja o njihovoj korelaciji u razli¢itim ekstraktima borovnice. Pri izboru pogodnog rastvaraca
za ekstrakciju uzeto je u obzir nekoliko faktora. Naime, nekovalentne interakcije, brzina kretanja
molekula i ubrzanje protoka rastvaraca na vi$oj temperaturi, moze povecati sadrzaj ekstrahovanih
fenolnih jedinjenja [13]. S druge strane, visoka temperatura klju¢anja upotrebljenog rastvaraca i
smanjenje gustine fluida na viSoj temperaturi mozZe smanyjiti efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja.
Uzimajuci u obzir da se biljni vodeni infuzi najcesce koriste za pripremu tradicionalnih fitopreparata,
ali u skladu sa ¢injenicom da industrijska proizvodnja obicno koristi etanol kao rastvarac, koristili
smo razli¢ite metode ekstrakcije 1 rastvarace razli¢itih polarnosti za nalaZzenje pogodnih uslova za
dobijanje ekstrakata bogatih polifenolima. Pored toga, sadrzaj makroelemenata 1 mikroelemenata je
odreden u borovnici i u zemljiSnim supstratima radi procijene kapaciteta usvajanja tih elemenata, iz
zemlje preko korijena do jestivog ploda. Na kraju, mjerenjem sadrzaja makroelemenata i
mikroelemenata u vodenim 1 etanolnim ekstraktima lista 1 ploda, izveo se zakljuCak o unosu
esencijalnih elemenata kao i o unosu toksi¢nih elemenata 1 riziku po zdravlje konzumenata u cilju
definisanja uslova za dobijanje novih preparata sa optimalnim sadrzajem fenolnih i mineralnih
konstituenata.
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2. OPSTI DIO

2.1. Sastav zemljiSta

lako predstavlja samo tanak sloj Zemljine kore (debljine 2 do 3 m), zemljiste ima
mnogobrojne funkcije [14,15]. Osnovna i najbitnija funkcija je proizvodnja hrane za zivotinje, biljke
i Covjeka. Zahvaljujuéi sposobnosti samoprec¢is¢avanja, zemljiSte moze da apsorbuje, razlaze i
transformiSe zagadujuce materije, onemogucavajuci ih da zagade podzemne vode i na taj nacin udu
u lanac ishrane. Takode, zemljiste pruza ¢vrst oslonac neophodan za gradnju, staniSte je mnogih
biljaka i zivotinja, izvor sirovina za gradnju kao i izvor obnovljivih izvora energije. lako se prirodne
funkcije zemljista koriste 1 od velike su vaznosti za opstanak 1 razvoj Covjecanstva, bitno je ne narusSiti
prirodnu ravnotezu sistema. ZemljiSte je teSko obnovljiv prirodni resurs, 1 formira se tokom dugih
vremenskih intervala kroz interakciju osnovnog mati¢nog materijala sa organskom materijom. Na
proces formiranja zemljiSta znacajno uticu klimatski, reljefski, bioloski faktori, 1 danas jako bitan
¢inilac promjene sastava zemljista-Covjek [14-17].

Neprekidni proces nastanka zemljiSta ogleda se u raspadanju stijena i minerala obrazovanjem
novih, sintezi i transformaciji organskih jedinjenja, i premjestanjem produkata raspadanja po profilu
zemljista [18,19]. Vaznu ulogu u ovim procesima ima te¢na faza zemljiSta, posredstvom koje i u kojoj
se svi ovi procesi odigravaju (slika 1). U zemljiStu je i izvjesna koli¢ina zemljiSnog vazduha, ¢iji je
procenat obrnuto srazmjeran sadrzaju vlage. Njegov sastav je drugaciji od atmosferskog [19]. Sadrzi
vise ugljen-dioksida i vodene pare, a manje Kiseonika, i taj odnos nije stalan, ve¢ se mijenja pod
uticajem mikroorganizama, korijena biljaka i drugih organizama. Kiseonik se gubi u procesima
disanja, truljenja i vrenja, i izdvaja se ugljen-dioksid koji djelimi¢no apsorbuju korjenovi biljaka i
autotrofni mikroorganizmi, koriste¢i ga za sintezu sopstvenih organskih materija. Takode, sastav
vazduha se mijenja i pod uticajem atmosferskog i ta razmjena gasova izmedu zemljiSta i atmosfere
naziva se disanje zemljiSta (vazduh bogatiji kiseonikom istiskuje zemljisni).

Teéna faza Cvrsta faza

25% 30%

Mineralne maternje

45%

Gasovita faza

25%

VUS
alusjew
aysuedin

Slika 1. Zemljiste kao viSefazni sistem (u zapreminskim %)

Treca, osnovna faza trofaznog sistema zemljista je ¢vrsta faza (50%). lako se faze zemljista
posebno navode, one su medusobno direktno, ali i uz uc¢escée zivih organizama (tzv. ¢etvrtu zivu fazu)
povezane [14]. Dominantnu ulogu u formiranju neorganskog dijela ¢vrste faze imaju sedimentne
stijene, koje su procentualno manje zastupljene u odnosu na magmatske i metamorfne, ali su
povrsinski dominantno eksponiranije [14,20]. Neorganski dio zapravo ¢ine primarni i sekundarni
minerali [14,15,21]. Primarni se u izvjesnoj koli¢ini mogu na¢i u zemljistu, a po svom porijeklu
vezani su za magmatske i metamorfne stijene. S obzirom da su nastali u uslovima drugacijim od onih
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koji vladaju u zemljiStu, nestabilniji su i raspadanjem daju kvalitativno nove minerale koji se
hemijskim procesima (rastvaranje, hidroliza, hidratacija) i djelovanjem specijalnih grupa
mikroorganizama (silikatne bakterije) ralazu, ali sporo, na oblike elemenata koje biljke mogu
iskoristiti [14]. Stoga su elementi neophodni za razvoj biljaka prakti¢no nedostupmi iz 0vog izvora,
te njegovo prisustvo odreduje samo potencijalno bogatstvo zemljista. Mnogo su vazniji sekundarni
minerali koji nastaju razlaganjem primarnih minerala i ¢ine manji dio ¢vrste faze. Najzastupljeniji su
minerali gline (nastali razlaganjem silikata primarnih stijena). Upravo su oni znacajan izvor
negativnog povrSinskog naelekrisanja u zemljiStu koje je sposobno zadrzati pozitivhe jone
elektrostatickom sorpcijom, te prema tome daju glavni doprinos kapacitetu izmjene katjona u
mineralnim zemljistima. Ova funkcija dobija znacaj zadrzavanjem biljkama neophodnih, esencijalnih
I nutritivnih elemenata, nastalih u procesima raspadanja [14]. U sekundarne minerale zemljista
spadaju i dalji produkti raspadanja minerala gline: hidratisani oksidi silicijuma, aluminijuma i gvozda.
Takode, tu su i hidratisani oksidi mangana, tesko rastvorne soli karbonata (Ca, Mg), sulfata (Ca) i
drugi.

Generalno, sekundarni minerali se ponasaju kao aktivna faza zemljista jer predstavljaju glavne
sorbente vode i biljnih hraniva, ali i zagadujucih supstanci [14].

Drugi sastojak ¢vrste faze zemljiSta su organske materije, koje su nastale od izumrlih djelova
biljaka, zemljiSne faune i plazme mikroorganizama. To su organske supstance velikih molekula i
molekulskih masa, i organske supstance manjih molekula (ugljeni hidrati, proteini, fenoli,
aminokiseline i ostali); kao i1 od njih nastale, procesima polimerizacije, polikondenzacije i nepotpune
oksidacije huminske supstance, koje u¢estvuju u izgradnji humusa zemljista (humus je plodno tlo na
povrsini zemljine kore debljine samo oko nekoliko decimetara, sastavljeno od mjesavine organskih i
mineralnih materija sa prisustvom bakterija). Zbog svoje visoke specifiéne povrSine, huminske
supstance, slicno neorganskim, pokazuju dobre sorpcione osobine, kompleksiraju se sa jonima
metala, vezuju¢i tako i jone toksi¢nih metala [14,21]. Sveukupna organska materija zemljiSta je
znacajan izvor negativnog naelektrisanja, doprinoseci tako njegovom kapacitetu katjonske izmjene
[14,22].

2.2. Makroelementi i mikroelementi u zemlji$tu i njihovo odredivanje

Metali u zemljiStu vode porijeklo iz viSe izvora. U prvom redu je to geohemijski izvor, to jest
mati¢ni supstrat na kome je zemljiste formirano. NiSta manje vazan je i sadrzaj metala antropogenog
porijekla, kao proizvod industrije, energetike, saobracaja, dubriva, pesticida i ostalog [23,24].

Ispitivanje hemijskog sastava zemljiSta moze biti u vidu odredivanja ukupne koncentracije
odredenog elementa ili odredivanje njegove koncentracije u zemljiSnim frakcijama. Kada se radi o
ukupnoj koncentraciji, to je ukupna koli¢ina elementa trenutno prisutnog u zemlji$tu, nezavisno od
fizicko-hemijske forme i izvora iz koga potice. Cesto ukupna koncentracija nije u korelaciji sa
apsorpcijom od strane biljaka, koja zavisi od biodostupnosti elementa, mobilnosti i njihovih izvora
po zemljisnim frakcijama [25]. Ova pristupacnost za biljke je potencijalno promjenljiva, i zavisi od
vrste elementa i uslova okolne sredine koji mogu dovesti do njegovog izdvajanja iz manje mobilnih
formi: pH vrijednosti, redoks-potencijala, oksigenacije zemljista, sadrzaja organskih materija, oksida
gvozda, aluminijuma i mangana, gline i sulfida. Stoga je od znacaja prouCavanje elemenata u
pojedinim frakcijama zemljista.

Povecan ukupan sadrzaj metala geohemijskog porijekla ne mora znaciti 1 pove¢ano usvajanje
od strane biljaka [25]. Suprotno, na zemljistima koja se odlikuju normalnim ukupnim sadrzajem
metala, biljke mogu pokazati simptome toksi¢nosti. To je iz razloga §to uslovi u zemljiStu, kao §to su
kisela reakcija, nizak redoks potencijal, ili antropogeno porijeklo metala, dovode do njegovog lakseg
rastvaranja i vece dostupnosti biljkama. Stoga se, da bi dobili podatke o ukupnom i (potencijalno)
pristupacnom sadrzaju metala u zemlji$tu i njihovom mogucem porijeklu, koristi metoda frakcione
ekstrakcije. To je metoda kojom se sukcesivnom primjenom razli¢itih agenasa rastuce ekstrakcione
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moc¢i selektivno rastvaraju odredene specificno vezane frakcije elemenata iz istog uzorka zemljiSta
[25-33]. Postoji niz sekvencijalnih ekstrakcija, ali su najpoznatije Tesijerova (Tessier) procedura [34]
i BCR sema (Bureau Communautaire de Reference) [25,30,35,36]. Tesijerova procedura predvida
dijeljenje elemenata na pet definisanih frakcija: izmjenljiva; vezana za karbonate; vezana za okside
gvozda 1 mangana; vezana za organsku supstancu i sulfide; rezidualna. Kao i kod ostalih
sekvencijalnih ekstrakcionih Sema, opada dostupnost elemenata tokom ekstrakcije, pa je prva faza
najlabilnija i biljci dostupna, a peta faza predstavlja elemente najmanje mobilnosti koji se pri
prirodnim uslovima ne mogu mobilisati u normalnom vremenskom periodu [37].

Poznato je da se metali u zemljistu geohemijskog porijekla nalaze najve¢im dijelom vezani u
silikatima, sulfidima, oksidima, i kao takvi su slabo mobilni i tesko pristupacni biljkama [24].
Suprotno ovome, metali antropogenog porijekla najcesée su u povrsinskom sloju, u rastvorljivim
oblicima 1 stoga pristupacniji biljkama.

Izmjenljiva (adsorptivna i jonoizmenjivacka vezana) faza je najmobilnija u ispitivanom
uzorku, te prema tome prvi korak u izvodenja sekvencijalne ekstrakcije. Metali ove frakcija su za
¢vrstu povrSinu vezani slabim elektrostatiCkim interakcijama u obliku organskih i neorganskih
kompleksa, ili u vidu hidratisanih jona rastvorenih u vodi, te stoga najlakse dospijevaju u zivotnu
sredinu. Za ekstrakciju ove faze koriste se uglavnom neutralni rastvori soli (CHsCOONH,4, MgCls,
CaCl,, BaCly, KNO3), s obzirom da ne uti¢u na promjenu pH, te prema tome ni na ekstrakciju slabije
mobilnih faza [38—42]. Ovi rastvori su dovoljno visokih koncentracija, odnosno jonskih sila, da bi
izazvali §to potpuniju jonsku izmjenu (1 mol/dm?®). Amonijumove soli jakih kiselina, (NH4CI ili
NHsNOs) mogu da snize pH i da potpomognu hidrolizu glina, a soli slabih kiselina (CH;COONa)
poveéavaju pH i tako dovode do talozenja metalnih hidroksida ili kompleksiranje elemenata
acetatnim anjonom. Stoga se (1 mol/dmé, pH 7) preporucuje kao ekstrakciono sredstvo od strane
evropskih eksperata za ispitivanje jonoizmenjivih elemenata pod pokroviteljstvom biroa za referentni
materijal (BCR) [43,44].

Karbonatna frakcija sadrzi metale vezane za karbonate c¢ija se rastvorljivost, a time i
oslobadanje adsorbovanih jona metala, mijenja i pri maloj maloj promjeni pH vrijednosti zemljista
(povecava se sa smanjenjem pH vrijednosti). Kao ekstrakciono sredstvo Kkoristi se natrijum-acetat
(CH3COONa) zakiseljen sir¢etnom kiselinom (CH3COOH) do pH vrijednosti 5 [34,38,45-47].
Siréetna kiselina rastvara i metale rezidualne frakcije (silkatni material), a dovodi i do djelimi¢nog
rastvaranja hidratisanih oksida gvozda i mangana (redukujuca frakcija). Da bi se ove poteskoce koje
siréetna kiselina izaziva izbjegle, uglavnom se ekstrakcija metala karbonantne frakcije izostavlja i
ekstrahuje zajedno sa lako redukuju¢om fazom [34].

Reducibilna faza podrazumijeva metale udruZzene sa oksidima gvozda i mangana, a koji su
pod uticajem promjene pH vrijednosti, redoks potencijala i oksigenacije sredine. Dijeli se u tri
kategorije [38,48,49]: lako reducibilna (oksidi Mn), umjereno reducibilna (amorfni oksidi Fe) i tesko
reducibilna frakcija (kristalni okidi Fe). Medutim, u literaturi se najcesée pravi podjela na metale
vezane za umijerene i lako reducibilne okside Fe i Mn [38,45,47,50,51].

Sekvencijalna ekstrakcija ima za cilj da odvoji okside mangana od oksida gvozda, ali iokside
razlicitog stepena kristalizacije primjenom razlicitih ekstrakcionih sredstava. Oksidi mangana koji su
hidratisani se mnogo lakSe redukuju od oksida gvozda, a kao najéesc¢e koris¢eno sredstvo za obje
vrste oksida je kiseli rastvor hidroksilamin-hidrohlorida (NH.OH<HCI). Pri tome, mali procenat
gvozda se rastvara i redukuje, 1 to je najreaktivniji, najmanje kristalizovan oksid gvozda. Povecanje
0vog procenta, moze se posti¢i povec¢anjem koncentracije redukcionog sredstva ili snizenjem njegove
pH vrijednosti (s tim da pH vrijednost niza od 1.5 [34,38] moZze uzrokovati rastvaranje i silikata).
Rastvaranje kristalnog MnO: je dosta sporije, i zavisi od vremena djelovanja redukcionog sredstva.
Tokom ove ekstrakcije, koristi se rastvor ¢ija pH vrijednost ne prelazi 5 u cilju smanjenja efekta ovog
reagensa na silikate koje djelimi¢no rastvara [34,38]. Vecu selektivnost u odnosu na hidroksilamin—
hidrohlorid posjeduje oksalatni reagens ((NH4)2C204 + H2C204), odnosno smjesa oksalne kiseline i
amonijum-oksalata (pH = 3), pa se koristi za djelimi¢no kristalizovane i amorfne oksida gvozda, ali
ne i jako kristalizovane okside. Oksalat ne napada silikate u velikoj mjeri, ali moze djelimi¢no
razloziti organsku supstancu, pa se preporucuje njena prethodna ekstrakcija natrijum-hipohloritom.
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Organsko sulfidna faza (oksidabilna) je vezana za organsku materiju ili sulfidne minerale u
anoksi¢nim uslovima. Povecanje sadrzaja kiseonika dovodi do njihove mobilizacije. U sekvencijalnoj
ekstrakciji za oslobadanje ovih metala najefikasnije sredstvo je azotna kiselina (HNO3), koja se moze
koristiti sama ili u kombinaciji sa drugim kiselinama. U ve¢ini nau¢no-istrazivackih radova, kao bolje
sredstvo pokazao se vodonik-peroksid (H202), na povisenoj temperaturi i snizenoj pH vrijednosti
(oko 2), jer rastvara samo sulfidne rude. Problem sa ovim ekstrakcionim sredstvom je to Sto je
potrebno da se ponovo desorbuju joni koji su adsorbovani na preostalim supstratima, a to se najcesce
radi pomo¢u amonijum-acetata [34,38,52,53].

Rezidualna faza predstavlja metale inkorporirane u silikatnim i oksidnim mineralima, to jest
najimobilnije metale. U prirodnim uslovima se ne mogu izolovati iz geoloskog materijala, pa su sa
aspekta zivotne sredine nezanimljivi za istrazivanja. Za razaranje ovih geoloskih materijala, koriste
se mineralne Kkiseline ili smjese istih (HF/HCIOs; HNO3z/HF; HCI/HNO3s/HF; HNO3/HCIOy4;
HCI/HNO:s) [14].

Tesijerova procedura ekstrakcije se i danas koristi ali je potisnuta od strane BCR ekstrakcije,
zbog promjenljive efikasnosti, nedovoljnog razdvajanja frakcija ali i njihovog preklapanja.

BCR sekvencijalna ekstrakcija je najSire primjenljivana procedura i ona je jednostavnija od
Tesijerove, vremenski manje zahtjevna, omogucava medulaboratorijsko uporedivanje, jer postoji
sertifikovani referentni materijal, 1 uvjek je moguce ustanoviti preciznost i tacnost procedure. U
originalnoj BCR proceduri postoje tri frakcije: 1) izmjenljiva, u vodi rastvorna i kiselo rastvorna faza
- frakcija vezana za karbonate, 2) reducibilna - frakcija vezana za Fe i Mn okside i hidrokside i 3)
oksidabilna - frakcija vezana za organsku materiju i sulfide [25,35]. Orginalna BCR metoda je
modifikovana u drugom koraku [25,30,54] zbog nekonzistentnosti ekstrakcije elemenata,
smanjenjem pH vrijednosti i pove¢anjem koncentracije redukujuceg agensa, kao i dodatkom Cetvrte
faze koja je zaduzena za digestiju ¢vrstog ostatka carskom vodom (ili drugom kiselinskom smjesom),
Sto omogucava poredenje sume Cetiri BCR koraka sa nezavisnom analizom drugog dijela nakon
njegove digestije sa carskom vodom (pseudo totalna koncentracija). Prikaz modifikovane BCR
sekvencijalne ekstrakcione procedure sa 4 faze dat je u tabeli 1.

Tabela 1. Modifikovana BCR sekvencijalna ekstrakciona procedura sa 4 faze
Ekstrakciono
sredstvo

Ekstrakcioni korak Frakcija

Izmjenljiva, u vodi
rastvorna i kiselo
rastvorna faza-
frakcija vezana za
karbonate

1 Siréetna kiselina

Reducibilna-frakcija

Hidroksilamin-

vezana za Fe i Mn

hidrohlorid okside i hidrokside
Vodonik-peroksid Oksidabilna-frakcija
: . vezana za organsku
3 zatim 1M amonijum- N .
materiju i sulfide
acetat
4 Carska voda Rezidualna
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2.3. Uticaj makroelemenata i mikroelemenata na biljke

Usvajanje elemenata kod biljaka se prvenstveno vrsi preko korijena iz zemljisnog rastvora, a
manjim dijelom i preko nadzemnih organa iz atmosfere. Korijenske izlu¢evine su bogata sredina za
razvoj mikroorganizama u sloju zemljista oko korijenskog sistema. Mikroorganizmi fiksiraju azot iz
zemljiSnog vazduha, razlazu organske komplekse jedinjenja, razlazu minerale i mineralizuju
organske materije kao priprema za njihovo usvajanje od strane biljke. Nisu svi elementi biljkama
neophodni. 1z tog razloga elemente dijelimo na esencijalne (neophodne), korisne i ostale [55].
Esencijalne elemente odlikuje specificno dejstvo i da bi se biljke normalno razvijale i rasle, one
moraju odrzavati koncentracije ovih elemenata u okviru optimalnih vrijednosti (stanje homeostaze).
Bez njh biljka ne moZe da zavrsi svoj potpuni zivotni ciklus, pojavljuju se simptomi deficijencije.
Sedamnaest elemenata su esencijalni: C, O, H, N, P, K, Ca, Mg, S, ClI, Fe, B, Mn, Zn, Mo, Ni i Cu.
Izvjestan broj elemenata, koji nisu esencijalni, imaju povoljno dejstvo na rast biljaka i oni se
oznacavaju kao korisni elementi. Tu spadaju Na i Si. U nespecifi¢nim funkcijama oni mogu biti
zamjenjeni. Ostali elementi mogu da se nadu u biljkama ali bez vidljivog znacaja. Usvajanje i
nakupljanje elemenata u biljkama zavisi od brojnih endogenih i egzogenih ¢inilaca: vrste biljke i
njenog genotipa, vrste jona, a najvise od njihove koncentracije u spoljasnjoj sredini. Sa pove¢anjem
koncentracije najintezivnije se nakupljaju Zn, B, Mo, Co, Cd, a u manjoj mjeri Mn, Fe i Al, i najmanje
Cu, Pbi Cr. U elemente koji se intezivno translociraju iz korijena u nadzemne organe biljaka spadaju
Mn, Zn, Cd, B, Mo i Se, srednje Ni, Co i Cu, a sporo Cr, Pb i Hg [19].

Na osnovu zastupljenosti u biljkama, elementi se grupisu na makroelemente i mikroelemente.
C,0O,H,N, P, K, Ca, Mg, S, Na, Si i Cl predstavljaju makroelemente, i njihov sarzaj u suvoj materiji
biljaka se krec¢e od 2 do 60 mg/g. Fe, Zn, Ci, Mn i ostali su mikroelementi, i u suvoj materiji biljaka
ih ima manje od 1 mg/g [55]. Ovakva podjela elemenata ne govori i o njihovom znacaju za
metabolizam biljaka, jer su i jedni i drugi neophodni za zivotni ciklus. Uloge elemenate u biljkama
su viSestruke: neki su kofaktori enzima uklju¢eni u vazne procese, kao $to su fotosinteza (Cu, Mn),
transkripcija dezoksiribonukleinske Kkiseline, DNK (Zn), hidroliza uree u CO2 i NH3 (Ni), kao i
nodulacija (stvaranje ¢vorova) kod leguminoza i fiksacija azota (Co, Zn); drugi igraju vaznu ulogu u
cvjetanju i produkciji sjemena, kao i rastu biljaka (Cu, Zn) [56].

2.4. Anatomske i fizioloSke promjene biljaka i mehanizmi tolerantnosti

Kada koncentracije elemenata predu optimalne vrijednosti, elementi mogu ispoljiti svoje
toksi¢ne efekte (fitotoksi¢nost). Ovi toksi¢ni efekti se mogu zapaziti u vidu promjene permeabiliteta
¢elijskih membrana; u vidu reakcije sa sulfhidrilnom grupom (SH) enzima koji se na ovaj nacin
inhibisu; takode mogu da konkurisu za mjesto vezivanja neophodnim metabolitima; pokazuju afinitet
ka aktivnim fosfatnim grupama ADP i ATP; dovode do dezintegracije membrane, gubitka jona,
peroksidacije lipida, degradacije DNK/RNK i kona¢no smrti ¢elije [19].

Veéina metala se najviSe nakuplja u korijenu, pa su morfoloske i anatomske promjene u
uslovima viska uocljive u vidu njegovog zaostatka u rastu, slabijeg grananja i manjeg broja
korijenskih dlacica. Takode dolazi do smanjenja permeabilnosti zidova korijenskih ¢elija za vodu, i
sve to vodi u generalno smanjenje resorpcije vode. Stoga je i transport u nadzemne organe smanjen,
ali dodatno i smanjenjem povrsine provodnih sudova. Smanjen transport Vode povecava difuzni otpor
stoma lista (smanjenjem broja i veli¢ine stoma otvora), 0dnosno smanjuje se transpiracija biljke, sto
se moze zapaziti na listovima u vidu smanjenja broja listova, promjene njihove anatomske grade i
pojave hlorotickih i nekrotickih pjega. Mogu uticati na metabolizam fitohormona, takode smanjiti
intezitet fotosinteze smanjujuéi sintezu fotosintetickih pigmenata ili inhibirajuci transport elektrona
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kroz elektronski transportni lanac. Uti¢u na strukturu i funkciju ribozoma i time smanjuju sintezu
proteina kao i aktivnost brojnih enzima [19].

Ipak biljke mogu opstati na stanistima koja se odlikuju velikim koli¢inama metala,
zahvaljujuci ¢elijskim mehanizmima adaptacije koji omogucavaju toleranciju biljke prema metalnom
stresu. Tolerancija moZe biti izrazena prema jednom ili prema vise metala (multipna tolerantnost).
Ona ima genetsku osnovu, ali se modifikuje adaptacijom. U zavisnosti od mjesta gdje djeluju,
mehanizmi tolerantnosti se mogu svrstati u spoljas$nje i unutra$nje. Spoljasnji onemoguéavaju
ulazenje metala u biljku. Naime, biljka preko korijena izlucuje u spoljasnju sredinu helate i organske
kiseline, koji mogu da promijene pH i redoks potencijal zone tla uz korijen biljke (rizosfere), i na taj
nacin stvaraju barijeru za usvajanje metala. Takode, vece koli¢ine metala se imobiliSu vezujuci se za
¢elijski zid (ova mjera se ostvaruje zahvaljujuéi polisaharidima pektina koji su sposobni da vezu
dvovalentne i trovalentne metalne jone), i tako ne ostvaruju kontakt sa protoplastom. Unutrasnji
mehanizmi tolerantnosti dolaze do izrazaja kada metal ude u unutrasnjost biljke, i to su: vezivanje
metala za neorganska jedinjenja, nakupljanje metala u vakuoli, obrazovanje kompleksa metal-peptid
(fitohelatini), stvaranje kompleksa metal-protein (metalotioneini). Kada biljka usvoji visak metala,
oni se u citoplazmi vezuju za organska jedinjenja male molekulske tezine polipeptide i proteine, koji
u svom sastavu imaju aminokiseline sa sumporom (cistein i metionin). Na taj na¢in aminokiselinska
SH- grupa polipeptida stvara stabilni organo-metalni kompleks fitohelatin. Ovaj kompleks se moze
zadrzati u citoplazmi ili prenijeti u vakuole, u ¢ijoj kiseloj sredini se kompleks razgraduje i tada
slobodan polipeptid odlazi u citoplazmu da nastavi svoju funkciju. U sluc¢aju da su ovi metali u
izvjesnom periodu neophodni za metabolizam biljaka, lako ih je izdvojiti [19,55,57-59].

2.5. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, dijabetes, predstavlja jedno od vodec¢ih hroni¢nih oboljenja u svijetu. Smatra
se da skoro 250 miliona ljudi ima dijabetes, a o¢ekuje se da ¢e tokom narednih 20 godina ovaj broj
biti povecan na 380 miliona [60]. Radi se o hroni¢nom poremecaju metabolizma, kao posledica
smanjene sekrecije insulina ili poremecaja njegovog dejstva (ili oba ova poremecaja istovremeno) §to
se karakterise hiperglikemijom, odnosno povisenim nivoom glukoze u krvi, koja dovodi do ostecenja
gotovo svih sistema organa. Smanjena sekrecija ili poremecaj dejstva insulina onemogucéava
skladistenje glukoze u masnom potkoznom tkivu i u manjoj mjeri u jetri, Sto kod oboljelih dovodi do
stalnog povisenog nivoa glukoze u krvi. Osim ovih tkiva, koja su oznacena kao skladista glukoze, 1
¢elije drugih tkiva zbog problema sa insulinom ne mogu koristiti glukozu kao izvor energije, te iako
Se¢era u krvi ima 1 viSe nego Sto treba, celije ostaju “gladne”. U normalnim uslovima, u periodu od
dva do Cetiri sata nakon obroka, nivo glukoze u krvi je skladisten i normalizovan, a tkiva ¢e postepeno
koristiti tu skladistenu energiju.

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je 1998. godine dala vazec¢u klasifikaciju dijabetesa
na 4 osnovne kategorije [60]:
1. Dijabetes tip 1, koji se naj¢esce javlja kod mladih osoba, ispod 30 godina. 5 do 10% od ukupnog
broja dijabeti¢ara ima ovaj tip dijabetesa. U osnovi je autoimuni proces, u kojem su beta cCelije (B-
¢elije) pankreasa unistene, §to dovodi do smanjenja i odsustva insulina, i posledi¢no hiperglikemije.
2. Dijabetes tip 2 predstavlja najéeSc¢i oblik SeCerne bolesti, i prema procjenama 85% do 90%
dijabetiCara ima ovaj tip dijabetesa. Pacijenti su obicno stariji od 40 godina i najveci broj njih je
gojazan. Kod ovih osoba stvara se premalo insulina ili organizam stvara rezistenciju na insulin.
Naziva se insulin-nezavisnim i nastaje kao posledica razli¢itih abnormalnosti na nivou perifernih
tkiva.
3. Ostali specificni tipovi sekundarnog dijabetesa ukljucuju dijabetes nastao sekundarno - oste¢enjem
pankreasa usljed bolesti (cisticna fibroza, hroni¢ni pankreatitis, pankreasni karcinom,
hemohromatoza, itd.), u nekim endokrinim bolestima koje sekundarno iscrpljuju pankreas
(akromegalija, KusSingov sindrom, feohromocitom i glukagonom), pri primjeni nekih lijekova i otrova
(npr. kortikosterioidna terapija, rodenticid, VVacor).
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4. Gestacijski dijabetes predstavlja hiperglikemiju otkrivenu prvi put u toku trudnoce, koja u vecéini
slu¢ajeva iS€ezava poslije porodaja. Javlja se u 2-3% svih trudno¢a kao posledica hormonskih
promjena, koje dovode do poremecaja u izluc¢ivanju insulina ili blokiranja njegovog dejstva
hormonima posteljice.

Najcesc¢e posledice nelije¢enog dijabetesa su slijepilo, slabljenje funkcije bubrega koje vodi
u hemodijalizu, neuropatije koje komplikuju status donjih ekstremiteta i zavrSavaju se nerijetko i
amputacijama, kardiovaskularne smetnje koje se komplikuju mozdanim udarom. Najopasnija
komplikacija dijabetesa koja se najéesce desava osobama sa dijabetesom 1 ali i dijabetesom tipa 2,
¢iji pankreas proizvodi izuzetno malo insulina, je ketoacidoza. Zbog izuzetno povecéanih vrijednosti
glukoze u krvi, a nemoguénosti njenog ulaska u ¢elije, ¢elije po¢inju da sagorijevaju masne kiseline
$to rezultuje proizvodnjom velike koli¢ine ketona i zakiseljavanjem krvi (metaboli¢ka acidoza). Sto
je pH Kkrvi manja simptomi su teZi, po¢ev od povracanja, ubrzanog rada srca, zastitnog mehanizma
hiperventilacije koji tezi da smanji ugljen-dioksid i time kisele bikarbonatne jone u krvi (pokusaj da
se poveca ukupna pH krvi) a potom otezanog disanja, i na kraju dezorjentacije i kome, smrti [61].

Osnovni cilj terapije dijabetesa je postizanje priblizno normalnih vrijednosti glikemije, $to
uti¢e na regulisanje metabolizma glukoze, lipida 1 proteina. Na taj nain se sprije€avaju akutne i
odlazu hroni¢ne komplikacije ovog oboljenja, Sto produzava Zivot oboljelih, ali i poboljSava njegov
kvalitet. Terapija dijabetesa obuhvata nemedikamentni i medikamentni tretman [60-62].

Nemedikamentna terapija je izuzetno bitan segment u lijeCenju, i podrazumijeva terapiju
ishranom odnosno ograni¢avanje ukupnog unosa energije, 1 rasporeda tog unosa u vidu rasporeda
obroka. Kontinuirana fizicka aktivnost je neizostavna, kao vid troSenja energije vezane u visku
glukoze iz krvi.

Medikamentna terapija se sastoji od peroralnih hipoglikemika (lijekovi koji dovode do
snizavanja glukoze u krvi) 1 humanog insulina, koji se sintetiSe u laboratoriji sa ciljem da imitira
ljudski, sintetisan u pankreasu (prije razvoja humanog koriS¢en je zivotinjski, najcesce svinjski
insulin).

Postoje 1 prirodni glikoregulatori, od davnina je poznata borovnica, koja se preporucuje za
ishranu dijabeticara [10-12].

2.6. Slobodni radikali i oksidativni stres

Razli¢iti faktori, kao S§to su hiperglikemija, hiperlipidemija i insulinska rezistencija,
autoimune reakcije, inflamacije dovode do propadanja sekretornih fB-¢elija pankreasa koje luce
insulin, sto vodi u dijabetes [62,63]. Dokazano je da je oksidativni stres zajednicki mehanizam
djelovanja svih ovih nabrojanih faktora [62,64,65]. Prema tome, kiseonik, bez koga je nemoguc
opstanak Zivota, moze imati i negativne efekte zbog visokog redoks potencijala. Ovo oksidaciono
sredstvo naruSava ravnotezu izmedu proizvodnje 1 uklanjanja slobodnih radikala, dovode¢i do
oksidativnog stresa ¢elija. Slobodni radikali su molekuli ili dijelovi molekula koji sadrZe jedan ili viSe
nesparenih elektrona u orbitalama, $to ih ¢ini nestabilnim i izuzetno reaktivnim [62,66]. U normalnim
fizioloskim uslovima su prisutni u niskim koncentracijama, i mogu imati znacajne uloge. Ukljuceni
su u brojne signalne procese u ¢eliji, ucestvuju u regulaciji ekspresije gena i celijskog rasta, ucestvuju
u odbrani od raznih infektivnih agenasa kao i u pokretanju mitogenog odgovora [62,65]. Kao prva
linija odbrane od infektivnih agenasa, tokom procesa fagocitoze u aktiviranim polimorfonuklearnim
leukocitima 1 makrofagima deSava se “oksidaciona eksplozija” usled i do 20 puta povecane potrosnje
O2 1 prekomjerne produkcije kiseoni¢nih radikala, Sto lizira bakterijske ¢elija u roku od 30 do 60
minuta [67,68].

