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OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE LATICA PAEONIA TENUIFOLIA L., BIOLOSKI EFEKTI NA
KOZI I IMOBILIZACIJA EKSTRAKATA U NOSACE

REZIME

Vrsta Paeonia tenuifola L. (Paeoniaceae) ili stepski bozur je visegodi$nja zeljasta biljka bogata
polifenolima koji ispoljavaju antioksidativni, antimikrobni, antiinflamatorni, antikancerogeni i
kardioprotektivni potencijal. Optimizacija procesa ekstrakcije predstavlja inicijalni korak u
dobijanju maksimalnog prinosa aktivnih komponenata iz biljaka, kao bezbedne i prirodne
alternative sintetskim komponentama. Nestabilnost polifenola usled dejstva spoljasnjih faktora
(svetlost, temperatura, vlaga i slicno) i niska bioraspoloZivost ograni¢avaju njihove potencijalne
korisne efekte na zdravlje ljudi. Inkapsulacijom polifenola prevazilaze se pomenuti problemi i
produzava se njihovo poluvreme eliminacije.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su (1) optimizacija procesa ekstrakcije polifenola latica
stepskog bozura, (2) hemijska i bioloska karakterizacija ekstrakata i (3) inkapsulacija ekstrakata
u lipozome, biopolimerne filmove i/ili sistem lipozom-biopolimerni film.

Optimizacija procesa ekstrakcije je izvedena variranjem faktora od interesa: lokalitet sakupljanja
biljnog materijala, vrsta rastvaraca i metoda ekstrakcije (maceracija, ekstrakcija potpomognuta
delovanjem ultrazvu¢nih talasa i ekstrakcija potpomognuta delovanjem mikrotalasnog
zracCenja). Optimalni uslovi za dobijanje ekstrakata sa najve¢im sadrzajem polifenola razlikovali
su se u zavisnosti od primenjene metode ekstrakcije. Najvisi sadrzaj polifenola je zabelezen u
ekstraktima latica sakupljenih na lokalitetu Gulenovci.

Primenom UHPLC-LTQ-Orbitrap MS metode, u ekstraktu latica stepskog bozura koji spontano
raste na lokalitetu Gulenovaca detektovano je pet grupa bioaktivnih jedinjenja. Fenolne kiseline
¢ine najbrojniju grupu jedinjenja, a medu njima su galna, elaginska, p-kumarinska, ferulanska i
digalna kiselina. Prema ciljanoj UHPLC/MS analizi, u najvecoj koli¢ini je prisutna elaginska
kiselina, za koju je nau¢no ve¢ dokazano da ispoljava brojne pozitivne efekte na zdravlje ljudi.

Antioksidativna aktivnost ekstrakata je evaluirana primenom cetiri testa (ABTS, DPPH, CUPRAC
i FRAP metode), dok je antimikrobni potencijal ispitivan na viSe bakterija (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus lugdunensis i Proteus vulgaris) i gljivica (Candida albicans, Candida
krusei i Candida kefyr). Takode se pokazalo da ekstrakti ne pokazuju citotoksi¢ni efekat na
imortalizovane humane keratinocite (HaCaT C¢elijske linije) i da dovode do proliferacije Celija i
njihove poboljSane migracije, $to je rezultiralo in vitro pospesivanjem zarastanja rana. Vodeni i
metanolni ekstrakti latica stepskog bozura iz Gulenovaca inhibirali su adheziju i invaziju S.
lugdunensis na HaCaT (elije.

U cilju zastite polifenolnih komponenata, izvrsena je inkapsulacija ekstrakata u lipozome,
biopolimerne filmove i sistem lipozom-biopolimerni film (filmovi na bazi karboksimetil-
celuloze). Ispitivan je potencijal kontrolisanog otpustanja i bioloske aktivnosti dobijenih
inkapsulata, te im je definisan hemijski sastav i fizicka svojstva.



Razli¢ite metode inkapsulacije (inkapsulacija u lipozome, biopolimerne filmove, kao i u sistem
lipozom-biopolimerni film) uticale su na fizicko-hemijske karakteristike pripremljenih
inkapsulata, $to je potvrdeno rezultatima dobijenim primenom infracrvene spektroskopije sa
Furijeovom transformacijom (FT-IR), testovima bioloskih aktivnosti (antimikrobna i antibiofilm
aktivnost, test citotoksi¢nosti, in vitro ispitivanja potencijala pospesivanja zarastanja rana, kao i
test inhibicije adhezije i invazije bakterije S. lugdunensis na HaCaT (elijske linije) i studijom
kontrolisanog otpustanja. Bioloski testovi su dokazali da lipozomi koji sadrZe Phospholipon® kao
fosfolipidnu komponentu najefikasnije inhibiraju rast ispitanih mikroorganizama, a takode
pokazuju najpovoljnije rezultate i u ostalim testovima, te da njihova dalja inkapsulacija u
biopolimerne filmove umanjuje njihov antimikrobni potencijal, sto moZe da ukazuje na to da se
tokom trajanja ispitivanja ne oslobada dovoljna koli¢ina bioaktivnih komponenata. Rezultati
kinetike otpustanja su pokazali da su biopolimerni filmovi sa lipozomima u koje su bili
inkapsulirani ekstrakti latica ispoljili najveéi otpor difuziji, Sto je posledi¢no dovelo do
najsporijeg oslobadanja polifenola, impliciraju¢i da se ove formulacije potencijalno mogu
koristiti za izradu proizvoda sa produZenim delovanjem.

Klju¢ne reci: stepski bozur, optimizacija procesa ekstrakcije, hemijski profil, bioloska aktivnost,
inkapsulacija.

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo
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OPTIMIZATION OF PAEONIA TENUIFOLIA L. PETAL EXTRACTION, BIOLOGICAL
EFFECTS ON THE SKIN AND IMMOBILIZATION OF EXTRACTS IN CARRIERS

SUMMARY

The species Paeonia tenuifola L. (Paeoniaceae) or steppe peony is a perennial herbaceous plant
rich in polyphenols that show antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, anti-cancer, and
cardioprotective effects. Optimization of the extraction process represents the initial step in
obtaining the maximum yield of active components from plants, as a safe and natural alternative
to synthetic components. The instability of polyphenols due to the effect of external factors (light,
temperature, humidity, etc.) and their low bioavailability can limit their potential beneficial
effects on human health. The encapsulation of polyphenols leads to overcoming the mentioned
problems, but also to the prolongation of their half-time elimination.

The goals of this doctoral dissertation were (1) optimization of the extraction of polyphenols
from steppe peony petals, (2) chemical and biological characterization of the extracts, and (3)
encapsulation of the extract in liposomes, biopolymer films, and/or liposome-biopolymer film
systems.

The optimization of the extraction process was carried out by varying the factors of interest: the
locality of the collection of plant material, the type of solvent, and the extraction method
(maceration, ultrasound- and microwave-assisted extractions). The optimal conditions for
obtaining extracts with the highest polyphenol content differed depending on the applied
extraction method. The highest polyphenol content was recorded in the extract of the petals
collected in Gulenovci.

By applying the UHPLC-LTQ-Orbitrap MS method to the extract of the petals of the steppe peony
that grows spontaneously on the territory of Gulenovci, five groups of bioactive compounds were
detected. Phenolic acids present the most numerous group of compounds, among which are
gallic, ellagic, p-coumaric, ferulic, and digalic acids. According to targeted UHPLC/MS analysis,
ellagic acid is present in the highest amount, which is characterized by numerous beneficial
effects on human health.

The antioxidant activity of the extracts was assessed using four tests (ABTS, DPPH, CUPRAC,
and FRAP assays), while the antimicrobial potential was determined using bacterial
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus lugdunensis, and Proteus vulgaris) and fungal strains
(Candida albicans, Candida krusei, and Candida kefyr). In the cytotoxicity test of the extracts, it
was proven that they are not cytotoxic towards immortalized human keratinocytes (HaCaT cell
lines), and in addition to that, they lead to cell proliferation and improved migration, which
results in the in vitro effect of promoting wound healing. Aqueous and methanolic extracts of
petals collected in Gulenovci showed an inhibitory effect on the adhesion and invasion of S.
lugdunensis on HaCaT cells.

In order to protect the polyphenolic components, the extracts were encapsulated in liposomes,
biopolymer films, and liposome-biopolymer film systems (the films are based on carboxymethyl



cellulose). The encapsulates were then examined from the aspect of controlled release, biological
activity, chemical composition, and physical properties.

Different encapsulation methods (encapsulation into liposomes, biopolymer films, and
liposome-biopolymer film systems) affected the physico-chemical characteristics of the obtained
encapsulates, which was confirmed by the results obtained using Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), biological activity tests (antimicrobial and antibiofilm activities,
cytotoxicity test, in vitro testing of wound healing potential, as well as test of inhibition of
adhesion and invasion of S. lugdunensis bacteria on HaCaT cell lines) and controlled release
study. Biological tests have shown that liposomes containing Phospholipon® as a phospholipid
are the most effective in inhibiting the growth of the tested bacterial and fungal strains, and also
showed the most favorable results in other tests, while their further encapsulation into
biopolymer films leads to a decrease in this potential, which indicates that during the test period,
an insufficient amount of the necessary bioactive components is released. FT-IR characterization
of liposomes and films confirmed that the encapsulation of extracts into carriers was successful.
The release kinetics results showed that biopolymeric films with liposomes encapsulated with
petal extracts exhibited the highest diffusion resistance, which consequently led to the slowest
release of polyphenols, implying that these formulations could potentially be used for the
preparation of prolonged-release products.

Keywords: steppe peony, optimization of extraction, chemical profile, biological activity,
encapsulation.

Scientific field: Technological Engineering
Scientific subfield: Chemical Engineering

UDC number:
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1. TEORIJSKI DEO

1.1. Rod Paeonia L.

Vrste koje pripadaju rodu Paeonia $iroko su prepoznate kao bogati izvori germplazme i
karakterise ih razli¢it habitus biljaka koje krase cvetovi raznovrsnih oblika i boja. Rod
Paeonia se sastoji od dva podroda: 1) podrod Moutan i 2) podrod Paeonia [1]. Podrod Moutan
obuhvata 10 vrsta (Paeonia cathayana, Paeonia decomposita, Paeonia delavayi, Paeonia
Jjishanensis, Paeonia ludlowii, Paeonia ostii, Paeonia qiui, Paeonia rockii, Paeonia rotundiloba
i Paeonia suffruticosa), od kojih su sve drvenaste i endemicne za Kinu [2,3]. Podrod Paeonia
broji 25 vrsta, od kojih su sve zeljaste, a najrasprostranjenije su u umerenim zonama Starog
sveta u Aziji, od Japana na zapadu do Portugala i Maroka, a najviSe na Mediteranu i u regiji
istoCne Azije (Paeonia anomala, Paeonia emodi, Paeonia lactiflora, Paeonia sterniana, Paeonia
veitchii, Paeonia arietina, Paeonia intermedia, Paeonia officinalis, Paeonia parnassica,
Paeonia peregrina, Paeonia saueri, Paeonia tenuifolia, Paeonia obovata, Paeonia mairei,
Paeonia algeriensis, Paeonia broteri, Paeonia cambessedesii, Paeonia clusii, Paeonia coriacea,
Paeonia corsica, Paeonia daurica, Paeonia kesrouanensis, Paeonia mascula, Paeonia brownii
i Paeonia californica) [4,5].

Od svih zeljastih bozura koji su do sada otkriveni u svetu, na teritoriji Republike Srbije
spontano raste sledecih pet taksona: P. tenuifolia L. (stepski ili uskolisni bozur), P. peregrina
Mill. (kosovski bozur), P. officinalis L. (evropski ili Zenski bozur), P. banatica Rochel
(panonski bozur) i Paeonia daurica Andrews (balkanski ili divlji bozur) [3,6]. Iako su stepski
i kosovski bozur u ve¢oj meri rasprostranjeni u poredenju sa preostale tri vrste zeljastih
bozura sa ovih prostora, sve su uvrstene u Crvenu knjigu flore Srbije [7] i strogo zasti¢ene
Zakonom o zastiti prirode Republike Srbije [8].

1.2.  Stepski boZur (Paeonia tenuifolia L.)

P. tenuifolia (slika 1) je viSegodiSnja zeljasta vrsta poreklom sa ruskih planina Kavkaza i
ukrajinske obale Crnog mora, a prosirila se na istok, do severozapadnog Kazahstana i na
zapad, u Bugarsku, Rumuniju i Srbiju [6]. U nasoj zemlji stepski bozur spontano raste na
nekoliko lokaliteta, medu kojima je najrasprostranjeniji u Deliblatskoj pescari (Banat), a
spontano raste i u centralnoj Srbiji (u okolini Dimitrovgrada, blizu planine Vidli¢) [6].
Stanis$ta su mu suve livade, kamenjari, stepe i paSnjaci, na mestima koja su osuncana ili u
blagoj senci, a moZe dostiéi visinu i do 50 cm. KarakteriSu je pojedinacni cvetovi oblika ¢ase
sacinjeni od 5-8 jarko crvenih jajolikih latica, sa jarko Zutim prasnicima smeStenim u
centralnom delu cveta. Biljke cvetaju u maju, a duzina faze cvetanja je svega 7-10 dana.



Slika 1 Paeonia tenuifolia L. u punom cvetu, Gulenovci, Srbija (maj 2023. godine)

1.3. Tradicionalna primena zeljastih boZura

U narodnoj medicini mnogih kultura, vrste roda Paeonia se smatraju lekovitim. Priblizno
23 vrste, 2 podvrste i 7 varijeteta se spominju u konvencionalnim medicinskim zapisima
[4,5]. Kroz istoriju su koriS¢eni razliciti delovi ovih biljaka (koren, kora korena, cvetovi,
listovi, seme i cele biljke) u tretmanima mnogih zdravstvenih tegoba, kao $to su poremecaji
menstrualnog ciklusa (dismenoreja i amenoreja), bolovi (glave, stomaka, ociju i dr.),
neuroloske tegobe (spazam i epilepsija), stafilokokne upale folikula i perifolikularnog tkiva
(karbunkuli), hematurija, upale (srednjeg uha, slepog creva i Zeluda¢ne sluznice) i traume.
Najcesce korisceni biljni delovi bili su koren i njegova kora. U danasnje vreme, potencijalna
lekovitost biljaka iz roda Paeonia privlaci sve vecu paznju istrazivaca [9,10].

Tradicionalna medicinska upotreba bozura cCesto se povezuje sa njihovim botanickim
karakteristikama. U slucaju vrsta koje pripadaju podrodu Paeonia, koji obuhvata sve zeljaste
bozZure, u tradicionalnoj medicini se najcesce koristio koren, zbog svojih povoljnih dejstava
na ljudsko zdravlje. Vrsta P. lactiflora Pall. se smatra reprezentativhom, a njen koren se u
tradicionalnoj kineskoj medicini (TKM) koristio za lecenje bolova u stomaku, hemostaze i
nekontrolisanog mokrenja [11]. Radix Paeoniae Rubra i Radix Paeoniae Alba predstavljaju
dve forme biljne sirovine - korena vrste P. lactiflora, koje se dobijaju razli¢itim tretmanom
ubiranja i prerade, i s tim u vezi imaju razli¢ita lekovita dejstva (Kineska farmakopeja).
Terapijski efekat Radix Paeoniae Rubra ogleda se u ubrzavanju cirkulacije dovodeci do



smanjenja povisene telesne temperature i ublazavanja bola, dok je Radix Paeoniae ostvaruje
blagotvorne efekte na krv i struktruru jetre. Takode, Radix Paeoniae Rubra se uglavnom
koristi za leCenje hematemeze, toksina otpornih na toplotu, amenoreje, dismenoreje, bolova
u stomaku, upalnih procesa ociju, glavobolje i karbunkla, dok se Radix Paeoniae Alba vise
koristi u tretmanima neredovnih menstrualnih ciklusa i zastiti jetre [12,13]. Klinicki, ova dva
medikamenta iz TKM ulaze u sastav preparata koji se koriste za lecenje razlicitih bolesti.
Podaci o korenu P. veitchii su takode zabelezeni u Kineskoj farmakopeji (izdanje iz 2020.),
kao originalnoj biljci koriS¢enoj za pripremu Radix Paeoniae Rubra. Istovremeno, koreni
mnogih drugih vrsta (P. obovata, P. obovata var. villmottiae, P. mairei, P. sterniana, P.
anomala, P. anomala subsp. intermedia, P. emodi, P. sinjiangensis i P. japonica) iz podroda
Paeonia su kori$¢eni kao zamena za Radix Paeoniae Rubra u nekim regionima Kine zbog
slicnosti njihove botanicke morfologije sa morfologijom same P. lactiflora. U Evropi i
Sjedinjenim Americkim Drzavama, koren bozura se koristio kao tinktura za lecenje
dispepsije i poremecaja koji mogu nastati u menopauzi [14].

P. officinalis je poreklom iz jugoisto¢ne Evrope i u Evropi se gaji dugi niz godina.
ZabeleZeno je da se koren ove biljne vrste koristi kao lek ve¢ vise od 2000 godina, uglavnom
za leCenje epilepsije i neredovnih menstrualnih ciklusa [15]. U tradicionalnom indijskom
unani i ajurvedskom sistemu medicine, seme i koren se koriste u nekim lekovitim
preparatima namenjenim lecenju bolesti nervnog sistema i jetre [16].

P. emodi Royle je takode cCesto koriS¢ena u mnogim zemljama. Ahmad i sar. [15] su
detaljno opisali njenu tradicionalnu medicinsku primenu i otkrili da se njen koren, a takode
i cvet, list, krtola i plod, mogu koristiti u terapiji razlicitih bolesti (dismenoreja, hematurija,
epilepsija)[15]. Na Tibetu se koren ove vrste koristi kao zamena za Radix Paeoniae Rubra. U
Pakistanu je infuz suvog cveta P. emodi veoma cenjen preparat protiv dijareje, dok se seme
koristi kao emetik i katarzik [17]. U Indiji se koren i cvet koriste u tretmanima gréeva,
dizenterije, dijabetesa, urinarnih tegoba, histerije, epilepsije i poremecaja menstrualnog
ciklusa [18]. Neke druge lekovite vrste iz podroda Paeonia takode se koriste za leCenje bolesti
nervnog sistema. P. mascula, P. officinalis i P. peregrina su kori$¢ene u lecenju epilepsije, a
P. corallina i P. foemina su koris¢ene za leCenje gréeva [19].

Cvetovi vrsta iz roda Paeonia poznati su po svojim nutritivnim vrednostima; bogati su
proteinima, ugljenim hidratima i drugim hranljivim materijama, kao i superoksid
dismutazom [20]. Kina ima dugu istoriju upotrebe jestivih cvetova bozura u sklopu svoje
tradicionalne medicine, dok ih ljudi i pored toga, koriste zbog povoljnih dejstava na spoljasnji
izgled [21]. Trenutno su ¢aj od cvetova boZura, kasa, vino i kola¢ uobicajeni nacini uzimanja
cvetova boZura.

U tradicionalnoj medicini, stepski bozur se koristio za lecenje bolesti srca, plu¢ne
tuberkuloze, anemije i kod raznih trovanja. Ispoljava baktericidno, protistocidno i fitoncidno
delovanje [22]. Uprkos $irokoj primeni, u dosadasnjem periodu je malo paznje posveéeno
njegovom detaljnom hemijskom sastavu. Istrazivanja su bila fokusirana na sadrzaj
askorbinske kiseline u listovima, flavonoidima i antocijaninima u cvetovima i polenu, i
masnim uljima u semenu [23].



1.4.  Sekundarni metaboliti biljaka (polifenolna jedinjenja i terpeni)

Sekundarni metaboliti biljaka se c¢esto smatraju jedinjenjima koja nemaju
fundamentalnu ulogu u odrzavanju zivotnih procesa u biljkama, ali su vazni za njenu
interakciju sa okolinom radi adaptacije i odbrane [24]. Ovi molekuli imaju Sirok spektar
dejstva na samu biljku i na druge Zive organizme. Klju¢ni su za procese cvetanja, formiranje
plodova i njihovo opadanje, podrZavaju visegodi$nji rast ili uticu na ponasanje listopadnih
biljaka. Oni deluju kao antimikrobni agensi, a mogu obavljati i ulogu atraktanata ili, obrnuto,
kao repelenata. U biljnom carstvu otkriveno je preko 50.000 razli¢itih vrsta sekundarnih
metabolita. Lekovita svojstva biljaka se zasnivaju na njihovim sekundarnim metabolitima
[25]. Dodatno, veliki broj savremenih lekova u svom sastavu sadrzi pomenuta jedinjenja.

U visim biljkama veliki broj sekundarnih metabolita se sintetiSe iz primarnih metabolita
(npr. ugljeni hidrati, lipidi i aminokiseline). Ova vrsta jedinjenja je, izmedu ostalog,
neophodna u odbrani biljaka od biljojeda i patogena i za zastitu od stresnih uslova okoline.
Sekundarni metaboliti takode doprinose specificnim mirisima, ukusima i bojama u biljkama.
Biljni sekundarni metabolizam je jedinstveni izvor aroma, aditiva za hranu i aktivnih
jedinjenja sastojaka farmaceutskih i kozmetickih proizvoda. Akumulacija sekundarnih
metabolita se cCesto deSava u biljkama koje su podvrgnute stresu, ukljucujuéi razlicite
elicitore ili signalne molekule [24]. Stoga, moZe se zakljuciti da sekundarni metaboliti pored
toga $to imaju znacajnu prakticnu primenu u medicinske, nutritivne i kozmeticke svrhe,
pokazuju znacaj i u fiziologiji biljaka za prilagodavanje stresu. Prinos ovih jedinjenja je ¢esto
nizak (manje od 1% suve teZine) i u velikoj meri zavisi od fizioloskog i razvojnog stadijuma
biljke.

Medu prirodnim supstancama dobijenim iz biljaka nalaze se lekovite komponente poput
morfijuma, kodeina, salicilne kiseline, kinina i drugih. To ukljucuje alkaloide iz roda
Catharanthus, alkaloide beladone, kolhicin, fitostigmin, pilokarpin, rezerpin, kao i steroide
poput diosgenina, digoksina i digitoksina, uz flavonoide, fenolne kiseline i njima sli¢ne
komponente.

Sekundarni biljni metaboliti su klasifikovani prema njihovoj hemijskoj strukturi u
nekoliko klasa. Klase sekundarnih biljnih metabolita ukljucuju: polifenole, alkaloide,
saponine, terpene i druga jedinjenja [26].

Polifenoli (slika 2) ¢ine najve¢u grupu sekundarnih metabolita biljaka. Zajednicko im je
prisustvo jedne ili viSe fenolnih grupa i mogu biti jednostavnih struktura sa jednim
aromati¢nim prstenom do visoko sloZenih polimernih supstanci. Neki polifenoli su cenjeni
farmakoloski agensi zbog svog antiinflamatornog potencijala, kao $to je kvercetin, ili
hepatoprotektivnih svojstava, kao $to je silibinin. Drugi polifenoli ispoljavaju fitoestrogensku
aktivnost, poput genisteina i daidzeina, dok su drugi insekticidna jedinjenja, kao $to je
naringenin [27]. Mnogi polifenoli su takode efikasni antioksidansi, posebno flavonoidi.
Polifenoli se mogu klasifikovati prema njihovoj strukturi ili biosintetickom poreklu. Prema
svojoj strukturi, fenoli se mogu klasifikovati na: jednostavne fenole, tanine, kumarine,
flavonoide, hromone i ksantone, stilbene, lignane i fenolkarboksilne kiseline.
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Slika 2 Hemijska struktura nekih fenolnih jedinjenja. *3- galna kiselina; 29 - elaginska kiselina; 36 - p-kumarinska
kiselina; 38 - ferulanska kiselina; 39 - metil galat; 55 - kvercetin; 58 - izorhamnetin; 68 - cijanidin

Fenolne kiseline su Siroko rasprostranjene u biljnom svetu, posebno galna kiselina koja
sluzi kao osnovna komponenta galotanina. Galna kiselina je dobro poznata po svojim
adstringentnim svojstvima, ali je pokazala mnoge druge aktivnosti in vitro, ukljucujudi
antibakterijsko, antivirusno, antifungalno, antiinflamatorno, antitumorsko,
antianafilakticko, antimutageno, holereticko i bronhodilatatorno dejstvo [26]. Takode
inhibira razgradnju insulina i omogucava relaksaciju glatkih misi¢a [28]. Fenolna jedinjenja
u ovoj grupi variraju u zavisnosti od njihove funkcionalne grupe, koja moze biti hidroksilna,
aldehidna ili karboksilna; tu spadaju eugenol (fenolni fenilpropan), vanilin (fenolni aldehid)
i salicilna, ferulna i kafeinska kiselina (fenolne kiseline). Hidrohinon je takode Siroko
distribuiran jednostavni fenol, koji se javlja u brojnim biljkama kao glikozid arbutin.
Formiranje glikozida je uobicajeno u sekundarnom metabolizmu biljke, dok Siroko
rasprostranjeni glikozid koniferin i drugi derivati fenolnih cimetnih alkohola predstavljaju
prekursore lignina [29]. Farmakoloska svojstva ovih Siroko rasprostranjenih komponenata
se ogledaju u antimikrobnom potencijalu protiv patogena koji se javljaju na nivou urinarnog
trakta (arbutin) [30] i antiinflamatornom efektu (salicilati) [31]. Antimikrobna aktivnost
polifenolnih jedinjenja je detaljno ispitana i dokazana kod velikog broja pomenutih
komponenti. Zapravo je sam fenol prvi koriséeni antiseptik u hirurgiji [32].

Flavonoidi su najveca grupa polifenola. U danasnje vreme je poznato vise od 2000 ovih
jedinjenja, od kojih se skoro 500 nalazi u slobodnom obliku [29]. Strukturni skelet flavonoida
ukljucuje hromanski prsten koji ima vezan aromati¢ni prsten na poziciji 2, 3 ili 4. Flavonoidi
se mogu podeliti u razlicite klase prema stepenu oksidacije centralnog prstena (prsten C).
Najveci broj flavonoida ¢ine antocijanini, flavoni i flavonoli. Flavoni su Cesto zuti (lat. flavus,
Zuti). Oni su Siroko rasprostranjeni u prirodi, ali su ¢es¢i u visim biljkama i u mladim tkivima,
gde se javljaju u Celijskom soku. Nedavna istrazivanja su pokazala lekovito dejstvo biljnih
vrsta koje su bogate flavonoidima, kao S$to su Glycyrrhiza glabra (koren sladica),



Chamaemelum nobile (rimska kamilica) i Ginkgo biloba (gingko). Flavonoidi su poznati po
svojim antiinflamatornim i antialergijskim efektima, antitrombotickim i vazoprotektivnim
svojstvima, inhibiciji promocije rasta tumora i kao zastitna sredstva za sluznicu Zeluca

[33,34].

Terpeni su druga najveca i najraznovrsnija grupa sekundarnih metabolita biljaka. Naziv
yterpen® potice od francuske reci ,terpentin®, §to znaci ,smola“. Svi terpeni i njihovi derivati
su hemijski izvedeni iz jedinica 5-ugljenika izoprena sastavljenih na razli¢ite nacine [35].
Terpeni se klasifikuju prema broju jedinica izoprena u molekulu; prefiks u nazivu oznac¢ava
broj terpenskih jedinica na slede¢i nacin:

o Hemiterpeni - sastoje se od samo jedne izoprenske grupe. Smatra se da ovoj
grupi pripada samo izopren.

o Monoterpeni - sastoje se od dve izoprenske grupe, a molekulska formula im je
CioHi6. Predstavljaju vaznu grupu komponenata u etarskim i lako isparljivim
uljima. Monoterpeni se dalje klasifikuju u nezasi¢ene ugljene hidrate (npr.
limonen), alkohole (npr. linalool), estre alkohola (npr. linalil acetat), aldehide
(npr. citronelal) i ketone (npr. karvon).

o Seskviterpeni - sastoje se od tri izoprenske grupe, a karakteriSe ih molekulska
formula CisHz4. Na osnovu biogenetskog porekla, postoji vise od 200 razlicitih
strukturnih tipova seskviterpena, a poznato je nekoliko hiljada takvih jedinjenja.
Ova jedinjenja se mogu klasifikovati u tri glavne grupe prema strukturi: acikli¢na
(npr. farnezol), monocikli¢na (npr. bisabolol) i bicikli¢na (npr. kariofilen). Brojni
seskviterpenski laktoni pokazuju antibakterijske, antifungalne i antiprotozoalne
aktivnosti.

o Diterpeni - sastoje se od Cetiri izoprenske grupe, sa molekulskom formulom
C20H3.. Kao i sve grupe terpena, diterpeni su pokazali niz farmakoloskih svojstava
ukljuc¢ujudi: analgeticko, antibakterijsko, antifungalno, antiinflamatorno,
antineoplasti¢no i antiprotozoalno dejstvo [35].

o Triterpeni - sastoje se od Sest izoprenskih grupa, molekulske formule C;oH,s.
Triterpeni ¢ine znacajan deo lipidnih supstanci svih biljaka; izolovano je vise od
4000 triterpenoida. Ova jedinjenja su prekursori steroida u biljkama.