U slobodne radikale ubrajaju se reaktivne vrste kiseonika (ROS) i reaktivne vrste azota (RNS).
Najvaznije reaktivne vrste kiseonika predstavljene su na slici 2. Pored navedenih ROS, takode,
ukljucuju singlet kiseonik (*O2), hidroperoksil radikal (HOO"), peroksil radikal (ROO"), dok se u RNS
ubrajaju azot oksid (NO") i peroksinitrit anjon (ONOO") [62].
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Slika 2. Reaktivne vrste kiseonika (ROS)

Najznacajniji izvor stvaranja kiseoni¢nih slobodnih radikala je proces ¢elijskog disanja u
mitohondrijama (oksidativna fosforilacija), a koji je kljuéni za dobijanje energije iz glukoze. U
mitohondrije dospijeva 90% ukupno unijetog kiseonika, gdje se, tokom celijskog disanja, odvija
¢etvoroelektronska redukcija Oz do H:0, a oslobodena energija se koristi za sintezu adenozin
trifosfata (ATP). Medutim, usled slabih veza izmedu elektrona i odgovarajucih enzima koji ucestvuju
u njihovom prenosu, moze do¢i do gubljenja elektrona i mali dio (2-3%) ukupnog kiseonika se na taj
nacin nece potpuno redukovati do H»O, ve¢ ¢e se transformisati u reaktivne kiseoni¢ne oblike [67,69].
Zbog toga se mitohondrijalni respiratorni lanac smatra najznacajnijim izvorom superoksid anjona
(029).

Proces oksidativnog oStecenja polinezasi¢enih masnih kiselina, to jest lipidna peroksidacija
(slika 3), je glavni mehanizam koji na molekularnom nivou uzrokuje ostecenje Celijskih struktura i
uzrocno c¢elijskog umiranja. Proces lipidne peroksidacije tece kroz faze oduzimanja atoma vodonika
sa metilenske (=CH) grupe polinezasi¢ene masne kiseline od strane slobodnog radikala (HO" ili
HOO") ¢ime se stvara alkil radikal masne kiseline, potom kroz stabilizaciju nastalog radikala
preuredenjem dvostrukih veza i formiranjem konjugovanog diena [62]. Dalje aerobni uslovi
omogucavaju reakciju kiseonika sa konjugovanim dienom S§to ga prevodi u peroksil radikal. U
narednim reakcijama oduzimanja vodonikovog atoma sa peroksil radikala nataje hidroperoksil
radikal, pri cemu se zapoceta reakcija moze uvecavati visestruko to jest imati lancani tok.
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H—C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C-C-C-C-C-C — COOH
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|
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I
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Slika 3. Oksidativno ostecenja lipida — lipidna peroksidacija

S obzirom da su proteini, izuzimajuci vodu, najzastupljeniji molekuli bioloskih sistema, oni
su glavna meta oksidativnog oStec¢enja. U reakciji slobodnih radikala sa njima nastaju mnogobrojni
proteinski radikali koju mijenjaju strukturu ali i funkciju dijela ¢elije kojeg izgraduju [62].

Slobodni radikali u reakciji sa DNK molekulom mogu izmjeniti heterociklicni prsten
nukleotidne baze ili Se¢ernu komponentu nukleotida, pri cemu posledi¢no nastaje mutacija gena, koja
ukoliko se ne popravi sistemom za popravku DNK izaziva problem u funkcionisanju éelije [62].

2.7. Uloga oksidativnog stresa u razvoju komplikacija u dijabetesu

U situacijama poveéane produkcije slobodnih radikala dolazi do oStecenja bioloskih
makromolekula (DNK, lipida i proteina). Naime, slobodni radikali oksidiSu makromolekule predajuci
10
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im svoje nesparene elektrone i time mijenjaju njihovu funkciju a samim tim dovode do oste¢enja
¢elije. Povecana koncentracija glukoze dovodi do povecanog stvaranja slobodnih radikala,
dominantno kiseonikovih reaktivnih jedinjenja. Glukoza (kao enediol) se oksiduje do enediol
radikala, koji se dalje konvertuje u reaktivne ketoaldehide i O,". Takode, u uslovima hiperglikemije
poveéana je proizvodnja O2” 1 U ostalim kaskadama razlaganja glukoze, a naroCito u
mitohondrijalnom transportnom lanca elektrona [62,70,71]. Nastali O™ dovodi do peroksidacije
lipoproteina male gustine, sto dodatno proizvodi jo§ slobodnih radikala [62,72]. Slobodni radikali
dovode do ostecenja enzima glikolize te dolazi do nakupljanja intermedijera ciklusa razlaganja
glukoze (glukoza — glukozo-6-fosfat — fruktozo-6-fosfat — fruktozo-1,6-difosfat — gliceraldehid-
3-fosfat i dihidroksiaceton fosfat), a da se “sagorijevanje glukoze” ne moze odviti u potpunosti. Kao
alternativa aktiviraju se drugi biosintetski putevi (kao Sto su put poliola, proces neenzimatske
glikozilacije proteina, put heksozamina i diacil glicerol (DAG)-protein kinaza C (PKC) signalni put),
koji su i sami dodatni izvor slobodnih radikala u dijabetesu.

Komplikacije dijabetesa su zapravo posledica oksidacionog stresa tkiva, a najteze su na retini
oka, endotelu bubrega, membrani Zivaca, endotelu krvnih sudova. Zbog svega navedenog su u
dijabetesu hiperglikemija i oksidativni stres usko povezani.

2.8. Antioksidansi

Slobodne radikale neutraliSu antioksidansi na taj nacin $tite¢i tkiva od oSteCenja, odnosno
organizam od razli¢itih bolesti. U fizioloSkim uslovima u organizmu postoji ravnoteza izmedu
prooksidanasa i antioksidanasa [73,74]. U najve¢em broju sluCajeva celija uspijeva da odrzi
homeostazu. Izlaganje egzogenim izvorima oksidanasa (kao $to su ultraljubiasto i1 jonizujuce
zracenje, neki metali, redoks aktivna jedinjenja, anoksija i hiperoksija) koji povecavaju proizvodnju
slobodnih radikala, oteZzava odrzavanje ravnoteze izmedu procesa proizvodnje slobodnih radikala i
njihovog uklanjanja. Ukoliko iz nekog razloga dode do otkazivanja prirodnih mehanizama odbrane,
prijeti moguénost narusavanja oksidativnog statusa Celije, Sto predstavlja uvod u oksidativni stres i
rizik za nastajanje razli¢itih poremecaja 1 bolesti. Zbog toga aerobni organizmi moraju konstantno da
odrzavaju redoks balans [62,75,76].

Prema mjestu nastanka antioksidansi dijele se na endogene i egzogene. Endogeni
antioksidansi nastaju u ljudskom organizmu. Egzogene antioksidanse unosimo preko hrane ili
lijekova. Mehanizam djelovanja antioksidansne zaStite aerobnih organizama se ostvaruje preko
primarne i sekundarne antioksidativne zastite [77].

Primarnu ulogu u antioksidativnoj zastiti imaju enzimi koji direktno reaguju sa
prooksidativnim jedinjenjima, ili regeneriSu molekule antioksidanata (slika 4). Pod dejstvom
superoksid dismutase (SOD) O." se konvertuje u H202. H20: je suspstrat za dva enzima, katalazu i
glutation-peroksidazu. Katalaza prevodi H202 do H20 i Oz, a glutation peroksidaza do 2H.0O. Takode,
H>0> predstavlja izvor HO" koji predstavlja jedan od najjacih poznatih oksidujucih agenasa u prirodi
[62,78]. Glavni mehanizam kojim HO" nastaje u bioloskim sistemima je Fentonova reakcija
katalizovana gvozdem [62,79,80] pri ¢emu HO" odmah reaguje sa bilo kojim bioloskim molekulom
(RH) u neposrednoj blizini iz koga oduzima vodonikov atom, jer je za razliku od relativno stabilnog
superoksid radikala kratko Zive¢i (sa poluzivotom od 10° s) [62,81]. H.0,, pod dejstvom
mijeloperoksidaze (MPO) i u prisustvu CI" jona, moZe da se konvertuje u hipohlornu kiselinu (HOCI).
Reakcijom HCIO i H,0; nastaje pored H2O i hloridnog jona, i singlet kiseonika (*O2) [82].
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Slika 4. Nastajanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta od superoksidanjon-radikala. SOD - superoksid
dismutaza, MPO — mijeloperoksidaza [82]

Osim enzima, primarnu antioksidativnu zasStitu ¢ine i1 neenzimski biomolekuli: redukovani
glutation (GSH), koji sprijeCava oksidaciju tiolnih grupa svih peptidnih i proteinskih hormona 1
enzima, prelazeci u oksidovani oblik (GSSG); proteini apoceruloplazmin, apotransferin i apoferitin,
koji usmjeravaju slobodno gvozde sprecavajuci njegovo uklju¢ivanje u Fentonovu reakciju, ¢iji su
produkti hidroksilni radikali [83,84]:

H.0, + Fe** —Fe®*" + OH+OH"

Sekundarna antioksidativna zastita je bazirana, kao 1 primarna, na enzimskim i neenzimskim
antioksidansima, s tim §to su to ovdje niskomolekularna jedinjenja. Sekundarnu enzimsku zastitu ¢ine
enzimi koji ispravljaju ve¢ nastala oste¢enja nukleinskih Kiselina, proteina i membranskih lipida:
proteoliticki enzimi, fosfolipaza A2 (fosfolipid-nezavisna i fosfolipid zavisna), glikozilaze, endo- i
egzo- nukleaze, DNK ligaze, DNK polimeraze, itd. Neenzimski sekundarni antioksidansi, hidrofilnog
ili lipofilnog karaktera, su veoma razli¢ita jedinjenja, pa im je i mehanizam djelovanja razli¢it. Mogu
djelovati tako Sto uklanjaju ve¢ stvorene slobodne radikale kao hvataci’’, zatim kao donori
elektrona, ili razgradujuéi lipid-perokside nastale u fazi propagacije, ili vezujuéi metalne jone (Fe?*,
Cu?*, Zn?* i Mg?*), a neki inhibiraju i enzimske sisteme koji produkuju reaktivne vrste kiseonika
[83,85]. To su tokoferoli (vitamin E), askorbinska kiselina (vitamin C), karotenoidi, ubihinon
(koenzim Q), fenoli i njihove kiseline, flavonoidi, derivati hidroksicinamata.

Beta ¢elije pankreasa su narocito podlozne djelovanju oksidativnog stresa, jer posjeduju nizak
nivo endogene antioksidativne zastite [62,86]. Mada joS§ uvijek nije u potpunosti razjaSnjeno zbog
¢ega imaju tako slab sistem antioksidativne zaStite, dokazana je smanjena aktivnost katalaze,
glutation peroksidaze 1 i bakar-cink superoksid dismutaze u odnosu na jetru [62,87,88]. Jedna od
teorija objaSnjava gubitak antioksidativnog sistema beta celija sa evolucijom mozga i placente sisara,

kada se stresom smanjuje sekrecija insulina da bi se obezbjedila dovoljna koli¢ina glukoze za mozak
i fetus [62,89].

2.9. Borovnica (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae)

Biljni ekstrakati i fitokonstituenti su efikasani antioksidansi jer uklanjaju slobodne radikale i
inhibiraju lipidnu peroksidaciju [90-92]. Vjeruje se da hemijski sastojci biljnog porijekla imaju bolju
kompatibilnost sa ljudskim tijelom u odnosu na one sintetickog porijekla, jer su dio fizioloSkih
funkcija biljaka. Uz to, lijekovi biljnog porijekla su bezbjedni, manje toksi¢ni, klinicki efikasni, i
postoji bolja tolerancija pacijenta na njih, a relativno su jeftiniji. Nasuprot njima, sinteticka
antioksidativna jedinjenja su pokazala toksi¢na i/ili mutagena dejstva. Pored svog primarnog efekta,
sinteticke droge ispoljavaju i sekundarni efekat koji moZe biti opasniji od bolesti koju bi trebalo da
lije¢i [93-96]. Zato je u poslednje vrijeme sve veca potraznja za lijekovima biljnog porijekla koji bi
bili zamjena za potencijalno toksi¢ne sinteticke antioksidanse.
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Vaccinium myrtillus L, borovnica (porodica Ericaceae) je nizak visegodisnji listopadni Zbun
visine od 10 do 80 c¢cm (prosje¢no oko 50 cm). MozZe se naci u zoni listopadnih, bukovih i ¢etinarskih
Suma, na kiselim zemljistima ¢ija je pH vrijednost od 4 do 4.8. Biljka lista krajem aprila, pocetkom
maja. Elipti¢ni listovi, naizmjeni¢no rasporedeni na stablu, opadaju krajem septembra, pocetkom
oktobra. Period cvijetanja je od maja do juna. Plod borovnice najcesce je okrugao-spljostenog oblika,
tamnoplave ili ljubiCaste boje (koja je uslovljena prirodnim pigmentima antocijanima), sa brojnim
smedim sjemenkama (slika 5). VVrijeme zrelosti i branja je od jula do septembra, i zavisi od nadmorske
visine (sazrijevanje na vi§im visanama je kasnije).

Plod borovnice se vjekovima koristi kao hrana u razli¢itim oblicima, zbog visoke nutritivne
vrijednosti. Hemijski sastav i mala kalorijska vrijednost ¢ine je idealnom namirnicom za sve one koji
drze do svog zdravlja i zdrave ishrane. Plodovi i listovi borovnice sadrze brojna hemijska jedinjenja
za koja je dokazano da posjeduju farmakolosko djelovanje. Plod borovnice sadrzi oko 10% tanina,
antocijana, organskih kiselina i pektina. Listovi sadrze tanine, flavonoide i malu koli¢inu arbutina
[11]. In vitro studije su pokazale da antocijani i drugi polifenoli u borovnici mogu biti vrlo znacajni
u lije¢enju sréanih oboljenja, pozitivno uti€u na krvnu sliku 1 na krvni pritisak, sprije¢avaju nastanak
krvnih ugrusaka (koji izazivaju sréani 1 moZzdani udar, pluénu tromboemboliju, vensku trombozu),
smanjuju nivo masnoca u krvi. Takode celulozna vlakna stimuliSu organe za varanje, a antioksidansi
I vitamin A se preporucuju za lijeCenje mreznjace oka, i mogu sprijeCiti nastanak Alchajmerove
bolesti. Sekundarni metaboliti borovnice na sluzokozu urinarnih puteva djeluju i kao antiseptici i
sprijeavaju urinarnu infekciju. Redovno konzumiranje borovnice utie na sniZenje nivoa Secera u
krvi [11,97-99].

Slika 5. Borovnica (Vaccinium myrtillus)

2.10. Sekundarni metabolizam i biosinteza fenolnih jedinjenja

Biljke iz zemljista crpe neophodne elemente za rast i razvoj. Pored toga one procesom
fotosinteze, koji se najve¢im dijelom odvija u listovima biljaka, od neorganskog materijala (CO2)
sintetiSu za njih primarnu organsku materiju (Secere). U sintetisanim molekulima Secera je svijetlosna
energija transformisana i skladiStena u vidu energije hemijskih veza, i moze se dalje koristiti kako u
biljkama u kojima je sintetisana, tako i ostalim organizmima na Zemlji. U prirodi vlada zakon
svrsishodnosti 1 “bezotpadne tehnologije”, kada potroSene materije jednog organizma bivaju supstrat
za aktivnost drugog, Sto se naziva kruZenjem materija u prirodi. Upravo je to princip deSavanja u
fotosintezi: za proizvodnju hranljivih organskih materija i kiseonika, biljke koriste otpad svih Zivih
bi¢a-CO,. Takode konstantna proizvodnja kiseonika u ovom procesu, €ine biljke krucijalnim za
opstanak Zivota na naSoj planeti.

Seéere nastale fotosintezom, osim za energiju, biljke koriste za sintezu drugih organskih
jedinjenja (najcesce skrob i celulozu). Transformacija nastale glukoze do polisaharida, ili formiranje
aminokiselina (kasnije peptida) i masnih kiselina (kasnije lipida), predstavlja primarni metabolizam
biljnih ¢elija. On obezbjeduje energiju za rast, razvoj, funkcionisanje i reprodukciju. Procesi
primarnog metabolizma se u svim biljkama odvijaju istim mehanizmom. Za razliku od primarnog,
sekundarni metabolizam biljaka se odvija samo u specificno diferenciranim ¢elijama. On nije
neophodan za funkcionisanje tih ¢elija, ali produkti ovog metabolizma, sekundarni metaboliti, koriste
organizmu u cjelini kao proces adaptacije za opstanak vrste [100]. Oni stite od biljojeda i patogena,
ili mogu biti vazni u odnosima biljne vrste sa drugim biljnim vrstama. Najzastupljeniji sekundarni
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metaboliti u biljkama su polifenolna jedinjenja, kod kojih je aromati¢ni prsten supstituisan sa barem
jednom hidroksilnom grupom (slobodnom ili etarski, estarski ili glikozidno modifikovanom). Ima ih
preko 8000, od prostih molekula kao $to su fenolne kiseline, pa sve do visoko polimerizovanih
jedinjenja kao $to su tanini [101]. Najéesce se klasifikuju prema broju ugljenikovih atoma vezanih za
osnovni skelet fenola (tabela 2) [111].

Tabela 2. Klasifikacija fenolnih jedinjenja

Ugljovodoni¢ni skelet Klasa
Ce Prosti fenoli
Hidroksibenzoeve
Co -G kiseline
Cs-C2 Fenilsir¢etne kiseline
Cimetne kiseline
Fenilpropeni
Co-Ca Kurgarlioni
Hromoni
Ce-C4 Naftohinoni
Cs-C1-Cs Ksantoni
Stilbeni
Cs-C2-Cs Antrahinoni
Cs-C3-Cs Flavonoidi
(C6-C3-Ce)2 Biflavonoidi
(C6-C3)2 Lignani
(C6-C3)n Lignini
(Ce-C3-Ce)n Kondezovani tanini

S obzirom da njihova redovna konzumacija umanjuje rizik od pojave brojnih oboljenja [101-
105], a nalaze se u prehrambenim proizvodima biljnog porijekla u zna¢ajnim koli¢inama, prirodna
fenolna jedinjenja su poslednjih decenija centar interesovanja mnogih istrazivackih grupa. Najées¢i
predmet istrazivanja su fenolne Kiseline, flavonoidi i tanini.

Prirodna aromati¢na jedinjenja nastaju tokom dva biosinteticka puta: ciklusa Sikimske kiseline
I acetatno—malonatnog ciklusa, pri ¢emu se formira osnovna strukturna jedinica flavonoida Ce—Cs—
Ce. Metabolicki put Sikiminske kiseline (slika 6) je osnova biosinteze fenolnih jedinjenja u biljkama,
pri ¢emu nastaju aromati¢ne aminokiseline (naj¢eSce fenilalanin, rede tirozin i triptofan). Supstrat za
sintezu aromati¢nih aminokiselina, Sikimska Kkiselina, nastaje u nizu reakcija kondenzacijom
fosfoenolpiruvata (glikoliza) i D-eritroza—4—fosfata (pentoza—fosfatni put). Ovim biosinteti¢kim
putem aromati¢nih aminokiselina, nazvanim ciklus Sikimske kiseline, nastaju jedinjenja Ce—Cs tipa
(fenilpropanoidi), odnosno B i C prsten flavonoida [106,107]. Fenilalanin—amonijum liaza (PAL)
katalizuje reakciju otpustanja amonijaka iz fenilalanina, pri ¢emu nastaje cimetna Kiselina.
Uvodenjem hidroksilne grupe u para polozaj cimetne kiseline nastaje kumarinska kiselina. Dalja
hidroksilacija kumarinske kiseline u poloZaju 3 vodi formiranju kafene, dok hidroksilacija u poloZaju
3 15 uz istovremeno metilovanje ovih poloZaja dovodi do formiranja ferulne i sinapinske kiseline
[106]. Ova jedinjenja sadrze fenil grupu i bo¢ni lanac od tri C atoma, jednim imenom se nazivaju
fenilpropanoidi (Ce—Cs), i sluze kao prekursori u sintezi lignina i mnogih drugih jedinjenja.

Takode, metabolizmom ugljenih hidrata i masnih kiselina nastaje sirc¢etna kiselina, koja se
aktivira (acetil-CoA) i potom prevodi u malonil-CoA. Ovaj biosinteticki put je acetatno—malonatni
ciklus 1 omogucava nastanak prstena A flavonoida [106,108]. Flavonoidi, ukljucujuéi flavone,
izoflavone i antocijanidine, nastaju kondenzacijom fenilpropanoida. Uz ucesc¢e tri molekula malonil—
koenzima A, a zatim kondenzacijom novonastale jedinice sa p—kumarinskom kiselinom formira se
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halkon, koji postepeno ciklizuje i dolazi do stvaranja naringenina (flavon). Ova tacka u biosintezi
predstavlja “tacku grananja”, i od nje polazi sinteza raznih strukturnih klasa flavonoida [106,109].
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Slika 6. Fenilpropanoidni biosintetski put ili put Sikimske kiseline [110]

2.11. Fenolna jedinjenja

2.11.1. Fenolne kiseline

Fenolne Kiseline su velika grupa fenolnih jedinjenja koju ¢ine hidroksi-derivati benzoeve i
cimetne kiseline. Derivati benzoeve kiseline, hidroksibenzoeve kiseline, koje se ¢esto zovu fenolne
kiseline, imaju Ce-C1 strukturu (slika 7), dok derivati cimetne Kiseline, hidroksicimetne ili
fenilpropenske kiseline, imaju Ce-Cs strukturu (slika 8) [111-113]
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Slika 7. Strukture derivata benzoeve kiseline: (1) benzoeva kiselina, (2) p-hidroksibenzoeva kiselina,
(3) protokatehinska kiselina, (4) vanilinska kiselina, (5) siringinska kiselina, (6) galna kiselina

Oy OH Oy OH OO Oy OH Oy OH

N N N N R
HO HyCO HaCO OCHg

OH OH OH OH

1 2 3 4 5

Slika 8. Strukture derivata cimetne kiseline: (1) cimetna kiselina, (2) p-kumarinska kiselina, (3)
kafena kiselina, (4) ferulna kiselina, (5) sinapinska kiselina.

Postoje dva mehanizma kojima antioksidansi (ArOH) i fenolne kiseline inaktiviraju slobodne
radikale [114-116]:

1. transferom atoma vodonika (HAT- hydrogen atom transfer) (slika 9) i
\/ o

H—-0
R+ @ RH + @
'Y A

Slika 9. Sematski prikaz nastanka fenoksil radikala HAT mehanizmom [114]

16



Doktorska disertacija SneZana Brasanac

2. transferom jednog elektrona (ET-electron transfer) (slika 10).

HO

H—O
SO
A Y

Slika 10. Sematski prikaz nastanka fenoksil radikala ET mehanizmom [114]

Prema prvom mehanizmu (ArOH+R’—ArO’+ RH) kao proizvodi nastaju bezopasni RH i
oksidovani fenoksil radikal. Prilikom procjene antioksidativne aktivnosti jedinjenja najbitnija njihova
odlika je energija disocijacije O-H veze. Manja energija ove veze znaci da se lakse otpusta vodonik i
da je nastali fenoksil radikal stabilniji, odnosno da je veca antioksidativna aktivnost jedinjenja
[114,115]. Stabilnost nastalog fenoksil radikala posledica je delokalizacije nesparenog elektrona
preko tri ugljenikova atoma aromati¢nog prstena, i djelimi¢no atoma kiseonika, uz postojanje vise
rezonantnih formi (slika 11) [114,115]. Dodatnu stabilnost fenoksil radikalu daje i prisustvo druge
hidroksilne grupe u orto i para polozaju prstena [114,117], a takode i trece hidroksilne grupe (vise od
tri hidroksilne grupe ne dovode do povecanja antioksidativne aktivnosti) [114,118]. Kafena Kkiselina
koja ima drugu hidroksilnu grupu u orto poloZaju je efikasniji antioksidans od ferulne kiseline
[114,119,120]. Zbog prisustva tre¢e hidroksilne grupe na prstenu galna kiselina je jedan od najjacih
fenolnih antioksidanasa, zbog Cega se Cesto koristi kao standard za odredivanje antioksidativnih
svojstava jedinjenja [114,118].

o o) 0 0
S . "
| Qe =011
= B S8

Slika 11. Stabilizacija fenoksil radikala [114]

OH

Antioksidativni kapacitet derivata cimetne kiseline ve¢i je u odnosu na derivate p-
hidroksibenzoeve kiseline. To se moze objasniti uticajem konjugovane dvostruke veze u bo¢nom
lancu na povecanje stabilnosti fenoksil radikala, odnosno povecanje antioksidativnih osobina. Uz to,
derivati p-hidroksibenzoeve kiseline, zbog prisustva elektronakceptorske karboksilne grupe na
prstenu, teze otpustaju vodonikov atom iz hidroksilnih grupa [114,121]. Protivnici ove teorije upucuju
na vezu izmedu konformacije molekula fenolnih Kiselina i njihove antiradikalske aktivnosti,
negirajuci znacaj etilenskog bo¢nog lanaca na prstenu [114,120,122].

Na stabilnost uti¢u i supstituenti kao i njihov polozaj na prstenu preko rezonantnog i
induktivnog efekta. Npr. ferulna Kiselina, koja ima metoksi grupu u orto poloZaju, ima veéi
antioksidativni potencijal od p-kumarinske kiseline, a vanilinska od p-hidroksibenzoeve kiseline.
Takode, uvodenje dodatne metoksi grupe u orto poloZaju dovodi do povecanja antioksidativne
aktivnosti, pa je sinapinska kiselina jace antioksidativno sredstvo od ferulne, a siringinska od
vanilinske [114,118].

Prema drugom mehanizmu inaktivacije slobodnih radikala (ArOH +R*—ArO*"+ R’), fenolne
kiseline se ponaSaju kao donori elektrona pri ¢emu nastaje pozitivno naelektrisan fenoksil radikal.
Antioksidativna aktivnost jedinjenja se ovdje odreduje njegovim jonizacionim potencijalom, a
stabilnost nastalog radikala, kao i u prethodnom mehanizmu, zavisi od njegove strukture [114,115].

Postoji i trec¢i antioksidativni mehanizam vezan za fenolna jedinjenja polifenole, koji heliraju
prelazne metale, onemogucavajuci ih da ucestvuju u reakcijama u kojim nastaju slobodni radikali,
poput Fentonove reakcije [114,115].
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2.11.2. Flavonoidi

Flavonoidi su najveca grupa fenolnih jedinjenja u biljkama, sa preko 10 000 strukturnih
varijacija [123,124,125]. Zajednicka karakteristika flavonoida je osnovna flavanska struktura
sastavljena od 15 C-atoma (Ce—C3—Cs), koji su rasporedeni u tri prstena (A, B i C), odnosno dva
benzenska prstena A i B, povezana s piranskim prstenom C [126,127]. Flavonoidi kod kojih je prsten
B vezan u polozaju 3 prstena C nazivaju se izoflavoni. Oni ¢iji prsten B je vezan u polozaju 4 su
neoflavonoidi, dok se flavonoidi ¢iji je prsten B vezan u poloZaju 2 dalje dijele u nekoliko klasa u
zavisnosti od strukturnin karakteristika prstena C (flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli,

flavanoli, anticijanidini i halkoni) [126,128] (slika 12).

Slika 12. Skelet flavonoida

Brojne raznovrsne strukture flavonoida su rezultat modifikacija njihovih osnovnih struktura,
kao $to su: dodatne hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanje
neorganskog sulfata i najvaznije, glikolizacije hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili
flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida) [129]. U prirodi se najceSce srijeCu jedinjenja sa
hidroksilnim grupama u C-3” i C-4’ poloZaju i neSto manje sa jednom hidroksilnom grupom u
poloZzaju C-4’. Seéerna komponenta flavonoida je najéesée vezana u polozaju C-3 i rede u polozaju
C-7. Kao Secerna komponenta najcesce se javlja glukoza, a rede galaktoza, ramnoza i ksiloza
[130,131].

Kao i kod ostalih fenolnih jedinjenja, visoka antioksidativna aktivnost flavonoida zavisi od
njihove strukture i prisustva supstituenata. Hidroksilne grupe B prstena su zaduZene za doniranja
molekula vodonika. o-Dihidroksi (katehol) struktura B prstena pruza vecu stabilnost strukturi radikala
(slika 13a), a najvecu pirogalol grupa (hidroksilne grupe na 3'-, 4'- i 5'- pozicijama B prstena) (slika
13b). Takode je znacajno prisustvo 3-OH grupe C prstena i 5-OH grupe A prstena koje su u blizini
4-0kso grupe na C prstenu (slika 13c). Prisustvo slobodne 3-OH grupe je vazno zbog mogucih daljih
modifikacija (npr. 3-O-glikozilacija) koje se odrazavaju na smanjenje antioksidativhog kapaciteta
(slika 13d). Kao strukturni ¢inilac za dobru antioksidativnu aktivnost pokazala se i dvostruka veza
izmedu C-2 i C-3 piranskog prstena C koja je konjugovana sa 4—okso grupom i koja omogucava veéu
delokalizaciju elektrona prstena B (slika 13e). U A prstenu dodatna hidroksilacija na poziciji 8
povecava stabilnost $to vazi za 5,8- i 7,8-hidroksilacije (slika 13f), dok 5,7 hidroksilacija ima mali
uticaj. Takode 7-hidroksil grupa kao pojedina¢na ima manji znacaj, u odnosu na ve¢ navedenu
pojedina¢nu 5-hidroksil grupu [132,133].
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a) b)

Slika 13. Osnovne strukturne karakteristike koje karakteriSu antioksidativnu aktivnost flavonoida.
Oblasti zaokruzene crvenom bojom ukazuju na grupe koje su odgovorne za antioksidativnu funkciju.
Slova A, B i C oznacavaju prstene u molekulu flavonoida [132,133].

Flavoni (luteolin, apigenin...) sadrze keto grupu i imaju nezasi¢enu dvostruku vezu u
sredi$njem prstenu (slika 14).

Slika 14. Flavoni

Flavonoli (kamferol, kvercetin i miricetin), osim navedenog, sadrze i OH grupu na polozaju
3 C prstena (slika 15).

Slika 15. Flavonoli

Skelet flavanona (hesperetin i naringenin) karakterise prisustvo keto grupe, ali i prisistvo
zasi¢ene veze izmedu drugog i tre¢eg atoma u centralnom prstenu (slika 16).
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(@)
Slika 16. Flavanoni

Flavanonoli (taksifolin) su dihidroflavonoli (Cesto se javljaju u taninima i drvetu) (slika 15).

Slika 17. Flavanonoli

Flavanoli (Flavan-3-oli) su gradivne jedinice tanina. Definisani su prisustvom hidroksilne
grupe na C-3 prstenu, a ne postoji dvostruka veza izmedu C-2 i C-3, niti karbonilna grupa na C-4 u
prstenu, zbog ¢ega ova jedinjenja imaju dva hiralna centra (na C-2 i C-3) [134,135]. Katehin je izomer
sa trans konfiguracijom, dok epikatehin ima cis konfiguraciju (slika 18).

@:\C
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Slika 18. Flavanoli

Osim monomernih, postoje oligomerni i polimerni oblici koji se nazivaju proantocijanidini
[134,136].

Tanini su sloZena polifenolna jedinjenja. Dijele se na dvije grupe: lako hidrolizabilne tanine
(estri galne i elaginske kiseline) i kondenzovane tanine (proantocijanidini) [13,134]. Obje grupe imaju
sposobnost taloZzenja proteina. Nastanak kondezovanih tanina se zasniva na kondenzaciji
monomernih flavan-3-ola katehina (slika 19) (trans derivata flavan-3-ola) i/ili leukoantocijanidina
(derivate flavan - 3,4 —diola - monomernog proantocijanidina).

OH

H \\\Q
O QL . OH
OH

OH
Slika 19. Struktura (+)-katehina

Veza se ostvaruje izmedu C-4 atoma heterociklicnog prstena jedne i C-8 ili C-6 atoma
susjedne monomerne jedinice. U zavisnosti od ove veze dijele se u dvije grupe: proantocijanidi B-
tipa (slika 20) (sastoje se od dvije jedinice flavan-3-ola na C-4 i C-8 (B1-Ba) ili C-4 i C-6 (Bs-Bs)) i
proantocijanidi A-tipa (koji posjeduju i epoksidnu vezu izmedu C-5 ili C-7 1 C-2 [137-139].

Dalje se polimerizuju u kiseloj sredini uz enzim oksidazu. Kondezovani tanini se ne mogu
hidrolizovati u blagim kiselim uslovima, ali mogu pod ekstremnim (zagrijevanje u jacoj kiselini).
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Hidrolizirajuéi tanini se sastoje iz glukoze ili polihidroksilnog alkohola (poliola), koji su parcijalno
ili potpuno esterifikovani galnom kiselinom grade¢i galotanine, ili sa heksa hidroksidifenilnom
kiselinom grade¢i elagitanine. Galni tanini su nestabilni, razlazu se pod uticajem enzima tanaze,
kiselina ili baza, ili jednostavnim kuvanjem u vodi. Elagi tanini su nesto stabilniji i razlazu se u kiseloj
sredini.

Slika 20. Struktura procijanidina B>

Antocijani se uvijek javljaju u obliku glikozida antocijanidina, koji je flavonoid zasluzan za
plavu, ljubiastu, roza i crvenu boju ploda biljke (slika 21). Antocijanidini imaju hidroksilnu grupu
na mjestu 3 C prstena, i veéina su penta- ili heksa-supstituisani hidrokislinom ili metoksi grupom, u
poloZajima 517 A prstena, i 3°, 4’ i 5’ B prstena. U odnosu na hidroksilne grupe B prstena postoje
tri vrste antocijana: pelargonidin, cijanidin i delfinidin, a metilovanjem ovih grupa nastaju joS tri:
peonidin, petunidin i malvidin. Metilovanje je u polozaju 3’ i 5°, a slobodna 4’ hidrokisila grupa je
znacajna za promjenu boje ovih jedinjenja jer apsorbuje svjetlost manjih talasnih duzina, dok metoksi
grupe ekscitovane svjetlo$¢u pomjeraju apsorpciju ka ve¢im talanim duzinama [129].

R4

OH
@
HO 0 O
®
O O = . .
OH
/

Aglikoni R1 R2
Cijanidin OH H
Peonidin OCHs H
Delfinidin OH OH
Malvidin OCHs OCHs
Pelargonidin H H
Petunidin OCHs OH

Slika 21. Osnovna struktura antocijana

Stilbeni imaju Ce-C2-Ce strukturu (dva aromaticna jezgra premostena etanskim ili etenskim
mostom [137,140]. Predstavnici su cis- i trans-resveratrol, cis- i trans-piceid, astinginin, astringin i
viniferin (slika 22).
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Slika 22. cis-resveratrol (A) i trans-resveratrol (B) (3,5,4’-trihidroksistilben)

2.12. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja

Pripremanje biljnih preparata dovodi do hemijskih promjena vecine aktivnih ljekovitih
supstanci. To se naro¢ito deSava u fazi ekstrakcije, usled primjene rastvaraca ili tehnoloskog procesa.
Stoga je neophodno izvrSiti $to bolji izbor ekstragensa za kvantitativniju i selektivniju ekstrakciju
agensa uz minimalno prisustvo primjesa, Sto ¢ini ekstrakciju najvaznijom fazom izolacije bioaktivnih
jedinjenja [141].