1.5.  Polifenolna jedinjenja kao antioksidansi

Polifenoli postaju sve vaznija biljna jedinjenja, posebno zbog njihovog povoljnog dejstva
na zdravlje ljudi i zivotinja. Njihova uloga kao prirodnih antioksidanasa se ogleda u
potencijalnoj prevenciji i terapiji raka [36,37], kao i inflamatornih, kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti [38]. Njihov unos konzumiranjem voda, povréa, semena i
orasastih plodova povezan je sa manjim rizikom od hroni¢nih i degenerativnih bolesti koje
se dovode u vezu sa starenjem [39,40]. Imaju Siroku primenu kao dodaci ishrani i
farmaceutski i kozmeticki aditivi i aktivne komponente [36-41].



Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu proizvodnje slobodnih radikala i
reaktivnih metabolita, takozvanih oksidanasa ili reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive
oxygen species - ROS), i njihovog eliminisanja zastitnim mehanizmima posredstvom
antioksidanasa [42]. Ova neravnoteza dovodi do osteenja vaznih biomolekula i Celija, sa
potencijalnim uticajem na ceo organizam. Oksidativni stres moZe ostetiti lipide, proteine,
ugljene hidrate i DNK u celijama, sto dovodi do oSteCenja membrane, fragmentacije ili
nasumicnog umrezavanja molekula DNK, enzima i strukturnih proteina, pa ¢ak i do smrti
Celije izazvane fragmentacijom DNK i peroksidacijom lipida. Ove posledice oksidativnog
stresa predstavljaju molekularnu osnovu za razvoj kardiovaskularnih bolesti, raka,
neurodegenerativnih poremecaja, dijabetesa i autoimunih poremecaja. ROS su proizvodi
normalnog celijskog metabolizma i igraju vitalnu ulogu u stimulaciji signalnih puteva u
¢elijama kao odgovor na promene u intra- i ekstracelularnim uslovima Zivotne sredine.
Ved¢ina ROS se generise u Celijama u mitohondrijalnom respiratornom lancu. Tokom
endogenih metabolickih reakcija, aerobne Celije proizvode ROS kao sto su superoksid anjon
(02*"), hidroksilni radikal (OH®), vodonik peroksid (H-0.) i organski peroksidi kao normalni
proizvodi bioloske redukcije molekularnog kiseonika. Prenos elektrona na molekularni
kiseonik se deSava na nivou respiratornog lanca, a lanci transporta elektrona se nalaze u
membranama mitohondrija. U hipoksi¢nim uslovima, mitohondrijski respiratorni lanac
takode proizvodi azot oksid (NO), koji moZe da generiSe reaktivne vrste azota (engl. reactive
nitrogen species - RNS) [43]. ROS/RNS moze dalje da generiSe druge reaktivne vrste
izazivanjem prekomerne peroksidacije lipida. Da bi se suzbili i neutralisali Stetni efekti
ROS/RNS, razlic¢ite antioksidativne strategije su ukljucivale ili povecanje endogene
antioksidativnhe enzimske odbrane (npr. superoksid dismutaza, glutation peroksidaza,
glutation reduktaza i katalaza) ili poboljSanje neenzimske odbrane (npr. glutation i vitamini)
putem dijetetskih ili farmakoloskih sredstava. Antioksidansi mogu da odloze, inhibiraju ili
spreCe oksidaciju supstrata uklanjanjem slobodnih radikala i smanjenjem oksidativnog
stresa. Medutim, u uslovima bolesti, odbrana od radikala je oslabljena ili oste¢ena, dok se
optereenje oksidansima povecava. U takvim uslovima, spoljno snabdevanje
antioksidansima je od suStinskog znacaja za kompenzaciju Stetnih posledica oksidativnog
stresa [44,45]. Polifenoli mogu delovati kao antioksidansi putem brojnih potencijalnih
mehanizama. Neutralizacija slobodnih radikala, u kojoj polifenoli mogu prekinuti lan¢anu
reakciju slobodnih radikala, kao i supresija stvaranja slobodnih radikala regulacijom
aktivnosti enzima ili heliranjem metalnih jona ukljucenih u proizvodnju slobodnih radikala,
smatraju se najvaznijim mehanizmima njihove antioksidativne aktivnosti. Interakcija
izmedu polifenolnih jedinjenja sa drugim fizioloskim antioksidansima je jo$ jedan moguci
antioksidativni mehanizam [46,47].

Kako bi procenili efikasnost polifenola kao antioksidanasa, kao i da bi razjasnili nacin
njihovog delovanja, istrazivaci danas koriste Sirok spektar eksperimentalnih modela. Postoji
veliki broj veoma jednostavnih testova hemijskih okisdanasa i antioksidanasa, preko bioloski
relevantnijih testova zasnovanih na Celijama, sve do najefikasnijeg testa na Zivotinjskim
modelima, a na kraju i klinicke studije. Uzimaju¢i u obzir sve poznate prednosti i ogranicenja,



svaki metod koji se trenutno Kkoristi za ispitivanje antioksidativnog potencijala supstance daje
korisne informacije na odredenom nivou.

Poznato je da su efekti polifenola koji blagotvorno deluju na zdravlje Siri od njihove
»osnovne“ antioksidativne funkcije. Kontrola starenja i degenerativnih bolesti primenom
polifenola je takode povezana i sa njihovom sposobno$¢u da inhibiraju neke enzime kao $to
su ciklooksigenaza i lipooksigenaza 15 ukljuene u inflamatorne procese [48,49] ili
acetilholinesteraza [49], povezane sa nekim neurodegenerativnim bolestima kod kojih
oksidativni stres i holinergicki nedostatak moZe stvoriti povoljne uslove za razvoj
Alchajmerove ili Parkinsonove bolesti.

1.6.  Polifenolna jedinjenja kao antimikrobni agensi

Antibiotici se koriste za sprecavanje i leCenje infekcija uzrokovanih dejstvom bakterija.
Otkri¢e ove vrste lekova bila je istorijska prekretnica koja je dovela do revolucije u
medicinskoj praksi, mikrobiologiji i ljudskim Zivotima. Ipak, od samog pocetka njihove
primene, uoceni su otporni bakterijski sojevi. Ovaj trend se intenzivirao tokom poslednjih
decenija zbog prekomerne upotrebe i zloupotrebe antibiotika, Sto je jedna od najvecih pretnji
u zdravstvu i prehrambenoj industriji. Najveca posledica rezistencije na antibiotike je
nemogucnost ili otezano lecenje bakterijskih infekcija jer antibiotici gube svoju efikasnost.
Neophodno je promeniti sadasnje stavove u vezi antibiotika, u pogledu ne samo njihovog
propisivanja i upotrebe, ve¢ i poboljsanja prevencije i kontrole infekcija. Otpornost na
antibiotike je globalni problem koji pogada ljude, Zivotinje, Zivotnu sredinu i privredu. Prema
Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), ako se hitno ne preduzmu preventivne mere,
smrtni sluc¢ajevi od rezistentnih bakterija bi¢e vode¢i uzrok smrti na planeti do 2050. godine.
Razlic¢ite institucije preduzimaju svesne korake u vezi sa ovom temom. Organizacija
Ujedinjenih nacija je u svojoj skupstinskoj deklaraciji iz 2016. godine proglasila da je razvoj
rezistencije na antibiotike i nedostatak novih antibiotika ogroman problem javnog zdravlja i
da zahteva globalno ucesce i koordinaciju [50].

SZ0 je 2017. godine objavila listu globalno prioritetnih patogena koja sadrzi 12 porodica
bakterija koje su najopasnije po ljudsko zdravlje. Ova lista se uglavnom fokusira na Gram-
negativne bakterije otporne na viSe antibiotika, jer su u stanju da pronadu nove nacine da
stvore rezistenciju na antibiotike prenosenjem genetskog materijala, ¢ime omogucavaju i
drugim bakterijama da postanu otporne na lekove. Ova lista je podeljena u tri kategorije u
zavisnosti od hitnosti potrebe za novim antibioticima: kriticnog, visokog i srednjeg prioriteta

[51].

U kriti¢nu i najvazniju grupu, spadaju bakterije otporne na vise lekova, koje predstavljaju
posebnu opasnost u bolnicama i starackim domovima. Acinetobacter, Pseudomonas i razne
Enterobacteriaceae (ukljucujudi Klebsiella, Escherichia coli, Serratia i Proteus) pripadaju ovoj
kategoriji. Neka medicinska stanja, poput infekcija krvotoka i pneumonije mogu biti
uzrokovane ovim bakterijama. Pomenuti sojevi mogu razviti otpornost na Sirok spektar
antibiotika kao $to su karbapenemi ili cefalosporini trece generacije [51].



Druge dve grupe, kategorije visokog i srednjeg prioriteta, podrazumevaju bakterije koje
su sve otpornije na lekove i izazivaju ce$ce bolesti, poput gonoreje i trovanja hranom koje
izaziva salmonela [51].

Drugi termin koji se odnosi na bakterije otporne na vise lekova je ,ESKAPE“, grupa
bakterija koja ukljucuje 6 patogena sa rastu¢om rezistencijom na vise lekova i virulencijom:
Enterococcus faecium, Staphilococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. [52]. Ovi patogeni izazivaju ve¢inu
bolnickih infekcija i u stanju su da ,,izbegnu” biocidno dejstvo velikog broja antimikrobnih
agenasa [53].

Posto razvoj novih antibiotika nije isplativ, dolazi se u situaciju da novi lekovi nisu
dostupni, Sto takode pogorsava problem. Zbog ovoga je veoma vazno pronaci nove strategije
za borbu protiv bakterijskih infekcija. Alternativne strategije za borbu protiv patogena koji
su rezistentni na dejstvo lekova ukljucivale su antimikrobne peptide, bakteriofage,
nanocestice srebra i fotodinamicku svetlost [54].

Ekstrakti biljaka takode igraju vaznu ulogu kao potencijalni novi resursi za borbu protiv
patogenih mikroorganizama. U ovom kontekstu, polifenoli pored antioksidativne,
antiinflamatorne, antidijabeticke, antialergijske, antiaterogene, antihipertenzivne,
antitromboticke, antikancerogene, kardioprotektivne, osteoprotektivne, neuroprotektivne i
hepatoprotektivne aktivnosti, poseduju dokazana antibakterijska, antivirusna i antifungalna
svojstva [55,56]. Polifenoli se takode koriste kao prirodni konzervansi u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji zbog svojih antimikrobnih svojstava [57-59].

Mehanizmi antimikrobnog delovanja polifenola jos uvek nisu u potpunosti otkriveni.
Zbog strukturne raznovrsnosti klasa polifenola, nemogude je predvideti strukturne
karakteristike svake klase odgovorne za antimikrobnu aktivnost i interakcije izmedu
bakterija i polifenola [60].

Kovan [61] je smatrao da antimikrobna aktivnost polifenola potic¢e od -OH grupa vezanih
za aromaticni prsten i prsten supstituisan kiseonikom. Studije o aglikonima i glikozilovanim
flavonoidima su pokazale slabu antimikrobnu aktivnost glikozilovanih flavonoida [62,63].
Stoga, antibakterijska aktivnost flavonoida u velikoj meri zavisi od same strukture, broja i
polozaja -OH grupa, prisustva glikozidnih veza i alkilacija -OH grupe.

Minami i sar. [64] opisuju aktivnost sa Hochuekkitoom, formulom bogatom polifenolima
koja se sastoji od 10 biljnih lekova u tradicionalnoj Kampo medicini, za leCenje nazalne
kolonizacije Staphilococcus aureus otporne na meticilin u mi$jem modelu, sugerisuci ga na
taj nacin kao ozbiljnog kandidata za uspe$nu terapija kod ljudi.

Mehanizam kojim polifenoli inhibiraju rast bakterija ili izazivaju njihovu smrt jo$§ uvek
nije ta¢no definisan. To mogu biti vodonic¢ne veze, hidrofobne interakcije, te stvaranje
kovalentnih veza izmedju polifenola i bakterijskih elemenata kao S$to su mikrobne
membrane, adhezini, enzimi i proteini transporteri prisutni u ¢elijskoj membrani [61,65].



Antibakterijska aktivnost polifenola potencijalno moze biti povezana sa njihovim
kapacitetom da heliraju gvoZde, neophodno za opstanak skoro svih bakterija [66].

1.7. Polifenolna jedinjenja kao supresori razvoja bakterijskog biofilma

Biofilm predstavlja sesilni oblik postojanja bakterija na ¢vrstim povrsinama ili dodirnim
tackama vazduh-te¢nost, u kome se bakterije umnozavaju prekrivene samoproizvedenim
matriksom biofilma, sastavljenim od bakterijskih polisaharida, proteina i ekstracelularno
oslobodenih nukleinskih kiselina [67]. Zastitni efekat bakterijskog biofilma je multifaktorski,
ukljucujuéi smanjeno prodiranje antimikrobnih agenasa u dublje slojeve biofilma, hvatanje
pozitivno naelektrisanih molekula ekstracelularnim polimernim matriksom biofilma ili
sposobnost matrica biofilma da koncentriSu bakterijske enzime koji inaktiviraju antibiotike
[68]. Gradijent hranljivih materija, metabolita, kiseonika, pH, redoks potencijala ili
antibiotika koji prodiru u biofilm stvaraju ekoloski stres u bakterijama, Sto rezultira
ekspresijom inducibilnih mehanizama rezistencije, pove¢anom stopom izmena i promenama
bakterijskog adaptivnog sistema. Ove promene dovode do metabolicke supresije kod
bakterija, $to uzrokuje povecanu sposobnost prezivljavanja usled izloZenosti antibioticima i
sve vecu stopu formiranja perzistentnih Celija. Perzistirajue bakterije prezivljavaju
antimikrobnu terapiju i mogu ponovo dovesti do infekcije nakon prekida antimikrobne
terapije, Sto dovodi do relapsa bolesti [69]. Mehanizmi prianjanja bakterija, akumulacije
biofilma i bakterijske disperzije iz zrelog biofilma, koordinirani hemijskim signalima
medubakterijske komunikacije koji senzibiliziraju kvorum odrazavaju¢i gustinu celija
bakterijske populacije, igraju vitalno vaznu ulogu u procesu razvoja biofilma [70].