Nije jednostavno odrediti najpogodniji rastavara¢. Konvencionalne ekstrakcione tehnike
(maceracija, hidrodestilacija i Soxhlet ekstrakcija) se zasnivaju na selektivnosti razlicitih rastvaraca
prema zeljenoj komponenti. Kao rastvaraci se koriste voda, etanol, hloroform, etil acetat, methanol 1
drugi. Prednost se daje etanolu usled njegove netoksi¢nosti, i samim tim mogucoj daljoj primjeni
dobijenih ekstrakata u farmaciji i prehrambenoj industriji. Prilikom izbora rastvaraca treba uzeti u
obzir njegovu polarnost, viskoznost 1 povrSinski napon. Smjesa etanola i vode, relativno polarni
rastvarac, iz polaznog materijala ekstrahuje polarne komponete fenole, flavonoide, tanine, Secere,
glikozide, soli, neke vitamine i druga jedinjenja [141,142]. Smanjenje viskoznosti rastvaraca
povecéava koeficijent difuzije, i smanjenje povrSinskog napona takode ubrzava ekstrakciju. Uslovi
ekstrakcije su od izuzetne vaznosti, pa povecanje temperature ekstrakcije, smanjujuci viskoznost
rastvaraca povecava sadrzaj ekstrakta. Takode bitna komponenta je i vrijeme trajanja ekstrakcije,
¢ijim povecanjem se povecava i prinos, s tim $to prekomjerno produzena ekstrakcija moze dovesti do
degradacije trazenih komponenata [ 143].

2.13. Analiticke metode za ispitivanje hemijskog sastava ekstrakata borovnice

2.13.1. Metode mjerenja aktioksidativne aktivnosti

Metode mijerenja antioksidativne aktivnosti mogu se podijeliti u tri kategorije:
spektrofotometrijske, elektrohemijske i hromatografske metode [144].

2.13.1.1. Spektrofotometrijske metode

DPPH metoda (Scavenging of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrzyl radical assay)

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH") je stabilan radikal sa delokalizovanim nesparenim
elektronom na azotu, pri ¢emu delokalizacija uzrokuje pojavu ljubiaste boje sa maksimumom
apsorpcije od 515 do 517 nm. Redukciju DPPH radikala vrse antioksidansi ispitivanog uzorka (donori
vodonika ili elektrona), pri ¢emu nastaje difenilpikrilhidrazin DPPH-H, koji je Zuto obojen [145-
148] (slika 23). Promjena boje ovog ljubiCastog rastvora u zutu, prilikom redukcije, analizira se
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primjenom spektrofotometrije, ¢ime se zapravo odreduje sposobnost neutralizacije DPPH radikala
ispitivanim uzorkom [145,149-151]. Rezultati se predstavljaju onom koli¢inom antioksidansa koja
smanjuje koncentraciju radikala za 50%, i to je njegova efikasna koncentracija (ICso). Vece
vrijednosti 1Cso antioksidansa ukazuju na to da je uzorak manjeg antioksidativnog kapaciteta.

N02 / \ N02 / \
— +AROH —
. N
O,N N—N -ARO- O,N NH-N
NO NO,
2 \ / 2 \ /

Slika 23. Reakcija DPPH radikala s antioksidansom ArOH prikazana strukturnim formulama [144]

FRAP metoda (Ferric ion reducing antioxidant power assay)

FRAP metoda (slika 24) se zasniva na sposobnosti antioksidansa da doniranjem elektrona u
kiseloj sredini (pH 3,6) redukuje zuti kompleks gvozde-2,4,6-tripiridil-S-triazin [Fe(I11)-(TPTZ).]**,
do intenzivno plavo obojenog kompleksa [Fe(11)-(TPTZ)2]?*, pri ¢emu se spektrofotometrijski mjeri
intenzitet ove plavo nastale boje na 593 nm. Teorijski, svako jedinjenje sa redoks potencijalom nizim
od redoks potencijala para Fe(l11)/Fe(Il) moze redukovati Fe(IIT) do Fe(ll) i usloviti visoke rezultate
FRAP- vrijednosti, ali je ova reakcija zavisna od vremena [145, 152,153]. Obi¢no je posmatrani
vremenski interval 4 minuta, u okviru kojeg se na osnovu brzine redukcije procjenjuje antioksidativni
kapacitet uzorka.

Slika 24. Reakcija koja se dogada FRAP metodom prikazana strukturnim formulama [144]
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2.13.1.2. Elektrohemijske metode

Cikli¢na voltametrija

Ova tehnika se sastoji iz reverzne, linearne promjene elektrodnog potencijala od pocetne do
vrijednosti za krajnji potencijal, a onda do vrijednosti potencijala gaSenja (§to ne mora da bude
potencijal koji je isti kao i pocetni). Za proces oksidacije obi¢no se polazi od elektrodnog potencijala
na kome nema oksidacije i u toku snimanja elektrodni potencijal se mijenja prema pozitivnijim
vrednostima. Obrnuto, za proces redukcije polazi se od elektrodnog potencijala na kome nema
redukcije, a elektrodni potencijal se mijenja prema negativnijim vrijednostima. Nakon postizanja
kona¢ne vrijednosti elektrodnog potencijala, koji se za primjer oksidacije obi¢no postavlja na
vrijednost manju od potencijala oksidacije rastvaraca ili osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal
se vraca do potencijala gasenja [154,155].

U voltametrijskim eksperimentima se najceS¢e koriste tri elektrode: radna, pomocéna i
referentna. Radna i pomoc¢na elektroda su razdvojene, a referentna je postavljena blizu radne
elektrode i sadrzi Haber-Ludtinov-u kapilaru da bi se smanjio gubitak otpora. U ¢elijama sa dobrim
mijesanjem u vecini slucajeva se moze koristiti isti rastvor za viSe mjerenja. Za voltametrijska
ispitivanja se koristi $irok opseg rastvaraca (nevodenih i vodenih) i pomo¢nih elektrolita (obi¢no
koncentracije 0.1 M), ukljucujuéi i popularne tetraalkilamonijum-soli. S obzirom da je ispitivana
supstanca najée$¢e koncentracije reda veli¢ine 10 M ili ¢ak i manje, tragovi ne¢isto¢a mogu imati
Stetan uticaj na voltametrijska odredivanja. Izbor rastvaraca i pomoc¢nog elektrolita zavisi od toga Sta
se analizira, kao i od rastvorljivosti ispitivanog analita [154,155].

Do sada je ovom metodom analiziran veliki broj razli¢itih prirodnih fenolnih jedinjenja [156-
161]. Iako testovi ne dozvoljavaju odredivanje individualnih antioksidanasa u kompleksnim
smjeSama, ona daje vazne informacije o koli¢ini glavnih grupa fenola, kao Sto su katehini, galati,
antocijani, monofenoli.

Za odredivanje i procjenu antioksidativnog kapaciteta ciklicnom voltametrijim mogu se
koristiti slede¢i parametri: I — vrijednost intenziteta anodne struje koja je proporcionalna
koncentraciji komponenata u ispitivanom uzorku; Epa — oksidacioni potencijal, ¢ija vrijednost
izrazava redoks svojstva antioksidanasa i Q — povrSina ispod anodnog talasa koja se predlaze kao
bolji parametar za procjenu antioksidativnog kapaciteta u odnosu na vrijednost |a.

Cesto se za procjenu antioksidativnog kapaciteta Koristi i odnos oksidacionog potencijala i
povrsine ispod anodnog talasa (Epa/Q). Medutim, kada je odsutan povratni katodni potencijal, kao u
slucaju galne kiseline, osim naprijed navedenih parametara koristi se i Esed — srednji potencijal ¢ija
vrijednost odgovara potencijalu izmedu anode i katode, i polutalasni potencijal- Ep2 [154,158].

Na slici 25 prikazana je aparatura koriS¢ena za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
uzoraka metodom cikli¢ne voltametrije.
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Slika 25. Aparatura koris¢ena za metodu cikli¢ne Voltamétrije

2.13.2. Hromatografske metode

Hromatografija je skup laboratorijskih tehnika za razdvajanje antioksidanasa iz smjesa, ali se
moze koristiti i za njihovu analizu. Osnovni princip rada je da razli¢ite komponente uzorka razlicito
reaguju sa istom supstancom sa kojom se dovode u kontakt. Pokretna (mobilna) faza, gasovitog ili
teCnog agregatnog stanja, sadrzi rastvoreni uzorak koji se prevodi preko nepokretne (stacionarne)
faze koja je fiksirana na hromatografskoj koloni ili plo¢i. U tom prostoru se odvija interakcija izmedu
ove dvije faze, pri cemu svaka komponenta mobilne faze pokazuje razli¢itu reakciju u vidu odredenog
stepena rastvaranja, adsorpcije ili jednostavno hemijske reakcije. Nepokretna faza moze ispunjavati
cijelu kolonu ili samo njene zidove, pri ¢emu razlikujemo punjene i kapilarne kolone. Ispiranje uzorka
sa stacionarne faze vrsi se rastvaracem koji se naziva eluent, a proces eluiranje. Vrijeme potrebno da
komponente uzorka produ kroz kolonu pri odredenim uslovima (temperatura, pritisak, eluent, brzina
eluiranja, 1 vrsta nepokretne faze) naziva se retenciono vreme (tR) i zavisi od fizickih i1 hemijskih
osobina komponenata u datim uslovima. Komponente smjese se detektuju detektorom u vidu signala,
Ciji je intezitet srazmjeran koncentraciji komponente. Prikaz rezultata jedne hromatografske tehnike
se naziva hromatogram. Njime se graficki prikazuje zavisnosti detektovanog signala od vremena
prolaska uzorka kroz kolonu [162].

Hromatografski postupak se moze koristiti za djelimi¢no ili potpuno razdvajanje komponenti
smjeSe (preparativna hromatografija), ali i za kvalitativnhu i kvantitativnu analizu (analiticka
hromatografija).

U odnosu na fizicko stanje faza, razlikujemo gasnu i te¢nu hromatografiju. U sluc¢aju gasne
hromatografije mobilna faza je u gasnom agregatnom stanju, a nose¢i gas je hemijski inertno
jedinjenje (azot ili argon), dok stacionarna faza moze biti ¢vrsta ili te¢na (ako je ¢vrsta dolazi do
adsorpcije na njoj: gasno-¢vrsta adsorpciona hromatografija; ukoliko je te¢na dolazi do rastvaranja u
njoj: gasno-te¢na podiona hromatografija). Gasnom hromatografijom se vr$i i kvalitativna i
kvantitativna analiza gasnih i te¢nih uzoraka. Kada je u pitanju tecna hromatografija, ¢ija je pokretna
faza u teCnom agregatnom stanju, stacionarna faza je takode C¢vrsta ili te¢na. U slucaju Cvrste
stacionarne faze, reakcija je takode adsorpciona: te¢na adsorpciona hromatografija, a u sluéaju te¢ne
stacionarne faze (koja se nanosi na ¢vrst nosac) dolazi do rastvaranja u te¢nosti: te¢na podiona
hromatografija [162,163].

Prema mehanizmu razdvajanja komponenti ispitivanog rastvora metode se dijele na:
particione (apsorpcione); adsorpcione; jonoizmenjivacke; gel-hromatografije.

2.13.2.1. Tecna hromatografija visokih performansi (HPLC)

Tecna hromatografija visokih performansi (te¢na hromatografija pri visokim pritiscima),
poznatija kao HPLC (High performance liquid chromatography ili high pressure liquid
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chromatography) je oblik hromatografije kojim se na koloni efikasno razdvajaju komponente uzorka,
¢ak ikod vrlo kompleksnih smjesa. Zbog toga se primjenjuje u analiti¢koj hemiji i biohemiji, u nau¢ne
i indusrijske svrhe. Princip funkcionisanja je zasnovan na pumpanja analita u rastvara¢ (mobilna faza)
kroz kolonu (u kojoj se nalazi stacionarna faza) u uslovima visokog pritiska, S§to obezbjeduje
kontinuirani protok mobilne faze i njegove dinamicke ravnoteze sa stacionarnom fazom ($to je uslov
dobre selektivne raspodijele komponenti). Upravo je izloZenost analita visokom pritisku ono §to
razlikuje HPLC od ostalih metoda [162].

Rastvara¢i polarne mobilne faze su vodeno-organske smjeSe (metanol, acetonitril ili
kombinacija ova dva rastvaraca) koje treba da su mjesljive i da ne dovode do talozenja. Razlicit
polaritet komponenti analita uzrokuje da se reakcija izmedu dvije faze (prilikom prolaska analita kroz
kolonu) odvija razli¢itim brzinama: oni analiti koji imaju najveci broj interakcija sa rastvaratem
mobilne faze, a najmanji sa stacionarnom fazom, brze ¢e izaci iz kolone.Takode, temperatura utice
na odredivanja kod HPLC-a, posebno kada je re¢ o rastvorima male molekulske mase [162].

HPLC aparat se sastoji od: jednog ili viSe rezervoara za rastvara¢ (obicno najmanje dva),
pumpe visokog pritiska, kolona, injektora (sistema za ubrizgavanje) i detektora. Pumpa stvara pritisak
od oko 106 Pa. Cestice stacionarne faze su malih dimenzija, 3-5um u preéniku, i velike specifiéne
povrsine koja im omogucéava bolje razdvajanje komponenti. One gusto popunjavaju kolone, koje su
pravljene od Celika da bi izdrzale visok pritisak. Detektori mogu biti UV/VIS detektori, plameno-
jonizacioni detektori (FID), maseni (MS), NMR i drugi.

Na slici 26 prikazan je te¢ni hromatograf visokih performansi koris¢en za analizu ispitivanih
uzoraka.
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Slika 26. Te¢ni hromatograf visokih performansi (HPLC) kori$¢en za analizu ispitivanih uzoraka

2.13.3. Odredivanje sadrZaja metala

2.13.3.1. Indukovano spregnuta plazma — opticka emisiona spektroskopija (ICP-OES)

ICP-OES je kvantitativna i kvalitativna analiticka metoda koja kao izvor pobudivanja
elemenata koristi indukovano spregnutnu plazmu. Plazma je jonizovan gas koji je makroskopski
neutralan, a za Ciju se proizvodnju koristi argon (rjede azot). Argon (Ar) je prirodni, plemeniti,
hemijski inertan gas, koji ne reaguje sa jonima iz uzorka a ima visoku energiju jonizacije (15.8 eV),
Sto je dovoljno za jonizaciju velikog broja elemenata periodnog sistema, koji imaju prvi jonizacioni
potencijal izmedu 4-12 eV. Ispitivani uzorci, koji su u te¢nom stanju, uvode se u aparat uz pomo¢
sistema za rasprSivanje rastvora da bi se preveli u aerosol. Aerosol se potom uvodi u plazmu gdje
dolazi do njegove desolvatacije, atomizacije, disocijacije, jonizacije i ekscitacije (generiSu se
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slobodni joni). Elektromagnetno zracenje potom stize do detektora i selektuje se prema talasnim
duzinama pomocu spektrometra. Energija zrac¢enja selektovane talasne duzine koja stize do detektora
se pretvara u elektri¢ni signal I njegov intenzitet se mjeri [164-166].

Formiranje plazme se odvija u plazmeniku (eng. torch) koji se sastoji od tri koncentri¢ne
kvarcne cijevi. Argon za formiranje plazme se uvodi kroz srednju cijev, sa protokom od 0.5 do 3
L/min, obezbjedujuc¢i primarne elektrone i jone. NoSen strujom argona kao noseceg gasa, sa
protokom od 0,1 do 1.0 L/min., uzorak se uvodi kroz unutrasnju cijev. Spoljasnja cijev je najsira i
kroz  nju  struji  pomoéni  gas  (argon, azot ili = vazduh)  brzinom od
11 do 14 L/min., koji sluzi za hladenje i stabilizovanje (centriranje) plazme. Oko spoljasnje cijevi se
nalaze 3 — 4 navoja indukcionog bakarnog kalema, koji je povezan za radiofrekventni generator
(frekvencije 5 — 50 MHz i izlazne snage 1 — 5 kW). Visokofrekventna struja, koja protice kroz
indukcioni kalem, stvara oscilatorno magnetno polje (H), koje indukuje elektrone u gasu. Elektroni
se ubrzavaju vremenski promjenljivim elektricnim poljem, $to dovodi do zagrijavanja i dodatne
jonizacije. Dostizanjem dovoljne jonizacije i visoke temperature formira se plazmena baklja na izlazu
iz gornjeg kraja kvarcne cijevi (dostize i do 10 000 K). Ovako visoka temperatura omogucava
isparavanje rastvaraca, pri cemu nastaju Cestice soli koje se razgraduju-atomiziraju. Stepen jonizacije
nekog elementa u ICP-u zavisi od snage izvora, brzine protoka gasova (noseceg i plazmenog) i
potencijala jonizacije elemenata [164-166].

Svjetlost nastala u plazmi usmjerava se ka spektrometru pomo¢u niza konveksnih so¢iva. U
odnosu na na¢in usmjeravanja svjetlosti razlikujemo dvije konfiguracije plazme: aksijalnu i radijalnu.
Kod aksijalnog tipa spektrometar se nalazi u ravni plazme, a kod radijalnog tipa spekrometar je u
normalnom polozaju u odnosu na polozaj plazme [164-166]. Za detekciju se koriste multikanalni
detektori (CCD (charge-coupled device) i CID (charge-injection device)), koji se zasnivaju na CTD
(charge-transfer device) tehnologiji. To su poluprovodnici sastavljeni od serije ¢elija ili piksela koji
akumuliraju naelektrisanje kada se izloze svjetlosti. Koli¢ina akumuliranog naclektrisanja je mjera
koli¢ine svjetlosti kojoj je odredeni piksel bio izloZen. Intezitet zraka odgovarajuce talasne duzine
daje kvantitativne podatke o analiziranoj vrsti (talasna duzina emitovane svijetlosti je kvalitativni
podatak, a intezitet talasne duzine kvantitativni). Glavne prednosti ovih detektora su: moguénost
odabira razliCitih analitickih linija (talasnih duzina), koriS¢enje nekoliko linija istog elementa u cilju
prosirenja linearnog opsega i povecanja ta¢nosti, kao i identifikacije potencijalnih matriksa i
spektralnih interferencija i moguénost kvalitativne analize uzorka [164-166].

ICP-OES metoda se koristi za istovremeno odredivanje preko 70 elemenata periodnog
sistema. Granice detekcije za ove elemente su reda veli¢ine ppb (engl. parts per billion).

Na slici 27 prikazan je Opticki emisioni spektrometar indukovane kuplovane plazme koris¢en
za analizu ispitivanih uzoraka.

Slika 27. Opticki emisioni spektrometar indukovane kuplovane plazme kori§¢en za analizu
ispitivanih uzoraka
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uzorkovanje borovnice i zemljiSta

Borovnica (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae) i njen zemljiSni supstrat sakupljeni su na
planini Bjelasica, Crna Gora. Ovo podruc¢je bogato zimzelenim Cetinarima (smréa), se nalazi na
nadmorskoj visini od 1200 m i nije izloZzeno direktnom izvoru zagadenja (slika 28). Biljni materijal
kori§¢en za analizu podijeljen je na uzorke korijena, stabla, lista i ploda.

Uzorci zemljista su uzorkovani na dubini od 0 do 20 cm.

Biljni uzorci i zemljisni supstrat su zatim upakovani u polietilenske kese, dostavljeni u
laboratoriju, gdje su osuSeni na sobnoj temperaturi do konstantne mase, a zatim ¢uvani na mracnom
i hladnom mjestu do analize. Borovnica je identifikovana na Katedri za botaniku Farmaceutskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu i zavedena pod brojem VMF_121215 i VML _111215.

Monokomponentni ¢ajevi namijenjeni trzistu, ¢aj od lista 1 ploda borovnice, obezbjedeni su
iz Instituta za proucavanje ljekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*, Beograd, Srbija.

Biljni djelovi koji su koris¢eni neposredno prije analize su samljeveni u laboratorijskom
elektricnom mlinu do stepena usitnjenosti 355 [167].

Slika 28. Mapa Crne Gore sa mjestom uzorkovanja

3.2. Reagensi I rastvori

Sve hemikalije koris¢ene u ovome istrazivanju za odredivanje makroelemenata i
mikroelemenata bile su analiticke Cistoce. Stakleno posude je drzano potopljeno minimum 12 h u
10% HNOs3 (Merck, Nemacka), a zatim ispirano destilovanom, a onda i bidestilovanom vodom.
Multielementarni  osnovni  rastvor (Merck, Darmstadt, Germany) koji je sadrzao
1.0000 g/L svakog elementa koriS¢en je za pripremanje medustandardnih rastvora koncentracije 10
pg/mL, koris¢enim u ICP-OES mjerenjima. Za svaki pojedinacni element koncentracije radnih
standarda su bile u opsegu linearnosti utvrdenim za taj element. Dejonizovana voda, dobijena Milli-
Q sistemom, provodljivosti 18 MQ, i sadrzajem ukupnog organskog ugljenika manjim od 10 pg/dm?,
koriS¢ena je za pripremu rastvora.
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Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti i u cilju procjene hemijskog profila ekstrakata,
reagensi analitiCke ¢istoce, kao §to su acetatni pufer, hlorovodoni¢na kiselina (HCI), 2,4,6-tripiridil-
s-triazin (TPTZ), gvozde-(l11)-hlorid heksahidrat (FeCls-6H20), Folin—Ciocalteu reagens, 2,6-di-
terc-butil-4-metilfenol (BHT), n-butanol (BuOH), aceton, etil acetat, natrijum bikarbonat, 1,1-difenil-
2-pikrilnidrazil (DPPH), etanol (96%, v/v) i methanol, nabavljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Za analizu ekstrakata primjenom HPLC metode acetonitril, voda i metanol (HPLC
Cistoce) su nabavljeni od Merck (Darmstadt, Njemacka). Dinatrijum hidrogen fosfat (Na2HPOa) i
natrijum hidrogen fosfat (NaH2POs) analiticke Cistoée, koriS¢eni u elektrohemijskim mjerenjima
takode su nabavljeni od njemackog proizvodaca (Merck, Darmstadt, Germany). HPLC standardi:
galna kiselina, pirogalol, protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina, procijanidin B2, vanilinska
kiselina, kafenakiselina, epikatehin, p-kumarinska kiselina, ferulna kiselina, sinapinska kiselina,
rutin, hiperozid, izokvercetin, kemferol-3-O-glukozid, resveratrol, kvercetin, kemferol (Cisto¢a >
99%) nabavljeni su od francuskog proizvodaca Extrasynthese (Genay, Francuska).

3.3. Priprema uzoraka zemljiSta za odredivanje sadrzaja makroelemenata i
mikroelemenata

Uzorci zemljiSta su suseni na sobnoj temperaturi oko tri nedelje. Nakon propustanja kroz sito
precnika < 2.5mm uzorci su tretirani na dva nacina: BCR sekvencijalnom ekstrakcijom i pseudo total
metodom.

BCR sekvencijalna ekstrakcija

Uzorci zemljista su podvrgnuti modifikovanoj BCR sekvencijalnoj ekstrakcionoj proceduri
sa 4 faze.

Prva faza (F1, lzmjenjiva, u vodi rastvorna i kiselo rastvorna faza-frakcija vezana za
karbonate): Uzorci zemljista mase 1 g tretirani su sa 40 ml 0,11 M rastvora CH3COOH, a zatim su
muckani na rotacionoj muckalici 16 h. Nakon muckanja, ekstrakti su centrifugiranjem odvojeni od
&vrstog djela, a zatim kvantitativno prenijeti u normalni sud od 100 ml. Cvrsti ostatak, koji je zadrzan
za sledeci korak, je ispran sa 10 ml destilovane vode i te¢nost od ispiranja je pridodata glavnom
rastvoru. Dobijeni ekstrakti su dopunjeni destilovanom vodom do crte i sa¢uvani za ICP-OES analizu.

Druga faza (F2, Reducibilna-frakcija vezana za Fe i Mn okside i hidrokside): Cvrstom
ispranom ostatku je dodato 40 ml 0.5 M rastvora NH2OH-HCI (pH 1,5). Nakon muc¢kanja od 16 sati,
ekstrakti su odvojeni od taloga centrifugiranjem a zatim kvantitativno prenijeti u normalni sud od
100 ml. Talog koji je zadrzan za sledeci korak je tretiran sa 10 ml destilovane vode, i te¢nost od
ispiranja je pridodata glavnom rastvoru. Dobijeni ekstrakti su dopunjeni destilovanom vodom do crte
i sacuvani za ICP-OES analizu.

Treca faza (F3, Oksidabilna-frakcija vezana za organsku materiju i sulfide): Talog, zaostao
nakon drugog koraka, tretiran je sa 10 ml 8.8 M rastvora H2O (pH 2) i u trajanju od jednog sata
ostavljen na vodenom kupatilu, na temperaturi od 85°C. Nakon hladenja dodato je 40 ml 1 M rastvora
CH3COONHj4 (pH=2) i 16 h muckano na sobnoj temperaturi. Posle muckanja ekstrakti su odvojeni
od taloga centrifugiranjem, zatim su kvantitativno prenijeti u normalni sud od 100 ml, dopunjeni sa
0.5 M rastvorom azotne kiseline (HNO3) i sacuvani za ICP-OES. Talozi su tretirani kao i u prethodna
dva koraka.

Cetvrta faza (R, Rezidualna frakcija): Talog je tretiran carskom vodom (15 ml 37% HCI i
5 ml 65% HNO:3) i kuvan na vodenom kupatilu 5 sati na temperaturi od 85°C. Nakon hladenja uzorak
je filtriran u normalni sud od 100 ml i dopunjen do crte destilovanom vodom. Dobijeni rastvori su
sacuvani za odredivanje sadrZaja elemenata.
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Pseudo total metoda

Uzorak zemlje (0.5 g) je tretiran na isti naCin kao kod rezidualne frakcije u BCR
sekvencijalnoj ekstrakcionoj proceduri. Nakon hladenja izvrSena je filtracija kroz filter papir i uzorak
je razblazen do 100 ml destilovanom vodom, i saCuvan za ICP-OES analizu.

Recovery postignut pri BCR sekvencijalnoj ekstrakeiji odreden je poredenjem zbira sve Cetiri
frakcije sa pseudototalnim koncentracijama, i kretao se u opsegu od 85 do 111%.

3.4. Priprema uzoraka borovnice za odredivanje sadrzaja makroelemenata i
mikroelemenata

Nakon odmjeravanja oko 0.5 g osusenog, samljevenog korijena (WBR), stabla (WBS), lista
(WBL) i ploda (WBF) samonikle borovnice, isti su prenijeti u teflonske kivete i u svaku je dodato po
7 ml 65% HNOs i 1 ml 30% H202. Mikrotalasna digestija je izvodena na aparatu Ethos 1 (Advanced
Microwave Digestion System, Milestone, Italy) prema slede¢em programu: postepeno povecavanje
temperature do 200°C tokom 10 min, odrzavanje te temperature u toku narednih 15 min i hladenje u
trajanju od 10 min. Uzorci su zatim kvantitativno prenijeti u normalne sudove od 50 ml, razblazeni
destilovanom vodom i sacuvani za ICP-OES analizu.

Monokomponentni ¢ajevi, ¢aj lista (CBL) i ploda (CBF) borovnice namijenjeni trzistu
pripremljeni su na isti na¢in.

Svaki uzorak je analiziran u duplikatu, a svaka analiza se sastojala od tri ponavljanja. Mjerenja
makroelemenata 1 mikroelemenata u ispitivanim uzorcima izvrSena su na optiCkom emisionom
spektrometru sa indukovano spregnutom plazmom, iCAP-6500 Duo (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA).

3.5. Odredivanje biokoncentracionog i translokacionog faktora

U cilju razumjevanja akumulacionog potencijala borovnice izraCunali smo biokoncentracioni
(BCF) i translokacioni (TF) faktor za svaki element.

BCF predstavlja kolicnik koncentracije elementa u odgovaraju¢em dijelu biljke i sume
koncentracije prve tri faze sekvencijalne ekstrakcije zemljiSta (za koje se pretpostavlja da su dostupne
biljci) [168-171].

BCF — C elementa u odgovarajucem dijelu biljke

C elementa u zemljistu

Izrac¢unali smo BCF vrijednosti za korijen (BCF;), stablo (BCFs), list (BCF)) i plod (BCF+)
borovnice. Ukoliko je vrednost BCF > 1, smatra se da dolazi do akumulacije elemenata iz zemljista
u odgovaraju¢em dijelu biljke [168,172].

Translokacioni faktor ukazuje na sposobnost biljke da transportuje metale iz korjena do
izdanaka, i predstavlja koli¢nik koncentracije elementa u odgovaraju¢em nadzemnom dijelu biljke 1
njegove koncentracije u korijenu [168,170,171].

__ Celementa uodgovarajucem nadzemnom dijelu biljke

TF =

C elementa u korijenu

Izracunali smo TF vrijednosti za stablo (TF), list (TFs) i plod (TF) borovnice. Translokacija
elemenata iz korjena do nadzemnih dijlova biljke se smatra efikasnom kada je TF > 1 [168,173-175].
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3.6. Odredivanje nutritivne vrijednosti borovnice

U cilju procjene nutritivne vrijednosti kao i1 doprinosa dnevnom unosu esencijalnih
makroelemenata i mikroelemenata prilikom konzumacije ispitivane borovnice koris¢ena je porcija od
100 g svjezih plodova po obroku. Ovakva porcija sadrzi oko 16 g suvog ostatka, te su koncentracije
makroelemenata i mikroelemenata preracunate u odnosu na njega.

Dnevni unos elemenata (DMI, %) smo racunali na osnovu sledece jednacine:

C x 100

DMI =
RDA

gdje RDA predstavlja preporucene dnevne potrebe elemenata prema direktivi Evropske unije (EEC)
[176], dok C predstavlja sadrzaj makroelementa ili mikroelementa (mg) u 100 g obroka.

Smatra se da je doprinos znac¢ajan ukoliko 100 g porcije sadrzi najmanje 15% od preporucenih
vrijednosti na dnevnom nivou.

S druge strane, da bi se izveo zakljuCak o unosu toksi¢nih elemenata i na osnovu toga
procijenio rizik po zdravlje konzumenata dnevni unos (DI, %) As, Cd, Pb, Al i Ni smo racunali na
osnovu jednacine:

C x 100
MDI

gdje MDI predstavlja maksimalni dnevni unos koji se moze tolerisati (EFSA — European Food Safety
Authority) [177].

3.7. Metode ekstrakcije

3.7.1. Priprema vodenih ekstrakata borovnice za odredivanje sadrzaja
makroelemenata i mikroelemenata

Oko 0.5 g osusenog, samljevenog biljnog materijala (list i plod borovnice), odmjerenog ta¢no
na analitickoj vagi, prelije se sa 50 ml dejonizovane vode. Ekstrakcija je izvodena na temperaturi od
50°C tokom
1 h. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi tokom 3 h, uzorci su filtrirani a zatim 1 razblaZeni
destilovanom vodom do 50 mL. Prije identifikacije i kvantifikacije makroelemenata i mikroelemenata
ICP-OES metodom, vodeni ekstrakti su dodatno razblazeni u odnosu 1:10. Vodeni ekstrakti dobijeni
na ovaj na¢in oznaceni su sa WBLW (vodeni ekstrakt lista samonikle borovnice), WBFW (vodeni
ekstrakt ploda samonikle borovnice), CBLW (vodeni ekstrakt lista komercijalne borovnice) i CBFW
(vodeni ekstrakt ploda komercijalne borovnice).
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3.7.2. Priprema etanolnih ekstrakata borovnice za odredivanje sadrzaja
makroelemenata i mikroelemenata

Oko 10 g osusenog, samljevenog biljnog materijala (list i plod borovnice), odmjerenog ta¢no
na analitickoj vagi, prelije se sa 50 ml 70% etanola. Ekstrakcija je izvodena na temperaturi od 40°C
tokom 1 h. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi tokom 3 h, uzorci su filtrirani a zatim i razblazeni
destilovanom vodom do 50 mL. Prije identifikacije i kvantifikacije makroelemenata i mikroelemenata
ICP-OES metodom, etanolni ekstrakti su dodatno razblazeni u odnosu 1:50. Etanolni ekstrakti
dobijeni na ovaj na¢in oznaceni su sa WBLE (etanolni ekstrakt lista samonikle borovnice), WBFE
(etanolni ekstrakt ploda samonikle borovnice), CBLE (etanolni ekstrakt lista komercijalne borovnice)
i CBFE (etanolni ekstrakt ploda komercijalne borovnice).

3.7.2.1. Odredivanje ekstrakcionog koeficijenta

U vodenim i etanolnim ekstraktima lista i ploda samonikle i komercijalne borovnice (WBLW,
WBFW, CBLW, CBFW, WBLE, WBFE, CBLE 1 CBFE), u zavisnosti od primjenjenog rastvaraca,
izracunali smo koeficijente ekstrakcije (EC) makroelemenata i mikroelemenata.

Ekstrakcioni koeficijenti su izraCunati pomocu jednacine:

EC = 100 Celementa (€Kstrakt)

Celementa (0dgovarajuéi dio biljka)

3.7.3. Maceracija

Oko 50 g osusenog, samljevenog biljnog materijala (list i plod borovnice) prelije se sa 300 ml
70% etanola. Ekstrakcija je izvodena na sobnoj temperaturi tokom 72 h, uz povremeno mijesanje.
Dobijeni ekstrakt je profiltriran, dok je ¢vrsti ostatak reekstrahovan sa 20 ml istog ekstrakcionog
sredstva, tokom 48 h. Ekstrakti su spojeni, profiltrirani i upareni do suva na rotacionom vakuum
uparivacu, pri temperaturi ne ve¢oj od 40°C. Balon sa uparenim ekstraktom ostavljen je tokom no¢i
u susnici na temperaturi od 30°C, nakon ¢ega je odreden prinos ekstrakcije u procentima. Ekstrakti
dobijeni na ovaj na¢in oznaceni su kao MLEM (upareni ekstrakt lista samonikle borovnice dobijen
maceracijom) i MFEM (upareni ekstrakt ploda samonikle borovnice dobijen maceracijom). Ovako
dobijeni ekstrakti su dalje tretirani u cilju odredivanja sadrzaja makroelemenata i mikroelemenata,
analize hemijskog sastava kao i procjene antioksidativne aktivnosti.

3.7.4. Soxhlet ekstrakcija

Oko 10 g osuSenog, samljevenog biljnog materijala (list i plod borovnice) se prelije sa 325 ml
70% etanola. Ekstrakcija je izvodena na temperaturi kljucanja rastvaraca u vremenskom trajanju od
72 h. Dobijeni ekstrakt je profiltriran 1 uparen na rotacionom vakuum uparivacu do suva, pri
temperaturi ne vecoj od 40°C. Balon sa uparenim ekstraktom ostavljen je tokom noc¢i u susnici na
temperaturi od 30°C, nakon ¢ega je odreden prinos ekstrakcije u procentima. Ekstrakti dobijeni na
ovaj nacin oznaceni su kao MLES (upareni ekstrakt lista samonikle borovnice dobijen Soxhlet
ekstrakcijom) i MFES (upareni ekstrakt ploda samonikle borovnice dobijen Soxhlet ekstrakcijom).
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Ovako dobijeni ekstrakti su dalje tretirani u cilju odredivanja sadrzaja makroelemenata i
mikroelemenata, analize hemijskog sastava kao i procjene antioksidativne aktivnosti.

3.7.5. Ekstrakcija vrelom vodom (dobijanje infuza)

Oko 10 g osusenog, samljevenog biljnog materijala (list i plod borovnice) prelije se sa 150 ml
destilovane vode, i na temperaturi kljucanja ekstrahuje 2 min. Nakon toga posuda se ukloni sa grijaca,
poklopi i tokom
30 min hladi na sobnoj temperaturi. Dobijeni ekstrakt je profiltriran i uparen na rotacionom vakuum
uparivacu do suva, pri temperaturi ne ve¢oj od 40°C. Balon sa uparenim ekstraktom ostavljen je
tokom no¢iu susnici na temperaturi od 30 °C, nakon ¢ega je odreden prinos ekstrakcije u procentima.
Ekstrakti dobijeni na ovaj nac¢in oznaceni su kao MLEI (upareni vodeni ekstrakt lista samonikle
borovnice) i MFEI (upareni vodeni ekstrakt ploda samonikle borovnice). Ovako dobijeni ekstrakti su
dalje tretirani u cilju odredivanja sadrzaja makroelemenata i mikroelemenata, analize hemijskog
sastava kao i procjene antioksidativne aktivnosti.

3.8. Priprema ekstrakata dobijenih Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i
ekstrakcijom vrelom vodom za odredivanje makroelemenata i mikroelemenata

Oko 0.5 g ispitivanih biljnih ekstrakata (MLEI, MLEM, MLES, MFEI, MFEM i MFEYS),
tretirano je na isti na¢in kao i osuseni i samljeveni uzorci samonikle i komercijalne borovnice (WBR,
WBS, WBL, WBF, CBL, CBF).

Ta¢no odmjerene mase na analiti¢koj vagi prenijete su u teflonske Kivete i u svaku je dodato
po 7 ml 65% HNOs i 1 ml 30% H20,. Nakon razaranja mikrotalasnom digestijom uzorci su
kvantitativno prenijeti u normalne sudove od 50 ml, razblazeni destilovanom vodom i sa¢uvani za
ICP-OES analizu.

3.9. Hemijska analiza ekstrakata dobijenih Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i
ekstrakcijom vrelom vodom

3.9.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupan fenolni sadrzaj (TP) odreden je po Folin-Ciocalteu metodi. 100 pL metanolnih
rastvora ispitivanih ekstrakata MLEI, MLEM, MLES, MFEI, MFEM i MFES (0.57 mg/mL, 0.49
mg/mL, 0.56 mg/mL, 0.51 mg/mL, 0.55 mg/mL, 0.62 mg/mL, respektivno) je pomijesano sa 0.75
mL Folin-Ciocalteu reagensom koji je prethodno razblazen deset puta. Nakon 5 minuta stajanja na
temperaturi od 22°C, u navedenu smjeSu dodato je 0.75 mL rastvora natrijum bikarbonata
koncentracije 60 g/L. Apsorbancije ovako pripremljenih rastvora su ocitavane nakon 90 minuta
perioda inkubacije na talasnoj duzini od 725 nm pomocu spektrofotometra Agilent 8453 UV-visible
Spectroscopy System (Agilent Technologies, Nemacka). Serijski rastvori galne kiseline (0—100 mg/I)
sluzili su za konstrukciju standardne krive. Rezultati su izraZzeni kao miligrami ekvivalenata galne
kiseline po gramu suve materije ekstrakata (mg GAE/g SM) i predstavljaju srednju vrijednost tri
nezavisna mjerenja [178,179]. Kalibraciona kriva pokazala je linearnu regresiju sar > 0.99.
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3.9.2. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Ukupan sadrzaj flavonoida (TF) odreden je metodom opisanom u Evropskoj farmakopeji Ph.
Eur. 9.0 [167]. Uzorci su ekstrahovani uz povratni hladnjak smjeSom aceton/HCI. AIClz kompleks
flavonoidnog dijela ekstrahuje se etil-acetatom, a zatim se vr$i o¢itavanje apsorbancije na UV-VIS
spektrofotometru HP 8453 na talasnoj duzini od 425 nm. Sadrzaj flavonoida, izrazen kao procenat
hiperozida, prikazan je kao srednja vrijednost dobijena iz 3 nezavisna mjerenja, i izraCunava se

slede¢om jednadinom:
Ax1.25

% flavonoida = —

gdje A predstavlja apsorbanciju ispitivanog rastvora na 425 nm, dok m oznac¢ava masu ispitivanog
ekstrakta u gramima.

3.9.3. Odredivanje sadrzaja tanina

Sadrzaj tanina (TT) odreden je metodom koja je opisana u Evropskoj Farmakopeji Ph. Eur.
9.0 [167]. Ukratko, rastvori ispitivanih uzoraka su izlazeni fosfomolbdovolframovom reagensu u
alkalnom medijumu, a zatim su tretirani koznim prahom. Apsorbancije su mjerene na UV-VIS
spektrofotometru HP 8453, na talasnoj duzini od 760 nm. Sadrzaj tanina, izraZen kao procenat
pirogalola, racuna se iz razlike u apsorbanciji ukupnih polifenola (A1) i polifenola koji se ne adsorbuju
na kozni prah (A2), uz pomo¢ formule:

62.5 (4; — A, )x m,
Az —my

gdje my predstavlja masu ispitivanih ekstrakata u gramima, a m; oznac¢ava masu pirogalola u istim
jedinicama.

3.9.4. Odredivanje sadrzaja procijanidina

Ukupan sadrzaj procijanidina odreden je metodom opisanom u Evropskoj farmakopeji Ph.
Eur. 9.0 [167]. Metoda se zasniva na hidrolizi ispitivanih ekstrakata (MFEI, MFEM i MFES)
smjeSom EtOH/HCI, nakon ¢ega se tretiraju BUOH. Intezitet absorbancije rastvora je mjeren HP 8453
UV-VIS spektrofotometrom na talasnoj duzini od 545 nm. Procenat procijanidina, izraZen preko
cijanidin-hlorida, izraéunava se sledecom jedna¢inom:

Ax 500
75 xm

gdje A predstavlja absorbanciju uzorka na 545 nm, a m oznaCava masu ispitivanog ekstrakta u
gramima.
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3.9.5. Odredivanje sadrzaja antocijana

Ukupan sadrzaj antocijana odreden je metodom opisanom u Evropskoj farmakopeji Ph. Eur.
9.0 [167]. Ukratko, metoda se zasniva na hidrolizi ispitivanih ekstrakata (MFEI, MFEM i MFES)
smjesom MeOH/HCI. Intezitet absorbancije rastvora je mjeren HP 8453 UV-VIS spektrofotometrom
na talasnoj duzini od 528 nm. Procenat antocijana, izrazen preko cijanidin-3-glukozid hlorida,
izracunava se prema formuli:

Ax 5000
718 xm

gdje A predstavlja absorbanciju na 528 nm, dok m ozna¢ava masu ispitivanih ekstrakata u gramima.

3.9.6. HPLC metoda

Koncentracije ispitivanih ekstrakata lista i ploda samonikle borovnice dobijenih Soxhlet
ekstrakcijom, maceracijom i infuziom, za HPLC analizu bile su 0.42 mg/mL, 0.50 mg/mL, 0.50
mg/mL, 0.44 mg/mL, 0.46 mg/mL, 0.44 mg/mL za MLEI, MLEM, MLES, MFEI, MFEM i MFES,
respektivno. Nakon filtriranja kroz filtere od politetrafluoroetilena (PTFE) u staklene HPLC viale
uzorci su analizirani. Injektovani volumen uzoraka iznosio je
4 uL. Standardni etanolni rastvori koriS¢eni u HPLC analizi pripremljeni su u slede¢im
koncentracijama: 0.01 mg/mL procijanidin Bz, 0.15 mg/mL izokvercetin, 0.26 mg/mL hiperozid, 0.28
mg/mL kemferol-3-O-glukozid, 0.30 mg/mL vanilinska kiselina, neohlorogenska kiselina i kemferol,
0.34 mg/mL galna i protokatehinska kiselina, 0.36 mg/mL kvercetin, 0.38 mg/mL sinapinska kiselina
i resveratrol, 0.40 mg/mL epikatehin i rutin, 0.46 mg/mL pirogalol, 0.52 mg/mL kafena kiselina, 0.56
mg/mL hlorogenska kiselina, 0.56 mg/mL ferulna kiselina, 0.74 mg/mL p-kumarinska kiselina.
Zapremina standardnih rastvora je takode bila 4 pL. Identifikacija jedinjenja izvrSena je na osnovu
retencionih vremena i preklapanja spektra, a kvantifikacija eksternom kalibracijom sa standardima.

3.9.7. Odredivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata dobijenih Soxhlet
ekstrakcijom, maceracijom i ekstrakcijom vrelom vodom

3.9.7.1. Odredivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala-DPPH test

Po 300 ul rastvora ispitivanih  ekstrakata  koncentracija  0.42  mg/mL,
0.50 mg/mL, 0.50 mg/mL, 0.44 mg/mL, 0.46 mg/mL, 0.44 mg/mL za MLEI, MLEM, MLES, MFEI,
MFEM i MFES, respektivno, prenijeto je u odgovarajuce test-tube koje su sadrzale po 2.7 ml 0.1 mM
etanolnog rastvora DPPH. Apsorbancija navedene smjese je izmjerena na spektrofotometru nakon 30
min inkubacije na sobnoj temperaturi, na talasnoj duZini od 517 nm, uz etanol kao slepu probu.
Procenat inhibicije DPPH radikala se rac¢una prema sledecoj formuli:

100
% = 100 — [(As — Ap)x y
[
gdje As predstavlja absorbanciju etanolnih rastvora ekstrakata prethodno tretiranih DPPH rastvorom;
Ag predstavlja absorbanciju etanolnih rastvora ekstrakata bez prethodnog tretiranja DPPH rastvorom;
Ac predstavlja absorbanciju etanolnog rastvora DPPH [178,180].
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ICs0 vrijednosti su izraCunate koris¢enjem linearne regresione analize i predstavljaju
koncentraciju uzorka koja dovodi do neutralizacije 50% DPPH radikala.
Sinteti¢ki antioksidans butilhidroksitoluen (BHT) koris¢en je kao pozitivna kontrola.

3.9.7.2.0dredivanje sposobnosti redukcije feri jona-FRAP test

Po 100 pl rastvora ispitivanih ekstrakata odgovarajué¢ih koncentracija 0.42 mg/mL,
0.50 mg/mL,0.50 mg/mL, 0.44 mg/mL, 0.46 mg/mL, 0.44 mg/mL za MLEI, MLEM, MLES, MFEI,
MFEM 1 MFES, respektivno, je pomijesano sa 3.0 ml svjeze pripremljenog FRAP reagensa (25 ml
300 mM acetatnog pufera, pH vrijednosti 3.6; 2.5 ml 10 mM rastvora TPTZ u 40 mM rastvoru HCl i
2,5 ml 20 mM rastvora FeCl3-6H20). Nakon inkubacije smjese od 30 min na 37°C, apsorbancija je
izmjerena upotrebom spektrofotometra Agilent 8453 UV-visible Spectroscopy System (Agilent
Technologies, Nemacka) na 593 nm, uz slijepu probu koja je smjesa istih sastojaka sa 100 pl etanola
umesto etanolnog rastvora analiziranog uzorka.

FRAP vrijednost je izracunata iz kalibracione krive standardnog rastvora FeSO4-7H20 u
FRAP reagensu u koncentracionom opsegu od 100 do1000 mmol/l, koja je pokazala linearnu
regresiju sar > 0,99, a rezultati su izrazeni kao milimolovi Fe?* jona po gramu suve materije ekstrakta
(Fe?*/g SM ekstrakta) [178,181].

3.9.7.3. Ciklicna voltametrija

Po 10 mL rastvora ispitivanih ekstrakata odgovaraju¢ih koncentracija 0.42 mg/mL,
0.50 mg/mL, 0.50 mg/mL, 0.44 mg/mL, 0.46 mg/mL, 0.44 mg/mL za MLEI, MLEM, MLES, MFEI,
MFEM 1 MFES, respektivno, snimano je ciklicnom voltametrijom u cilju procjene antioksidativne
aktivnosti

3.10. Instrumentacija

Za razaranje osuSenih 1 samljevenih uzoraka borovnice (korijena, stabla, lista 1 ploda
samonikle, odnosno lista i ploda komercijalne borovnice), kao i razaranje ekstrakata lista i ploda
samonikle borovnice dobijenih Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i infuziom, koris¢en je aparat
Ethos 1 (Advanced Microwave Digestion System, Milestone, Italy) koji posjeduje postolje sa 10
mjesta za teflonske kivete.

Mjerenja makroelemenata 1 mikroelemenata u svim uzorcima borovnice kao i u zemljiSnim
supstratima izvodena su na optickom emisionom spektrometru sa indukovano spregnutom plazmom,
ICAP-6500 Duo (Thermo Scientific, Velika Britanija). Sistem ima integrisanu jedinicu za generisanje
hidrida. iTEV A operativni softver omogucava kontrolu svih funkcija instrumenta.

Radni parametri aparata prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Instrumentalni i radni uslovi ICP-OES
iCAP 6500 Duo Thermo

Spectrometar Scientific
Rasprsivac koncentri¢ni
Komora za rasprsivanje ciklonsko
Snaga generatora (W) 1150
Protok argona (L/min) 12
Pomo¢ni protok argona (L/min) 0.5
Brzina protoka rasprsivaca (L/min) 0.5
Brzina unosenja uzorka (ml/min) 1.0
Detektor CID86
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Identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u ekstraktima lista i ploda samonikle
borovnice dobijenih Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i infuziom, izvrSena je na HPLC aparatu
(Agilent Tehnologija 1200). Detekcija je vrSena uz pomo¢ detektora sa nizom dioda (DAD) na
talasnim duzinama od 260 1 325 nm. Separacija komponenti je postignuta koris¢enjem LiChrospher
100 RP 18e (5 um), 250x4mmm kolona sa protokom 1 mL/min, i mobilnim fazama A (500 mL H>O
plus 9.8 mL 85% H3PQO4), B (MeCN), u trajanju od 70 minuta. Gradijentna eluacija je bila podeSena
prema slede¢em protokolu: 89—75% A (0—35 min); 75-60% A (35-55 min); 60-35% A (55-60 min)
1 35-0% A (60—70 min).

Cikli¢ni voltamogrami za procjenu antioksidativne aktivnosti u ekstraktima lista i ploda
samonikle borovnice, dobijenih Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i infuziom, su snimljeni na
aparatu za cikliénu votmametriju CHI760B (CH Instruments, Austin, Texas, USA). Sva mjerenja su
radena u troelektrodnoj ¢eliji, gdje je kao radna elektroda koris¢ena borom-dopovana dijamantska
elektroda (BDD), u poliketonskom pakovanju unutrasnjeg pre¢nika 3 mm, otpornosti 0.075 Q cm i
borom dopovanog nivoa od 1000 ppm (po deklaraciji proizvoda¢a Windsor Scientific Ltd., Slough,
UK). Kao referentna elektroda koris¢ena je srebro/srebrohloridna elektroda CHI111 (CH
Instruments) u koju je kao unutra$nji rastvor dodavan 3 M rastvor KCl. Kao pomoc¢na elektroda
koriS¢ena je platinska elektroda istog proizvodaca, model CHI22. Prije svakog mjerenja elektrode su
prethodno pripremane, odnosno povrSina je obnavljana uklanjanjem necisto¢a uz protonizaciju
povrsine elektrode. BDD elektroda je anodno tretirana (do +2 V) u 1 M sumpornoj Kiselini, a zatim
katodno (do -2 V). Oba procesa su trajala 180 s. Ciklicni voltamogrami su snimani u opsegu
potencijala od 0 mV i 1200 mV, brzinom skeniranja 100 mV.

Mjerenje apsorbancije ekstrakata lista i ploda samonikle borovnice dobijenih Soxhlet
ekstrakcijom, maceracijom i infuziom, u cilju procjene antioksidativne aktivnosti DPPH i FRAP
metodom i analize hemijskog sastava, vrSeno je na spektrofotometru Agilent 8453 UV-visible
Spectroscopy System (Agilent Technologies, Nemacka),

3.11. Statisticka analiza

Prilikom odredivanja makroelemenata i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima, parametri
deskriptivne statistike (srednja vrijednost i devijacija) su dobijeni NCSS statistiCkim softverom
(www.ncss.com).

Statisticka analiza hemijskog profila i antioksidativne aktivnosti u ekstraktima je izvrSena
pomocu programa Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) i SPSS
Statistics 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA), upotrebom ANOVA testa, Tukey-ev HSD
testa i post hoc testa.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Rezultati odredivanja makroelemenata i mikroelemenata u zemljiSnom
supstratu

Zemlji$ni supstrati u ovom radu su pripremani prema modifikovanoj BCR sekvencijalnoj
ekstrakcionoj proceduri, radi odredivanja Cetiri frakcije: kiselo-rastvorno/izmenjive, reducibilne,
oksidabilne i rezidualne. Metali ovih faza su razli¢ite mobilnosti, biodostupnosti i toksi¢nosti.
Frakcija F1 je ekvivalentna sumi izmjenjive frakcije rastvorne u vodi, i frakcije vezane za karbonate.
To je najaktivnija, najmobilnija 1 najdostupnija faza metala. Ona ukazuje na koli¢inu metala koja bi
mogla biti otpuStena u okolinu pod odgovaraju¢im uslovima (povecana kiselost zemljista), Sto u
slucaju toksi¢nih metala moze predstavljati opasnost po okolinu [25,182,183]. Reducibilna frakcija
(F2) predstavlja metale koji su vezani za Fe i Mn okside i hidrokside, koji mogu biti mobilni pod
redukcionim uslovima. Metali oksidabilne frakcije (F3) su vezani za organsku materiju i sulfide, a na
njihovo otpustanje uticu redoks potencijal i pH vrijednost zemljista. Zbir ove tri frakcije
(F1 + F2 + F3) daje uvid u mobilnost i biodostupnost metala u zemljistu, i Sto je veci, ide u prilog
vecoj dostupnosti biljkama [25]. Rezidualnu frakciju (R) ¢ine metali vezani za kristalne minerale
strukture i uglavnom nisu dostupni biljkama.

U tabeli 4 prikazane su koncentracije ekstrahovanih makroelemenata i mikroelemenata iz
zemljista primjenom BCR modifikovane sekvencijalne ekstrakcije, pojedinatno po fazama,
pseudototalne koncentracije analiziranih metala u zemljiStu i recovery vrijednosti.

Tabela 4. Koncentracija ekstrahovanih makroelemenata i mikroelemenata iz zemljista sa ispitivanog
lokaliteta po fazama modifikovane BCR ekstrakcione procedure. Pseudototalna koncentracija
analiziranih metala u zemljiStu i1 recovery vrijednosti (srednja vrijednost = standardna devijacija)

. Pseudo-  Recovery
Elementi  F1 (ug/g) F2(ug/g)  F3(nglg)  R(uo/9) (Lg/0) (%)
As 0.061+0.006 0.053+0.002 0.82+0.10  0.9+0.2 1.6+0.2 107.56
Ba 14.30+#0.08  30.51+0.10 9.54+0.03 11.11#0.04  73.5+0.4 89.11
Cd  0.048+0.009 0.065+0.009 0.08+0.01 0.25+0.02 0.48+0.04  92.16
Co 0.78+0.10  4.92+#0.05 2.18+0.03 5.73+0.03 14.56+0.08  93.41
Cr 6.0+0.4 2.18+0.04  6.96+0.09 212.6+2.3 265.845.6  85.65
Cu 1.37+0.05  0.46+0.02  7.44+0.07 12.41+0.04 19.66+0.09 110.31
Mn 135.9+1.2  236.0+2.4  97.7#0.5  96.5+2.1 657.8#7.5  86.06
Ni 0.71+0.02  5.50+0.10 4.81+0.04 13.74+0.05 23.0#0.2  107.76
Pb 0.20+0.04  25.65+0.08 4.45+0.07 3.267+0.06  34.9+0.8 96.13
Sr 5.65+0.10  3.24+0.04  2.46+0.03 13.8+0.2  22.7#05  110.58
Zn 1.1740.02  7.7240.03  9.04+0.04 24.65+0.02  44.8+0.4 95.09
Al 468749  2750.1420 2435.4+14 19155+200 23313+183  106.42
Ca 137744214  883+16 84145  8537+177 22433+80  107.14
Fe 262+9 2238+18  2394+18  12289+240 173454210  99.06
K 1478427 1172414  1165+19  5662+126 10490+143  90.36
Mg 181619 103949 714+6 2323+14 5940428 99.23

Na slikama 29130 prikazana je procentualna raspodela makroelemenata i mikroelemenata po fazama
BCR ekstrakcije u uzorcima zemljista sa ispitivanog lokaliteta.
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Slika 29. Procentualna raspodijela a) makroelemenata i b) mikroelemenata po fazama BCR
ekstrakcije u uzorcima zemljista sa ispitivanog lokaliteta
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Slika 30. Procentualna raspodjela pojedina¢nih a) mikroelemenata i b) makroelemenata po fazama
BCR ekstrakcije u uzorcima zemljista sa ispitivanog lokaliteta

Pseudo totalna koncentracija Ca u ispitivanom zemljisnom supstratu je iznosila 22433 pg/g.
Najvec¢i procenat ovog makroelementa je izdvojen u prvoj fazi (57.31%), sto ukazuje da 1 pri
najmanjim promjenama jonske ja¢ine i pH vrijednosti moze doc¢i do njegove mobilizacije. Veliki
uticaj na rastvorljivost i pokretljivost Ca ima ugljen dioksid, pomoc¢u koga kalcijum karbonat prelazi
u bikarbonat i tako postaje dostupan biljkama [184]. Biljne vrste razli¢ito reaguju na prisutnost Ca u
zemljistu. One koje rastu na kreénjackoj podlozi nazivaju se kalcikolne ili kalcifilne vrste i osjetljive
su na smanjenje pH vrijednosti [184-187]. Kalcifobne, kalcifugne ili silicifilne biljke naseljavaju
zemljiSta siroma$na kalcijumom i veoma su osjetljive na poveéanu koli¢inu Ca®* i HCO3™ jona
[184,186,188]. Takode, za biljke je veoma vazan odnos Ca i Mg u zemljiStu. Optimalan odnos Ca/Mg
iznosi 2:1 i njegovo remecenje moze dovesti do nedostatka Mg i ometanja rasta biljke [184].
Istrazivanja su pokazala da je 55% ukupnog Mg u izmjenljivoj frakciji zemljista, dok se koncentracija
Mg u zemljisnom rastvoru krece od 0.7 mM do 7.0 mM, a moze i¢i i do 100 mM. Kisela zemljista
Cesto su siroma$na Mg usled konkurencije sa H" jonima. U zemlji$nim rastvorima kiselih zemljista
koncentracija Mg iznosi oko 2.0 mM, a u neutralnim oko 5.0 mM [184,189]. Pseudototalna
koncentracija Mg u naSem zemljiSnom supstratu je iznosila 5940 pg/g. Najveci procenat i ovog
makroelementa smo ekstrahovali u prvoj fazi (30.84%). Kad je u pitanju dalja raspodjela Ca i Mg po
fazama BCR sekvencijalne ekstrakcije, vrlo znacajan procenat smo zabiljezili u rezidualnoj frakciji
(35.51% 1 39.42%, respektivno), praéenoj oksidabilnom i na kraju reducibilnom frakcijom.
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Preostali ispitivani makroelementi (Fe, Al i K) u najve¢em procentu se ekstrahuju u
rezidualnoj frakciji iz zemljista, $to znaci da se uglavnom nalaze u obliku primarnih i sekundarnih
silikatnih minerala, te su stoga vrlo slabo mobilni i nisu dostupni borovnici.

Pseudototalna koncentracija Fe i Al u ispitivanom zemljiSnom supstratu je iznosila 17345
Mg/g 123313 pg/g, respektivno. U rezidualnoj frakciji izdvojen je ¢ak 71.52% Fe i 77.21% Al.

Poznato je da je Fe?* jon rastvorljiviji i dostupniji biljkama nego Fe®*". Pove¢anjem pH
vrijednosti zemljista favorizuje se oksidacija Fe?* do Fe®* oblika, i dolazi do taloZenja oksida i Fe**
soli, $to je od izuzetne vaznosti jer ova jedinjenja mogu uticati i na imobilizaciji toksi¢nih metala,
prevodeéi ih u nepristupacne oblike biljkama [184,190,191]. S druge strane, joni gvozda se ne
usvajaju iz rastvora kao joni, nego u obliku kompleksa sa organskim jedinjenjima, u kojima je gvozde
vezano koordinativnim vezama [192]. Ta organska jedinjenja nazivaju se helatori ili helirajuci agensi
(nastaju u zemljiStu) i1 siderofori (sintetiSu ih zemljiSne bakterije i gljive). Siderofori vezuju
trovalentni jon gvozda, ¢ime ga ¢ine Sto puta dostupnijim biljkama, a samim tim i obezbjeduju
zadovoljenje njenih metaboli¢kih potreba kada je u pitanju ovaj makroelement.

U neutralnoj i alkalnoj sredini Al nije dostupan biljkama. U kiselim zemljistima, pri pH
vrijednostima manjim od 5, aluminijumove soli se mogu rastvariti i postati biodostupne. Naime, Al
joni sa fosfornom kiselinom grade teSko rastvorljive fosfate i na taj nacin ucestvuju u njegovoj
imobilizaciji, §to ima za posledicu da je na zemljiStima sa visokim sadrzajem mobilnog alumijuma
usvajanje fosfora od strane biljaka otezano, pa se u biljkama javlja njegov nedostatak [193].

Pseudototalna koncentracija K u naSem zemljiSnom supstratu je bila 10490 pg/g. U
rezidualnoj frakciji je ekstrahovano 59.74% ovog makroelementa. U zemljiStima koja sadrze glinu
veci dio unijetog kalijuma biva vezan odnosno fiksiran u razmaknutim meduslojnim prostorima
minerala gline, koji se odlikuju negativnim nabojem. Fiksirani kalijum, zavisno od mineraloskog
sastava, pH vrijednosti, vlaznosti, sadrzaja drugih katjona 1 kiseonika u zemljistu i osobina biljaka,
postepeno se oslobada i prelazi u izmjenljiv, za biljke pristupacan oblik. Vlaznost zemljista je narocito
znacCajna, jer pod uticajem vlage dolazi do Sirenja minerala gline i hidratacije jona, $to podstice
oslobadanje katjona. Takode, pri pH vrijednosti od 3 do 3.5 oslobadanje jona kalijuma je dva puta
vece nego pri reakciji zemljista od 4.5 do 9.0. K se u zemljiSnom rastvoru nalazi u malim koli¢inama
1 ¢ini svega oko 1% od ukupno izmjenljivog kalijuma. S obzirom da ta koli¢ina kalijuma ne
zadovoljava potrebe biljaka, on se stalno obnavlja na racun izmjenljivog i neizmjenljivog K [194].

Sto se ti¢e mikroelemenata, pseudototalna koncentracija Mn u ne§em zemlji$nom supstratu je
iznosila 657.8 pg/g. U zemljistima Sirom svijeta njegova koncentracija varira od 270 mg/kg do 525
mg/kg, dok je maksimalno dozvoljena koncentracija ovog metala procjenjena u rasponu od
1500 mg/kg do 3000 mg/kg [23,25]. Cjelokupan sadrzaj Mn u zemljiStu je porijeklom iz mati¢nog
supstrata [184]. Tokom vremena, Mn u jedinjenjima minerala podlijeze oksidaciji pri ¢emu nastaju
razli¢iti oksidi Mn koji dalje, kao i oksidi Fe, imaju veliki uticaj na imobilizaciju toksi¢nih metala u
zemljiStu [195-198 ]. Literaturnim pregledom utvrdeno je da se Mn naroc¢ito koncentriSe u slojevima
zemljista obogacenim oksidima ili —hidroksidima Fe [195], te stoga veliki procenat ovog
mikroelementa ekstrahovan iz zemljiSta sa ispitivanog lokaliteta upravo u reducibilnoj fazi (41.69%,)
nije iznenadujud.

Najveci procenat Ba primjenom BCR sekvencijalne ekstrakcije iz zemljiSta sa ispitivanog
lokaliteta izdvojili smo u reducibilnoj fazi (46.61%), $to nije iznenadujuce s obzirom da je poznato
da se Ba pod atmosferskim uslovima lako adsorbuje, posebno od strane oksida i hidroksida, mada je
relativno mobilan, narocito u kiselijem zemljistu [23,25]. Pseudototalna koncentracija Ba u naSem
zemljiSnom supstratu bila je 73.5 pug/g, dok u zemljistima $irom svijeta, zavisno od tipa, koncentracija
se krece od 10 mg/kg do 1500 mg/kg, sa prosje¢nim opsegom od 362 mg/kg do 580 mg/kg [23,25].

Preko 80% ukupne koncentracije Mn i Ba ¢ini zbir prve tri frakcije, zbog ¢ega se ovi metali
mogu smatrati izuzetno mobilnim i biodostupnim borovnici.

Pseudototalna koncentracija Cr (265.8 pg/g) u nasim uzorcima bila je iznad maksimalno
preporucene vrijednosti propisane nacionalnom regulativom (100 ppm) [199]. Medutim, s obzirom
da se preko 90% ovog metala nalazi u nepokretnoj, rezidualnoj frakciji, najmanje je dostupan
borovnici, te stoga ne predstavlja potencijalnu opasnost za zivotnu sredinu. Prosjecna koncentracija
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Cr u zemljiStima Sirom svijeta je oko 60 ppm, mada se mogu naci i ve¢e koncentracije, zavisno od
stijena i materijala od kojih je zemljiste nastalo [23,25]. Hrom u zemljiStu postoji u vise oksidacionih
stanja, od kojih su nastabilniji Cr3* i Cr*. Cr®" je izrazito slabo pokretan i lako se adsorbuje za Gestice.
Njegova rastvorljivost se smanjuje kada je pH zemljista iznad 4, a talozi se pri pH>5, te se njegova
jedinjenja smatraju veoma stabilnim u zemljistu. S druge strane, Cr®* je veoma mobilan i u kiselim i
u alkalnim zemljistima [25, 200]. Medutim, pri visokom redoks potencijalu i u prisustvu organske
materije Cr®* se redukuje u Cr3*.

U ispitivanom zemljiSnom supstratu sadrzaj Ni, Cu, Zn i Co je bio ispod maksimalno
dozvoljenih vrijednosti, koje su za ove metale propisane nacionalnom regulativom [199].

Pseudototalna koncentracija Cu koju smo zabiljezili u zemljisSnom supstratu iznosila je 19.66
Ma/g i bila je u skladu sa opsegom koncentracija zabiljeZenim u nekontaminiranim zemljiStima Sirom
svijeta (14-109 mg/kg) [23,25]. Sto se ti¢e mobilnosti, 57.23% Cu se izdvaja u rezidualnoj fazi,
pracenoj oksidabilnom (34.32%), na osnovu ¢ega mozemo zakljuciti da Cu nije mobilan odnosno
biodostupan. Cu koji se nalazi u zemljistu vodi porijeklo iz primarnih minerala u kojima se javlja u
jednovalentnom obliku [201]. Njihovim raspadanjem oksiduje se u Cu?* i sa organskim kiselinama u
zemljiStu gradi stabilne komplekse S§to ga ¢ini slabo dostupnim.

Slicnu procentualnu raspodjelu biljezimo 1 za Zn. U rezidualnoj frakciji je ekstrahovano
57.89% Zn, a u oksidabilnoj 21.23%. Pseudototalna koncentracija Zn je iznosila 44.8 pg/g i priblizno
je u opsegu uobicajenih prosjecnih koncentracija (60-89 mg/kg) [23,25]. Minerali gline, oksidi,
hidroksidi 1 pH vrijednost su najvazniji faktori koji kontroliSu rastvorljivost, pokretljivost, a samim
tim i biodostupnost Zn iz zemljista [184].

Pseudototalna koncentracija Ni u naS§em zemljiSnom supstratu bila je 23.0 ug/g, sto u skladu
sa opsegom koncentracija zabiljeZenim u literaturi (0d 13 mg/kg do 37 mg/kg) [25]. Najveci procenat
ovog mikroelementa je izdvojen u rezidualnoj frakciji (55.48%) koja je pracena reducibilnom
(22.22%)).

Takode, najve¢i procenat 1 Co je detektovan u rezidualnoj frakciji (42.09%). Medutim s
obzirom da nes$to manje od 60% ukupne koncentracije Co ¢ini zbir prve tri frakcije, ovaj
makroelement se moze smatrati potencijalno mobilnim i biodostupnim borovnici. Dostupnost i ovog
elementa biljkama zavisi od pH vrednosti zemljista. Biljke ga lako usvajaju u kiseloj sredini, medutim
porastom pH vrijednosti iznad 6.5 dolazi do naglog pada u dostupnosti ¢ak i za 50% [165].
Pseudototalna koncentracija Co u naSem zemljiSnom supstratu je bila 14.56 pg/g. Prosjec¢na
koncentracija Co u zemljiStima iznosi 10 mg/kg, ali zavisno od vrste zemljista, vrijednosti mogu biti
1 znatno vece [23,25].

Pseudototalna koncentracija Sr u naSem zemljiSnom supstratu je iznosila 22.7 ug/g. U
nekontanimiranim zemljiStima Sirom svijeta njegov sadrZaj se kre¢e od 7 mg/kg do preko 200 mg/kg
[23,25]. Sr se smatra umjereno mobilnim u zemljidtu i njegov dominiraju¢i katjon Sr?* je
najverovatnije prisutan u hidratisanoj formi u mineralima gline i Fe oksida i hidroksida [25]. BCR
ekstrakcijom naSeg uzorka najve¢i procenat Sr smo zabiljezili u rezidualnoj frakeiji (54.83%),
prac¢enoj izmjenjivom, Kiselo rastvornom (22.50%).

U ispitivanom zemljiSnom supstratu sadrzaj toksi¢nih elemenata (Pb, Cd 1 As) je takode bio
ispod maksimalno dozvoljenih vrijednosti propisanih nacionalnom regulativom [199].

Koncentracije Pb u nekontaminiranim zemljistima Sirom svijeta variraju od 3 mg/kg do 90
mg/kg, a prosjeCan sadrzaj procijenjen je na 27 mg/kg [23,25]. Mi smo izmjerili pseudototalnu
koncentraciju od 34.9 pg/g sto je u saglasnosti sa tim literaturnim podacima. BCR sekvencijalnom
ekstrakcijom najve¢i procenat Pb smo zabiljezili u reducibilnoj (76.41%), zatim oksidabilnoj
(13.27%) i na kraju rezidualnoj (9.73%) frakciji. Ako se posmatraju samo prve 3 frakcije, njihov zbir
iznosi preko 90%, tako da iako je pseudototalna koncentracija ovog metala u ispitivanom zemljiStu
bila ispod maksimalno dozvoljene propisane nacionalnom regulativom [199], ovakva raspodjela
moze predstavljati problem jer i najmanje snizavanje pH vrijednosti moze uciniti olovo biodostupnim
[25,202]. Naime, istrazivanja su pokazala da njegova velika adsorpcija od strane organskih materija
(2 do 3 puta jaca od Ca?* jona) ga ¢ini vrlo slabo pokretljivim ¢ak i najmanje mobilnim od svih
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toksi¢nih metala, ali da poveéanjem kiselosti zemljiSnog rastvora povecava se njegova rastvorljivost
i pokretljivost u zemljistu [203-205].