Stoga, zajedno sa koracima koji su preduzeti da bi se smanjila opasnost od krize
rezistencije na antibiotike i traZenje novih antimikrobnih agenasa [71], istraZivanje agenasa
sposobnih da moduli$u neke vazne faktore virulencije bakterija, kao $to su adhezivnost,
formiranje biofilma i fenomen bakterijske perzistencije, ima izuzetan znacaj u razvoju novih
terapeutika za medicinsku praksu.

U slucaju fenolnih jedinjenja opisani su visestruki mehanizmi antibakterijske aktivnosti:
oni stupaju u interakciju sa bakterijskim proteinima i strukturama celijskog zida, mogu
izazvati oStelenje citoplazmatskih membrana, smanjiti fluidnost membrane, inhibirati
sintezu nukleinskih kiselina, sintezu Celijskog zida ili energetski metabolizam [56,72,73]. S
druge strane, istrazivanje aktivnosti biljnih fenola na supresiju biofilma otkrilo je pored
njihove destruktivne aktivnosti na bakterije i aktivnosti koje dovode do supresije biofilma
tako Sto uti¢u na bakterijske regulatorne mehanizme kao $to je senzibilizacija kvoruma ili
drugi globalni regulatorni sistemi, bez uticaja na rast bakterija [74].

Biljni flavonoidi funkcionisu kao signalni molekuli, alelopatska jedinjenja, fitoaleksini,
agensi za detoksikaciju i antimikrobna odbrambena jedinjenja [75]. U literaturi su opisana
tri razlid¢ita nacdina antibakterijske aktivnosti flavonoida. Prvi odgovara inhibiciji sinteze
nukleinskih kiselina [76]. Drugi nacin podrazumeva oSte¢enje membrane citoplazme
mehanizmom perforacije [77] i smanjenje fluidnosti membrane [77], a tredi, inhibiciju
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energetskog metabolizma [78]. Upravo ovi mehanizmi antibakterijskog dejstva doprinose
supresiji formiranja bakterijskog biofilma.

1.8.  Polifenoli kao supersori adhezije i invazije bakterija

Vedina bakterijskih patogena inficira svog domacdina na povrsini sluzokoZe. Proces
infekcije zahteva ekspresiju specificnih molekula koji omogucavaju vezivanje, kolonizaciju ili
¢ak invaziju bakterija. Bakterijske vrste kao sto su Mycobacterium tuberculosis, Legionella
pneumophila i Bordetella pertussis prodiru u domacdina respiratornim putem i inficiraju
bronhio-alveolarne povrsine. Nakon gutanja, Salmonella, Shigella, Yersinia, Vibrio cholerae
i mnoge druge enteric¢ne vrste uzrokuju dijareju svojom sposobnos¢u da kolonizuju, dok neke
od njih vrse invaziju na crevnu barijeru.

Kada bakterijski patogeni stignu do povrSine sluzokoZe, u zavisnosti od njihovog
prirodnog nacina kolonizacije, invazivnih kapaciteta, prirode toksina koje proizvode, njihove
sposobnosti da se odupru odbrani domacina ili da se umnozavaju unutar makrofaga, postoje
razli¢iti nacini kojim vrse adheziju i invaziju. Odredene bakterijske vrste se javljaju lokalno i
izazivaju infekciju koja ostaje vancelijska, luenjem enzima i/ili toksina sa lokalnim ili
sistemskim efektima [79]. Druge bakterijske vrste, da bi izrazile svoj puni patogeni
potencijal, moraju da penetriraju epitel. Ove bakterije mogu da napadnu epitelne celije,
umnoZe se unutra, ubiju ih i izazovu inflamatorni odgovor koji stoji u osnovi velikog broja
bolesti. Bakterije takode mogu da produ epitelnu barijeru pomocu jo$ uvek nedefinisanih
mehanizama, da bi unutar njih uspostavili rezidentne mukozne makrofage, $sto moze
predstavljati polaznu tacku za sistemsku diseminaciju.

Adhezija odgovara specifi¢noj interakciji izmedu liganda eksprimiranog na povrsini
bakterije (Cesto se naziva adhezin) i receptora na povrsini same epitelne celije [80].
Adherencija je karakteristika Gram-negativnih bakterija koje su ¢esto u stanju da na svojoj
povrsini nagomilaju supramolekularne strukture poznate kao fimbrije ili pile. Ove strukture
sluZze kao podrska za predstavljanje adhezina njegovom receptoru. Adhezini su obicno
lektini, tj. proteini sposobni da prepoznaju ostatke Secera koje nose glikoproteini ili
glikolipidi. Kao posledica toga, Cesto je tesko identifikovati specifican receptor za Gram-
negativne bakterijske adhezine jer specifi¢nost receptora leZzi u ostacima manozina,
galaktozina ili sijalina koji se mogu povezati sa mnogo razlicitih vrsta lipida ili proteina. Ovaj
proces adhezije, uprkos posredovanju visokoefikasne kolonizacije, ne posreduje u
internalizaciji patogena u celiju. Medutim, moze znacajno uticati na inflamatorni odgovor
[81]. Ovo je vazna tacka koju treba uzeti u obzir, jer adherencija per se ne mora biti samo
proces kolonizacije, ve¢ moZe predstavljati i vrlo ranu fazu signalizacije koja ¢e olaksati dalji
razvoj reakcije tkiva, posebno inflamatornog odgovora, kao najces¢e glavne komponente
infektivnih bolesti.

Kod nekih bakterijskih vrsta, invazija moze pratiti fazu adhezije. Epitelna barijera,
posebno creva, efikasno je zastiena od invazije bakterija mehanizmima kao $to su
peristaltika, lucenje sluzi, proizvodnja mnogih antibakterijskih supstanci kao Sto su
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laktoferin i sekretorni imunoglobulin IgA, postojanje ruba cetkice, visoko diferencirana
struktura apikalnog pola enterocita i ¢vrstih meducelijskih spojeva koji postizu efikasno
zatvaranje paracelularnog puta. U slu¢aju naruSavanja ove strukture, brojni rezidentni
makrofagi koji oblaZzu bazalni pol epitelnog sloja mogu izvrsiti fagocitozu i unistiti
translocirajuce bakterije [79].

Antimikrobna aktivnost razli¢itih agenasa je takode povezana sa inhibicijom prianjanja
mikroba na biotske i abiotske povrsine. Pokazalo se da polifenoli koji pokazuju
antibakterijsku aktivnost igraju klju¢nu ulogu u inhibiciji same adhezije [82,83]. Nedavno
objavljeni rezultati sugeriSu da oligosaharidi takode pokazuju anti-adhezionu aktivnost
[84,85].

U skorasnjim studijama, brojna polifenolna jedinjenja pokazala su anti-adhezionu
aktivnost prema razlic¢itim vrstama bakterijskih patogena [86-88], bilo razaranjem celijske
membrane bakterija, degradacijom proteina na njihovoj povrsini ili smanjenjem njihove
pokretljivosti. Kada je adhezija bakterija onesposobljena, bakterije ne mogu penetrirati u
dublje slojeve tkiva i dovesti do infekcije kod domacina.

Ukoliko na povrsini Celije ne dode do adhezije mikroba, njihova invazija je posledi¢no
onesposobljena, s obzirom da su ova dva procesa medusobno zavisna.

1.9. Citotoksicnost polifenolnih jedinjenja

Ispitivanje toksi¢nosti novih jedinjenja je od sustinskog znacaja kada je u pitanju proces
razvoja leka. Postoje brojne konvencionalne metode ispitivanja citotoksi¢nosti koje
omogucavaju ispitivanje in vitro efekata novih kandidata za lek na Zive Celije. Osnovni testovi
citotoksi¢nosti obuhvataju one koji mere metabolicku aktivnost Celija, integritet membrane
plazme, promene u broju i morfologiji ¢elija, rast/proliferaciju Celije ili mehanizme ¢elijske
smrti [89]. Medutim, jedno od glavnih ograni¢enja ove vrste testova je njihova nemoguénost
da izmere Sirok spektar potencijalnih ranih ili kasnih patoloskih promena uklju¢enih u
toksi¢ne promene izazvane lekovima. Veéina konvencionalnih testova procenjuje samo jednu
krajnju tacku, dok bi viSestruki mehanizmi toksi¢nosti morali biti verifikovani viSestrukim
testovima koji ukljucuju upotrebu morfoloskih, biohemijskih ili funkcionalnih parametara.
Stavie, merenja bi trebalo da se izvode direktno na nivou pojedina¢ne Celije kako bi se
smanjili artefakti i kako bi se osiguralo da oni istinski odraZavaju efekte povezane sa ¢elijama

[90].

VaZan iskorak u ovoj oblasti postignut je 1997. godine, kada je tehnologija skrininga
visokog sadrzaja (engl. high-content screening, HCS), poznata i kao analiza visokog sadrzaja
(engl. high-content analysis, HCA), uvedena na trZziste kao novo, efikasno sredstvo za
procenu toksi¢nosti [91]. Skrining visokog sadrzaja definiSe se kao kombinacija moderne
Celijske biologije, automatizovane mikroskopije visoke rezolucije i proto¢ne citometrije
integrisane za simultanu detekciju vise parametara, kao S§to su nuklearna
povrsina/intenzitet, nivo intracelularnog kalcijuma, potencijal mitohondrijalne membrane,
permeabilnost membrane plazme i broj Celija. Proces omogucava karakterizaciju novih
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terapijskih jedinjenja olova i identifikaciju mehanizama toksi¢nosti lekova, ukljucujuci
mitohondrijalnu disfunkciju, oksidativni stres, dishomeostazu kalcijuma, apoptozu,
fosfolipidozu i steatozu [92,93]. Pored toga, HCS moZe posluziti kao vazan alat za
predvidanje bezbednosti jedinjenja [90,94].

Kao metabolicke kompetentne Celije, primarni ljudski hepatociti i hepatomska HepG2
Celijska linija pruzaju in vitro modele najblize ljudskoj jetri, a HaCaT (spontano
imortalizovane celije humanih keratinocita) Celijske linije predstavljaju in vitro modele
najsli¢nije stratum corneumu, povrsinskom sloju ljudske koze, i stoga su najprikladniji
kandidati za upotrebu u testovima citotoksi¢nosti.

Citotoksi¢no dejstvo polifenola mozZe biti pozeljno kada takav efekat ispoljavaju prema
Celijama raka, dok je u slucajevima kada su oni citotoksi¢ni prema zdravim delijama, ovo
dejstvo neophodno suzbiti.

Citotoksi¢nost polifenola na zdrave celije koZe nije bio predmet velikog broja istrazivanja,
s obzirom na to da se fokus uglavnom stavlja na ¢elije tumora.

1.10.  Polifenolna jedinjenja kao aktivne komponente za pospesivanje zarastanja rana

Rana se definiSe kao povreda Zzivog tkiva ili oStelenje integriteta samog epitela
povrsinskog sloja koze, Sto moZe dovesti do promena u anatomiji i fiziologiji koze [95].
Zarastanje rana je sloZen i dinamicki proces koji ukljucuje nekoliko tipova celija i Cetiri
konsolidovane i konvergentne faze, medu kojima su hemostaza, inflamacija, proliferacija i
remodelovanje, koje se moraju dogoditi po hronoloSkom redosledu, tokom odredenog
vremenskog perioda [96]. Procesi zarastanja rana zahtevaju integraciju medusobno
uslovljenih razlic¢itih fizioloskih procesa kao $to su angiogeneza, fagocitoza, mitogeneza,
hemotaksa, sinteza kolagena i drugih matriksnih sastojaka, kao i interakciju rastvorljivih
medijatora, molekula ekstracelularnog matriksa i razli¢itih imunoloskih procesa koji dovode
do oporavka imune celije [97]. Ove imune Celije proizvode vecu kolicinu ROS koje su
neophodne za zastitu tela od mikrobne infekcije, ali kada su prisutne u visku dovode do
oStecenja Celija [98].

Biljni lekovi, kao i biljni ekstrakti imali su Sirok dijapazon lokalne primene za zarastanje
rana [99]. Nekoliko istrazivackih grupa Sirom sveta pokazalo je da fitohemikalije mogu igrati
klju¢nu ulogu u prevenciji i/ili leCenju raka i inflamatornih stanja [100], a takode mogu da
obezbede znacajan efekat u zarastanju rana i regeneraciji koze [101]. Hroni¢ne rane se
izuzetno tesko lece, a uti¢u na milione pacijenata izazivajuéi i mentalnu traumu, drasti¢no
smanjujudi kvalitet Zivota [102]. Svaka rana pokrece signalne puteve za regeneraciju tkiva,
bez obzira na vrstu i stepen oSteCenja [103]. Proces zarastanja rana ukljucuje upalu
(reaktivnu) ili eksudativnu fazu za odvajanje osteenih tkiva i ¢iS¢enje rane, proliferaciju
(regenerativnu) za razvoj granulacionog tkiva i sazrevanje (remodelovanje) za formiranje
oziljaka, kao i epitelizaciju [104]. Obi¢no je zarastanje rana brz i nekomplikovan proces, dok
neke rane kod stanja kao $to su dijabetes, oksidativni stres, infekcija, imunosupresija ili
gojaznost, teSko zarastaju [105,106]. Angiogeneza, takode poznata kao neovaskularizacija,
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predstavlja razvoj novih kapilara iz postoje¢ih vaskularnih mreza i sastavni deo u sistemu
oporavka [107]. Angiogeneza je klju¢ni korak u zarastanju rana, a za neke biljne ekstrakte je
pokazano da imaju efekat na modulaciju angiogeneze i pospesivanje zarastanja rana [97].
Do regeneracije (angiogeneze) dolazi usled formiranja vaskularnih uslova koji snabdevaju
nutrijentima gradivne blokove (elijskih komponenata u granulacionom tkivu i preklapanja
epidermalnih ¢elija, usled ¢ega pocinje migracija unutar tkiva, kako bi se obnovila epitelna
barijerna funkcija koZe [107]. Pored toga, angiogeneza pomaze i u zapocinjanju relaksacije
Celijskih kontakata i naruSavanja spoljas$njeg pericitnog sloja [107]. Pokazano je da
fitohemikalije pospeSuju zarastanje rana na razli¢itim zZivotinjskim modelima [108].

Veliki broj bioaktivnih jedinjenja razli¢itih struktura stoji iza terapijske aktivnosti
lekovitih biljaka: polifenoli (flavonoidi, fenolne kiseline, lignani, tanini, stilbeni i kumarini);
terpeni, jedinjenja koja sadrze sumpor (sulfidi i tiofeni), karotenoidi, saponini, furili,
alkaloidi, razliciti Seceri, masna ulja, smole, fitosteroli, proteini, peptidi, itd. [109].

Flavonoidi mogu da obezbede brzo zarastanje rana, zbog svojih antimikrobnih,
antioksidativnih i adstringentnih svojstava [110]. Kvercetin, koji se nalazi u raznim biljnim
vrstama, stimulise inkorporaciju kolagenskih matrica u slucaju zarastanja rana na kozi [111],
dok mes$avina flavonoida (kvercetin, izorhamnetin i kaempferol) pospesSuje taloZenje
kolagena i zasi¢enje kolagenom i smanjuje nivo COX-2 enzima (ciklooksigenaza 2)
odgovornog za inflamatorni proces [112], dok je galnoj kiselini pripisana sposobnost
povecanja sadrzaja askorbinske kiseline (vitamina C), vazne za metabolizam kolagena [113].
Medu polifenolima, prirodni tanini u biljnim ekstraktima su se pokazali kao efikasni u
antibakterijskim, antioksidativnim i adstringentnim aktivnostima, Sto takode moZe podstaci
zarastanje rana [114,115]. Dejstvo polifenolnih jedinjenja na zarastanje rana jo$ uvek nije
detaljno ispitano i predstavlja vaznu oblast za dalja medicinska istrazivanja [116].

1.11.  Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja

Farmaceutska, kozmeticka i prehrambena industrija koriste ekstrakciju, kao jednu od
najcesce primenjenih tehnoloskih operacija za izolovanje jedinjenja od interesa. Izdvajanje
jedinjenja kao $to su farmakoloski aktivne supstance, etarska ulja ili bilo koja druga materija
sa upotrebnom vrednos¢u, ¢ine osnovnu svrhu ekstrakcije. Mnogi od prirodnih proizvoda se
tesko mogu dobiti sintetskim putem. Danas, u bilo kojoj grani hemijske industrije, gotovo da
i ne postoji proces tokom kog ekstrakcija nije zastupljena [117].

Ekstrakcija predstavlja izdvajanje i koncentrovanje aktivnih komponenti biljnih i
zivotinjskih tkiva upotrebom odgovarajucih rastvaraca [118]. Produkti dobijeni na ovaj nacin

su ¢vrsti ili polucvrsti, ponekad relativno onecis¢eni proizvodi koji zahtevaju dodatni tretman
poput preciSéavanja, uparavanja ili talozenja.

Biljni ekstrakti se dobijaju dovodenjem u kontakt suvog, usitnjenog dela biljke sa
odgovarajuéim rastvaracem. Na ovaj nacin se dobija meduproizvod (miscella, eluat). Ako se
u procesu ekstrakcije koriste te¢ni agensi (etanol ili smesa etanola i vode, masna ulja i dr.),
nakon filtracije se dobija te¢ni ekstrakt. Ako meduproizvod bude podvrgnut uparavanju u
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vakuum uparivacu, dobija se polucvrsti ekstrakt, koji daljim procesom susenja prelazi u
¢vrsti ekstrakt [118].

Cilj standardnih procedura ekstrakcije jeste dobijanje terapeutskih produkata, pri ¢cemu
bi se ekstrahovala bioaktivha jedinjenja prisutna u biljnom materijalu usled dejstva
odgovarajuceg rastvaraca. Ekstrakti dobijeni na ovaj nacin su spremni za upotrebu kao
medicinski preparati, u formi tinkture i te¢nog ekstrakta, koji se dalje takode mogu
preradivati i integrisati u gotov lek, npr. kapsulu ili tabletu [118].

Ekstrakcija biljnih polifenola se moze vr$iti tradicionalnim ili savremenim tehnikama. U
tradicionalne spadaju maceracija, ekstrakcija potpomognuta toplotom, Soxhlet ekstrakcija;
dok savremenima pripadaju automatizovana Soxhlet ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta
mikrotalasima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija fluidima pod pritiskom,
superkriti¢na ekstrakcija i slicno [119].

1.11.1. Maceracija kao klasicna metoda ekstrakcije

Maceracija, kao vrsta klasi¢ne ekstrakcije predstavlja difuzionu operaciju na sobnoj
temperaturi tokom koje jedna ili viSe komponenata, na osnovu razlike u njihovoj
rastvorljivosti, iz ¢vrstog materijala prelazi u te¢ni rastvarac. Pri kontaktu ¢vrstog materijala
sa tecnim rastvaracem dolazi do prodora molekula rastvaraca u pore ¢vrstog materijala
[120].

Ova ekstrakcija, na kontaktu ¢vrsto-tecno, se odigrava kroz dve faze [118]:

- tokom prve faze dolazi do rastvaranja ekstraktivnih supstanci sa povrsine c¢vrstog
materijala (tzv. ispiranje ili brza ekstrakcija)

- tokom druge faze dolazi do difuzije ekstraktivnih supstanci iz unutra$njosti prema
povrsini ¢vrstih Cestica, kao i njihov prenos u masu rastvora (tzv. spora ekstrakcija)

Ovaj tip ekstrakcije se najcesce koristi za dobijanje preparata prirodnih jedinjenja. Izvodi
se Sarzno, potapanjem biljnog materijala u rastvarac, na sobnoj temperaturi. Svez rastvarac
se moze dodati ve¢ iscrpljenom biljnom materijalu, kako bi na taj nacin bila izvrSena
remaceracija (dvostruka maceracija) [118].

Iako klasicna metoda maceracije omogucava dobar prinos ukupnog ekstrakta, ova
metoda ima i nedostatke kao Sto su: velika potrosnja rastvaraca, dugo trajanje procesa,
moguca degradacija bioaktivnih materija usled predugog izlaganja ekstrakcionom

medijumu, potreba za dodatnim koracima u obradi ekstrakta poput filtracije, precis¢avanja
i koncentrovanja [118].

1.11.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvucnim talasima
Ultrazvucna ekstrakcija podrazumeva koriséenje ultrazvuka sa frekvencijama 20-2000
kHz. Ova tehnika omogucava vec¢u produktivnost u kra¢em vremenskom periodu, koris¢enje
nize temperature i manjih koli¢ina rastvaraca, kao i jednostavno rukovanje [118]. Ultrazvuc¢na
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energija se prostire u obliku talasa kroz smesu uzorka i rastvaraca. Sila koja nastaje pri dodiru
talasa sa ¢vrstom materijom, moZe biti normalna (formira se kompresivni talas) ili paralelna
sa povrsinom (formira se ekspanzioni talas) [121]. Usled toga, dolazi do kavitacije', koja
uzrokuje bubrenje celija i degradaciju Celijskih zidova. Ova pojava omogucava vecu difuziju
kroz oStecen celijski zid, odnosno olak$ano ispiranje sastojaka i njihovo oslobadanje u
ekstrakcioni medijum [117].

Ultrazvuk niskog intenziteta, sa frekvencijom u opsegu od 2 kHz do 100 kHz, neée
izazvati fizicke ili hemijske promene, stoga se moZe koristiti prilikom obrade hrane,
odredivanja sastava proizvoda, viskoznosti, itd. Medutim, ultrazvuk visokog inenziteta, sa
frekvencijom u opsegu 20-100 kHz moze izazvati fizicke i hemijske promene u uzorku na
koji je primenjen, te se moZe koristiti za ekstrakciju Zeljenih komponenata [117].

Kako bi se proces ultrazvucne ekstrakcije optimizovao i postigao maksimalan prinos,
potrebno je odrediti optimalnu temperaturu, rastvarac, frekvenciju i snagu ultrazvuka, kao
i vreme tretiranja. Potencijalna primena ultrazvuka u prehrambenoj industriji, za analizu i
modifikaciju proizvoda, pokrenula je intenzivnija istrazivanja u toj oblasti [117].

Nedostatak ove metode je u tome $to moze doc¢i do degradacije nekih aktivnih supstanci
usled delovanja ultrazvuka. Takode, u ekstraktu mogu biti pristurni tragovi teskih metala
koji poticu od glave ultrazvu¢nog generatora, koja se uranja u smesu uzorka i rastvaraca.

1.11.3. Ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima

Mikrotalasi su oblik elektromagnetnog zracenja talasne duZine 0,001-0,3 m, sa
frekvencijom od 300 MHz do 300 GHz [122]. Mikrotalasna ekstrakcija je jedna od
nekonvekcionalnih ekstrakcionih tehnika, koju karakteriSe upotreba male koli¢ine
rastvaraca, kao i kratko vreme trajanja procesa. Pored toga, ova tehnika omogucava veci
ekstracioni prinos i bolji kvalitet ekstrakta. U poredenju sa ultrazvu¢nom ekstrakcijom,
potrebno je krace vreme za izvodenje ekstrakcije potpomognute mikotalasima [122].

Postoje dva mehanizma mikrotalasnog zagrevanja: rotacija dipola i jonska polarizacija
[117].

Mehanizam dipolne rotacije se objasnjava ¢injenicom da su mnogi molekuli elektri¢ni
dipoli. Kao takvi, kada su postavljeni u elektromagnetno polje oni teZe da se orijentiSu prema
polarnosti polja. Konstanta rotacija molekula izaziva zagrevanje [117].

Jonska jedinjenja se kre¢u ubrzano kada se nadu u naizmeni¢nom elektri¢nom polju, pa
se tako javlja jonska polarizacija. Kineticka energija nastala tokom takvog ubrzanog kretanja
se pretvara u termalnu energiju [121].

Neke supstance iz biljnog materijala (narocito polarni molekuli) i voda, pri mikrotalasnoj
ekstrakciji, apsorbuju mikrotalasnu energiju, sto dalje dovodi do porasta temperature unutar

' Fenomen koji nastaje usled konstantnog stvaranja kompresivnih i ekspanzionih sila, tokom kog
mehuriéi rastu (ekspanziona faza), a zatim se uruse (kompresivna faza) [117]
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biljne celije. Nakon toga, dolazi do formiranja para unutar Celija (posledica drasti¢ne
promene temperature), Sto izaziva pucanje C(elijskih zidova i celijskih membrana.
Degradacijom (elija olaksSan je prolaz rastvaraca u biljni matriks, a sekundarni metaboliti
biljaka nalaze se u Celijskim zidovima ili citoplazmi, te im je olaksan izlazak u rastvarac, sto
povecava efikasnost ekstrakcije [121].

Zastupljene su dve vrste mikrotalasne ekstrakcije [121]:

- ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontrolisanom pritisku i temperaturi
- ekstrakcija u mikrotalasnim pec¢nicama pri atmosferskom pritisku

Prednost ove ekstrakcione tehnike je brzo zagrevanje i mali obim opreme. Pored toga,
mala potros$nja rastvaraca i krace ekstrakciono vreme ovu tehniku ¢ine ekoloski prihvatljivom
[122].

Negativan ishod ove tehnike predstavlja potencijalnu promenu hemijske strukture
Zeljenih bioloski aktivnih komponenti ili njihovu degradaciju. Takode, ne bi bila pogodna za
ekstrahovanje termolabilnih jedinjenja [122].

1.12.  Inkapsulacija polifenolnih jedinjenja

Bioloski aktivna jedinjenja iz biljaka se podrvgavaju razli¢itim metodama inkapsulacije,
koje bi se mogle podeliti u tri veée grupe: fizicke (ekstruzija, emulzifikacija, metoda
oblaganja, susenje zamrzavanjem, impregnacija, pan-prevlacenje, elektrospinovanje, itd.),
hemijske (inkluziono kompleksiranje, emulziona polimerizacija, medufazna polimerizacija,
itd.) i fizickohemijske metode (koacervacija, sol-gel metod, reverzno fazno uparavanje i
slicne metode) [123]. Manje istrazen alternativni metod za inkapsulaciju polifenola je
kombinacija biopolimernih filmova i lipozoma. Aktivni sastojci u pomenutoj kombinaciji
mogu biti zasti¢eni od faktora ukljucenih u proces prerade i skladi$tenja, kao i uticaja faktora
zivotne sredine [124], ¢uvajudi njihova bioaktivna svojstva i omogucéavaju¢i kontrolisano
oslobadanje i produZeni rok trajanja.

Uprkos ¢injenici da su biljni ekstrakti korisni za le¢enje raznih poremecaja, istrazivanja
su pokazala da je njihova terapeutska vrednost ogranicena zbog njihovog kompleksnog
sastava i toksi¢nosti kada se daju organizmima sa sloZenijim metabolizmom. Stavise,
organski rastvaraci (npr. metanol, etanol, heksan, dihlorometan, etil acetat, itd.) se obi¢no
koriste za dobijanje ovih ekstrakata. Kao rezultat toga, kona¢ni nosa¢ u kome se nalaze
bioaktivna jedinjenja predstavlja prepreku za njihovu direktnu primenu u organizmima
[125], te je potrebna inkapsulacija pomenutih jedinjanja u biokompatibilne nosace. Dodatno,
zbog ogranicene bioraspolozivosti i znacajne osetljivosti/nestabilnosti flavonoida, fenolnih
kiselina i antocijanina prisutnih u biljnim ekstraktima [126], potrebno je pripremiti nosace
za ekstrakt, kako bi se zastitile bioloski aktivhe komponente, omogucdila olakSana primena
(per os i dermalna), kao i bolja bioiskoristljivost. Kako bi se postigao jedan ili viSe Zeljenih
efekata, biljni ekstrakti mogu biti sacuvani u formi koja promovise njihove karakteristike
pogodne za ljudsko zdravlje, tako $to ¢e biti inkapsulirani u matriks ili membranu u formi

17



Cestica. Inkapsulacija se koristi za poboljsanje stabilnosti ekstrahovanih jedinjenja tokom
obrade, skladi$tenja ili transporta, kao i krajnje primene od strane korisnika. Stavise,
primarni cilj je prevodenje te¢nih jedinjenja u njihove ¢vrste oblike kako bi se omogucilo
olakSano upravljanje aktivhim komponentama. Upotreba farmaceutskih formulacija sa
inkapsuliranim jedinjenjima kao sistemima za isporuku mozZe biti posebno korisna u
situacijama kada direktna konzumacija aktivnog sastojka dovodi do neZeljenih dejstava na
ljudskoj kozi ili na sistemima unutrasnjih organa [127]. Inkapsulacija se takode moZe
koristiti za pobolj$anje kvaliteta finalnog proizvoda, odvajanje nekompatibilnih hemikalija i
oslobadanje bioaktivnih sastojaka na kontrolisan nacin [128].