Pseudototalna koncentracija As koju smo zabiljezili u ispitivanom zemljiSnom supstratu (1.6
1g/g) u skladu je sa literaturnim podacima (1-40 mg/kg) [25,206]. Sto se tice mobilnosti, BCR
ekstrakcijom najveci procenat As je izdvojen u rezidualnoj frakeiji (46.91%), pracenoj oksidabilnom
(46.60%), na osnovu ¢ega mozemo zakljuéiti da As nije mobilan na ispitivanom lokalitetu. Hemija
As u zemljistu je dosta slicna hemiji fosfora [18]. Faktori koji uti¢u na ponasanje fosfata u zemljistu
uti¢u i na ponasanje As. Tako, Fe, Ali Ca imaju veliku ulogu u fiksaciji As u zemljiStu. Najstabilnija
jedinjenja su As®* i As®*. As®* prevladava u oksidacionim, a As®*" u redukcionim uslovima. As®*je

Sli¢nu procentualnu raspodjelu smo zabiljezili i za Cd, primjenom BCR sekvencijalne
ekstrakcione procedure. U rezidualnoj frakciji izdvojeno je 56.49% Cd, dok je u oksidabilnoj
ekstrahovani procenat bio 18.08%. Poznato je da zemljista koja sadrze CaCO3 vezuju Cd 1 na taj nacin
smanjuju njegovu pokretljivost i pristupacnost biljkama [207]. Pseudototalna koncentracija Cd u
nasem zemljiSnom supstratu je iznosila 0.48 ng/g, dok je u zemljistima Sirom svijeta detektovani
opseg bio od 0.2 do 1.1 mg/kg [25].

4.2. Biokoncentracioni i translokacioni faktori

U cilju razumjevanja akumulacionog potencijala borovnice izra¢unali smo biokoncentracioni
(BCF) i translokacioni (TF) faktor za svaki element.
Dobijene BCF i TF vrijednosti su predstavljene u tabeli 5.

Tabela 5. Biokoncentracioni (BCF) i translokacioni faktor (TF)
Elementii BCF, BCFs BCFi  BCFf TFs TF TF+

As *np np np np np np np

Ba 1.08 2.76 2.34 0.18 2.56 2.17 0.17
Cd 0.71 0.57 0.41 0.21 0.81 0.58 0.30
Co 0.01 np np np np nd np

Cr 0.23 0.10 0.13 0.03 0.46 0.57 0.15
Cu 0.62 0.70 0.61 0.55 1.13 0.99 0.89
Mn 3.62 6.45 12.54  0.03 1.78 3.46 0.01
Ni np np np np np np np

Pb 0.17 0.13 0.14 0.01 0.77 0.81 0.04
Sr 1.60 4.80 531 0.12 3.01 3.32 0.07
Zn 0.83 2.80 0.93 0.40 3.39 1.13 0.49
Al 0.07 0.06 0.12 0.02 0.86 1.81 0.33
Ca 0.20 0.85 1.51 0.04 4.33 7.70 0.21
Fe 0.07 0.04 0.13 0.01 0.57 1.77 0.09
K 1.39 3.35 5.27 1.39 2.42 3.81 1.00
Mg 0.14 0.40 0.92 0.12 2.83 6.53 0.83

*np — nije primjenljivo

U slucaju makroelemenata vidimo da se K izuzetno koncentruje u svim dijelovima borovnice,
sa najve¢om vrijedno$c¢u u listovima (BCF od 1.39 do 5.27). K je aktivator brojnih enzima, ima
znaCajnu ulogu u biosintezu proteina, nukleinskih kiselina, uti¢e na vodni rezim biljke, stvaranje
aromaticnih materija, osmoregulaciju, fotosintezu, disanje i druge fizioloske procese u biljci
[184,194,208]. S obzirom da K ima viSestruku ulogu u Zivotnim procesima biljke, od izuzetnog
znacaja je njena optimalna obezbjedenost ovim elementom, te i pored slabe mobilnosti koju je ovaj
makroelemet pokazao u ispitivanom zemljiSnom supstratu primjenom BCR sekvencijalne
ekstrakcione procedure, dobijena akumulacija K u borovnici nije iznenadujuca.
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Ca i Mg se takode najviSe akumuliraju u listovima (BCF vrijednost 1.51 odnosno 0.92,
respektivno) ispitivane borovnice. Naime, iako se Ca moze naci u svakoj zelenoj biljci i to u velikim
koli¢inama, poznato je ne ulazi u sastav hlorofila i proteina. Zapravo je znacajan kao element koji
uti¢e na ¢vrstocu celijskih membrana a samim tim i cijele biljke [184,186,203,209]. Suprotno, ¢ak
20% Mg u suvom biljnom materijalu potice iz hlorofila te u velikoj mjeri uti¢e na proces fotosinteze
I tako predstavlja klju¢ni makroelement za rast i razvoj biljke [184,203,209]. Pored ove funkcije Mg
uti¢e na mnostvo drugih biohemijskih procesa u biljkama, ukljucujuci prenos energije i sintezu
proteina. Takode, kao i Ca, Mg igra znacajnu ulogu u neutralizaciji organskih kiselina sintetisanih u
biljnoj Celiji [203].

Ispitivana borovnica je pokazala vrlo slab stepen usvajanja i akumulacije Fe. BCF vrijednost
se kretala u opsegu od 0.01 u plodu do 0.13 u listovima ove biljke. Ovaj nalaz bi mogao biti
zabrinjavajuci, s obzirom da je Fe od izuzetnog znac¢aja u Zivotnom ciklusu biljke. Fe ucestvuje u
formiranju hlorofila i neizbjeZan je sastojak nekih aminokiselina 1 proteina. Takode ima znacajnu
ulogu u formiranju esencijalnih enzima (katalaze, reduktaze i peroksidaze), i njegovo prisustvo je
osnova za proces disanja [184]. BCR sekvencijalna ekstrakciona procedura je pokazala da na
ispitivanom lokalitetu rasta borovnice najveci procenat Fe je izdvojen u rezidualnoj frakciji (¢ak
71.52%), Sto je ukazalo na izuzetno slabu pokretljivost 1 dostupnost ovog elementa biljci. Slaba
pristupacnost se najéeS¢e moze javiti u karbonatnim zemljiStima, zbog velike tendencije Fe da u
njima gradi oblike jedinjenja koje biljka ne moze da usvoji [203].

Borovnica je takode pokazala vrlo slab stepen usvajanja i akumulacije Al. BCF vrijednost se
kretala od 0.02 u plodu do 0.12 u listovima ove biljke. Al u malim koli¢inama stimulativno moze
djelovati na rast biljaka, kao i smanjiti Stetno dejstvo visoke koncentracije Cu, mada viSe se ispituju
njegove toksi¢ne koli¢ine koje dovode do blokiranja jonskih kanala za ulazak K i Ca §to uzrokuje
narusavanje brojnih fizioloskih procesa u biljkama [210].

Ukoliko posmatramo BCF vrijednosti dobijene za mikroelemente, primje¢ujemo da se Mn u
izuzetnoj mjeri akumulira u korijenu, stablu i listovima borovnice (BCF od 3.62 do 12.54). Ovakva
akumulacija Mn je svakako opravdana zbog njegove znac¢ajne uloge koju ima u ciklusu biljke. Mn je
ukljuen u proces proizvodnje kiseonika i transporta elektrona tokom fotosinteze [165,184,201].
Takode, ucCestvuje u asimilaciji azota, procesu formiranja organskih azotnih jedinjenja
(aminokiseline) iz neorganskih prisutnih u Zivotnoj sredini. S obzirom da predstavlja vaznu
komponentu enzima superoksid dismutaze, njegova najvaznija funkcija je uc¢esce u razli¢itim oksido-
redukcionim procesima i izgradnja otpornosti prema abiotickim i biotickim stresovima.

Zn se takode koncentruje u korijenu, stablu i listu borovnice (BCF od 0.83 do 2.80). Kao
sastavni dio brojnih enzima Zn je ukljucen u proces sinteze RNK i nekih proteinskih struktura.
Takode ucestvuje u izgradnji superoksid dismutaze, enzima vaznog za zastitu biljke od stresa [211].
Njegova najvaznija uloga je u regulaciji rasta biljke i izduzavanju stabljike s obzirom da je esencijalan
u formiranju hormona auksina [165].

Cu se priblizno jednako koncentruje kroz sve dijelove borovnice, ukljucujuci i plod (BCF od
0.55 do 0.70). IstraZivanja su pokazala da iako biljke usvajaju male koli¢ine Cu, u poredenju sa
ostalim esencijalnim elementima procenat usvajanja je najnizi, ovaj mikroelement ulazi u sastav
enzima od vitalnog znacaja za metabolizam biljke [23,184,212]. Ima vaznu ulogu u fotosintetskom i
elektron transportnom lancu, u metabolizmu c¢elijskog zida, proteina a kao integralna komponenta
enzima superoksid dismutaze doprinosi i zastiti biljke od oksidativnog stresa [23,184,212,213].

Ba i Sr se izuzetno koncentruju u korijenu, stablu i listu borovnice (BCF od 1.08 do 5.31). Sr
i Ba nisu elementi neophodni za rast i razvoj biljke, ali slicnost sa Ca vjerovatno ¢ini da se lako
usvajaju i transportuju u biljkama [214,215]. Bez obzira na sli¢nost oni ne mogu da zamjene Ca u
biohemijskim funkcijama.

Borovnica sa podrucja Bjelasice nije pokazala mo¢ akumulacije Ni. S obzirom da je ponaSanje
elemenata u zemljistu uslovljeno pH vrijednoscu, sadrzajem oksida i hidroksida Fe i Mn, prisustvom
organske materije, ovo nije iznenadujuce, jer je i BCR ekstrakcija pokazala da se najveéi procenat Ni
iz ispitivanog zemljiSnog supstrata ekstrahovao u rezidualnoj frakciji (55.48%), frakciji koja je
najmanje mobilna a onda i reducibilnoj frakciji (22.22%), frakciji vezanoj za okside i hidrokside Fe
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1 Mn. Biljkama je potrebna vrlo mala koli¢ina ovog elementa, jer kao gradivna komponenta enzima
ureaze Ni ima vaznu ulogu u Zivotnom ciklusu biljke i njegov nedostatak moZze uzrokovati
nakupljanje uree u listovima [184,201,216].

Borovnica je pokazala vrlo slabu mo¢ akumulacije Cr (BCF od 0.03 u plodu do 0.23 u
listovima), §to je takode bilo za ocekivati s obzirom da se preko 90% ovog mikroelementa iz
zemljiSnog supstrata ekstrahovalo u rezidualnoj frakciji. Medutim, nije jo§ uvjek ni utvrdena
fizioloska uloga odnosno neophodnost ovog mikroelementa u biljkama [217].

Takode, borovnica je pokazala vrlo mali stepen akumulacije Co u korijenu (BCF je bio 0.01),
dok se u stablu, listovima i plodu Co nije akumulirao. S obzirom da nije utvrdena fizioloska uloga
odnosno neophodnost ni ovog mikroelementa u biljkama ovakva akumulacija nije iznenadujuca
[201], iako je BCR ekstrakcija pokazala da je Co u ispitivanom zemljisnom supstratu potencijalno
mobilan i oko 60% ¢ini zbir prve tri faze.

Sto se ti¢e toksi¢nih metala As nije detektovan u borovnici. Takode, borovnica je pokazala
vrlo mali stepen akumulacije Pb (BCF od 0.07 do 0.17). Ovo je od izuzetne vaznosti, s obzirom da je
BCR sekvencijalna ekstrakcija potvrdila izuzetnu mobilnost a samim tim i biodostupnost Pb na
ispitivanom zemljiSnom supstratu (preko 90% ¢ini zbir prve tri frakcije).

U slucaju Cd nesto veéi biokoncentracioni faktor se javlja kod korijena biljke, mada je njegova
vrednost bila ispod jedinice (0.71). U stablu, listovima 1 plodu akumulacija Cd je bila jo§ slabija (BCF
je iznosio do 0.57).

Naime, iako postoje misljenja da As, Pb i Cd u malim koli¢inama mogu biti stimulatori rasta
biljke, usvajanje ovih elemenata i veoma visok afinitet koji pokazuju prema tiolnim grupama (-SH)
brojnih enzima i proteina zapravo inhibira rast i razvoj same biljke [19].

Na osnovu dobijenih vrednosti translokacionih faktora moze se zakljuciti da se K, Mg i Cu
(TF vrijednost od 0.83 do 1.00) u znacajnoj mjeri transportuju iz korijena do ploda. Takode je bitno
uociti da ne dolazi do translokacije toksi¢nih mikroelemenata do ploda, ve¢ se u vecoj mjeri
translociraju prema stablu ili listu, pri ¢emu je TF vrijednost i u ovom sluc¢aju manja od 1. Od
esencijalnih elemenata do listova se iz korijena transportuju svi makroelementi, kao i Mn, Zn (TF
vrijednost od 1.13 do 7.70). Naime, dobijeni translokacioni podaci, pored biokoncentracionih
vrijednosti ukazuju da se plod i listovi borovnice mogu bezbjedno primjenjivati kako u ishrani
lokalnog stanovnistva tako i za tretiranje razli¢itih oboljenja u tradicionalnoj medicini.

4.3. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u borovnici

Ljekovito bilje i njihovi ekstrakti zasluZzuju paznju zbog znacajnog uticaja na ljudsko zdravlje.
Za vecinu svjetske populacije ljekovito bilje predstavlja primarni izvor zdravstvene zastite.

[ako je blagotvorno dejstvo ljekOVItog bilja uglavnom povezano sa visokim sadrzajem
raznovrsnih sekundarnih metabolita, u njlma se mogu na¢i i esencijalni makroelementi i
mikroelementi koji su od velikog znacaja, obzirom da su ljudskom tijelu u odredenim
koncentracijama neophodni za optimalno funkcionisanje. Medutim, utvrdeno je da produzen unos
moze da izazove zdravstvene probleme zbog moguceg prisustva toksi¢nih elemenata. Zbog toga je
od izuzetne vaZznosti odredivanje sadrzaja makroelemenata i mikroelemenata u biljnom materijalu
kako zbog nutritivnih vrijednosti ali i da bi se sprijec¢io eventualni Stetni efekat usled unosa toksi¢nih
elemenata.

U tabeli 6 prikazan je sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u korijenu, stablu, listu 1
plodu samonikle borovnice, kao i sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u listu 1 plodu
komercijalne borovnice.
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Tabela 6. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u korijenu, stablu, listu i plodu samonikle
borovnice, kao i sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u listu i plodu komercijalne borovnice

Elementi Samonikla borovnica Komercijalna borovnica
(Lg/g)
'g%’g;‘ (S’Vt/agg’) ListWBL)  Plod (WBF)  List (CBL)  Plod (CBF)

As *nd nd nd nd nd nd
Ba 58.5+0.5 150.0+0.7 127.2+0.5 9.70+0.04 119.5+0.4 14.05+0.05
Cd 0.136+0.007 0.111+0.004  0.079+0.005  0.041+0.004 0.073+0.005 0.021+0.005
Co 0.087+0.002 nd nd nd 0.600+£0.001  0.534+0.002
Cr 3.47+0.06 1.58+0.08 1.98+0.04 0.52+0.02 1.9940.06  0.833+0.005
Cu 5.73+£0.04 6.50+0.04 5.68+0.04 5.11+0.07 6.78+0.05 4.378+0.004
Mn 1701+£25 3031+11 588730 13.61+0.02 5955423 14.07+0.05
Ni nd nd nd nd nd nd
Pb 5.09+0.05 3.90+0.04 4.11+0.06 0.20+0.02 4.29+0.08 0.237%0.006
Sr 18.12+0.08 54.5+0.4 60.2+0.2 1.32+0.02 52.310.5 2.057+0.009
Zn 14.84+0.08 50.3+0.2 16.76+0.07 7.24+0.04 29.19+0.07 13.83+0.06
Al 380+2 328+2 68912 126.8+0.6 594.0+0.8 130.6x1.0
Ca 3028+9 131164105 23330+210 65148 17264+180 1419415
Fe 349+2 200.0£0.5 62012 32.5+0.5 580+4 45.2+0.2
K 5285+10 1279657 20113+210 5290150 16894180 5474142
Mg 504+3 1424112 3286x14 41917 2324120 65317

*nd — nije detektovan

Dobijeni procentualni dnevni unos esencijalnin makroelemenata i mikroelemenata, kao i
toksicnih elemenata iz jedne porcije ispitivanih borovnica predstavljen je u tabeli 7.

Sadrzaj Co je u stablu, listu 1 plodu samonikle borovnice bio ispod granice detekcije
instrumenta (<0.011 pg/g), dok je u korijenu njegova vrijednost iznosila 0.087 pg/g. U komercijalnim
uzorcima biljeZi se znacajna koncentracija ovog mikroelementa (komercijalni list biljezi 0.600 pg/g,
dok je u komercijalnom plodu zabiljezeno 0.534 ng/g).

Koncentracije preostalih ispitivanih elemenata u samoniklim i komercijalnim uzorcima ne
razlikuje se bitno.

Takode, porede¢i list i plod borovnice zapazamo da nizi sadrzaj makroelementi i
mikroelementi biljeZe u plodu ove biljke.

Tokom usvajanja od strane biljaka, Co je slabo pokretljiv i zato se sporo premjesta od korijena
do nadzemnih djelova [218], §to je vjerovatno i razlog zbog kojeg ga nismo detektovali u nadzemnim
djelovima samonikle borovnice. Raimann i saradnici [219] su proucavajuci listove borovnice iz
nezagadenih podrucja Sjeverne Evrope zabiljezili znatno nizu koncentraciju Co (0.044 pg/g) od nase
zabiljeZene u listovima komercijalne borovnice (CBL).

Co je esencijalan element 1 predstavlja dio vitamina B12. Ovaj vitamin ucestvuje u
proizvodnji crvenih krvnih zrnaca, kao i jedinjenja koja sprije¢avaju nastanak bakterijskih i virusnih
infekcija [220]. Znacajan je i u metabolizmu masti, ugljenih hidrata i proteina [25]. U nervnom
sistemu sprijeCava demijelinaciju, to jest oSte¢enje ovojnice nervnih vlakana, ¢ime omogucava
normalan prenos nervnih impulsa kroz tijelo. Nije definisana preporucena koli¢ina za Co, ve¢ samo
postoji preporuka za vitamin B12 koja na dnevnom nivou iznosi 2.5 pg [25,176]. S tim u vezi,
mozemo zakljuéiti da porcija od 100 g borovnica (komercijalni plod) snadbijeva konzumente
zna¢ajnom koli¢inom ovog mikroelementa (8.54 pg). MoZze se reci i da bi morao postojati izvjestan
oprez pri konzumaciji ove borovnice, ako se pretpostavi da nije jedini dnevni izvor Co iz hrane.
Njegov pretjerani unos u tijelu moze izazvati kardioloske probleme [221], takode dovesti do
policitemije (povisena proizvodnja crvenih krvnih zrnaca) $to je jedan od faktora nastanka krvnih
ugrusaka i mozdanog udara. Visok nivo Co moZe poremetiti funkcionisanje Stitaste zlijezde kao i
dovesti do hiperglikemije to jest povisenog nivo Secera u krvi.
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S druge strane, konzumiranje porcije ploda samonikle borovnice sa podrucja Bjelasice ne
predstavlja izvor Co.

Tabela 7. Procentualni dnevni unos a) esencijalnih makroelemenata i mikroelemenata i b) toksi¢nih
elemenata, iz jedne porcije ispitivanin borovnica (prosje¢na koncentracija elemenata u 100 g
samonikle borovnice, ACWF; Prosje¢na koncentracija elemenata u 100 g komercijalne borovnice,

ACCF)
a)
RDA RDA
Elementi ACWF (mg/dan) DMI (%) ACCE  (mg/dan) °M!(*%)
Co “nd 2.5 ug / 8.544 2.5 ug 341.76
Cr 0.008 0.04 mg 20 0.0128 0.04 mg 32
Cu 0.081 1 mg 8 0.064 1mg 6.4
Mn 0.217 2mg 10.4 0.224 2mg 11.2
Zn 0.115 10 mg 1.12 0.208 10 mg 2.08
Ca 10.416 800 mg 1.302 22.704 800 mg 2.838
Fe 0.520 14 mg 3.714 0.7232 14 mg 5.165
K 84.640 2000 mg 4.232 87.584 2000 mg 4.378
Mg 6.704 375 mg 1.787 10.448 375 mg 2.786
“nd-nije detektovan
b)
Elementi ACWF MDI DI (%) ACCF MDI DI (%)
(Mg/dan) (Hg/dan)
As nd 150 ug / nd 150 pg /
Cd 0.656 25 ug 2.624 0.336 25 ug 1.344
Ni nd 196 ug / nd 196 ug /
Pb 3.200 250 pg 1.28 3.792 250 pg 1.5168
Al 2.016 10 mg 20.16 2.0896 10 mg 20.89

Najzastupljeniji makroelement u korijenu i plodu samonikle borovnice (WBR i WBF) je K
(5285 pg/g i 5290 pg/g, respektivno) pra¢en Ca (3028 pg/g i 651 pg/g, respektivno), dok je u stablu
i listu (WBS i WBL) najzastupljeniji Ca (13116 pg/g i 23330 pg/g, respektivno) pracen K
(12796 pg/g i 20113 pg/g, respektivno). U svim ispitivanim uzorcima dalje slijedi Mg (od 419 ug/g
u WBF do 3286 ug/g u WBL), zatim Al (od 126.8 pg/g u WBF do 689 ug/g u WBL) i Fe (od
32.5 ug/g u WBF do 620 pg/g u WBL).

Koncentracije K, Ca, Mg, Al i Fe u listu komercijalne borovnice (CBL) iznosile su 16894
Ma/g, 17264 ug/g, 2324 pg/g, 594.0 pg/g i 580 pg/g redom, dok su u plodu ove biljke (CBF) bile
5474 pgl/g, 1419 pg/g, 653 pg/g, 130.6 pg/g, i 45.2 pg/g, respektivno.

Koncentracija Mg koju smo detektovali u listovima samonikle borovnice (WBL) bila je veca
od koncentracije koju biljeze Reimann i saradnici (2280 pg/g), dok smo u listovima komercijalne
borovnice (CBL) zabiljezili slicno [219]. Dalje, uzorci lista (WBL 1 CBL) biljeZe koncentracije Ca,
K i Al ve¢e u odnosu na one koje su detektovali isti autori (7890 pg/g, 8730 pg/g, 101 pg/g
respektivno). Gallaher sa saradnicima [222] ispitujuci ¢aj od lista borovnice namijenjen trzistu
Floride, biljeZi nize koncentracije Ca, Mg i K (18.82 mg/kg, 12.64 mg/kg, 9.94 mg/kg, respektivno)
od nasih. Nasi uzorci, WBL i CBL, sadrzali su ve¢u koncentraciju Fe u odnosu na literaturne nalaze
(od 6.72 pg/g do 240.15 ug/g) [219,222-225].

Koncentracije K, Ca, Mg, Fe i Al u naSim uzorcima ploda (WBF i CBF) bile su ve¢e u odnosu
na koncentracije koje su u uzorcima ploda sa nezagadenih podrucja Letonije [226] detektovane (482.4
Ma/g, 160.4 pg/g, 53.12 pg/g, 1.69 pg/g, 3.06 pg/g, respektivno). Takode, Demczuk i saradnici [227]
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u plodu sa nezagadenih podrucja Poljske (od 14.4 pg/g do 29.7 pg/g) pronasli su nesto nizu
koncentraciju Fe od nase.

S obzirom da preporucene dnevne potrebe K, Fe, Mg i Ca, prema direktivi Evropske unije,
iznose 2000 mg, 14 mg, 375 mg, 800 mg [176], mozemo primjetiti da je dnevni doprinos ovih
esencijalnih makroelemenata iz jedne porcije ispitivanih borovnica prilicno beznacajan i iznosi iz
WBF 4.23%, 3.71%, 1.78% i 1.30%, redom, a iz CBF 4.37%, 5.16%, 2.78% i 2.83%, respektivno,
od preporuc¢enog dnevnog unosa.

Sto se ti¢e Al, nedeljni unos koji se moZe tolerisati iznosi 1 mg/kg tjelesne mase §to predstavlja
10 mg po danu prosje¢nog konzumenta [25]. Iz nasih rezultata se moze vidjeti da jedna porcija WBF
sadrzi 20.16% dok CBF sadrzi 20.89% od maksimalne koli¢ine Al koja se moze tolerisati na dnevnom
nivou. lako se ranije smatralo da Al nema doprinosa u metabolickim funkcijama [164], dokazano je
da predstavlja neophodan kofaktor u metabolizmu proteina. Medutim, povecan unos ovog elementa
kod bubreznih bolesnika moze dovesti do razmeksSanja kostiju (osteomalacije) 1 smatra se da je jedan
od moguéih uzro¢nika Alchajmerove bolesti [25].

Raspodjela mikroelemenata (Mn>Zn>Cu>Cr) i toksi¢nih metala (Cd>Pb) u svim ispitivanim
uzorcima prati isti trend.

Mn, Zn, Cu i Cr najnizu koncentraciju biljeZe u plodu samonikle borovnice, WBF (13.61 pug/g,
7.24 pglg, 5.11 pg/g i 0.52 pg/g, respektivno) dok najve¢u koncentraciju Mn biljeZi u listu, WBL
(5887 ng/g), Zn i Cu u stablu, WBS (50.3 pg/g i 6.50 pg/g, respektivno) a Cr u korijenu WBR,
(3.47 ng/g) ove hiljke.

Koncentracije Mn, Zn, Cu i Cr u listu komercijalne borovnice (CBL) iznosile su 5955 pg/g,
29.19 ug/g, 6.78 pg/g, 1.99 pg/g redom, dok su u plodu ove biljke (CBF) bile 14.07 pg/g, 13.83 ug/g,
4.378 pgl/g, 0.833 ug/g, respektivno.

Koncentracija Mn u nasim uzorcima lista (WBL 1 CBL) je ve¢a u odnosu na literaturne navode
u kojima se koncentracija Mn kreée u Sirokom opsegu, od 1.30 pg/g do 3952 ug/g [219,222-225],
dok je sadrzaj Cu, Zn i Cr u saglasnosti sa literaturnim opsegom zabiljeZenim za ove mikroelemente
(od 0.017 pg/g do 7.8 pglg za Cu, od 0.051 pg/g do 7232 pg/g za Zn, i do
2.2 ug/g za Cr) [219,222-225].

Dobijene vrijednosti za Mn u naSim uzorcima ploda (WBF 1 CBF) bile su nize od literaturnih
navoda u kojima je koncentracija ovog mikroelementa bila od 18.82 ug/g do 130 pg/g [226,227].
Koncentracija Cu bila je u skladu sa nalazom koji su objavili Demczuk i saradnici [227]. Naime, ovi
autori su proucavajuci plod borovnice sa podrucja Poljske zabiljezili koncentracije Cu od 3.68 ug/g
do 5.11 pg/g. Sto se tide Zn, WBF sadrzi koli¢inu koja je takode u opsegu koji su Demczuk i saradnici
zabiljezili (od 5.45 pg/g do 9.2 pg/g) dok smo u CBF pronasli nesto veci sadrzaj ovog mikroelementa.
S druge strane, znatno nizZe vrijednosti Zn, Cu i Cr biljeze se u uzorcima ploda sa podrucja Letonije
(1.16 pg/g, 0.309 pg/g, 0.021 pg/g) [226] od onih koje smo mi detektovali u plodu biljke (WBF i
CBF).

S obzirom da preporuéene dnevne potrebe Cr iznose 0.04 mg [176], dnevni doprinos Cr iz
jedne porcije ispitivanih borovnica je vrlo znacajan (20% iz WBF i 32% iz CBF od preporuc¢enog
dnevnog unosa). Ovaj nalaz moze biti od velike vaznosti, naro¢ito za dijabetiCare, posto je poznato
da je jedna od najvaznijih uloga Cr u ljudskom organizmu podsticanje proizvodnje insulina i stoga se
kao dodatak njihovoj ishrani ¢esto preporucuje upravo ovaj mikroelement [8,9].

Dalje, s obzirom da preporu¢eni dnevni unos Mn iznosi 2 mg [176], porcija ispitivanih
borovnica obezbjeduje zadovoljenje 10.4% (WBF) odnosno 11.2% (CBF) od dnevnih potreba.
Poznato je da Mn ima viSetruku ulogu u ljudskom organizmu. Kao sastojak enzimskog antioksidansa
vrlo je znacajan jer pomaze tijelu u uniStavanju slobodnih radikala koji mogu dovesti do nepovratnih
oStec¢enja a samim tim i nepovoljno uticati na zdravlje covjeka [8,9].

Konzumiranje jedne porcije ispitivanih borovnica obezbjeduje zadovoljenje 8% (WBF)
odnosno 6.4% (CBF) dnevnih potreba Cu (1 mg). Kao gradivna komponenta velikog broja razlicitih
enzima Cu je neophodan za optimalno funkcionisanje ljudskog organizma u cjelini [8,9].

Zadovoljenje potreba za Zn konzumiranjem jedne porcije ispitivanih borovnica je beznacajno
(1.12% iz WBF i 2.08% iz CBF).
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Sto se ti¢e toksi¢nih metala, Pb i Cd, vidimo da najveéu koncentraciju biljeze u korijenu
samonikle borovnice (WBR 0.136 pg/g i 5.09 pg/g, respektivno) dok najmanju u plodu (WBF 0.20
Mg/g, 0.041 pg/g respektivno).

Dobijene vrijednosti Cd u uzorcima lista samonikle (0.079 pg/g) i komercijalne borovnice
(0.073 pg/g) u donjem su dijelu uobicajenog opsega zabiljezenog u literaturi (od 0.009 pg/g do 0.6
Ma/g) [219,223,225]. Koncentracije Pb u uzorcima lista samonikle (4.11 pg/g) i komercijalne
(4.29 pg/g) borovnice u skladu su sa opsegom koncentracija koji biljezi Ciupa sa saradnicima u
uzorcima lista iz nezagadenih podrucju Poljske [225]. Ovi autori su nasli sezonske varijacije na
sadrzaj Pb (nadjeno je i do 40.13 pg/g). S druge strane nesto nizi sadrzaj Pb od naSeg zabiljezili su
Kazananecki i saradnici [223] ispitujuéi list ove biljke iz nezagadenih podruéja u Poljskoj kao i
Reimann sa saradnicima [219] ispitujuéi isti dio borovnice iz razliCitih nezagadenih podrucja
Sjeverne Evrope (od 0.13 pg/g do 2.6 pg/g).

Dobijena koncentracija Cd u plodu komercijalne borovnice (0.021 pg/g) u saglasnosti je sa
opsegom koji je u uzorcima ploda sa podrucja Poljske zabiljezio Demczuk (od 0.01 pg/g do 0.03
Ma/g) [227] dok je nesto veca u odnosu na koncentraciju koju je u plodu sa podruéja Letonije
zabiljezio Skesters sa saradnicima (0.013 pg/g) [226]. Plod nase samonikle borovnice (WBF) biljezi
nesto vecu vrijednost Cd (0.041 ng/g). Koncentracije Pb u ispitivanim uzorcima ploda (plod
samonikle borovnice biljezi 0.20 pg/g dok komercijalni 0.237 nug/g) su u skladu sa opsegom koji je
zabiljezio Demczuk (od 0.12 pg/g do 2.65 pg/g [227].

Koncentracije Cd i Pb zabiljezene u ispitivanim dijelovima samonikle i komercijalne
borovnice niZe su od grani¢nih vrijednosti koje za ove metale u ljekovitom bilju preporucuje Svjetska
zdravstvena organizacija, WHO (0.3 pg/g i 10 pg/g, respektivno) [228].

Kada je u pitanju Cd, prihvatljiv nedeljni unos iznosi 2.5 pg/kg tjelesne mase, Sto preracunato,
na dnevnom nivou, na masu prosje¢nog konzumatora (70 kg) iznosi 25 ug [229]. S obzirom da unos
Cd pri konzumaciji 100 g ispitivanih borovnica iznosi 2.62% (WBF) odnosno 1.34% (CBF) od
prihvatljivog unosa na dnevnom nivou, dobijene vrijednosti su daleko ispod onih koje mogu biti
zabrinjavajuce, 1 koje bi dugotrajnim unosom mogle da izazove zdravstvene probleme.

Dalje, s obzirom da prihvatljiv nedeljni unos Pb iznosi 25 pg/kg tjelesne mase, odnosno 250
ug tokom dana po kilogramu prosje¢nog kozumatora [230], konzumiranjem 100 g ispitivanih
borovnica unijeto olovo ¢ini samo 1.28% (WBF) i 1.51% (CBF) od maksimalno prihvatljivog unosa
na dnevnom nivou, $to nam ukazuje da ni u pogledu sadrzaja ovog metala nema Stetnih posledica po
zdravlje konzumatora.

Prihvatljiv nedeljni unos As iznosi do 15 ug/kg tjelesne mase, odnosno 150 pg/kg prosjeénog
konzumatora tokom dana [231], dok dnevni unos Ni koji se moze tolerisati iznosi 2.8 pug/kg tjelesne
mase [25,232], §to je ekvivalentno 196 ug za prosje¢nog konzumenta. As i Ni u svim naSim
ispitivanim uzorcima bili su ispod granice detekcije instrumenta (0.047 ug/g, 0.012 pg/g,
respektivno). Stoga ovaj nalaz dodatno doprinosi bezbjednoj upotrebi ploda ove biljke, bez
toksikoloskog rizika.

Reimann i saradnici [219] u listu borovnice biljeZe koncentraciju As oko 0.03 pg/g. Isti autori
su zabiljeZzili koncentraciju Ni oko 1.0 ug/g, dok su Kazananecki i saradnici [223] pronasli nesto vece
koncentracije Ni (od 3.8 pg/g do 9.6 pg/g)

Koncentracija Ni koju je u uzorcima plodu sa podrucja Letonije zabiljezio Skesters sa
saradnicima [228] bila je 0.0217 pg/g, dok su vrijednosti koje su objavili Demczuk i saradnici [227]
bile od 0.05 ug/g do 1.25 pg/g.

Najveca koncentracija Ba zabiljeZena je u stablu (150.0 pg/g) a Sr u listovima (60.2 pug/g)
samonikle borovnice, dok oba metala najmanji sadrzaj biljeze u plodu (9.70 pg/g i 1.32 pg/g,
respektivno).

Sadrzaj Ba i Sr u uzorcima lista komercijalne borovnice (CBL) je bio 119.5 pg/g i 52.3 pg/g
redom, dok je u uzorcima ploda (CBF) iznosio 14.05 pg/g i 2.057 ug/g, respektivno.

Poznato je da pozitivnu biolosku ulogu Ba ispoljava samo pri malim dozama, kada sluZzi kao
misi¢ni stimulator. Veée koncentracije dovode do sréane aritmije i gréenja misi¢a jer Ba moze da

50



Doktorska disertacija SneZana Brasanac

blokira kalijumske kanale ¢elijske membrane [233]. Najve¢im dijelom Ba se skladisti u kostima, i
odrasla osoba ima oko 20 mg.

Reimann i saradnici [219] u listu borovnice biljeze koncentracije Ba i Sr (43.6 pg/g 16.2 pg/g,
respektivno) nize od koncentracija koje smo mi zabiljezili u uzorcima lista (WBL 1 CBL).

Vrijednosti Ba i Sr u plodu sa podrucja Letonije (1.25 pg/g 1 0.0631 pg/g, respektivno) [226]
takode su nize od nasSih vrijednosti zabiljezenih u uzorcima ploda (WBF i CBF).

Ove razlike u sadrzaju metala u listu i plodu borovnice razli¢itog porijekla mogu se objasniti
time $to njihovo prisustvo u biljnim tkivima zavisi od dostupnosti u thu, faze rasta i morfoloskih
karakteristika biljke [224]. Takode, nakupljanje metala moze imati i sezonske varijacije [225].

4.4. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u vodenim i etanolnim
ekstraktima borovnice

Sadrzaj makroelemenata 1 mikroelemenata je vrlo bitan kriterijum koji utice da li ¢e se od
nekog biljnog materijala pripremati napitak ili neki drugi tradicionalni lijek. Kontrola sadrzaja
elemenata je stoga od izuzetne vaznosti ne samo u biljnom materijalu ve¢ 1 u biljnim napicima 1
raznim ekstraktima.

Imaju¢i na umu, da se u tradicionalnoj medicini, za lijeCenje Sirokog spektra oboljenja
najcesce koristi list 1 plod borovnice, mi smo pratili sadrzaj makroelemenata 1 mikroelemenata u
vodenim i etanolnim ekstraktima navedenih djelova (tabela 8). Na osnovu dobijenih rezultata, u
zavisnosti od primjenjenog rastvaraca, izracunali smo koeficijente ekstrakcije elemenata (tabela 9).

Na osnovu dobijenog procenta ekstrakcije, makroelementi i mikroelementi su podijeljeni u tri
grupe [234]:

- Elementi sa niskim koeficijentom ekstrakcije (< 20%)

- Elementi sa srednjim koeficijentom ekstrakcije (od 20% do 50%)

- Elementi sa visokim ekstrakcionim koeficijentom (> 60%)

Tabela 8. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u vodenim i etanolnim ekstraktima [pg/g]

Vodeni ekstrakt samonikle Vodeni ekstrakt komercijalne  Etanolni ekstrakt samonikle Etanolni ekstrakt

borovnice borovnice borovnice komercijalne borovnice
List Plod List Plod List Plod List Plod
(WBLW) (WBFW) (CBLW) (CBFW) (WBLE) (WBFE) (CBLE) (CBFE)
As *nd nd nd nd nd nd nd nd
Ba 10.5+0.2 2.3610.02 13.60+0.07 4.310.4 0.066+0.008 nd nd nd
Cd  0.074+0.002  0.039+0.002 0.061+0.006  0.020+0.001 0.065+0.004 0.026+£0.002  0.05+0.03  0.013%0.001
Co nd nd 0.22+0.02 0.20+0.02 nd nd 0.192+0.007  0.062+0.004
Cr  0.525%0.008  0.193+0.004 0.557+0.003  0.298+0.001 nd nd 0.109+0.001 nd
Cu 1.62+0.02 1.568+0.002 2.03+0.03 1.5+0.2 0.60+0.03 0.17+0.05 1.25+0.05 0.40+0.05
Mn 68316 2.7310.03 697+3 2.76+0.05 88.210.2 2.57310.010 45.91+0.3 1.49+0.03
Ni nd nd nd nd nd nd nd nd
Pb  1.179+0.001  0.083+0.004 1.51+0.07 0.115+0.008 0.069+0.008  0.03+0.03 0.26+0.05  0.044+0.010
Sr 3.93+0.03 0.770+0.005 8.68+0.02 1.15£0.04  0.092+0.001 0.080+0.001 1.19+0.08 0.38+0.03
Zn 11.1140.02 5.00+0.05 17.1740.03 10.94+0.02  0.044+0.003  0.042+0.004 nd nd
Al 61.3+0.6 39.840.3 70+1 48+1 57+2 37.8%1.0 40.1+0.2 40+2
Ca 1039+12 18442 1075+28 391+11 21.440.2 4.310.2 2411 1742
Fe 3.68+0.06 19.5+0.2 2.5+0.2 26.0£0.3 nd nd nd nd
K 1459+10 274315 1603+2 2901+9 7636 1111425 23918 110149
Mg 6733 237.1+0.5 598+4 400+2 32145 21.5+0.6 15442 18.1+0.7

*nd — nije detektovan
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Tabela 9. Koeficijenti ekstrakcije makroelemenata i mikroelemenata u vodenim i etanolnim
ekstraktima borovnice [%]

Vodeni ekstrakt Vodeni e_k_strakt Etanolni ekstrakt Etanolni e_kstrakt
samonikle borovnice komercu_a Ine samonikle borovnice komercu_a Ine
borovnice borovnice
List Plod List Plod List Plod List Plod
(WBLW) (WBFW) (CBLW) (CBFW) (WBLE) (WBFE) (CBLE) (CBFE)
As np* np np np np np np np
Ba 8.26 24.33 11.38 30.37 0.05 np np np
Cd 93.67 95.12 83.56 95.24 81.91 62.94 74.44 60.05
Co np np 36.50 36.89 np np 32.00 11.70
Cr 26.50 37.48 27.95 35.77 np np 5.46 np
Cu 28.54 30.71 29.99 34.99 10.52 3.38 18.35 9.18
Mn 11.61 19.85 11.70 19.62 1.50 18.91 0.77 10.6
Ni np np np np np np np np
Pb 28.69 41.59 35.25 48.67 1.68 15.00 5.96 19.00
Sr 6.53 58.38 16.60 55.81 0.15 6.08 2.28 18.37
Zn 66.30 69.00 58.83 79.10 0.26 0.59 np np
Al 8.91 31.39 11.83 37.03 8.34 29.80 6.76 30.73
Ca 4.45 28.23 6.23 27.54 0.09 0.67 0.14 1.20
Fe 0.59 59.99 0.43 57.60 np np np np
K 7.25 51.86 9.49 53.00 3.79 21.00 1.41 20.11
Mg 20.47 56.55 25.73 61.33 9.77 5.12 6.61 2.77

*np — nije primjenljivo

Najzastupljeniji makroelement u svim ispitivanim ekstraktima (WBLW, WBLE, WBFW,
WBFE, CBLW, CBLE, CBFW i CMFE) bio je K.

U vodenim ekstraktima lista samonikle (WBLW) i komercijalne borovnice (CBLW)
koncentracija K bila je 1459 ug/g i 1603 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 2743 pg/g i 2901 ug/g, respektivno.

Sadrzaj K u WBLE i CBLE je bio 763 pg/g i 239 pg/g, respektivno, dok je koncentracija ovog
makroelementa u WBFE i CBFE bila 1111 pg/g i 1101 pg/g, respektivno.

lako ovaj makroelement u vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice
(WBLW 1 CBLW) biljezi nizak stepen ekstrakcije (do 9.49%), procenat ekstrakcije K u vodenim
ekstraktima divljeg i komercijalnog ploda (WBFW i CBFW) ima visoku vrijednost (do 53.00%).
Gallaher i saradnici [222] proucavajuci ekstrakciju metala u vodenim ekstraktima lista brovnice
zabiljeZili su procenat ekstrakcije K od 69.66%.

K u etanolnom ekstraktu divljeg i komercijalnog lista (WBLE i CBLE) takode biljezi nizak
ekstrakcioni koeficijent (do 3.79%), dok u etanolnim ekstraktima ploda (WBFE i CBFE) biljezi
umjeren (do 21.00%).

U vodenim ekstraktima lista (WBLW i CBLW), Ca je zastupljeniji od Mg. Koncentracija Ca
u ovim ekstraktima je bila 1039 pg/g i 1075 pg/g, redom dok je koncentracija Mg iznosila 673 pg/g
i 598 ug/g, respektivno. Koeficijent ekstrakcije Ca u ovim ekstraktima (WBLW i CBLW) je vrlo
nizak (do 6.23%), dok je procenat ekstrahovanog Mg umjeren (do 25.73%). Sli¢an procenat
ekstrakcije Ca i Mg su zabiljezili Gallaher i saradnici (6.34% i 19.04%, respektivno) [222].

U vodenim ekstraktima ploda (WBFW i CBFW) koncentracija Mg je prac¢ena sadrzajem Ca.
Sadrzaj Mg je iznosio 237.1 pg/g i 400 pg/g, redom, dok je sadrzaj Ca bio 184 ug/g i 391 pg/g,
respektivno. Koeficijent ekstrakcije Ca u ovim ekstraktima (WBFW i CBFW) je umjeren (do
28.23%), dok je Mg visok (do 61.33%).

U svim ispitivanim etanolnim ekstraktima (WBLE, CBLE, WBFE i CBFE) koeficijent
ekstrakcije Ca i Mg je < 20%. Naime, sadrzaj Ca u etanolnim ekstraktima lista samonikle i
komercijalne borovnice (WBLE i CBLE) je bio 21.4 pg/g i 24 pg/g, redom dok je u etanolnim
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ekstraktima ploda (WBFE i CBFE) iznosio 4.3 i 17 pg/g, respektivno. Mg u etanolnim ekstraktima
lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLE i CBLE) iznosi 321 pg/g i 154 ug/g, redom, a u
etanolnim ekstraktima ploda (WBFE i CBFE) 21.5 pg/g i 18.1 pg/g, respektivno.

Koncentracija Al u ispitivanim ekstraktima se kretala u opsegu od 37.8 pg/g u WBFE do 70
Hg/g u CBLW. Koeficijent ekstrakcije ovog makroelementa u vodenim i etanolnim ekstraktima lista
(WBLW, CBLW, WBLE, CBLE) je iznosio do 11.83%, dok je u vodenim i etanolnim ekstraktima
ploda (WBFW, CBFW, WBFE, CBFE) bio do 37.03%.

Fe se znacajno izdvaja u vodenim ekstraktima ploda samonikle i komercijalne borovnice (19.5
Hg/g u WBFW 126.0 ug/g u CBFW), pri cemu biljezi visok ekstrakcioni koeficijent (do 59.99%).

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice Fe se detektuje u znatno
manjoj koli¢ini (3.68 pg/g u WBLW i 2.5 pg/g u CBLW). Dobijeni ekstrakcioni koeficijent u
vodenim ekstraktima lista samonikle 1 komercijalne biljke (do 0.59%) u skladu je sa nadenim
literaturnim vrijednostima (0.41%) [222].

Sadrzaj Fe u etanolnim ekstraktima lista i ploda samonikle i komercijalne borovnice (WBLE,
CBLE, WBFE i CBFE) bio je ispod granice detekcije instrumenta (< 0.06 pg/g).

Najzastupljeniji mikroelement u vodenim ekstraktima lista (WBLW i CBLW) bio je Mn
pracen Zn, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW 1 CBFW) koncentracija Zn bila veca od
koncentracije Mn.

Sadrzaj Mn u WBLW i CBLW iznosio je 683 ug/g i 697 pg/g, redom, dok je u WBFW i
CBFW bio 2.73 pg/g i 2.76 pg/g, respektivno. Medutim, svi navedeni vodeni ekstrakti (WBLW,
CBLW, WBFW i CBFW) pokazali su nizak ekstrakcioni koeficijent Mn (do 19.85%). Gallaher i
saradnici u vodenim ekstraktima lista borovnice biljeze vec¢i procenat ekstrakcije Mn od naSeg
(39.30%) [222].

Sadrzaj Zn u WBLW i CBLW iznosio je 11.11 pg/g i 17.17 pg/g, redom, dok je u WBFW i
CBFW bio 5.00 pg/g i 10.94 ug/g, respektivno. Dobijeni ekstrakcioni koeficijent Zn u WBLW i
CBLW je bio visok (do 66.30%), ¢ak i veci od vrijednosti zabiljeZenih u literaturi (32.61%) [222].
Dodatno, visok procenat ekstrakcije Zn u WBFW i CBFW (79.10%) smo zabiljezili.

Sadrzaj Zn u WBLE i WBFE je bio veoma nizak (0.044 pug/g i
0.042 pg/g, respektivno), uz koeficijent ekstrakcije do 0.59%. Koncentracija ovog mikroelementa u
CBLE i CMFE je ¢ak nemjerljiva (<0.020 pg/g).

Kada su u pitanju mikroelementi u etanolnim ekstraktima (WBLE, CBLE, WBFE i CBFE)
najzastupljeniji je takode bio Mn. Sadrzaj Mn u WBLE i CBLE iznosio je 88.2 ug/g i 45.9 po/g,
redom, dok je u WBFE i CBFE bio 2.573 ug/g i 1.49 ng/g, respektivno. Medutim, njegov ekstrakcioni
koeficijent u svim ispitivanim etanolnim ekstraktima je bio nizak (do 18.91%).

Drugi po zastupljenosti mikroelement u etanolnim ekstraktima lista i ploda borovnice
(WBLE, CBLE, WBFE i CBFE) bio je Cu sa koeficijentom ekstrakcije do 18.35%. Sadrzaj Cu u
WBLE i CBLE je bio 0.60 pg/g i 1.25 pg/g, redom, dok je koncentracija ovog metala u WBFE i
CBFE bila 0.17 pg/g i 0.40 pg/g, respektivno.

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WELW i CBLW)
koncentracija Cu bila je 1.62 ug/g i 2.03 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 1.568 pg/g i 1.5 pg/g respektivno. U svim ispitivanim vodenim ekstraktima
(WELW, CBLW, WBFW i CBFW) procenat ekstrakcije Cu je iznosio od 28.54% do 34.99%. Sli¢an
procenat ekstrakcije Cu u vodenim ekstraktima lista borovnice su zabiljezili Gallaher i saradnici
(36.8%) [222].

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLW i CBLW)
koncentracija Cr bila je 0.525 pg/g i 0.557 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 0.193 pg/g i 0.298 pg/g, respektivno. U ovim ekstraktima (WELW, CBLW,
WBFW i CBFW) zabiljezen je umjeren procenat ekstrakcije Cr (do 37.48%).

U etanolnom ekstraktu lista komercijalne borovnice (CBLE) ekstrhovao se vrlo mali procenat
Cr (5.46%), dok je u ostalim etanolnim ekstraktima (WBLE, WBFE i CBFE) njegova koncentracija
bila ispod granice detekcije instrumenta (< 0.026 ug/g).
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U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLW i CBLW)
koncentracija Ba bila je 10.5 pg/g i 13.60 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 2.36 pg/g i 4.3 pg/g, respektivno. Procenat ekstrakcije Ba u vodenim ekstraktima
lista (WBLW i CBLW) se kretao do 11.38% dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW i CBFW)
bio do 30.37%.

Sadrzaj Ba u etanolnom ekstraktu lista samonikle borovnice (WBLE) je bio 0.066 pg/g, uz
procenat ekstrakcije od 0.05%, dok je u ostalim etanolnim ekstraktima (CBLE, WBFE i CBFE) ovaj
mikroelement bio ispod granice detekcije instrumenta.

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLW i CBLW)
koncentracija Sr bila je 3.93 pg/g i 8.68 ug/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW i
CBFW) iznosila 0.770 pg/g i 1.15 pg/g respektivno. Procenat ekstrakcije Sr u vodenim ekstraktima
lista (WBLW i CBLW) je iznosio do 16.60% dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW i CBFW)
bio do 58.38%.

Sadrzaj Sr u WBLE i CBLE je bio 0.092 pg/g i 1.19 ug/g, respektivno, dok je koncentracija
ovog mikroelementa u WBFE i CBFE bila 0.080 pg/g i 0.38 pg/g, respektivno. U etanolnim
ekstraktima (WBLE, CBLE, WBFE i CBFE) procenat ekstrakcije Sr je bio manji od 18.37%.

U vodenom ekstraku lista komercijalne borovnice (CBLW) koncentracija Co bila je 0.22 ug/g
dok je u vodenom ekstraktu ploda (CBFW) iznosila 0.20 pg/g. Procenat ekstrakcije Co u ovim
uzorcima iznosio je 36.50% i 36.89%, respektivno.

Sadrzaj Co u CBLE je bio 0.192 pg/g, dok je koncentracija ovog metala u CBFE bila 0.062
pg/g. U etanolnim ekstraktima lista i ploda komercijalne borovnice (CBLE i CBFE) procenat
ekstrakcije Co je bio 32.00% i 11.70%, respektivno.

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLW i CBLW)
koncentracija Pb bila je 1.179 pg/g i 1.51 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 0.083 pg/g i 0.115 pg/g, respektivno. Procenat ekstrakcije Pb u ovim uzorcima
(WELW, CBLW, WBFW i CBFW) kretao se od 28.69% do 48.67%, i u skladu je sa literaturnim
nalazima [234]. Naime, Szymczycha-Madeja i saradnici prateci ekstrakciju metala u vodenim
ekstraktima biljaka razli¢itog porijekla zabiljezili su procenat ekstrakcije Pb i do 58.6%.

Sadrzaj Pb u WBLE i CBLE je bio 0.069 ug/g i 0.26 ug/g, redom, dok je koncentracija ovog
toksi¢nog metala u WBFE i CBFE bila 0.03 pg/g i 0.044 ug/g, respektivno. U etanolnim ekstraktima
(WBLE, CBLE, WBFE i CBFE) procenat ekstrakcije Pb je bio do 19%.

U vodenim ekstraktima lista samonikle i komercijalne borovnice (WBLW i CBLW)
koncentracija Cd bila je 0.074 pg/g i 0.061 pg/g, redom, dok je u vodenim ekstraktima ploda (WBFW
i CBFW) iznosila 0.039 ug/g i 0.020 pg/g, respektivno. Procenat ekstrakcije Cd u ovim uzorcima
kretao se i do 95.24%, $to je u skladu sa literaturnim nalazima [234].

Sadrzaj Cd u WBLE i CBLE je bio 0.065 pg/g i 0.05 pg/g, redom, dok je koncentracija ovog
toksi¢nog metala u WBFE i CBFE bila 0.026 pg/g i 0.013 pg/g, respektivno. U etanolnim ekstraktima
(WBLE, CBLE, WBFE i CBFE) procenat ekstrakcije Cd je bio do 81.91%.

Visok procenat ekstrakcije Cd u ovom istrazivanju, nije zabrinjavaju¢i, s obzirom da je
prethodno dobijen nizak stepen akumulacije ovog toksicnog elementa u listovima i plodu borovnice
(BCF vrijednost do 0.41). Dalje, najveca translokacija Cd zabiljezena je od korijena do stabla
borovnice (TF vrijednost 0.81). Takode, imaju¢i u vidu da ispitivani djelovi borovnice sadrze
koncentraciju Cd deset puta manju od one koju je propisala WHO [228] u ljekovitom bilju, moZe se
zakljuditi da se u pogledu sadrzaja Cd ova biljka smatra bezbjednom.

Ono §to zapazamo je da vodeni ekstrakti biljeZe vecu koncentraciju kao i1 ve¢i procenat
ekstrakcije elemenata u odnosu na etanolne ekstrakte istih dijelova borovnice.

Takode primje¢ujemo da vodeni i etanolni ekstrakti lista biljeZze ve¢i sadrzaj gotovo svih
elemenata nego ekstrakti ploda. Izuzetak su K i Fe koji ve¢i sadrzaj biljeze u vodenim ekstraktima
ploda nego lista. K ve¢i sadrzaj biljezi i u etanolnim ekstraktima ploda nego lista borovnice.

S druge strane voda bolje rastvara sve makroelelemente i mikroelemente iz ploda nego iz lista
borovnice. Ovo se moze objasniti Cinjenicom da sekundarni metaboliti biljke pokazuju jace
interakcije sa makroelementima i mikroelementima u lista u odnosu na plod [234].
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4.5. Prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, tanina, procijanidina
I antocijana u ekstrakatima borovnice dobijenim Soxhlet ekstrakcijom,
maceracijom i ekstrakcijom vrelom vodom

Ekstrakcija je najvaznija faza u izolaciji bioaktivnih jedinjenja iz biljaka, jer primjenjeni
rastvaraC ili tehnoloski proces moze dovesti do hemijske promjene aktivnih sastojaka, a time
uzrokovati i smanjenje ili gubitak ljekovitih svojstava. Nije jednostavno odrediti najpogodniji
rastavara¢. Prilikom izbora treba uzeti u obzir njegovu polarnost, s obzirom da polarnost rastvaraca
odreduje njegovu selektivnost a tim i razlicitost komponenti koje se mogu ekstrahovati. Takode
poznato je da se sadrzaj ekstrahovanih fenolnih jedinjenja moze povecati na viS§im temperaturama. S
druge strane, visoka temperatura kljuCanja upotrebljenog rastvaraCa moze uticati negativho na
termicki nestabilne supstance a time 1 smanyjiti efikasnost ekstrakcije. Stoga je neophodno izvrsiti Sto
bolji izbor ekstragensa uz optimalne uslove ekstrakcije koji ¢e obezbijediti kvantitativniju i
selektivniju ekstrakciju uz minimalno prisustvo primjesa [13,143].

U ovom istrazivanju, za ekstrakciju fenolnih komponenti koristili smo rastvarace, koji pored
toga Sto se mogu koristiti za ekstrakciju ¢itavog niza razli¢itih supstanci, netoksi¢ni su u odnosu na
ljudski organizam. Uzimajuci u obzir da se biljni vodeni infuzi najcesce koriste za pripremu
tradicionalnih fitopreparata [235], ali u skladu sa ¢injenicom da industrijska proizvodnja obi¢no
koristi etanol kao rastvara¢, koristili smo razli¢ite metode ekstrakcije (Soxhlet ekstrakcija,
maceracija, ekstrakcija vrelom vodom) i rastvarace razli¢itih polarnosti (voda, 70% etanol) za
nalaZenje pogodnih uslova za dobijanje ekstrakata bogatih polifenolima.

S obzirom da je analiza makroelemenata i mikroelemenata pokazala da ne postoji znacajna
razlika izmedu samonikle i komercijalne borovnice u sadrzaju istih, u cilju odredivanja hemijskog
sastava i antioksidativne aktivnosti tretiran je samo list i plod samonikle borovnice. Postupci
ekstrakcije primjenjeni u ovom istrazivanju obezbjedili su ekstrakte ozna¢ene kao MLES (upareni
ekstrakt lista samonikle borovnice dobijen Soxhlet ekstrakcijom), MFES (upareni ekstrakt ploda
samonikle borovnice dobijen Soxhlet ekstrakcijom), MLEM (upareni ekstrakt lista samonikle
borovnice dobijen maceracijom), MFEM (upareni ekstrakt ploda samonikle borovnice dobijen
maceracijom), MLEI (upareni vodeni ekstrakt lista samonikle borovnice) i MFEI (upareni vodeni
ekstrakt ploda samonikle borovnice).
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Slika 31. a) prinos ekstrakcije, b) sadrzaj ukupnih fenola (TP), ) sadrzaj ukupnih tanina (TT), d)
sadrzaj ukupnih flavonoida (TF), €) sadrzaj procijanidina i antocijana u ispitivanim ekstraktima

Na osnovu dobijenih rezultata (slika 31a) moze se zakljuéiti da je prinos ekstrakcije najveci
kada se kao rastvara¢ koristi 70% etanol i Soxhlet ekstrakcija (MFES 61.35% i MLES 33.96%).
Znatno slabiji prinos postignut je upotrebom istog rastvaraca ekstrakcionim postupkom maceracije
(MFEM 13.10% i MLEM 16.09%). Prinos ekstrakcije vodenim rastvaratom na temperaturi klju¢anja
(MFEI 50.25% i MLEI 23.51%), je veci od prinosa koji se ostvaruje postupkom maceracije na sobnoj
temperaturi, odnosno manji od Soxhlet ekstrakcije. Ovako dobijeni rezultati, tj. prednost Soxhlet
ekstrakcije u odnosu na maceraciju, ukazuju da povecanjem temperature ekstrakcije se povecava i
rastvorljivost ekstraktivnih materija, §to dovodi i do povecéanja prinosa. Takode, bolji prinos Soxhlet
ekstrakcijom u odnosu na ekstrakciju vodenim rastavracem najvjerovatnije je posledica cirkulacionog
toka rastvaraca koji dovodi do potpunog iscrpljenja biljne sirovine [145]. Veéi ekstrakcioni prinos
vodenim rastvara¢em u odnosu na maceraciju etanolnim rastvaratem moze biti rezultat manje
selektivnosti vode kao rastvaraca, u kojoj se pored polifenolnih komponenti rastvaraju i druge
komponente droge kao $to su proteini i ugljeni hidrati [236].
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Sadrzaj ukupnih fenola (TP) u etanolnom ekstraktu lista borovnice bio je 173.19 mg GAE/g
u MLES i 217.59 mg GAE/g u MLEM, dok je u vodenom ekstratu lista (MLEI) iznosio 198.84 mg
GAE/qg (slika 31b). Proucavajuci borovnicu iz nezagadenog podrucja u Bosni i Hercegovini, Vuéic€ i
saradnici [237] zabiljezili su nesto nizi sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom i vodenom ekstraktu lista
(107.79 mg GAE/g i1 119.17 mg GAE/g, respektivno).

U ekstraktu lista procenat flavonoida (TF) iznosio je 1.46%, 2.15% i 2.38% u MLEI, MLEM
I MLES, respektivno (slika 31d). Proucavajuci listove borovnice iz nekoliko razli¢itih nezagadenih
podrucja u Poljskoj, Roslon i saradnici [238] su zabiljezili nesto nizi procenat flavonoida od naSeg
(do 0.6%). Da je etanol efikasnije ekstrakciono sredstvo od vode pri izolovanju flavonoida iz lista
borovnice zabiljezili su i Vucic i saradnici [237].

Zabiljezeni procenat tanina (TT) u nasem etanolnom ekstraktu lista je iznosio 6.49% u MLES
19.17% u MLEM, dok je u vodenom ekstraktu (MLEI) bio 7.06% (slika 31c). Roslon i saradnici
[238] su zabiljezili slican procenat tanina (u opsegu od 5.1% do 12.4%).

U nasem istrazivanju, najveci sadrzaj ukupnih fenola 1 najve¢i procenat izolovanih tanina iz
lista borovnice je dobijen postupkom maceracije, upotrebom 70% etanola na sobnoj temperaturi.
Manji sadrzaj ovih jedinjenja u ekstraktima dobijenim Soxhlet ekstrakcijom i infuzima ukazuje da je
povecana temperatura najvjerovatnije uzrokovala degradaciju pojedinih termolabilnih jedinjenja.
Duze izlaganje povisenoj temperaturi tokom Soxhlet ekstrakcije je dodatno imalo negativan uticaj na
izolovanje ukupnih fenolnih jedinjenja i tanina, dok je isti postupak ekstrakcije doveo do iscrpljenja
flavonoida iz lista borovnice u najve¢em procentu.

U etanolnom ekstraktu ploda borovnice sadrzaj ukupnih fenola iznosio je 57.94 mg GAE/g u
MFES i 69.32 mg GAE/g u MFEM, dok je u vodenom ekstratu ploda (MFEI) iznosio 53.95 mg
GAE/qg (slika 31b). Fenolni sadrzaj koji su zabiljezili Vuci¢ i saradnici [237] u etanolnom i vodenom
ekstraktu ploda (40.32 mg GAE/g i 31.44 mg GAE/g, respektivno) bio je takode nizi u odnosu na
onaj koji smo mi pronasli.

Sadrzaj flavonoida (TF) izrazen kao procenat hiperozida u etanolnom ekstraktu ploda je
iznosio 0.07% u MFES i1 0.21% u MFEM, dok je u vodenom ekstraktu bio 0.02% (slika 31d). Da je
etanol efikasnije ekstrakciono sredstvo od vode pri izolovanju flavonoida iz ploda borovnice
zabiljezili su i Vuci¢ i saradnici [237].

ZabiljeZeni procenat tanina (TT) u nasem etanolnom ekstraktu ploda je iznosio 2.21% u
MFES i 0.94% u MFEM, dok je u vodenom ekstraktu (MFEI) bio 0.76% (slika 31c). Roslon i
saradnici [238] u plodu borovnice biljeZe procenat tanina u opsegu od 0.8 do 2.6%.

Najveci sadrzaj procijanidina i antocijana u ekstraktu ploda borovnice zabiljezen je u MFEM
(2.36% i 0.06%, respektivno), zatim MFES (2.19% i 0.03%, respektivno) dok je najnizi procenat
zabiljeZzen u MFEI (slika 31e). Nizak sadrzaj antocijana u biljci vijerovatno je uzrokovan procesom
suSenja ploda borovnice na sobnoj temperaturi neposredno prije primjenjenog ekstrakcionog
postupka [238]. Sadrzaj antocijana koji su zabiljezili Roslon i saradnici [238] se kretao u opsegu od
0.61% do 1.64%. Isti autori su objavili da porast nadmorske visine moZe imati negativan odraz na
ovu grupu jedinjenja.

U naSem istrazivanju, kao efikasnije ekstrakciono sredstvo pri izolovanju bioaktivnih
jedinjenja iz ploda borovnice pokazao se 70% etanol u odnosu na vodu. Najveéi procenat
ekstrahovanih tanina je zabiljezen u ekstraktima dobijenim na povisenoj temperaturi (Soxhlet
ekstrakcija), dok je najveéi sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, procijanidina i antocijana bio u
ekstraktima dobijenim na sobnoj temperaturi.

Etanolni i vodeni ekstrakti lista sadrZze znacajno vec¢u koli¢inu ukupnih fenola i flavonoida,
nego etanolni i vodeni ekstrakti ploda ove biljke, $to je u skladu sa zapazanjem iz literature [237].

Naime, u ovom istraZivanju znacajne razlike izmedu svih ispitivanih ekstrakata u ukupnom
sadrzaju fenola, flavonoida i tanina su uocene (p < 0.01). Takode, znacajne razlike u sadrzaju
procijanidina i antocijana izedu ekstrakata ploda su zabiljezene (p < 0.01).
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4.6. ldentifikacija fenolnih jedinjenja HPLC metodom u ekstraktima borovnice
dobijenim Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i ekstrakcijom vrelom vodom

Epidemioloske studije su potvrdile povezanost ishrane bogate fenolnim jedinjenjima i
smanjenog rizika za razvitak hroni¢nih bolesti [239,240]. Medutim, i pored mnogobrojnih pozitivnih,
mi smo se bazirali samo na fenolna jedinjenja u ekstraktima borovnice sa potencijalnim
antidijabetskim efektom, s obzirom da se ova biljka tradicionalno koristi u prevenciji i lijeCenju
dijabetesa.

U ovom istrazivanju, HPLC analizom u ispitivanim ekstraktima lista i ploda borovnice
identifikovano je osamnaest fenolnih jedinjenja (slike 32 i 33, tabela 10), sto je od velike vaznosti, s
obzirom da su upravo ova jedinjenja u literaturi prepoznata kao nosioci antidijabetskog potencijala
[239,240]. Takode, potvrdeno je prisustvo Sest neidentifikovanih derivata kvercetina, hlorogenske
kiseline i stilbenoida. Nesto drugaciji procenat identifikovanih pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u
nasem istrazivanju od onog objavljenog u nekoliko ranijih studija [1,6,11,12,235,241], mozZe se
objasniti kao rezultat razlicitih abiotickih 1 bioti¢kih faktora kojima je biljka primarno izloZena, ali 1
kao rezultat samog postupka ekstrakcije.

Tabela 10. Sadrzaj fenolnih jedinjenja identifikovanih HPLC metodom u ispitivanim ekstraktima
borovnice [mg/g]

Fenolna jedinjenja MFEI MFEM MFES MLEI MLEM MLES
Galna kiselina 1 0.73 1.03 0.78 0.58 0.80 0.54
Pirogalol 2 - - - 3.16 2.45 3.46
Neohlorogenska 3 0.01 0.41 - 1.86 0.34 3.72
Kiselina
Protokatehinska 4 1.10 1.42 1.23 1.74 1.40 1.73
Kiselina
Hlorogenska kiselina 5 1.82 2.48 1.95 59.70 45.51 55.28
Procijanidin B2 6 0.11 0.13 0.14 0.89 1.03 0.31
Kafena Kiselina 7 0.16 0.31 0.32 1.25 1.95 1.90
Epikatehin 8 - - - 4.38 5.16 5.75
p-kumarinska 9 0.21 0.34 0.24 1.53 1.26 2.08
Sinapinska kiselina 10 0.03 0.06 0.03 0.39 0.18 0.63
Ferulna kiselina 11 0.05 0.07 0.01 0.11 0.26 0.28
Derivat stilbenoidal 12 * * * * * *
Rutin 13 - - - 5.31 4.73 4.94
Hiperozid 14 0.17 0.34 0.26 2.55 2.51 2.38
Izokvercetin 15 0.30 0.30 0.31 16.20 14.62 9.92
Derivat stilbenoida2 16 * * * * * *
Derivat stilbenoida3 17 * - * * * *
Kemferol-3-O- 18 0.05 0.15 0.06 1.60 1.56 1.38
glukozid
Derivat kvercetinal 19 * - * * * *
Derivat kvercetina2 20 * - * - - -
Resveratrol 21 0.01 0.07 0.03 4.69 4.60 5.15
Derivat hlorogenske 22 - - - - * -
kiseline
Kvercetin 23 0.07 0.40 0.46 1.16 2.11 7.27
Kemferol 24 - - - 0.03 0.10 0.26

* nepotvrdjena identifikacija
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Procenat identifikovanih fenolnih kiselina u naSim ekstraktima je vrlo znacajan.
Najzastupljenija fenolna kiselina u ekstraktima lista bila je hlorogenska kiselina. Koncentracija ove
kiseline u vodenom ekstraktu lista (MLEI) je bila veéa (59.70 mg/g) u odnosu na etanolne ekstrakte
(45.51 mg/g u MLEM i 55.28 mg/g u MLES). Bljaji¢ i saradnici [1] ispitujuci ekstrakte lista
borovnice iz nezagadenih podru¢ja u Bosni i Hercegovini, takode su detektovali vecu koncentraciju
hlorogenske kiseline u vodenom ekstraktu (20.82 mg/g) u odnosu na etanolni ekstrakt lista (11.21
mg/q).

Hlorogenska kiselina bila je i najzastupljenija fenolna kiselina identifikovana u ekstraktima
ploda (1.82 mg/g u MFEI, 1.95 u MFES i 2.48 mg/g u MFEM), medutim u znacajno nizim
koncentracijama u odnosu na ekstrakte lista borovnice. Moze i saradnici [12] ispitujuci plod
borovnice sa nezagadenih podruc¢ja u Sloveniji zabiljezili su koncentraciju hlorogenske kiseline
znatno niZzu od nase (0.23 mg/g).
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Slika 32. HPLC hromatogrami fenolnih jedinjenja identifikovanih na 325 nm u ispitivanim
ekstraktima a) MFES, b) MFEM, c¢) MFEI, d) MLES, e¢) MLEM, f) MLEI. (*Identifikacija galne
kiseline i pirogalola u uzorcima MLES, MLEM i MLEI je predstavljena na 260 nm)

U ekstraktima lista dobijenim vodom na poviSenoj temperaturi i Soxhlet ekstrakcijom (MLEI
i MLES) druga po zastupljenosti fenolna kiselina bila je neohlorogenska kiselina (1.86 mg/g i 3.72
mg/g, respektivno). U ekstraktu lista dobijenom postupkom maceracije (MLEM) koncentracija ove
kiseline je znaajno bila niza i iznosila je 0.34 mg/g. U ovom ekstraktu lista (MLEM) druga po
zastupljenosti bila je kafena kiselina (1.95 mg/g). Koncentracija neohlorogenske kiseline u
ekstraktima ploda je vrlo niska i iznosila je 0.01 mg/g u MFEI i 0.41 mg/g u MFEM, dok u MFES
ovo jedinjenje nije ni identifikovano.

U ispitivanim ekstraktima ploda druga po zastupljenosti fenolna kiselina bila je
protokatehinska kiselina, zabiljezena 1 u svim ispitivanim ekstraktima lista u slicnim
koncentracijama. U ekstraktima ploda (MFEI, MFES i MFEM) koncentracija ove kiseline je iznosila
1.10 mg/g, 1.23 mg/g i 1.42 mg/g, respektivno.