Lipozomi, kao zatvorene vezikule, nastaju kada se lipidne komponente, sastavljene od
fosfolipida, distribuiraju kroz vodeni medijum. Unutrasnja vodena faza je razdvojena od
spoljasnje dvoslojnom membranom (jednom ili vise) cija je struktura sli¢na Cdelijskoj
membrani [129]. Zbog svoje jedinstvene strukture, lipozomi imaju niz znacajnih prednosti
kada se koriste u sistemima za isporuku lekova. Na pocetku, sposobnost prisutnih vezikula
da odvoje unutrasnju od spoljasnje faze doprinosi vecoj stabilnosti inkapsuliranog leka.
Drugo, kada se slabo rastvorljivi lekovi integriSu u lipozome, njihova bioraspoloZivost se
poboljsava [130,131]. Stavige, nakon inkapsulacije, moze se dobiti profil kontrolisanog ili
produzenog oslobadanja leka. Lipozomi imaju izuzetnu biorazgradivost i snazan afinitet
prema celijama. Pored toga, ciljni efekat lipozomalnih preparata jeste sposobnost da
promene in vivo distribuciju inkapsuliranog leka, dok inkapsulacija omogucava bolje efekte
na ciljnom mestu dejstva leka jer ¢e tu biti postignuta efektivha koncentracija leka,
smanjujué¢i neZeljene efekte na drugim mestima [132]. PovrSina lipozoma moZe biti
izmenjena na viSe nacina, Sto bi uticalo na karakteristike krajnjeg proizvoda i njihovu
biolosku aktivnost. Preciznije, inkapsulacija bioaktivnih jedinjenja u nanocestice ili lipozome
mogla bi da smanji njihovu toksi¢nost, uz povecanje bioraspolozivosti, a takode i da poboljsa
farmakokinetiku, $to dovodi do boljeg profila kontrolisanog oslobadanja i poboljSane
stabilnosti i rastvorljivosti jedinjenja u organizmu [133]. Ovo je dovelo do velikog broja
oblasti u kojima se oni mogu potencijalno primeniti, kao sto je le¢enja raka [134-136], koZnih
oboljenja [137], post ishemije [138], plu¢ne hipertenzije [139], itd. Razvoj lipozoma
namenjenih klinickoj upotrebi oslanjao se na razvoj metoda koje bi omogudile brzo
formiranje homogenih malih lipozoma i efikasno inkapsuliranje lekova ili bioaktivnih
jedinjenja u njih [140]. Fosfolipidi su jedinjenja koja su generalno nerastvorna u vodi, ali
rastvorna u organskim rastvaracima, sastavljena od polarne glave molekula i nepolarnog
repa masnih kiselina, odnosno molekularnog repa (slika 3). Ova dvojna priroda, koju
karakteriSe prisustvo i polarnog i nepolarnog dela, ¢ini fosfolipidne molekule amfifilnim,
omogucavajuéi im da se u razlicitim okolinama organizuju na specificne nacine. Kada se
nadu u vodenom okruZenju izvan C(elije, fosfolipidi se spontano organizuju (zbog
hidrofobnog efekta), ¢esto formiraju¢i dvosloj. Pomenuti fosfolipidni dvosloj ima formu
ploce debljine dva molekula fosfolipida, sa molekulima organizovanim tako da su hidrofilne
fosfatne glave okrenute prema vodi na obe strane dvosloja, dok su hidrofobni repovi okrenuti
ka unutrasnjosti dvosloja. U rastvoru fosfolipidi takode mogu formirati micele, a primena
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dodatne mehanicke energije, kao $to je meSanje ili pritisak, moze rezultirati formiranjem
sfere zatvorenog lipidnog dvosloja, poznatog kao lipozom [141].
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Slika 3 Struktura molekula fosfolipida (levo) i lipozoma (desno)

Prolipozomna metoda nudi veéi energetski unos agitacije, Sto rezultira manjim i
homogenijim lipozomima [142]. Kori$¢enje ove metode moZe biti najlaksi nacin za dobijanje
lipozoma [143]. Glavni nedostatak je u tome $to iako pokazuje znatno bolju efikasnost
inkapsulacije, nije tako reproducibilna kada je u pitanju izrada manje koli¢ine lipozoma. U
procesu izrade lipozoma, jedinjenja se mogu kombinovati sa etanolom (u slucaju lipofilnih
supstanci) ili biti u vodenom rastvoru (u slucaju hidrofilnih supstanci). Upotreba
prolipozomne metode predstavlja moguénost za industrijsku proizvodnju lipozoma [144].

Biopolimerni filmovi predstavljaju aktivne tehnologije koje se koriste za kreiranje
flastera za transdermalnu primenu, obezbeduju¢i dodatnu zastitu bioloski aktivnih
komponenti u cilju zadrzavanja ili povecanja ukupnog kvaliteta bioaktivnih sastojaka iz
biljaka i produzavanja njihovog roka trajanja [145,146]. Pokazalo se da biljni ekstrakti sa
visokim sadrZajem polifenola poboljSavaju antioksidativnu aktivnost i kapacitet zastite od
UV svetlosti, a biopolimerni filmovi oponasaju barijeru za kiseonik, smanjuju¢i moguénost
degradacije ovih bioloski aktivnih komponenata [147,148]. Interakcije polifenola sa
biopolimernim matricama mogu promeniti strukturna i funkcionalna svojstva matriksa
[142, 144] i smanjiti bioaktivnost polifenola; stoga, potencijalne interakcije i njihov uticaj na
bioloske aktivnosti polifenola treba temeljno istraziti.

U dobijanju biofilmova, vlazna obrada, poznata i kao izlivanje iz rastvaraca, zasniva se
na procesu su$enja rastvora koji formira film, ukljucujuéi faze solubilizacije, izlivanja i
suSenja [149]. Prvo se biopolimer rastvara u odgovarajuéem rastvaracu, organskom ili
neorganskom, kako bi se pripremio rastvor koji formira film. Medutim, voda, etanol ili
njihove kombinacije su jedine medicinski odobrene smesSe rastvaraca koje su dostupne za
biopolimerne filmove. Rastvorena smes$a za formiranje filma moze se povremeno zagrejati
ili izvrsiti podesavanje pH vrednosti kako bi se poboljsalo formiranje filma ili unapredila
njegova svojstva. Nakon toga, rastvor se susi izlivanjem na ravnu povrsinu, u cilju formiranja
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filmske matrice [150]. Razvoj kontinuirane trodimenzionalne mreze medu biopolimerima je
kljuan za izgradnju kohezivnog filma [151]. Prirodu, vrstu i broj interakcija odreduju
izabrani polimeri i parametri u formiranju filma, kao $to su temperatura i brzina susenja,
sadrZaj vlage, tip rastvaraca, koncentracija plastifikatora i pH.

Biopolimerni filmovi mogu se pripremiti upotrebom homopolisaharida (skrob, celuloza,
inulin), heteropolisaharida (pektini, poliuronidi), kao i proteina (zein, kazein, kolagen) [152].

Karboksimetil-celuloza (slika 4) je beli prah bez ukusa i mirisa, ¢ija se molarna masa
krec¢e izmedu 90,000 i 2,000,000 Da, sa stepenom supstitucije u intervalu od 0,4 do 0,9
[153,154]. Stepen supstitucije uti¢e na fizicka i hemijska svojstva molekula, a prevashodno
na rastvorljivost u vodi, koja za natrijum karboksimetil-celulozu iznosi 10 mg/mL. U
strukturi glukopiranozne jedinice, atomi ugljenika na pozicijama dva, tri i Sest imaju vezane
atome kiseonika, na kojima je dodat supstituent. U glukopiranoznom lancu uvedena je
karboksimetil grupa (-CH,-COOH) umesto vodonika. Stepen supstitucije za natrijum
karboksimetil celulozu koja se koristi u prehrambenoj industriji varira izmedu 0,7 i 0,8.
Uniformnost supstitucije duz celog lanca polimera direktno utice na svojstva i ponasanje u
vodenim sistemima. Svojstva kao $to su tecljivost i deformacije koje nastaju pod uticajem
spoljasnje sile smicanja zavise od molarne mase polimera i stepena supstitucije. U literaturi
se navodi da karboksimetil celuloza s molarom masom od oko 300,000 Da i stepenom
supstitucije od 0,6 do 0,9, poznata kao "natrijum karboksimetil celuloza srednje viskoznosti",
formira uniformne i homogene rastvore koji pokazuju svojstva tiksotropnih fluida [153,154].

0]

Slika 4 Hemijska struktura natrijum-karboksimetil-celuloze
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2. Cilj istraZivanja

Polazni cilj istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije je optimizacija ekstrakcije
polifenola iz latica stepskog bozura koji spontano raste na teritoriji Srbije, variranjem slede¢ih
parametara: lokalitet i nadmorska visina na kojoj raste biljka, vrsta rastvaraca (voda i metil
alkohol) i metoda ekstrakcije (maceracija, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, kao i
ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima). Ovako dobijeni ekstrakti latica P. tenuifolia su
ispitani sa aspekta sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida, njihovog antioksidativnog i
antimikrobnog potencijala na patogenima prisutnim na ljudskoj kozi (bakterije:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus lugdunensis, Proteus vulgaris; i gljive: Candida
albicans, Candida krusei i Candida kefyr), in vitro sposobnosti pospesivanja zarastanja rana,
utvrdivanja stepena citotoksicnosti ekstrakata, kao i antibiofilm aktivnosti i dejstva na
sposobnost adhezije i invazije bakterije S. lugdunensis. Ekstrakt latica P. tenuifolia koji je
pokazao najvisi sadrzaj polifenolnih jedinjenja i najbolji bioloski potencijal, podvrgnut je
detaljnom odredivanju hemijskog sastava, primenom hibridne masene spektrometrije
(UHPLC-LTQ-Orbitrap MS), dok je ciljna analiza za sve ekstrakte izvrSena primenom tecne
hromatografije pod ultra visokim pritiskom (UHPLC/MS).

Pored ovoga, detaljno hemijski okarakterisan ekstrakt latica P. tenuifolia koji je pokazao
najvisi sadrzaj polifenola i najveli bioloski potencijal je podvrgnut procesu inkapsulacije, u
cilju zastite osetljivih bioloski aktivnih jedinjenja, povecanja njihove bioraspoloZivosti i
omogucavanja kontrolisanog otpustanja, radi potencijalne dalje primene u farmaceutskoj ili
kozmetickoj industriji. Inkapsulacija ekstrakta latica stepskog bozura u lipozome je izvrSena
primenom prolipozomne metode, dok je inkapsulacija u celulozni film izvedena primenom
film casting metode. Ovako dobijeni inkapsulati su podvrgnuti ispitivanju antioksidativnog i
antimikrobnog potencijala, pracenju kinetike otpustanja polifenola i odredivanja koeficijenta
difuzije i otpora difuziji, kao i odredivanju interakcija izmedu fosfolipidnih smesa u
lipozomima i karboksimetil-celuloze iz filmova sa ekstraktom latica, kao i interakcija izmedu
karboksimetil-celulozne matrice filma i fosfolipidne smeSe u sistemu lipozom-biopolimerni
film, primenom FT-IR spektroskopije. Pored ovoga, lipozomi su okarakterisani sa aspekta
stepena inkapsulacije, veli¢ine cestica, ( potencijala, indeksa polidisperzije, reoloskih
karakteristika, kao i antibiofilm potencijala. Biopolimernim filmovima su ispitana mehanicka
svojstva, sadrzaj vlage i morfoloska svojstva (primenom SEM-a). Pored ovoga, lipozomalne
Cestice su podvrgnute ispitivanju njihovih bioloskih aktivnosti, sa aspekta pospeSivanja
zarastanja rana, citotoksi¢nosti, kao i sposobnosti da izvrSe supresiju adhezije i invazije
bakterije S. lugdunensis na povrsini HaCaT Ccelija.
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3. Eksperimentalni deo

3.1.  Materijali i metode istraZivanja

3.1.1.  Biljni materijal

Sveze latice stepskog bozura (P. tenuifolia) sakupljane su na prole¢e 2022. i 2023.
godine, na dva lokaliteta u Srbiji na kojima ova biljna vrsta spontano raste, u Deliblatskoj
pescari, na 167 m nadmorske visine (8. maj, 2022) i na Gulenovcima, na 840 m nadmorske
visine (11. maj, 2022), kao i u kolekciji Instituta za proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif
Panci¢” u Pancevu, na nadmorskoj visini 74 m (12. maj, 2022). Sakupljanje latica stepskog
boZura sa prirodnih stanista omoguceno je dozvolom Ministarstva za zastitu Zivotne sredine
Republike Srbije (br. 353-01-162/2022-04, izdata 24.02. 2022. godine i br. 353-01-
121/2023-04, izdate 3.03.2023.). Latice su sakupljane ru¢no, sa nasumic¢no izabranih biljaka
u fazi punog cveta, pri ¢emu je sa svakog lokaliteta prikupljena 1/3 latica sa maksimalno
10% raspolozivih cvetova. SveZe latice su suSene na sobnoj temperaturi (10% vlage).
Neposredno pred ekstrakciju, osuseni biljni materijal je samleven u laboratorijskom mlinu
M-20, IKA Universal mill, IKA®, GmbH&Co (Nemacka).

3.1.2. Metode ekstrakcije biljnog materijala

3.1.2.1. Maceracija latica

Ekstrakcija bioloski aktivnih komponenata iz latica P. tenuifolia primenom maceracije
izvedena je uz upotrebu horizontalnog Sejkera IKA® KS 4000i control (Sigma Aldrich,
Schnelldorf, Nemacka), na sobnoj temperaturi, uz brzinu mesanja od 400 ob/min,
koriSéenjem dve vrste rastvaraca (voda i metil alkohol), dok je period ekstrakcije bio 60 min.
U staklene erlenmajere zapremine 250 mL, odmereno je 5 g usitnjenih latica stepskog bozura
i dodato 100 mL odgovarajueg ekstrakcionog agensa. Erlenmajeri su zatvoreni
odgovaraju¢im c¢epovima, zatim obmotani parafiimom u cilju sprecavanja isparavanja
rastvaraca (slika 5). Nakon toga, smesa je razdvojena u tri tube za centrifugiranje, kako bi se
supernatant odvojio od taloga. Centrifugiranje je izvrSseno na 3000 ob/min (Hermle
Benchamark Z 206 A, Hermle Labortechnik, Vehingen, Nemacka), u trajanju od 10 min.
Zatim je pipetom odvojen rastvor u nove tri tube za centrifugiranje. Pod istim uslovima,
centrifugiranje je ponovo izvréeno, kako bi se izdvojio preostali talog. Cist ekstrakt je cuvan
u plasti¢nim bocicama u frizideru do daljih analiza.
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Slika 5 Maceracija latica Paeonia tenuifolia L.

3.1.2.2. Ekstrakcija latica potpomognuta ultrazvu¢nim talasima

Ultrazvucna ekstrakcija (UAE) je izvrSena uz upotrebu ultrazvucne sonde, procesora
jacine 750 W, titanijumskog vrha, prec¢nika 13 mm, pri amplitudi od 70% i konverterom od
20 kHz (Sonics Vibra Cell, Sonics and Materials, SAD). Koris¢eni su isti uslovi ekstrakcije kao
u slucaju maceracije, odnos droga : rastvarac bio je 1:20 (5 g droge ekstrahovano je sa 100
mL odgovarajuceg rastvaraca), u trajanju od 10 min. Pored ovoga, ¢asa u kojoj se nalazio
uzorak, uronjena je u ledeno kupatilo, kako bi se sprecilo pregrevanje posude, uzorka i
isparavanje rastvaraca. Ekstrakt je odvojen od taloga na isti nacin kao u slu¢aju maceracije,
uz ¢uvanje u frizideru do dalje upotrebe.

3.1.2.3.  Ekstrakcija latica potpomognuta mikrotalasima

Mikrotalasna ekstrakcija (MAE) je uradena uz upotrebu mikrotalasnog reaktora
Monowave 300 (Anton Paar, Austrija). Ekstrahovanje aktivnih komponenata izvrseno je u
staklenim vialama, zapremine 30 mL, pri temperature od 60 °C, brzinom meSanja 600
ob/min, uz upotrebu odnosa droga : rastvara¢ od 1:20, dok je variran kori$¢en rastvarac
(voda ili metil alkohol), u trajanju od 10 min. U viale je odmereno 0,5 g usitnjenih latica
stepskog bozura i 10 mL odgovarajucéeg rastvaraca. Supernatant je odvojen od taloga kao i u
prethodno navedena dva tipa ekstrakcije, i cuvan u frizideru do dalje upotrebe.

3.1.3. Spektrofotometrijske metode karakterizacije
3.1.3.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola (engl. total polyphenol content, TPC) prisutnih u vodenim i
metanolnim ekstraktima latica P. tenuifolia, kao i u supernatantu odvojenom od lipozoma u
koje je inkorporiran metanolni ekstrakt, odreden je primenom spektrofotometrijske Folin-
Ciklteu metode, zasnovane na reakciji izmedu prisutnih polifenola i Folin-Ciklteu reagensa,
u blago alkalnim uslovima (slika 6). Pomenuta reakcija zasniva se na oksidaciji polifenola,
dok se fosfovolframova i fosfomolibdenska kiselina iz Folin-Ciklteu reagensa redukuju, usled
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Cega dolazi do formiranja stabilnih oksida plave boje [155]. Uzorak koji je razblaZzen na
propisan nacin (20 pL) je dodat u 1,5 mL destilovane vode, a zatim pomeSan sa 100 puL
prethodno razblazenog Folin-Ciklteu reagensa (reagens : voda=1:2). Smesi je nakon toga
dodato 300 pL 20% vodenog rastvora Na,COs;, nakon cega je zapremina dopunjena
destilovanom vodom do 2 mL. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi, u mraku, koja je
trajala dva sata apsorbance su izmerene na 765 nm, na spektrofotometru UV
Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu, Japan), pri ¢emu je slepa proba sadrzala sve
navedene reagense, dodate u istom odnosu i istim redosledom, samo je umesto
ekstrakta/supernatanta koriS¢en cist rastvara¢/voda. Svi uzorci su pripremljeni u tri
paralelne probe. Kalibraciona kriva je izradena uz upotrebu rastvora galne kiseline (100-700
mg/L). Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola izrazeni su kao miligram ekvivalenta galne
kiseline (engl. gallic acid equivalent, GAE) po litru ekstrakta/supernatanta [mg GAE/L], s
obzirom da su svi uzorci bili u te¢nom stanju.

Slika 6 Odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L.

3.1.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida prisutnih u vodenim i metanolnim ekstraktima latica P.
tenuifolia, izvrSen je primenom kolorimetrijske metode (slika 7) [156]. Uzorak koji je
propisno razblaZen (250 pL) pomesan je sa 75 pL 5% vodenog rastvora NaNO: i 1250 pL
destilovane vode. Nakon petominutne inkubacije, dodato je 150 pL 10% rastvora AlCl;, a
potom u 6. minutu 500 puL 1M rastvora NaOH. Smesa je zatim dopunjena destilovanom
vodom, do ukupne zapremine od 3 mL. Merenja apsorbanci rastvora izvrSena su na 510 nm,
u odnosu na slepu probu (svi reagensi sa ¢istim rastvara¢em umesto ekstrakta). Kalibraciona
kriva je izradena primenom katehin monohidrata (50-300 mg/L). Rezultati su izraZeni kao
milligram ekvivalenta katehin monohidrata (engl. Catechin equivalent, CE) po litru ekstrakta
[mg CE/L].

Slika 7 Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L.
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3.1.4. Hemijska karakterizacija ekstrakata
3.1.4.1. Hibridna masena spektrometrija - UHPLC-LTQ-OrbiTrap MS

Za LC/MS analizu odabranog ekstrakta koriS¢éen je LTK OrbiTrap KSL maseni
spektrometar povezan sa Accela 600 UHPLC sistemom koji radi u reZimu pozitivne i
negativne jonizacije (jonizacija zagrejanim elektrosprejom ili HESI) (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Nemacka). Hromatografsko odvajanje jedinjenja od interesa je izvedeno
na Sincronis C18 koloni (100 x 2,1 mm, veli¢ina Cestica 1,7 pm) koris¢enjem UHPLC sistema
koji se sastoji od kvaternarne Accela 600 pumpe i Accela autosamplera (ThermoFisher
Scientific, Bremen, Nemacka). Mobilna faza se sastojala od (A) vode koja sadrzi 0,1% siréetne
kiseline i (B) 100% acetonitrila. Program gradijenta pri brzini protoka od 0,300 mL/min je
bio slededi: 0,0-1,0 min 5% B, 1,0-16,0 min od 5% do 95% B, 16,0-16,1 min od 95% do 5%
B, zatim 5% B tokom 4 min. Injektovana zapremina za sve uzorke bila je 5 pL. Program za
uredivanje molekula ChemDraw (verzija 12.0, CambridgeSoft, Cambridge, MA, SAD)
koriscen je za crtanje strukture i za izraCunavanje preciznih masa jedinjenja od interesa. Za
kontrolu instrumenta i analizu podataka koris¢en je softver Xcalibur (ver. 2.1, Thermo Fisher
Scientific, Valtham, MA, SAD). Neka od jedinjenja za koja nisu bili dostupni standardi su
uslovno identifikovana koriSéenjem prethodno prijavljenih podataka o fragmentaciji MS

[157,158].

3.1.4.2. Ciljna analiza aktivnih jedinjenja  ultravisoko efikasnom te¢nom
hromatografijom - UHPLC/MS

Dionex Ultimate 3000 UHPLC sistem sa TSK Quantum Access Max triple-kvadrupolnim
masenim spektrometrom (ThermoFisher Scientific, Bazel, évajcarska) je koris¢en za
odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju komponenti u uzorcima ekstrakta latica P. tenuifolia.
Na koloni Syncronis C18, eluiranje je izvedeno na 40 °C. Voda sa 0,1% mravljom kiselinom
(A) i acetonitril (B) su ¢inili mobilnu fazu, koja je primenjena u slede¢em gradijentu eluacije:
5% B tokom prvih 2,0 min, 5-95% B tokom narednih 2,0-12,0 min, 95% B u narednih 12,0-
12,2 min i 5% B u poslednjih 15 min. Brzina protoka je podeSena na 0,4 mL/min, a zapremina
uzorka bila je 5 pL.

Temperatura isparivaca je odrzavana na 200 °C, a zagrejani izvor elektrosprej jonizacije
(HESID) je koris¢en sa TSQ Quantum Access Max trostrukim kvadrupolnim masenim
spektrometrom sa slede¢im podeSavanjima: napon rasprsivanja 5000 V, pritisak u obliku
gasa (N2) 40 AU, pritisak gasa za ciS¢enje jona 1 AU, pritisak pomo¢nog gasa (N.) 8 AU,
temperatura kapilara 300 °C i pomak skimera o V. Podaci masene spektrometrije su
prikupljeni od 100 do 1000 m/z u reZimu negativnih jona. Za kvalitativno ispitivanje ciljanih
komponenata koriséeno je nekoliko rezima skeniranja masene spektrometrije, kao sto su
potpuno skeniranje (FS) i skeniranje jona proizvoda (PIS). Energija sudara je prilagodena,
zavisno od jedinjenja u testovima fragmentacije izazvane sudarom, koji su sprovedeni sa
argonom koji je sluzio kao kolizioni gas. Pracenje vremenski odabranih reakcija (tSRM) za
kvantitativnu analizu je izvedeno koris¢enjem dva MS? fragmenta za sve molekule koji su
prethodno identifikovani kao dominantni u PIS testovima.
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3.1.5. Priprema lipozomalnih destica
Lipozomi koji sadrze odabrani ekstrakt latica P. tenuifolia (ekstrakt sa najviSim
sadrzajem polifenola i najboljom bioloskom aktivno$éu) pripremljeni su primenom
prolipozomne metode [159]. Lipozomi su izradeni od tri meSavine fosfolipida: Phosal® SA
75 (fosfatidilholin u etanolu i ulju Safranike, sadrzaj = 72,0%, Lipoid, Skoplje, Makedonija)
- L75 SA lipozomi, Phosal® MCT 53 (fosfatidilholin u trigliceridu srednje dugih lanaca,
sadrzaj = 53,0%, Lipoid, Skoplje, Makedonija) - Ls3 MCT lipozomi i Phospholipon®
(komercijalna smesa lipida, suncokretov fosfatidilholin iz genetski modifikovanih biljaka,
>90%:; od Lipoid GmbH, Ludvigschafen, Nemacka) - LPh lipozomi. Na 50 °C, pomeSani su
fosfolipidi (4 g), etanol (15 mL), dejonizovana voda (3 mL) i osusSeni ekstrakt latica P.
tenuifolia sa lokaliteta Gulenovci (0,4 g). Nakon $to se smeSa ohladila do sobne temperature,
dodata je vodena faza (20 mL) u malim koli¢inama i emulzija je meSana na 800 rpm tokom
1 h (slika 8). Kao kontrola, napravljeni su prazni lipozomi.

Slika 8 Lipozomi sa inkapsuliranim ekstraktom latica stepskog boZura

3.1.6. Metode karakterizacije lipozomalnih cestica
3.1.6.1. Odredivanje stepena inkapsulacije
Cestice lipozoma sa inkorporiranim ekstraktom latica su odvojene od neinkapsulirane

frakcije ekstrakta centrifugiranjem na 17 500 rpm i 4 °C, tokom 45 min (Thermo Scientific
Sorval VKS Ultra serija ultracentrifuga, ThermoScientific, Valtham, MA, USA). Efikasnost
inkapsulacije (EI) odredena je merenjem sadrzaja ukupnih polifenola (TPC) u supernatantu
kori$éenjem UV-Vis spektrometrije i Folin-Ciklteu metode prethodno objagnjene u sekciji
3.1.3.1. EI je izracunat prema kolic¢ini polifenola prisutnih u supernatantu, dobijenom nakon
centrifugiranja kao $to je prikazano u jednacini (1):

wxloo% (1)

EI'[%] = TPC;

TPC; oznacava pocetni sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu latica P. tenuifolia koji se
koristi za pripremu lipozoma, dok TPCsyp 0znacava sadrZaj ukupanih polifenola koji se
nalazi u supernatantu nakon centrifugiranja.
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3.1.6.2. S tudija stabilnosti

Velicina Cestica, indeks polidisperzije (PDI) i ¢ potencijal pripremljenih lipozoma mereni
su prvog i svakog 7. dana tokom prvih 28 dana, a potom i 60. dana od dana pripreme,
koris¢enjem Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Vorcestershire, UK). Tokom
60-dnevne procene stabilnosti, lipozomalni sistem je ¢uvan u frizideru na 4 °C.

3.1.6.3. Ispitivanje reoloskih svojstava

Gustina i povrsinski napon lipozoma u koje je inkapsuliran ekstrakt latica mereni su
primenom uredaja Force Tensiometer K20 (Kruss, Hamburg, Nemacka) koris¢enjem
silicijumskog kristala kao imerzionog tela (za gustinu) i Vilhelmijeve ploce (za povrsinski
napon). Na 25 °C svaki uzorak (20 mL) je analiziran tri puta.

Koris¢enjem Rotavisc lo-vi uredaja opremljenog VOL-C-RTD komorom, VOLS-1
adapterom i vretenom (IKA, Staufen, Nemacka), merena je viskoznost lipozoma u koje je
inkapsuliran ekstrakt latica. Na 25 °C svaki uzorak (6,7 mL) je analiziran tri puta.

Merenje gustine, povrsinskog napona i viskoziteta vr$eno je prvog i Sezdesetog dana.