U ekstraktima lista (MLEM i MLEI) protokatehinska bila je treca po zastupljenosti kiselina
(1.40 mg/g i 1.74 mg/g, respektivno), pracena p-kumarinskom (1.26 mg/g i 1.53 mg/g, respektivno),
dok je u MLES ekstraktu tre¢a po zastupljenosti bila p-kumarinska kiselina (2.08 mg/g) pracena
kafenom (1.90 mg/g) i protokatehinskom kiselinom (1.73 mg/g). U vodenom ekstraktu lista (MLEI)
koncentracija kafene kiseline je bila 1.25 mg/g. Bljaji¢ i saradnici [1] u ekstraktima lista borovnice
nisu identifikovali protokatehinsku kiselinu. Isti autori u vodenom ekstraktu lista borovnice biljeze
nizi sadrzaj p-kumarinske kiseline (0.32 mg/g) u odnosu na etanolni ekstrakt (0.46 mg/g), dok u
analiziranim uzorcima nisu detektovali ni kafenu kiselinu.

U ekstraktima ploda treca po zastupljenosti fenolna kiselina bila je galna kiselina. Njena
koncentracija u ekstraktima ploda (MFEI, MFES i MFEM) iznosila je 0.73 mg/g, 0.78 mg/g i 1.03
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mg/g, respektivno. Koncentracija galne kiseline u ekstraktima lista (MLEM, MLEI i MLES) iznosila
je 0.80 mg/g, 0.58 mg/g i 0.54 mg/g, respektivno.

Koncentracija kafene kiseline u ekstraktima ploda je iznosila 0.16 mg/g u MFEI, 0.31 u
MFEM i0.32 mg/g u MFES, dok je koncentracija p-kumarinske Kiseline bila 0.21 mg/g u MFEI, 0.24
mg/g u MFES i 0.34 mg/g u MFEM. Vecu koncentraciju galne kiseline u odnosu na kafenu i
p-kumarinsku kiselinu, zabiljezio je i Moze sa saradnicima [12]. Naime, koncentracija galne kiseline
koju su detektovali ovi autori u plodu borovnice iznosila je 0.062 mg/g, dok je koncentracija p-
kumarinske i kafene kiseline bila 0.003 mg/g.

Koncentracija sinapinske kiseline u ekstraktima lista borovnice (MLEM, MLEI i MLES)
iznosila je 0.18 mg/g, 0.39 mg/g, i 0.63 mg/g, respektivno, dok je koncentracija ferulne kiseline bila
0.11 mg/g u MLEI, 0.26 mg/g u MLEM i 0.28 mg/g u MLES.

U ekstraktima ploda borovnice dobijenim ekstrakcijom na poviSenoj temperaturi (Soxhlet
ekstrakti i infuzi, MFEI i MFES) koncentracija sinapinske kiseline je iznosila 0.03 mg/g, dok je u
ekstraktu dobijenom postupkom maceracije (MFEM) bila 0.06 mg/g. Ferulna kiselina najvecu
koncentraciju biljezi u MFEM (0.07 mg/g), zatim MFEI (0.05 mg/g) i na kraju u MFES (0.01 mg/g).
Koncentracija ferulne kiseline koju su zabiljezili Moze i saradnici [12] u ekstraktu ploda borovnice
iznosila je 0.004 mg/g.

Pronadene su znacajne razlike u koncentraciji identifikovanih fenolnih kiselina (p <0.01) svih
ispitivanih ekstrakata, osim za sinapinsku kiselinu u MFES i MFEL.

Poznato je da se glukoza iz krvi transportuje u celije organizma olakSanom difuzijom,
posredstvom membranskih proteina [62]. U slucaju tkiva koja imaju visok zahtjev za energijom
(mozak, mreznjaca oka, crvena krvna zrnca, bubreg, tanko crijevo i beta Celije pankreasa) ovi
transporteri glukoze ne zavise od prisustva insulina i oznaceni su kao GLUT 1 1 GLUT 2. Takode 1
funkcija glukoznog transportera GLUT 3 je nezavisna od prisustva insulina, medutim za razliku od
ostalih odlikuje se izuzetno visokim afinitetom za glukozu, $to tkivima na kojima je skoncentrisan
(nervne celije 1 placenta) omogucava priliv glukoze i u jako hipoglikemi¢nim uslovima. Insulin
zavistan je GLUT 4 transporter, koji se nalazi na c¢elijskim membranama tkiva u koja odlazi
procentualno najvec¢i dio glukoze (masno tkivo, poprecno prugasti misici i sr¢ane miSi¢ne celije).
Unos glukoze posredstvom ovog nosaca je direktno zavistan od prisustva insulina [242,243,244]. S
obzirom da gojazne osobe imaju vise GLUT 4 nosa¢a na uve¢anim masnim ¢elijama, smatra se da
nemogucénost pankreasa da odgovori ovako velikom zahtjevu, to jest njegovo iscrpljivanje, je jedan
od razloga nastanka dijabetes mellitus tipa 2.

Porast glukoze u krvi stimuliSe beta ¢elije pankreasa da luce insulin. Kao §to je ve¢ receno
one na svojim povrSinama posjeduju GLUT 2 insulin nezavisne nosace, $to je izuzetno vazno za
“procjenu” nivoa glukoze u krvi od strane pankreasa. PoviSen nivo glukoze u krvi uzrokuje i povisen
transport glukoze unutar ¢elija pankreasa navedenim nosaima. U samim ¢elijama ona se razlaze do
energetskog ATP jedinjenja, €iji porast uslovljava oslobadanje insulina u cirkulaciju. Oslobodeni
insulin ima za cilj da “ukloni” viSak glukoze iz cirkulacije, skladiSte¢i je u insulin zavisna tkiva.
Suprotno, manja koncentracija glukoze u krvi ne stimulie pankreas na lu¢enje insulina.

Naime, primjeceno je da fenolne kiseline stimuliSu ¢elije pankreasa na sekreciju insulina
upravo stimuliSuéi sintezu ATP-a. Takode, na ¢elijama masnog tkiva ova jedinjenja ispoljavaju
dejstvo sli¢no insulinu tj. stimulisu preuzimanje glukoze iz krvi u adipocite, povecavajuci osjetljivost
GLUT 4 nosaca [239]. Ovaj nalaz je od izuzetne vaznosti, narocito u uslovima smanjenog lucenje
insulina koji karakteriSe dijabetes, i moze se zakljuciti da fenolne Kiseline terapijski djeluju na oba
patoloska mehanizma koja su izazvala ovo oboljenje. Na taj nacin i preparati borovnice pokazuju
sliénost u mehanizmu antihiperglikemijskog efekta kao i oralni antidijabetici derivati bigvanida i
tiazolidindiona [245].

Sto se ti¢e flavonoida, izokvercetin je bio najdominantniji flavonol u ispitivanim ekstraktima
lista borovnice. Najvecu koncentraciju izokvercetina smo zabiljezili u infuzu lista (16.20 mg/g u
MLELI),zatimmaceratu (14.62 mg/g u MLEM) i na kraju etanolnom ekstraktu lista dobijenom Soxhlet
ekstrakcijom (9.92 mg/g u MLES).
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Drugi po zastupljenosti flavonol u infuzu lista (MLEI) i maceratu (MLEM) bio je rutin (5.31
mg/g 14.73 mg/g, respektivno) pracen hiperozidom (2.55 mg/g i 2.51 mg/g, redom), dok u ekstraktu
dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (MLES) kvercetin (7.27 mg/g) pracen rutinom
(4.94 mg/g). Koncentracija hiperozida u ekstraktu lista dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (MLES) je
iznosila 2.38 mg/g, dok je koncentracija kvercetina u infuzu (MLEI) i maceratu lista (MLEM) bila
1.16 mg/g i 2.11 mg/g, respektivno. Znatno vecu koncentraciju hiperozida od naSe u etanolnom i
vodenom ekstraktu lista borovnice zabiljezili su Bljaji¢ i saradnici (44.43 mg/g i 32.16 mg/g,
respektivno) [1]. Koncentracija kvercetina koju su detektovali Hokkannen i saradnici [246], u listu iz
nezagadenog podrucja Sjeverne Finske, bila je niza od nase (0.03 mg/g), dok Bljaji¢ i saradnici [1]
ovo jedinjenje nisu ni detektovali u ispitivanim ekstraktima.

Koncentracije kemferol-3-O-glukozida zabiljezene u ekstraktima lista (MLES, MLEM i
MLEI) iznosile su 1.38 mg/g, 1.56 mg/g i 1.60 mg/g, respektivno, i bile su veée u odnosu na
zabiljezene koncentracije kemferola u istim uzorcima 0.26 mg/g. 0.10 mg/g i 0.03 mg/g, respektivno.
Bljaji¢ i saradnici [1] kao ni Hokkannen i saradnici [246] nisu identifikovali kemferol u ispitivanim
ekstraktima lista.

Najzastupljeniji flavonol u infuzu ploda borovnice (MFEI) bio je izokvercetin (0.30 mg/g),
pracen hiperozidom (0.17 mg/g) i kvercetinom (0.07 mg/g). U maceratu (MFEM) najdominantniji je
bio kvercetin (0.40 mg/g) prac¢en hiperozidom (0.34 mg/g) i izokvercetinom (0.30 mg/g), dok u
ekstraktu dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (MFES) kvercetin (0.46 mg/g) je pracen izokvercetinom
(0.31 mg/g) i na kraju hiperozidom (0.26 mg/g). Koncentracije kemferol-3-O-glukozida u ovim
ekstraktima ploda (MFEI, MFEM i MFES) iznosile su 0.05 mg/g, 0.15 mg/g, 0.06 mg/g, respektivno.
Znatno nizu koncentraciju kvercetina od nase, u ekstraktu ploda iz nezagadenog podrucja u Sloveniji,
zabiljezili su Moze i saradnici (0.008 mg/g) [12]. Dalje, iako su Moze i saradnici identifikovali rutin
u ekstraktu ploda borovnice (0.002 mg/g), u naSim ekstraktima ploda (MFEI, MFES, MFEM) ovaj
flavonol nije identifikovan.

U ispitivanim ekstraktima ploda (MFEI, MFES i MFEM) sa podruéja Bjelasice kemferol
takode nismo identifikovali.

Znacajne razlike u koncentraciji ovih flavonola su pronadene izmedu svih ekstrakata lista
borovnice (p < 0.01). Koncentracije navedenih flavonola su se takode znacajno razlikovale izmedu
svih ekstrakata ploda (p <0.01), izuzev koncentracije izokvercetina u slucaju ekstrakata ploda MFEM
i MFEI.

U gastrointestinalnom traktu ¢ovjeka nalaze se enzimi ¢ija je uloga zavrSna digestija ugljenih
hidrata. a-Glukozidaza razgraduje skrob i disaharide do glukoze, koja se zatim resorbuje u cirkulaciju,
a enzim a-amilaza ucestvuje u razgradnji dugolancanih ugljenih hidrata. Inhibicijom hidrolize
ugljenih hidrata smanjuje se koli¢ina glukoze koja bi se mogla resorbovati iz crijeva. Ovaj princip se
moze koristiti u terapiji za lijeCenje postprandijalne hiperglikemije. S obzirom da su flavonoli
prepoznati kao moguci inhibitori a-glukozidaze i a-amilaze smatraju se korisnim oralnim lijekovima,
posebno kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2. Pipero i saradnici su pokazali [247] da stepen inhibicije
ovih enzima je u korelaciji sa brojem hidroksilnih grupa na B prstenu kostura ovih flavonoida.

Flavanol epikatehin je detektovan u ekstraktima lista borovnice. Njegova koncentracija je
iznosila 5.75 mg/g u MLES, 5.16 mg/g u MLEM i 4.38 mg/g u MLEI. Koncentracija ovog jedinjenja
koju su zabiljezili Hokkannen i saradnici [246] iznosila je 1.75 mg/g. U ispitivanim ekstraktima lista
(MLEI, MLEM 1 MLES) nismo zabiljeZili katehin, iako su neka ranija istraZivanja potvrdila prisustvo
ovog jedinjenja u listu borovnice [12,246].

U nasim ekstraktima ploda (MFEI, MFEM i MFES) epikatehin nije detektovan. Takode nismo
detektovali ni katehin. Koncentracija epikatehina koju su detektovali Moze i saradnici [12] u plodu
borovnice bila je 0.02 mg/g, dok je koncentracija katehina bila 0.002 mg/g.

Koncentracija pirogalola u ekstraktima lista borovnice je iznosila 2.45 mg/g u MLEM, 3.16
mg/g u MLEI i 3.46 mg/g u MLES. Ni ovo jedinjenje nije ekstrahovano u ispitivanim ekstraktima
ploda (MFEI, MFES i MFEM) sa podrucja Bjelasice.

Znacajna razlika izmedu svih ekstrakata lista u sadrzaju epikatehina i pirogalola je zabiljezena
(p <0.01).
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Procijanidin B je identifikovan u svim ispitivanim ekstraktima lista i ploda borovnice.
Najvecu koncentraciju ovog jedinjenja smo zabiljeziliu MLEM (1.03 mg/g), zatim MLEI (0.89 mg/g)
i na kraju MLES (0.31 mg/g).

U ekstraktima ploda (MFEI, MFEM i MFES) koncentracija procijanidina B: je iznosila 0.11
mg/g, 0.13 mg/g i 0.14 mg/g, respektivno.

Postoji znacajna razlika u koncentraciji procijanidina B2 izmedu svih ispitivanih ekstrakata (p
<0.01).

Dokazano je da epitekatin, pirogalol i procijanidin B2 imaju sposobnost zastite f-celija od
hiperglikemije i oksidativnog oste¢enja. Naime, oralna primjena ovih jedinjenja ima povoljne efekte
jer moze da smanji oksidativni stres kroz stimulaciju prirodnog antioksidativnog sistema Sto se
pozitivno odrazava i na vitalnost B-celija pankreasa [245].

Resveratrol je detektovan u svim ispitivanim ekstraktima borovnice. U ekstraktima lista
(MLEM, MLEI i MLES) njegova koncentracija je iznosila 4.60 mg/g, 4.69 mg/g i 5.15 mg/g,
respektivno. U ekstraktima ploda koncentracija resveratrola je bila 0.01 mg/g u MFEI, 0.03 mg/g u
MFES i 0.07 mg/g u MFEM. Znacajne razlike u sadrzaju resveratrola izmedu svih ekstrakata su
zabiljezene (p < 0.01). Prema naSem saznanju do sada nijedna studija nije potvrdila prisustvo
resveratrola u listu borovnice, dok je u plodu ove biljke potvrden znatno nizi sadrzaj ovog jedinjenja
u odnosu na nas$ [12]. Moze 1 saradnici su zabiljezili koncentraciju resveratrola od 0.002 mg/g.

AMPK je AMP-aktivirana protein kinaza koja regulise mnoge fizioloSke procese u ljudskom
organizmu. Od posebnog znacaja je stimulisanje antioksidativne aktivnosti beta ¢elija pankreasa Cime
se ublazava njihovo propadanje i1 usporava insulinsko iscrpljivanje. Kod dijabeti¢ara aktivnost
AMPK je smanjena, te je upravo ovaj enzim meta brojnih anti-dijabetskih lijekova (metformin i
tiazolidindioni). Dokazano je da resveratrol, kao i pomenuti lijekovi, moZe ponovno da aktivira
AMPK u razli¢itim tkivima, ¢ime se smanjuje stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, a potom i
poboljsava intracelijski unos glukoze u misi¢ne ¢elije stimulisanjem osjetljivosti GLUT 4 nosaca.
Vjeruje se da je efekat resveratrola na aktivaciju AMPK-a 50-200 puta ve¢i od metformina [245].

Uzimaju¢i u obzir prisustvo velikog broja identifikovanih fenolnih jedinjenja u naSim
uzorcima, tradicionalna upotreba borovnice u prevenciji i lijecenju dijabetesa moze imati svoje
opravdanje.

a)

Ry

R, COOH
Ry
Hidroksi derivati benzojeve kiseline R1 R2 Rs3
Galna kiselina OH OH OH
Protokatehinska kiselina H OH OH
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Slika 33. Fenolna jedinjenja identifikovana u ispitivanim ekstraktima: a) Hidroksi derivati
benzojeve kiseline; b) Hidroksi derivati cimetne kiseline; ¢) Flavonoli; d) Flavanoli; €) Pirogalol; f)

Resveratrol (Stilben)
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4.7. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u ekstraktima borovnice
dobijenim Soxhlet ekstrakcijom, maceracijom i ekstrakcijom vodom na
povisenoj temperaturi

Povezanost makroelemenata i mikroelemenata sa dijabetesom potvrdena je u mnogim
istrazivanjima [8,9]. Dokazano je da Cr, Mg, Zn, Mn, Fe, Cu, K i Ca imaju izuzetnu ulogu u
regulisanju metabolickih procesa, odnosno kao kofaktori stimuliSu aktivnost enzima koji uc¢estvuju u
metabolizmu ugljenih hidrata, masti, holesterola i proteina. Stoga, vrlo znacajne koncentracije ovih
elemenata koje smo detektovali u ispitivanim ekstraktima borovnice (tabela 11) mogu dodatno, pored
sekundarnih metabolita, da doprinosu antidijabetskom potencijalu ove biljke.

U cilju procjene doprinosa dnevnom unosu esencijalnin makroelemenata i mikroelemenata
kao i da bi se izveo zakljucak o potencijalnom unosu toksi¢nih elemenata, i na osnovu toga procijenio
rizik po zdravlje konzumenata, pretpostavili smo da je prosje¢na konzumacija ekstrakata lista/ploda
borovnice dobijenih razli¢itim ekstrakcionim postupcima u ovom istraZivanju 1 g (tabela 12).

Najzastupljeniji esencijalni makroelement u svim ispitivanim ekstraktima borovnice bio je K.
U ekstraktima lista, najveca koncentracija K je zabiljezena u vodenom ekstraktu (17.22 mg/g u
MLEI), zatim maceratu (9.24 mg/g u MLEM) i na kraju Soxhlet ekstraktu (8.19 mg/g u MLES).
Koncentracija K koju su Bljaji¢ 1 saradnici [1] zabiljezili u ekstraktu lista bila je niza od naSe (2267
mg/kg).

U ekstraktima ploda borovnice, najvecu koncentraciju K smo takode zabiljezili u infuzu
(10.66 mg/g u MFEI). Koncentracija K u Soxhlet ekstraktu (MFES) je bila 6.60 mg/g, dok je u
ekstraktu dobijenom postupkom maceracije (MFEM) iznosila 6.01 mg/g.

K kao kofaktor veceg broja enzima ima vrlo znacajnu ulogu u procesima metabolizma
ugljenih hidrata [8], jer uCestvuje u pretvaranju glukoze u glikogen, koji se u jetri odlaze za naknadno
koris¢enje. Naime, depoi glikogena u jetri predstavljaju rezerve glukoze koje se, u sluc¢aju pada
koncentracije glukoze u krvi, veoma brzo mogu mobilisati i taj pad kompenzovati. S druge strane
glikogen deponovan u misi¢ima predstavlja izvor energije tokom intenzivnih fizickih napora, pri
¢emu oslobodena glukoza nikada ne prelazi u krvotok.

Najveca koncentracija Mg u ekstraktima lista je zabiljeZena u infuzu (3.83 mg/g u MLEI). U
etanolnim ekstraktima (MLEM i MLES) koncentracija je iznosila 2.66 mg/g i 1.546 mg/g, redom. U
ekstraktima ploda najveca koncentracija Mg takode je zabiljeZena u infuzu (1.024 mg/g u MFEI), dok
je u etanolnim ekstraktima (MFEM i MFES) iznosila 0.397 mg/g i 0.442 mg/g, respektivno. Mg se
takode smatra protektivnom komponentom kod diabetesa tipa 2. Igra bitnu ulogu kao kofaktor u
metabolizmu ugljenih hidrata, i utice na oslobadanje i1 djelovanje insulina [9]. Zabiljezeno je da
dijabetiCari tipa 2 imaju nizak nivo Mg u krvi. Uzrok ovome je oSteCena funkcija bubrega koju
uslovljava povisena vrijednost Secera, pri ¢emu se Mg izlucuje urinom.

Koncentracija Ca u infuzu lista borovnice (MLEI) je iznosila 5.94 mg/g, dok je u etanolnim
ckstraktima bila niza (MLEM i MLES) i iznosila je 2.97 mg/g i 1.233 mg/g, respektivno.
Koncentracija Ca koju su zabiljezili Bljaji¢ i saradnici [1] u ekstraktu lista iznosila je 2940 mg/kg.

U ekstraktima ploda najveéa koncentracija Ca je zabiljeZena u infuzu (1.321 mg/g u MFEI),
zatim ekstraktu dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (0.425 mg/g u MFES) i na kraju ekstraktu dobijenom
postupkom maceracije (0.383 mg/g u MFEM). Prisustvo Ca je vrlo znacajno u svim insulin zavisnim
tkivima, skeletnim miSi¢ima i masnom tkivu [248-250]. Njegov nedostatak dovodi do smanjenja
aktivnosti GLUT 4 nosaca, odnosno uzrokuje smanjenu osjetljivosti ovih tkiva na insulin.

Najve¢u koncentraciju Fe u ekstraktima lista zabiljezili smo u ekstraktu dobijenom
postupkom maceracije (25.75 pg/g u MLEM), zatim infuzu (19.8 pg/g u MLEI) i na kraju ekstraktu
dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (17.37 pg/g u MLES). Nesto nizu koncentraciju Fe od nase u
ekstraktu lista borovnice zabiljezili su Bljaji¢ i saradnici (14.85 mg/kg) [1].
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U ekstraktima ploda najveéu koncentraciju Fe smo zabiljezili u infuzu ploda (37.6 pg/g u
MFEI), zatim Soxhlet ekstraktu (11.9 pg/g u MFES) i na kraju ekstraktu dobijenom postupkom
maceracije (5.90 pug/g u MFEM).

Fe ulazi u sastav mnogih vaznih enzima i koenzima, kao 1 u sastav hemoglobina,
mioglobulina i respiratornih enzima [9,141,251,252]. Njegov nedostatak vodi u anemiju, a zbog
posledi¢nog smanjenja dopremanja kiseonika hemoglobinom do tkiva izaziva malaksalost, otezano
disanje, lupanje srca, glavobolju i otezano gutanje. Takode, Fe ucestvuje u sintezi DNK, u
metabolizmu nadbubreznih hormona stresa koji pojacavaju odbrambene mehanizme organizma ali i
kao prenosilac elektrona u mitohondrijama. Stoga su prilikom nedostatka Fe poremecene njegove sve
prethodno navedene funkcije. Cesto se desava da osobe koje boluju od dijabetesa imaju problem i sa
anemijom. Kod dugotrajnog dijabetesa dolazi do slabljenja funkcije bubrega, a njegova nemogucénost
da luci eritropoetin, hormon znacajan za produkciju crvenih krvnih zrnaca, je najcesci razlog veze
ova dva oboljenja. U tom slu¢aju rizik za dijabetetske komplikacije je uveéan, narocito za oSteCenje
vida 1 nervnih zavrSetaka, pogorSanje bubrezne, sréane i arterijske bolesti [8,9].

Koncentracija Mg, Ca 1 K se zna€ajno razlikovala izmedu svih ispitivanih ekstrakata
(p <0.01).

Koncentracija Al u vodenim ekstraktima lista i ploda borovnice je iznosila 186.2 pg/g u
MLEI, odnosno 40.30 pg/g u MFEI. U etanolnim ekstraktima lista i ploda dobijenim maceracijom je
iznosila 17.8 pug/g u MLEM, odnosno 8.92 ug/g u MFEM, dok je u ekstraktima lista i ploda borovnice
dobijenim Soxhlet ekstrakcijom (MLES i MFES) iznosila 7.45 pg/g i 14.2 pg/g, redom.

S obzirom da dnevni unos Al koji se moZe tolerisati iznosi 10 mg po danu prosjecnog
konzumenta [25], nasi rezultati su pokazali da 1 g ispitivanih ekstrakata lista (MLEI, MLEM i MLES)
sadrzi 1.86%, 0.18% i 0.07%, redom, od maksimalne koli¢ine. 1 g ekstrakata ploda (MFEI, MFEM i
MFES) sadrzi 0.40%, 0.09% 1 0.14%, respektivno, od maksimalne koli¢ine Al na dnevnom nivou.
Ovaj nalaz nam ukazuje da ispitivani ekstrakti, u pogledu sadrzaja Al, nemaju Stetnih posledica po
zdravlje konzumatora.

Najzastupljeniji mikroelement u ekstraktima borovnice bio je Mn. U ekstraktima lista, najveca
koncentracija Mn je zabiljezena u etanolnom ekstraktu dobijenom postupkom maceracije (1210 pg/g
u MLEM), zatim ekstraktu dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (472 pug/g u MLES) i na kraju vodenom
ekstraktu (251.4 pg/g u MLEI). Koncentracija Mn koju su zabiljezili Bljaji¢ i saradnici [1] u ekstraktu
lista je iznosila 474 mg/kg.

U ekstraktima ploda borovnice, najve¢a koncentracija Mn je zabiljezena u vodenom ekstraktu
(150.3 pg/g u MFEI), zatim ekstraktu dobijenom postupkom maceracije (43.67 pug/g u MFEM) i na
kraju Soxhlet ekstraktu (42.85 pg/g u MFES).

S obzirom da preporuceni dnevni unos Mn iznosi 2 mg [177], 1 g ekstrakti ploda borovnice
(MFEIL, MFEM Ii MFES) obezbjeduju zadovoljenje 7.52%, 2.18% i 2.14%, respektivno, od dnevnih
potreba. S druge strane, 1 g ispitivanih ekstrakata lista borovnice (MLEM, MLES 1 MLEI) moze da
obezbjedi zadovoljenje 60.50%, 23.60% i 12.57%, respektivno. Ovaj nalaz je od izuzetne vaznosti s
obzirom da je poznato da Mn ima visestruku ulogu u ljudskom organizmu. Superoksid dismutaza
(SOD, MnSOD), koji u svojoj strukturi sadrzi Mn predstavlja jedan od najznacajnih enzima
antioksidativne zastite ¢elije [67]. Ovaj enzim obezbeduje zastitu od slobodnih radikala 1 Stete koju
bi oni prouzrokovali u organizmu. Takode, Mn predstavlja kofaktor enzima piruvat karboksilaze, koji
ucestvuje u procesu glukoneogeneze [9]. S obzirom da je glukoza nezamjenljiv izvor energije za
mnoge celije, 1 jedini za skeletne miSi¢e u toku njihove aktivnosti, neophodno je odrzavati njen nivo
u krvi u periodu izmedu obroka kao i u uslovima gladovanja. To je omoguceno procesom
glukoneogeneze, koji se odvija u jetri, i manjim dijelom bubrezima, a predstavlja sintezu glukoze iz
aminokiselina, masnih kiselina, piruvata i drugih keto kiselina. Osobe oboljele od dijabetesa imaju
nizak nivo Mn, $to doprinosi slaboj regulaciji glukoze i smanjenoj funkciji ¢elija pankreasa.

Posle Mn, sledeci po zastupljenosti mikroelement u vodenom ekstraktu lista borovnice i
ekstraktu dobijenom postupkom maceracije (MLEI i MLEM) bio je Zn (31.48 pg/g i 20.49 ug/g,
redom), pra¢en Cu (2.99 pg/g i 19.53 pg/g, respektivno), dok je u ekstraktu dobijenom Soxhlet
ekstrakcijom (MLES) zabiljezena veéa koncentracija Cu (33.31 pg/g) u odnosu na Zn (29.55 pg/g).
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Bljaji¢ i saradnici [1] su proucavajuci ekstrakt lista borovnice zabiljezili koncentraciju Zn od 18.05
mg/kg, dok je koncentracija Cu bila 7.1 mg/kg.

U ispitivanim ekstraktima ploda borovnice, posle Mn najzastupljeniji mikroelement bio je Zn
pracen Cu. Koncentracija Zn bila je najve¢a u vodenom ekstraktu ploda (17.35 pg/g u MFEI), zatim
ekstraktu dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (8.99 pg/g u MFES) i na kraju ekstraktu dobijenom
postupkom maceracije (6.281 pug/g u MFEM). Koncentracija Cu u ispitivanim ekstraktima ploda
borovnice (MFEM, MFES i MFEI) iznosila je 3.62 pg/g, 3.32 pg/g i 1.513 pg/g, respektivno.

Zn i Cu ulaze u sastav bakar-zink superoksid dismutaze (Cu/Zn SOD), enzima koji je znacajan
antioksidans u organizmu te je odrzavanje adekvatnog odnosa Cu i Zn veoma vazno za normalno
funkcionisanje organizma [253]. Cu takode predstavlja sastavni dio citohrom-oksidaze, enzima koji
ucestvuje u terminalnom dijelu prenosenja elektrona respiratornim elektron-transportnim lancem, §to
ga Cini vaznim u procesu stvaranja energije u ¢eliji. Zn je neophodan za funkcionisanje zdravih beta
¢elija pankreasa. Njegov transport u sekrecijalne granule insulina B-¢elija pankreasa se vr§i nosacem
ZnT8. Otkriveno je da su autoantitela protiv ZnT8 jedan od razloga nastanka dijabetesa tipa 1, a
disfunkcije ovog nosaca jedan od razloga nastanka dijabetes tipa 2. Kod dijabeticara, koli¢ina Zn u
pankreasu je priblizno dva puta manja nego kod zdravih [254].

Najveca koncentracija Cr zabiljeZena je u vodenom ekstraktu lista (MLEI) 1 iznosila je 1.11
pa/g. U etanolnim ekstraktima lista borovnice (MLES i MLEM) koncentracija Cr je iznosila 0.463
Ma/g i 0.123 pg/g, respektivno.

Najveca koncentracija Cr je takode zabiljeZzena u vodenom ekstraktu ploda borovnice (0.305
Mg/g u MFEI), zatim maceratu (0.22 pg/g u MFEM) i na kraju u ekstraktu dobijenom Soxhlet
ekstrakcijom (0.181 pg/g u MFES). Istrazivanja su pokazala da Cr povoljno uti¢e na preuzimanje
glukoze u periferna tkiva. U prisustvu Cr povecan je broj insulinskih receptora, kao i vezivanje
insulina za njih. Stoga, u prisustvu dovoljne koli¢ine Cr, insulin u koncentracijama nizim od
fizioloskih moze ostvariti zahtjevani ¢elijski nivo aktivnosti. Takode hrom povecava osjetljivost beta
¢elija pankreasa, $to u krajnjoj liniji ima kao posledicu poboljsanu sekreciju insulina [255].

Najvecu koncentraciju Ba u ispitivanim ekstraktima lista borovnice smo zabiljezili u vodenom
ekstraktu (MLEI) i iznosila je 69.6 pg/g. Koncentracija Ba u etanolnim ekstraktima lista (MLEM i
MLES) iznosila je 6.283 pg/g i 5.36 ng/g, respektivno. Koncentracija Ba koju su zabiljezili Bljaji¢ i
saradnici [1] u ekstraktu lista iznosila je 51.1 mg/kg.

Koncentracija Ba u ispitivanim ekstraktima ploda borovnice (MFEI, MFES i MFEM) iznosila
je 11.43 pgl/g, 2.626 pg/g i 1.101 pg/g, respektivno.

Koncentracija Sr u ispitivanim ekstraktima lista iznosila je (MLEI, MLEM i MLES) 14.67
Ma/g, 11.775 pg/g, 5.96 pg/g, redom, dok je u ekstraktima ploda (MFEI, MFEM, MFES) iznosila
3.675 ug/g, 0.738 ug/g, 0.582 pg/g, respektivno.

Najvecu koncentraciju Ni zabiljezili smo u ekstraktu lista borovnice dobijenom postupkom
maceracije (4.398 pg/g u MLEI), zatim vodenom ekstraktu (2.85 pg/g u MLEI) i na kraju ekstraktu
dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (2.184 pg/g u MLES). 1 g ispitivanih ekstrakata lista (MLEM, MLEI
i MLES) obezbjeduje 2.24%, 1.45% i 1.11%, respektivno, od prihvatljivog unosa Ni na dnevnom
nivou [25,232], te konzumiranje ovih ekstrakata ne predstavlja toksikoloski rizik. Koncentracija Ni
koju su zabiljezili Bljaji¢ i saradnici [1] u ekstraktu lista borovnice bila je niza od nase (0.2 mg/kg).

Koncentracija Ni u ispitivanim ekstraktima borovnice (MFEI, MFES i MFEM) iznosila je
1.469 ug/g, 0.96 ug/g, 0.94 ug/g, respektivno. Rezultati su pokazali da 1 g ispitivanih ekstrakata
ploda (MFEI, MFEM i MFES) obezbjeduje 0.75%, 0.48% i 0.49% od prihvatlivog unosa Ni [25,232],
te nema opasnosti po zdravlje konzumenta kada je ovaj element u pitanju.

Co je jedino detektovan u ekstraktima lista i ploda borovnice dobijenim postupkom
maceracije. U MLEM ekstraktu njegova koncentracija je iznosila 0.055 pg/g, dok je u MFES bila
0.072 pg/g. U ostalim ispitivanim ekstraktima koncentracija Co je bila ispod granice detekcije
instrumenta (<0.002 ug/g).

Koncentracija navedenih elemenata se znafajno razlikovala izmedu svih ispitivanih
ekstrakata (p < 0.01)
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Sto se ti¢e toksi¢nih metala, najveca koncentracija Pb je zabiljeZena u ekstraktu lista
dobijenom Soxhlet ekstrakcijom (0.63 pg/g u MLES), zatim ekstraktu dobijenom postupkom
maceracije (0.60 pug/g u MLEM) i na kraju vodenom ekstraktu (0.47 pg/g u MLEI). Bljaji¢ i saradnici
[1] su u ekstraktu lista borovnice zabiljezili koncentraciju Pb od 0.55 mg/kg.

U ekstraktima ploda koncentracija Pb je bila najve¢a u ekstraktu dobijenom postupkom
maceracije (0.486 pg/g u MFES), zatim Soxhlet ekstraktu (0.104 pg/g u MFES) i na kraju vodenom
ekstraktu (0.096 pg/g u MFEI).

Koncentracija Cd u ekstraktima lista (MLEI, MLES i MLEM) iznosila je 0.112 ug/g, 0.047
Ma/g, 0.016 pg/g, redom, dok je u ekstraktima ploda (MFEI, MFEM i MFES) bila 0.030 pg/g, 0.026
Ma/g, 0.024 pg/g, respektivno.

Koncentracija As detektovana u etanolnim ekstraktima lista (MLES i MLEM) iznosila je
0.059 pg/g i1 0.297 pg/g, respektivno, dok je u vodenom ekstraktu (MLEI) bila ispod granice detekcije
instrumenta (< 0.005 ug/g). Bljaji¢ i saradnici [1] su u ekstraktu lista pronasli koncentraciju As od
1.05 mg/kg.

U nasim ekstraktima ploda As je detektovan jedino u vodenom ekstraktu (MFEI) pri ¢emu je
zabiljezena koncentracija iznosila 0.039 ng/g.

Pb, As i Cd su zbog visokog afiniteta prema tiolnim grupama (SH) enzima konkurentni
esencijalnim elementima pri ¢emu vezujuci se za njih mogu da inhibiraju aktivnost datog enzima, a
time dovedu i1 do poremecaja brojnih fizioloskih procesa u organizmu,. U nedostatku esencijalnih
elemenata moze do¢i do povecanog unosa ovih metala. Dokazano je da Pb, As 1 Cd smanjuju
aktivnost enzima katalaze, koji je antioksidativni protektor beta ¢elija pankreasa. Takode, na ¢elijama
perifernog tkiva djeluju tako S§to smanjuju insulinsku osjetljivost, a u jetri remete proces
glukoneogeneze [256,257].

Nasi rezultati su pokazali da 1 g ispitivanih ekstrakata lista i ploda borovnice sadrze manje od
0.45% od prihvatljivog unosa Cd, As i Pb na dnevnhom nivou [229-231]. Ovaj nalaz je od izuzetne
vaznosti jer su dobijene vrijednosti daleko ispod onih koje mogu biti zabrinjavajuce, 1 koje bi
dugotrajnim unosom mogle da izazovu zdravstvene probleme.

Maksimalno dozvoljena koncentracija Cd i Pb u ljekovitom bilju prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji iznosi 0.3 pg/g i 10 pg/g, respektivno, dok za As ova vrijednost jos uvjek
nije utvrdena [228]. S obzirom da ispitivani ekstrakti sadrze koncentraciju ovih metala (tabela 12)
ispod maksimalno, dozvoljene mozemo zaklju€iti da ispitivani ekstrakti ne posjeduju toksikoloski
rizik.

Koncentracija Pb se znacajno razlikovala izmedu svih ispitivanih ekstrakata (p < 0.01). S
druge strane nismo pronasli znacajnu razliku u sadrzaju As izmedu MFES i MFEM, i u sadrzaju Cd
izmedu svih ispitivanih ekstrakata ploda borovnice.

Nasi rezultati su pokazali da vodeni ekstrakti lista 1 ploda borovnice (MFEI 1 MLEI) sadrze
vecu koli¢inu Mn, Zn, K, Mg, Ca, Cr, Al, Ba, Sr, i Cd u odnosu na etanolne ekstrakte istih dijelova
biljke.

S druge strane, zabiljeZili smo ve¢i sadrzaj Cu 1 Pb u etanolnim ekstraktima lista 1 ploda
borovnice u odnosu na vodene ekstrakte.

Vodeni ekstrakti ploda su sadrzali znacajnu koli¢inu Ni, Fe i As, dok najveci sadrzaj ovih
elemenata u slu¢aju ekstrakata lista je zabiljezen u MLEM (tabela 11).

Co je jedino detektovan u etanolnom ekstraktu lista i ploda dobijenom postupkom maceracije
(MFEM i MLEM).
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Tabela 11. Koncentracije makroelemenata i mikroelemenata u ispitivanim ekstraktima borovnice

MFES MFEM MFEI MLES MLEM MLEI
Al(uglg)  14.2%0.7 8.92:0.04  40.3030.06  7.45:0.06  17.8%0.2 186.20.2
As (ug/g) - - 0.039+0.002  0.059+0.002 0.297+0.004 -

Ba(Mg/g) 2.626£0.008  1.101#0.006 11.43+0.02  5.3620.03  6.283+0.009 69.6:0.8
Cd (ug/g)  0.0249+0.0002 0.026+0.002 0.030£0.002  0.047+0.002 0.016+0.001 0.112:+0.007
Co (uglg) - 0.072+0.002 - - 0.0550.001 -
Cr(ug/g) 0.181+0.004  0.22+0.03  0.305:0.008  0.463+0.009 0.123+0.002 1.11+0.03
Cu(ug/g)  3.62%0.03 3.32+¢0.05  1513+0.010  33.31+0.09  19.53+0.04  2.99+0.04
Mn (uglg) 42.85:0.10  43.67+0.06  150.3+0.7 47244 121042 251.4+11
Ni(ug/g)  0.96+0.02 0.94+0.02  1.469+0.008  2.184+0.005 4.398+0.006 2.85+0.02
Pb(ug/g) 0.104+0.002  0.48620.007 0.096+0.004  0.63+0.02  0.60+0.05  0.47+0.02
Sr(ug/g) 0.582+0.003  0.738+0.007 3.675+0.008  5.96+0.02  11.775+0.00 14.67+0.08
Zn (uglg)  8.99:0.02 6.281+0.007 17.35:0.05  29.55+0.09  20.49+0.04  31.48+0.04
Fe (Mg/g)  11.940.2 5.90+0.05  37.60.2 17.37+0.04  25.75:0.09  19.8+0.2

K (mglg)  6.60+0.08 6.01+0.10  10.6620.10  8.19+0.02  9.24+0.02  17.22+0.02
Mg (mg/g) 0.442+0.009  0.397+0.007 1.024+0.003  1.546+0.009 2.66+0.02  3.83%0.02
Ca(mg/g) 0.425:0.001  0.383+0.005 1.321#0.010  1.233+0.004 2.97#0.03  5.94+0.02

*Granica detekcije instrumenta za Co i As je bila 0.002 pg/g i 0.005 pg/g, respektivno

Tabela 12. Procentualni dnevni unos makroelemenata i mikroelemenata iz
1 g ispitivanih ekstrakata borovnice

RDA*
D MFES MFEM  MFEI  MLES  MLEM  MLEI
cr 0.04 mg 0.45 0.55 0.76 1.16 0.31 2.78
K" 2000 mg 0.33 0.30 0.53 0.41 0.46 0.86
Mg" 375 mg 0.11 0.12 0.27 0.41 0.71 1.02
ca’ 800 mg 0.05 0.05 0.17 0.15 0.37 0.74
Cu” 1 mg 0.36 0.33 0.15 3.33 1.95 0.30
Mn* 2 mg 2.14 2.18 7.52 23.60 60.50 12.57
zn® 10 mg 0.09 0.06 0.17 0.30 0.20 0.31
Fe* 14 mg 0.09 0.04 0.27 0.12 1.84 0.14
Co” 2.5 Hg - 2.88 - - 2.20 -
Al” 10 mg 0.14 0.09 0.40 0.07 0.18 1.86
Ni™ 196 g 0.49 0.48 0.75 1.11 2.24 1.45
P 250 Hg 0.04 0.19 0.04 0.25 0.24 0.19
Ast* 150 pg - - 0.03 0.04 0.20 -
Ca** 25 ug 0.10 0.10 0.12 0.19 0.06 0.45

RDA-preporu¢ene dnevne potrebe

MDI™ maksimalni dnevni unos koji se moze tolerisati

4.8. Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata borovnice

Aerobni organizmi, ukljucujuci ljudska bi¢a, imaju uskladenu proizvodnju reaktivnih vrsta
kiseonika sa odbrambenim sistemom organizma. Disbalans ove ravnoteze vodi u oksidativni stres
koji je osnova starenja organizma ali i brojnih bolesti. Istrazivanja usmjerena na dejstvo biljnih

v

antioksidanasa su u ziZi interesovanja jer su se pokazali djelotvornim u prevenciji ali i kao izuzetno
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potentni terapeutici mnogih oboljenja, ukljucujuéi i dijabetes [2,3]. Biljni antioksidansi su od velikog
znacaja za funkciju beta ¢elija pankreasa s obzirom da one posjeduju izuzetno nizak nivo sopstvene
antioksidativne zaStite. Istrazivanjima je pokazano da antioksidativna aktivnost biljnih preparata
korelira sa sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata borovnice mjerena je DPPH i FRAP
metodom u cilju dobijanja $to potpunijeg odgovora, s obzirom da ove metode posjeduju razlicit
mehanizam djelovanja (slika 34).

120 /
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~ 2-MFES
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S 6-MFE

10 1

2 1
0 : : .
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0 T T 1
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b)
Slika 34. Antioksidativna aktivnost ekstrakata lista i ploda borovnice mjerena a) DPPH testom;
b) FRAP testom

Princip DPPH metode je da antioksidanti, doniraju¢i vodonik hidroksilne grupe polifenola,
reaguju sa slobodnim DPPH radikalom (ljubicasto obojen rastvor) i1 prevode ga u Zuti DPPH-H.
Slobodni radikal na ovaj na¢in postaje stabilan krajnji proizvod, a stepen promjene boje ukazuje na
antioksidativni potencijal ekstrakata [145].

Etanolni ekstrakti lista 1 ploda borovnice pokazali su ve¢u antioksidativnu aktivnost mjerenu
DPPH testom, u odnosu na vodene ekstrakte (slika 34a).

Od ispitivanih ekstrakata lista borovnice (MLES, MLEM i MLEI) najveéu antioksidativnu
aktivnost mjerenu DPPH testom je pokazao ekstrakt dobijen Soxhlet ekstrakcijom (ICso vrijednost
bila je 2.92 pg/mL), zatim ekstrakt dobijen postupkom maceracije (1Cso vrijednost bila je 8.4 pg/mL),
i na kraju vodeni ekstrakt (ICso vrijednost bila je 11.94 pug/mL).
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Od ispitivanih ekstrakata ploda borovnice (MFEM, MFES i MFEI) najvec¢u antioksidativnu
aktivnost mjerenu DPPH testom je pokazao ekstrakt dobijen postupkom maceracije (ICso vrijednost
bila je 50.82 pg/mL), zatim ekstrakt dobijen Soxhlet ekstrakcijom (ICso vrijednost bila je 93.99
pg/mL), i na kraju vodeni ekstrakt (ICso vrijednost bila je 105.46 pg/mL),

Koncentracija ekstrakta lista potrebna za neutralizaciju 50% DPPH radikala sli¢na je utro$enoj
koncentraciji komercijalnog antioksidansa BHT (izmjerena 1Cso vrijednost bila je 6 pg/ml), dok je
koncentracija ekstrakata ploda (ICso vrijednost) bila znatno visa u odnosu na komercijalni
antioksidans. Staj¢i¢ i saradnici [6] ispituju¢i plod borovnice iz nezagadenog podrucja u Srbiji
izmjerili su I1Cso vrijednost vecu od nase (0.3157 mg/ml).

FRAP metoda pripada grupi metoda koje mjere antioksidativnu aktivnost jedinjenja
zasnovanu na transferu elektrona, pri ¢emu se promjenu boje odreduje spektrofotometrijski.

Rezultati FRAP testa su izrazeni kao milimolovi Fe?* jona po gramu ispitivanog ekstrakta
(Fe?*/g SM) [236].

Od ispitivanih ekstrakata lista (MLEM, MLES 1 MLEI) najvecu antioksidativnu aktivnost
mjerenu FRAP testom je pokazao ekstrakt dobijen postupkom maceracije (0.0030 mmol/g), zatim
Soxhlet ekstrakt (0.0014 mmol/g), i na kraju vodeni ekstrakt (0.0011 mmol/g) (slika 34Db).

Od ispitivanih ekstrakata ploda borovnice (MFEM, MFES i MFEI) najvecu antioksidativnu
aktivnost mjerenu FRAP testom je pokazao ekstrakt dobijen postupkom maceracije (0.0014 mmol/g),
zatim vodeni ekstrakt (0.0007mmol/g) i na kraju ekstrakt dobijen Soxhlet ekstrakcijom
(0.0003 mmol/g) (slika 34b). Antioksidativna aktivnost ploda borovnice mjerena FRAP testom,
objavljena u literaturi je iznosila od < 20 do > 2000 umol/g [11].

Nase istrazivanje je pokazalo znacajnu razliku izmedu svih ekstrakata ispitivanih DPPH
metodom (p < 0.01), dok je u slucaju FRAP ispitivanja znacajna razlika primjecena izmedu MLES-
MLEM, MLEM-MLEI, MFES-MFEM.

Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata procijenjena je i elektrohemijski, ciklicnom
voltametrijom. Dobijeni voltamogrami su prikazani na slici 35. Svi uzorci su imali oksidacioni pik u
oblasti potencijala izmedu 01 1.2 V, dok se odsustvo povratnog katodnog pika uocava. S obzirom da
borovnica, odnosno ekstrakti ispitivanih dijelova ove biljke predstavljaju smjesu fenolnih jedinjenja,
teSko je identifikovati doprinos pojedinacnih komponenti antioksidativnhoj moci, ali se moze
pretpostaviti da najzastupljenije komponente najvise i uti¢u [258].

6x107° -
{ |——MFES
5x10°-{ |—— MFEM
o —— MLEI
4x10 —— MFEI
—_ 1 |=——MLEM
<L 3x10°| | MLES
2x107° -

1x10°

0

-1x1 0-5 v T v T T T T T T T 4
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E (V)

Slika 35. Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih ekstrakata lista i ploda borovnice

Na osnovu slike 35 moze se primjetiti da etanolni ekstrakti ploda MFEM i MFES pokazuju
nizu, dok su ekstrakti lista MLEI, MLEM i1 MLES pokazali ve¢u antioksidativnu aktivnost mjerenu
ciklicnom voltametrijom. Takode, i antioksidativna aktivnost mjerena DPPH testom pokazuje isti
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odnos (slika 32a). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da antioksidativna aktivnost zavisi od ukupnog
sadrzaja fenolnih jedinjenja, ¢ije je prisustvo i dokazano spektrofotometrijskom analizom u vecoj
mjeri u ekstraktima lista u odnosu na ekstrakte ploda (slike 31a and 34a). Takode, jasno definisan
pik koji uoavamo na voltamogramima ekstrakata lista mozZe biti rezultat prisustva znacajne
koncentracije fenolnih kiselina [259] u ovim uzorcima koja je dokazana HPLC metodom. HPLC
analiza u MFEM i MFES ekstraktima nije potvrdila prisustvo dominantnog fenolnog jedinjenja
(tabela 10).

Vodeni ekstrakt ploda je pokazao umjerenu antioksidativnu aktivnost dobijenu ciklicnom
voltametrijom, §to nije u saglasnosti sa ostalim spektrofotometrijskim rezultatima dobijenim u ovom
istrazivanju. To se moze objasniti ¢injenicom da veliki uticaj na rezultate ima i priroda uzorka kao i
selektivnost upotrebljenih testova.

4.9. Korelacija sadrzaja polifenola, makroelemenata i mikroelemenata i
antioksidativne aktivnosti u ispitivanim ekstraktima lista i ploda borovnice

U cilju procjene uticaja sadrzaja i sastava polifenola kao i makroelemenata i mikroelemenata
na antioksidativnu aktivnost ekstrakata lista 1 ploda borovnice, u ovom istrazivanju koris¢ena je
metoda Analize glavnih komponenti (PCA analiza-Principal component analysis). Dobijeni rezultati
predstavljeni su na slici 36, i u tabelama 13, 14, 15, 16.

U ekstraktima ploda borovnice (tabela 13) potvrden je visok stepen korelacije (R? = 0.7108)
izmedu DPPH i FRAP vrijednosti, dok je u ekstraktima lista stepen korelacije bio slab (R? = 0.0006).
Veca korelacije u ekstraktima ploda moZe biti rezultat prisustva razli¢itih jedinjenja koja razlicitim
mehanizmima mogu potencirati antioksidativnu aktivnost. Stoga je od izuzetne vaznosti, u procesu
evaluacije antioksidativnog potencijala ispitivane supstance, potrebno izabrati kombinaciju vise
testova koji se zasnivaju na razli€itim principima i pokazuju antioksidativni potencijal ispitivane
supstance putem razli¢itih mehanizama djelovanja [260].

U ekstraktima lista borovnice utvrden je visok stepen korelacije izmedu sadrzaja ukupnih
flavonoida (TF) i antioksidativne vrijednosti mjerene DPPH metodom je (R? = 0.8466). Takode,
sadrzaj ukupnih tanina (TT) u ekstraktima lista je pokazao visok stepen korelaciju sa FRAP
vrijednoséu (R? = 0.882). lako su ovi rezultati pokazali da flavonoidi i tanini u velikoj mjeri doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata lista, umjerena korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih fenola (TP)
i FRAP i DPPH testa (R? = 0.5249 i R? = 0.4529) ukazuje da najvjerovatnije pored fenolnih jedinjenja,
veliki doprinos daju i druge prisutne nefenolne aktivne komponente koje imaju antioksidativno
dejstvo (tabela 13). Naime, nase istrazivanje je potvrdilo da ukupna koli¢ina esencijalnih elemenata
izuzetno doprinosi antioksidativnom potencijalu lista borovnice (tabela 14). Njihova korelacija sa
DPPH testom je iznosila R? = 0.8563. Cak su i ukupni toksi¢ni elementi pokazali izuzetnu korelaciju
sa FRAP testom (R? = 0.8933). Naime, treba imati na umu da biljni ekstrakti predstavljaju
kompleksne smese prirodnih jedinjenja i da njihova antioksidativna aktivnost nije rezultat aktivnosti
samo jedne komponente, ve¢ je posledica, pored razliite aktivnosti pojedinacnih jedinjenja, i
njihovih medusobnih antagonistickih i sinergisti¢kih djelovanja [261]. Posmatraju¢i pojedina¢no
makroelemente i mikroelemente u ekstraktima lista (tabela 15), izuzev Pb, svi su pokazali jaku
korelaciju sa antioksidativnom aktivnoséu (R? se kretao od 0.7016 do 0.9997).

S druge strane, da najveci stepen antioksidativne aktivnosti ekstrakata ploda (tabela 13) potice
upravo od prisutnih fenolnih jedinjenja pokazao je visok stepen korelacije sadrZaja ukupnih fenola
(TP) i DPPH i FRAP vrijednosti (R? = 0.9972 i R? = 0.6617). U ekstraktima ploda borovnice
korelacija sadrzaja ukupnih flavonoida (TF) sa DPPH i FRAP testom bila je visoka (R? = 0.996 i R?
= 0.6517, respektivno), dok je korelacija sadrzaja ukupnih tanina (TT) sa FRAP i DPPH testom bila
slaba (R? = 0.4898 i R?> = 0.0434, respektivno). Ovi rezultati ukazuju da veliki doprinos
antioksidativnoj akivnosti ekstrakata ploda daju flavonoidi, dok je doprinos tanina vrlo mali. Visok
stepen korelacije procijanidina i antocijana sa DPPH testom (R? = 0.8381 i R? = 0.5059, respektivno)
ukazuje da i ova fenolna jedinjenja dodatno doprinose antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ploda.
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Doprinos ukupnih esencijalnih elemenata antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ploda je umjeren
(R? = 0.5219), dok je doprinos ukupnih toksi¢nih metala kao rezultat razli¢itih sinergistickih i
antagonistickih djelovanja visok (R? = 0.9221) (tabela 14). Korelacija svih pojedinacnih
makroelemenata i mikroelemenata u ekstraktima ploda je bila umjerena pa ¢ak i slaba (R? se kretao
0d 0.1599 do 0.672) (tabela 15).

S obzirom da antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina raste sa porastom stepena
hidroksilacije [262,263], nije iznenadujuce sto su identifikovane fenolne kiseline u ekstraktima lista
i ploda borovnice pokazale dobru korelaciju sa DPPH i FRAP vrijednos¢u (R? se kretao od 0.5641
do 1) (tabela 16). Izuzetak je kafena kiselina koja je u ispitivanim ekstraktima ploda pokazala stepen
korelacije R? < 0.5. Naime, i pored toga $to kafena kiselina posjeduje drugu hidroksilnu grupu u orto-
polozaju, koja dodatno doprinosi antioksidativnom potencijalu, moguée sinergisticke i antagonisticke
reakcije koje je ova kiselina u ekstraktima ploda borovnice ostvarila sa ostalim prisutnim fenolnim i
nefenolnim jedinjenjima smanjuje njen doprinos ukupnom antioksidativnom potencijalu [264,265].

Dalje, identifikovani flavonoidi u ekstraktima lista i ploda borovnice pokazali su visok stepen
korelacije sa DPPH i FRAP vrijednos¢éu (R? se kretao od 0.7347 do 0.9903) (tabela 16). Veliki
doprinos ovih jedinjenja antioksidativnom potencijalu se mogao ocekivati s obzirom da je poznato da
je rezultat njihove strukture [262]. Ispitivanja zavisnosti hemijske strukture i antioksidativne
aktivnosti pokazala su da su hidroksilna grupa u polozaju 3 C prstena, 2,3 dvostruka veza u C prstenu
i karbonilna grupa u polozaju 4 C prstena, odgovorni za antioksidativnu aktivnost flavonoida.
Hidroksilne grupe u poloZajima 5 17 A prstena, kao 13’ 14’ B prstena doprinose, takode, povecanju
antioksidativne aktivnosti. S obzirom da kvercetin (3°,4’-dihidroksiflavonol) posjeduje sve navedene
strukturne karakteristike antioksidativno djelotvornih flavonoida, spada u potentne antioksidante. U
nadem istrazivanju kvarcetin prisutan u ekstraktima lista je pokazao visoku korelaciju (R? = 0.9355)
sa antioksidativnom aktivnoS$cu.

Resveratrol je pokazao visok stepen korelacije sa DPPH vrijedno$¢u u svim ispitivanim
ekstraktima (tabela 16) (R? se kretao od 0.7266 do 0.998). Ovo trohidroksilno jedinjenje posjeduje
veliku sposobnost “hvatanja” slobodnih radikala zahvaljujuéi i1 prisustvu dva aromati¢na prstena
vezanim dvostrukom vezom. Prethodne eksperimentalne studije pokazuju da uklanjanje jedne
hidroksilne grupe ili njena zamjena -OCH3 grupom moze smanjiti antioksidativnu aktivnost [266].

Pirogalol usled visoke molekulske tezine i visokog stepena hidroksilacije aromaticnog prstena
doprinosi antioksidativhom potencijalu biljke [267], s§to je i potvrdeno u ovom istraZivanju (tabela
16). Stepen korelacije pirogalola i FRAP vrijednosti iznosio je R? =0.8095.

Veliki broj ranijih istrazivanja je potvrdio da fenolna jedinjenja najviSe doprinose
antioksidativnoj aktivnosti biljke. Strukturni elementi koji su od znacaja za funkciju ovih jedinjenja
su hidroksilne grupe. Medutim, pri procjeni antioksidativne aktivnosti nekog ekstrakta mora se uzeti
u obzir i prisustvo ostalih sekundarnih metabolita biljke, koji medusobno mogu djelovati sinergisti¢ki
ili antagonistickih [268]. Takode, da bi se donio zaklju¢ak o antioksidativnim osobinama nekog
uzorka samo jedan test procjene antioksidativne aktivnosti nije dovoljan, ve¢ treba ovu aktivnost
testirati sa viSe testova. To je iz razloga Sto antioksidansi imaju razlicite odgovore kada se tretiraju
razli¢itim testovima. Razlike u antioksidativnoj aktivnosti polifenola mogu biti posledica razli¢itog
sadrzaja i razli¢ite reaktivnosti prisutnih jedinjenja [106,269,270]. Uz to, efikasnost antioksidanata
zavisi 1 od wuslova u kojima se reakcija odvija. Razli¢iti antiradikalski testovi pruZaju razlicite
mogucénosti antioksidantima da ispolje svoju aktivnost.
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Slika 36. Analiza glavnih komponenti u ekstraktima a) lista; i b) ploda borovnice. Ukupni sadrzaj
fenola (TP), tanina (TT), flavonoida (TF), procijanidina, antocijana, sadrzaj esencijalnih elemenata,
sadrzaj toksi¢nih metala, DPPH, FRAP

Tabela 13. Stepen korelacije TT, TF, procijanidina, antocijana i TP i antioksidativne aktivnosti;
stepen korelacije DPPH i FRAP metode u ekstraktima lista i ploda borovnice

Plod (R?) List (R?)

DPPH FRAP DPPH FRAP

TT 0.0434 0.4898 0.104 0.882

TF 0.996 0.6517 0.8446 0.1719

TP 0.9972 0.6617 0.4529 0.5249
procijanidini 0.5059 0.0491
antocijani 0.8381 0.3085

DPPH 0.710 0.0006

Tabela 14. Stepen korelacije esencijalnih i toksi¢nih elemenata i antioksidativne aktivnosti
ekstraktima lista i ploda borovnice

Plod (R? List (R?)
DPPH FRAP DPPH FRAP
Esencijalni elementi 0.5219 0.0563 0.8563 0.1625
Toksi¢ni elementi 0.921 0.9221 0.1234 0.8933
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Tabela 15. Stepen korelacije identifikovanih pojedina¢nih elemenata i antioksidativne aktivnosti u

ekstraktima lista i ploda borovnice

List List Plod Plod

I Cso(g/ml) Fe?* (mmol/g) ICso(pg/ml) Fe*(mmol/g)

Al (uglg) y=18.279x-71.24  y=-57033x+175.04  y=0.4501x-16.41  y=-9319.4x+28.595
R?=0.6853 R?=0.337 R?=0.5958 R?=0.0954

As (1g/g) y=0.0(2)23x+0.1361 y=1523.8x-0.1633 y=0.0§)OSx-0.0302 y:-6.§903x+0.018
R°=0.0042 R°=0.9983 R°=0.4387 R°=0.0242

Ba (ug/g) y=6.52254x-23.513 y=22060x+67.525  y=0.1468x-7.1945  y=-2895.8x+7.369
R<=0.6485 R?=0.3744 R?=0.5755 R?=0.0836

Cd (uglg) y=0.0061x+0.011  y=-40.176x+0.132  y=5x10°x+0.0231  y=0.2419x+0.0268
R?=0.3205 R?=0.7016 R?=0.2448 R?=0.0025

Co (ug/g) y=0.0909x+0.0117 y=30.751x-0.038  y=-0.0014x+0.142  y=69.677x-0.0317
R°=0.0152 R?=0.9784 R?=0.9604 R?=0.871

Cr (ug/) y=0.0(2503x+0.0982 y=-417.48x+1.3307 y=0.0009x+0.1619 y=-3.5004x+0.2412
R?=0.2983 R?=0.7233 R?=0.1599 R?=0.0126

Cu (ug/g) y=-3.2888x+44.109  y=2951.1x+13.2  y=-0.0221x+4.6593 y=162.1x+2.5475
R?=0.9693 R?=0.0394 R?=0.3114 R?=0.0834

Mn (ug/g) y=218.52x-295.57 y=-305016x+1957.9 y=1.4101x+38.695 y=-16537x+92.17
R?=0.9224 R?=0.0908 R?=0.4322 R?=0.0222

Ni (ig/g) y=0.1022x+2.3519  y=1003.8x+1.3037 y=0.0071x+0.5266 y=-101.45x+1.2042
R?=0.1671 R?=0.8148 R?=0.472 R?=0.0355

Pb (ug/g) y=-0.0167x+0.696  y=39.457x+0.4943 y=-0.0076x+0.8633 y=370.97x-0.0681
R?=0.795 R?=0.2246 R?=0.9671 R?=0.8587

St (ug/g) y=0.9738x+3.2513  y=190.18x+10.453  y=0.038x-1.5043  y=-347.9x+1.9433
R?=0.9954 R?=0.0019 R?=0.3946 R?=0.0124

Zn (uglg) y=0.0538x+26.756 y=-5743.8x+37.704 y=0.1642x-2.8232 y=-1746.7x+13.785
R?=0.0017 R?=0.9997 R?=0.672 R?=0.3778

Na (1g/g) y=-116.02x+1742.2 y=320096x+255.82 y=12.642x-690.74 y=-207069x+529.55
R?=0.7376 R?=0.2836 R?=0.5106 R?=0.0512

Fe (Lug/g) y=0.3775x+18.047 y=3831.3x+13.949  y=0.4589x-19.82  y=-4710.2x+26.317
R?=0.1583 R?=0.8239 R?=0.6166 R?=0.3226

K (mglg) y=0.9317x+4.3265 y=-2586.4x+16.292 y=0.0655x+2.2945 y=-1225.8x+8.7373
R?=0.7351 R?=0.2862 R?=0.5553 R?=0.0727

Mg (ma/g) y=0.2489x+0.7486 y=-179.84x+3.0084 y=0.0083x-0.0883 y=-101.13x+0.6869
R?=0.9812 R?=0.0259 R?=0.4387 R?=0.0242

Ca (mglg) y=0.8083x-1.8862 y=-1737.4x+7.5662 y=0.0127x-0.3513 y=-185.16x+0.8578
R?=0.8258 R?=0.1927 R?=0.4782 R?=0.0379
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Tabela 16. Stepen korelacije identifikovanih pojedina¢nih fenolnih jedinjenja i antioksidativne
aktivnosti u ekstraktima lista i ploda borovnice

Plod List

Fenolna DPPH FRAP DPPH FRAP

Galna kiselina y=-0.0005x+0.1294 y=24.839x+0.0641 y=0.0008x+0.0567  y=13.131x+0.0389
R?=0.9947 R?=0.7743 R?=0.0696 R°=0.9178

. ] ] y=-0.0047x+0.3386  y=-45.575x+0.3856
Pirogalol R2=0.1721 R2=0.8095

Neohlorogenska  y=-0.0008x+0.0808 y=39.847x-0.0178 y=-0.2414x+3.8452 y=-109.41x+40.3745
kiselina R2=0.9528 R2=0.8833 R2=0.4201 R2=0.6885

Protokatehinska ~ y=-0.0006x+0.1713 y=21.234x+0.1081 y=-0.0042x+1.6555 y=-188.02x+1.968
kiselina R2=0.9652 R2=0.5299 R2=0.0095 R2=0.9853

Hlorogenska y=-0.0012x+0.3084 y=52.581x+0.1656 y=0.0294x+5.1214 y=-701.23x+6.6349
kiselina R2=1 R2=0.7087 R2=0.0339 R2=0.9742

Prociianidin B y=-0.0002x+0.1435 y=-4.8387x+0.1305 y=0.0701x+0.2002  y=198.72x+0.379
I 2 R2=0.1449 R2=0.0311 R2=6956 R2=0.2827

Kafena kiselin y=-0.0002x+0.0404 y=0.6452x+0.0255 y=-0.0066x+0.2209  y=25.99x+0.122
R2=0.3273 R2=0.0017 R2=0.5748 R2=0.4488

) ) ] ] y=-0.0149x+0.6249  y=15.511x+0.4809
Epikatehin R2=0.9578 R2=0.0524

p-kumarinska y=-0.0002x+0.0441 y=9.1935x+0.0186 y=-0.0068x+0.2147 y=-25.958x+0.2093
kiselina R2=0.9982 R2=0.6718 R2=0.5654 R2=0.4111

Ferulna kiselina y=-5x10"° x+0.0078 y=4.1935x+0.0006 y=-0.0018x+0.0343  y=4.8562x+0.0118
R2=0.2412 R2=0.7788 R2=0.7363 R2=0.285

Sinapinska y=-5x10"° x+0.0077 y=2.0968x+0.0017 y=-0.0033x+0.0646 y=-16.933x+0.0704
kiselina R2=0.9824 R2=0.5841 R2=0.4124 R2=0.5641

Rutin ] ] y=0.0035x+0.4714  y=-25.096x+0.5447
R2=0.2866 R2=0.7347

Hinerozid y=-0.0003x+0.0487 y=9.1935x+0.0183 y=0.0018x+0.2335  y=1.6454x+0.2447
P R2=0.8778 R2=0.3622 R2=0.9512 R2=0.039

lzokvercetin y=8x10% x+0.0295 y=-0.6016x+0.0307 y=0.071x+0.8067  y=42.636x+1.2792
R2=0.4391 R2=0.9243 R2=0.9754 R2=0.0178

Kemferol-3-O- y=-0.0002x+0.0255 y=9.8387x+0.0001 y=0.0025x+0.1319  y=2.3323x+0.1471
glukozid R2=0.9861 R2=0.811 R2=0.9487 R2=0.0413

Resveratrol y=-0.0001x+0.0126 y=5x-0.0007 y=-0.0056x+0.5244 y=-14.792x+0.5078
R2=0.998 R2=0.75 R2=0.7266 R2=0.2524

Kvercetin y=-0.0004x+0.0634 y=0.4839x+0.0296  y=-0.07x+0.8939  y=-74.329x+0.4873
R2=0.3009 R2=0.0002 R2=0.9355 R2=0.0533

Kemferol ) ] y=-0.0026x+0.032  y=-0.8626x+0.0136
R2=0.9903 R2=0.0056
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5. ZAKLJUCAK

Ovo doktorskom tezom bilo je obuhvaéeno odredivanje sadrzaja 16 elemenata, ukljuc¢ujuéi
makroelemenate (Al, Ca, Fe, K i Mg) i mikroelemente (As, Ba, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sri Zn)
u korijenu, stablu, listu i plodu divlje borovnice i zemljistu sa koga je ubrana.

Sto se ti¢e toksi¢nih metala As nije detektovan u borovnici. Borovnica je pokazala i vrlo mali
stepen akumulacije Pb (BCF od 0.07 do 0.17) i Cd (0.71). U slu¢aju Cd, vrijednost translacionog
faktora ukazuje da se ovaj toksi¢ni mikroelement u znacajnijoj mjeri transportuje do stabla nego
plodova i listova borovnice.

Visoka BCF vrijednost u plodu borovnice zabiljeZena je samo za K (1.39), koji pokazuje
znacajan stepen translokacije prema plodu borovnice. Dalje, Ca, Mg, K, Fe, Al, Sr, Ba, Mn, Cu i Zn
se u vrlo znac¢ajnoj mjeri transportuju od korijena do listova. Ca, Mg, K, Sr, Ba, Mn i1 Zn se takode u
znacajnoj mjeri akumuliraju u listu borovnice.

Dnevni doprinos Cr, Mn i Cu iz jedne porcije ispitivanih borovnica je vrlo znacajan (do 32%,
11.2% i 8%, respektivno). S druge strane, konzumiranjem 100 g ispitivane borovnice unijeti toksi¢ni
metali ¢ini samo do 2.62% od maksimalno prihvatljivog na dnevnom nivou, §to nam ukazuje da u
pogledu sadrzaja toksi¢nih metala nema $tetnih posledica po zdravlje konzumatora.

Dobijeni rezultati su pokazali da veliki uticaj na sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata u
ispitivanim ekstraktima ima primjenjeni postupak ekstrakcije. Vodeni ekstrakti biljeze veéu
koncentraciju kao i ve¢i procenat ekstrakcije elemenata u odnosu na etanolne ekstrakte istih dijelova
borovnice. Takode primjec¢eno je da vodeni i etanolni ekstrakti lista biljeze veci sadrzaj gotovo svih
elemenata nego ekstrakti ploda. Izuzetak su K i Fe koji ve¢i sadrzaj biljeze u vodenim ekstraktima
ploda nego lista. K veci sadrzaj biljezi i u etanolnim ekstraktima ploda nego lista borovnice. S druge
strane voda bolje rastvara sve makroelelemente i mikroelemente iz ploda nego iz lista borovnice.

Ovo istrazivanje je potvrdilo da su ispitivani ekstrakti borovnice izuzetno bogati fenolnim
jedinjenjima i da posjeduju visoku antioksidativnu aktivnost. Takode, visoka antioksidativna
aktivnost potvrdena je elektrohemijski, ciklicnom voltametrijom. Nasi ekstrakti pokazali su visok
stepen korelacije izmedu fenola, tanina, flavonoida, antocijana, procijanidina i metala i njihove
antioksidativne aktivnost.

U ovom istrazivanju, potvrden je 1 veliki uticaj primjenjenog postupka ekstrakcije na sadrzaj
fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima. Kao efikasnije ekstrakciono sredstvo pri izolovanju
bioaktivnih jedinjenja pokazao se etanol u odnosu na vodu. HPLC analizom u ispitivanim ekstraktima
lista i ploda borovnice identifikovano je osamnaest fenolnih jedinjenja. Najzastupljenija fenolna
kiselina u ekstraktima bila je hlorogenska kiselina, pra¢ena protokatehinskom kiselinom. Dalje, u vrlo
znaCajnom procentu u ispitivanim ekstraktima zastupljeni su resveratrol, izokvercetin, kvercetin,
hiperozid. Upravo ova jedinjenja u literaturi prepoznata su kao nosioci antidijabetskog potencijala. S
druge strane, ispitivani vodeni ekstrakti su bili bogatiji esencijalnim metalima u poredenju sa
etanolnim ekstraktima. 1 g ispitivanih ekstrakata lista borovnice moZze da obezbjedi zadovoljenje
60.50%, 23.60% i 12.57%, respektivno, dnevnih potreba.
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