3.1.7. Priprema biopolimernih filmova

3.1.7.1. Biopolimerni filmovi sa ekstraktom latica

Karboksimetil-celuloza (CMC - srednji viskozitet, 400-800 cP, molarna masa od 250
kDa, stepen supstitucije izmedu 0,65-0,9; iz Sigma Aldrich, Hamburg, Nemacka) (0,96 g),
dejonizovana voda (24 mL) i propilen glikol (0,36 mL) pomesSani su sa rastvorom ekstrakta
(0,4 g odabranog osusenog ekstrakta latica u 12 mL dejonizovane vode) i meSani 24 h na
sobnoj temperaturi na magnetnoj mesalici na 500 ob/min. Dobijena smesa je izlivena u Petri
Solje i susena 24 h u laboratorijskoj pe¢i (Emmeret UN 160, Emmeret GmbH + Co. KG,
Schvalmstadt, Nemacka) (slika 9). Tip filma, CMC + 0,2 ex (polimer sa 0,2 g ekstrakta kao
paralela lipozomalnom inkapsulatu sa esktraktom), napravljen je istom tehnikom, ali uz
dodatak 0,2 g osuSenog ekstrakta latica, umesto 0,4 g. Biopolimerni filmovi su
kondicionirani na sobnoj temperaturi tri dana u eksikatoru koji sadrzi magnezijum sulfat.
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Slika 9 Biopolimerni film na bazi karboksimetil-celuloze sa inkapsuliranim ekstraktom Paeonia tenuifolia L.

3.1.7.2. Biopolimerni film sa lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom latica
Karboksimetil-celuloza (CMC) (0,48 g), dejonizovana voda (12 mL), 12 mL lipozoma
dobijenih od Phospholipon®-a i ekstrakta latica (kako je objasnjeno u sekciji 3.1.5.) i propilen
glikol (0,36 mL) su meSani na magnetnoj mesalici pri brzini 500 ob/min tokom 24 h na
sobnoj temperaturi. Dobijena smesa je stavljena u Petri Solje i susena 24 h u laboratorijskoj
pedi. Na kraju, biopolimerni filmovi su kondicionirani na sobnoj temperaturi tri dana u
eksikatoru koji sadrZi magnezijum sulfat.

3.1.8. Metode karakterizacije biopolimernih filmova

3.1.8.1. Odredivanje sadrzaja vlage
Sadrzaj vlage (SV) je izracunat merenjem svakog uzorka filma nakon suSenja u pecnici
do konstantne mase na temperaturi 30 + 0,2 °C. SadrZaj vlage je izracunat prema jednacini

(2):
SV[%] = 22 x100% (2)

mq

gde m, predstavlja pocetnu masu (g) uzoraka, m, je masa suvog uzorka (g), dok je SV sadrZzaj
vlage u finalnom filmu.

3.1.8.2.  Odredivanje mehanickih svojstava filmova

Zatezna ¢vrstoca (TS, MPa), sila kidanja (BF, N) i izduZenje pri pucanju (EB, %) filmova
(film + o,2 ex, film + 0,4 ex, film + LPh lipozom) mereni su univerzalnom masinom za
ispitivanje (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japan) opremljenom opterecuju¢om celijom od
100 N. Pravougaone trake filmova (10 x 80 mm) su istegnute brzinom poprecne glave od 10
mm/min kori$¢enjem hvataljki od nerdajuceg celika (slika 10). Merna duzina je iznosila 50
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mm. Merenja su izvrSena u tri ponavljanja. Mehanicke osobine filmova su odredene
koriSéenjem inZenjerskih krivulja naprezanje-deformacija i sila-pomeranje na tacki loma
[145]. Debljina filma je merena koriS$¢enjem digitalnog nonius kalibra dubine (o-
Industrial&Scientific, Pittsburgh, PA, SAD, 0-150 mm), a teZina filma je odredena
koris¢enjem analiticke vage (Mettler, Columbus, OH, USA, Tipe AE 200 0,0001 g).

Slika 10 Ispitivanje istezanja filmova na bazi karboksimetil-celuloze koris¢enjem univerzalne masine za ispitivanje;
uzorak izmedu hvataljki koji sadrze ekstrakt latica (levo) i lipozome u koje je inkorporiran ekstrakt (desno).

3.1.8.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija biopolimernih filmova koji sadrZe ekstrakt latica P. tenuifolia ili lipozome sa
ekstraktom je ispitana koris¢enjem skenirajuce elektronske mikroskopije (Tescan Mira3
KSMU, Cranberri Tovnship, PA, SAD), koja radi na 10 keV. Uzorci su podvrgnuti analizi u
suvom obliku. Pre SEM analize, sva tri uzorka filmova su iseena u obliku kvadrata (5 x 5
mm), fiksirana na drzac uzorka, a zatim obloZena u vakuumu legurom zlato/platina (15/85)
koris¢enjem Polaron Sputter Coater SC502 (Fisions Instruments, Sjedinjene Americke
Drzave) vakuum rasprsivaca.

3.1.9. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR spektroskopijom okarakterisane su hemijske interakcije izmedu komponenti
filma, bioloski aktivnih komponenata iz ekstrakata i lipozoma, za sve pripremljene lipozome
i filmove. FT-IR spektri su dobijeni upotrebom Nicolet iS10 ATR-IR spektrometra (Thermo
Scientific, Stokholm, Svedska) sa rezolucijom skeniranja od 4000 cm™. Za FT-IR merenja,
polimerni biofilmovi su ise¢eni na male ploce (1 x 1 cm) i postavljeni na dijamantsku Sasiju.
Lipozomi su liofilizovani (prazni i sa inkorporiranim ekstraktom), a proces se sastojao od
centrifugiranja, nakon ¢ega su lipozomi zamrznuti u LAB11/EL19LT (Elcold, Hobro, Danska),
na -8o °C tokom 1 h i liofilizovani u Beta 2-8 LD plus liofilizatoru (Krist, Memingen,
Nemacka) na -75 °C i 0,011 mbar tokom 24 h.
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3.1.10. Studija kontrolisanog otpustanja

Upotrebom Francove difuzione Celije (PermGear, Inc., Hellertovn, PA, SAD), sprovedene
su studije ispitivanja kinetike otpustanja polifenola iz cistog ekstrakta, lipozoma sa
inkapsuliranim ekstraktom, filmova sa lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom i filmova
sa Cistim ekstraktom (slika 11). Donorski i akceptorski odeljak Francove (elije odvojeni su
celuloznoacetatnom membranom (Permgear, Hellertovn, PA, SAD) sa povrsinom difuzije od
4,91 cm? i veli¢inom pora od 0,2 pm. Na membranu donorskog odeljka (0,05 g, d = 2,5 cm)
nanoseni su uzorci (1 mL lipozoma ili 0,12 g biopolimernih filmova). Magnetna mesalica je
koriS¢ena za kontinuirano mes$anje medijuma za oslobadanje (fosfatni pufer, pH = 5,5, ¢ =
0,1 mol/L, kao simulacija uslova na kozi) na 37 °C i 400 ob/min u receptorskom odeljku
[160]. Tokom 24 h, uzorci su prikupljani u odredenim vremenskim intervalima. Folin—
Ciklteu metoda prilagoden je za kvantifikaciju polifenola u ovim uzorcima. Ukratko, 20 pL
uzorka iz receptorskog dela, 100 pL Folin-Ciklteu reagensa i 1500 pL dejonizovane vode
stavljeno je u vialu od 2000 pL. Zatim je dodato 300 pL natrijum karbonata (20% v/v), te
je smeSa dopunjena dejonizovanom vodom do zapremine od 2000 pL. Posle 120 min
inkubacije na sobnoj temperaturi i u mraku, merena je apsorbanca na 765 nm.

Slika 11 Francova difuziona Celija.

Procenat oslobodenih polifenola u receptorskom delu prikazanom na slici 11 izrac¢unat je
koris¢enjem jednacine (3):

% oslobodenih polifenola = %x 100% (3)
d
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gde je m¢° bila pocetna masa ukupnih polifenola u uzorcima (ekstraktu, lipozomima i
filmovima) u donorskom delu, a m; je bila masa ukupnih polifenola u uzorcima u
receptorskom delu tokom vremena t.

3.1.11. Metode ispitivanja bioloske aktivnosti

3.1.11.1.  Metode ispitivanja antioksidativne aktivnosti

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) metoda je jedna od najces¢e koriséenih
antioksidativnih metoda zbog svoje jednostavnosti i visoke osetljivosti u detekciji. DPPH® je
stabilan radikal tamnoljubicaste boje, Ciji je maksimum apsorpcije na 517 nm. Prilikom
reakcije DPPH® sa antioksidansima, tamnoljubicasta boja se polako obezbojava, te preko
svetloljubicaste prelazi u bledo Zutu boju, u zavisnosti od koncentracije antioksidanasa
prisutnih u uzorku. Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata/lipozoma ovom
metodom zasniva se na redukciji slobodnih radikala pod dejstvom polifenolnih
antioksidativnih komponenata, uz obezbojavanje rastvora radikala (Slika 12) [161]. Za
izvodenje testa, rastvor DPPH pripremljen je mesanjem g mL etil alkohola sa 0,252 mg DPPH.
Ekstrakti latica/lipozomi sa inkapsuliranim ekstraktom (200 pL) su potom pomesSani sa 2.8
mL ovog rastvora, koji je potom ostavljen da se inkubira u mraku, na sobnoj temperaturi u
trajanju od 30 min.

Slika 12 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata primenom DPPH metode

Nakon $to je apsorbanca izmerena na 517 nm, sposobnost neutralizacije DPPH® (SCpppr)
je izrac¢unata upotebom sledece jednacine:

SCDPPH — (Acont_Asample) X].OO % (4)

Acont

gde je Acont apsorbanca slepe probe (DPPH rastvor sa ekstrakcionim agensom ili vodom), a
Asample vrednost apsorbance uzorka. Svaki uzorak je pripremljen u tri ponavljanja. Rezultat
analize izraZen je kao ICso (mg/mL) vrednost, tj koncentracija ekstrakta/lipozoma neophodna
za neutralizaciju 50% prisutnih DPPH®.

ABTS metoda je koris¢ena u cilju odredivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata latica
P. tenuifolia, kao i lipozoma u koje je ekstrakt inkapsuliran. U osnovi metode je redukcija
ABTS®*, koja se zasniva na prevodenju plavo-zelenog radikal-katjona (2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)) u redukovan, bezbojan oblik. Sto je nivo obezbojenja
vedi, sadrzaj antioksidanasa je visi (slika 13). Rastvor ABTS radikala priprema se mesanjem
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vodenog rastvora ABTS reagensa (0,019 g ABTS u 5 mL destilovane vode), sa 88 uL rastvora
K,S,0s (0,378 g K»S.0s u 10 mL destilovane vode), zbog sposobnosti kalijum-peroksidisulfata
da aktivira ABTS radikale [162]. Rastvor pripremljen na ovaj nacin obloZen je
aluminijumskom folijom, a potom ostavljen na 24-¢asovnoj inkubaciji u frizideru. Pre pocetka
analiza, rastvor je neophodno razblaziti rastvaracem koji je koriS¢en za pripremu ekstrakata,
tako da apsorbanca rastvora bude 0,700 + 0,020, na talasnoj duzini 734 nm. Izvodenje testa
se zasniva na meSanju 200 ML ekstrakta latica/lipozoma sa 2800 pL rastvora ABTS™*
radikalskog katjona i inkubaciji na 25+5 °C u mraku, u trajanju od 30 min. Kontrolni rastvor
je pripremljen meSanjem 2800 pL ABTS'* rastvora sa 200 UL ekstrakcionog agensa. Merenja
su vrsena u tri ponavljanja. Apsorbance svakog uzorka su izmerene na 734 nm. Sposobnost
neutralizacije radikala se odreduje prema jednacini 5:

SCaprs = Znlsemple 41004 ()

cont

gde Acont predstavlja vrednost apsorbance slepe probe, dok Asample predstavlja vrednost
apsorbance za uzorak ekstrakta/lipozoma tretiranog ABTS'* katjonom. Rezultati su prikazani
kao IG5, (mg/mL), koncentracije ekstrakata/lipozoma neophodne da se neutraliSe 50%
ABTS®* radikala.

Slika 13 Antioksidativna aktivnost ekstrakata odredena ABTS metodom

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power Assay) je test kojim se ispituje
redukuju¢a aktivnost uzoraka. Metoda moze da kvantifikuje redukcionu sposobnost
polifenolnih jedinjenja da prevedu kompleks fericijanida ([Fe(CN)s]3) u ferocijanid
([Fe(CN)e]4) doniranjem elektrona ili atoma vodonika od strane antioksidansa. Ekstrakt
latica (10 puL) pomesSan je sa 1 mL rastvora K;Fe(CN)s i 1 mL fosfatnog pufera (pH=6,6), a
smesa je potom inkubirana 4 h na 50 °C. Nakon perioda inkubacije, 0,25 mL 10% rastvora
trihlorsiréetne kiseline rastvoreno je u 0,5 mL prethodno pripremljenog uzorka. Zatim je
dodato 0,75 mL destilovane vode i 0,17 mL FeCl; (0,1% m/w). Svi reagensi, osim ekstrakta,
bili su prisutni u slepoj probi. Sprovedena su tri paralelna ciklusa eksperimenta, dok je
apsorbanca je merena na 750 nm. Rezultati su izraZeni kao pmoL Fe?**/g osuSenog biljnog
materijala i izracunati su na osnovu kalibracione krive za rastvor gvozde sulfata (10-1000
pmol Fe**/L). Antioksidativna aktivnost lipozoma nije ispitana ovom metodom zbog
interferencije fosfolipida sa reagensima koji se koriste u ovoj metodi.

CUPRAC (engl. CUPric Reducing Antioxidant Capacity) metoda zasniva se na
sposobnosti reagensa bakar(II)-neokuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) da oksiduje
antioksidativna jedinjenja rastvorna u vodi ili ulju, stvaraju¢i obojeni kompleks helata
bakra(I)-neokuproina [163]. Radna smesa je pripremljena mesanjem 0,8 mL ekstrakta sa 1
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mL CuCl, x 2H,0 (bakar(II) hlorid dihidrat), 1 mL neokuproina i 1,2 mL amonijum acetatnog
pufera (pH=7). Uzorak je zatim inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi u potpunom mraku
pre nego $to je odredena apsorbanca na 450 nm. Za svaki ekstrakt rezultat testa je verifikovan
tri puta. Troloks je koriS¢en za dobijanje kalibracione krive za ovu metodu (0,03125-1
mmol/mL). Dobijene vrednosti su predstavljene kao mol TE (Troloks ekvivalent)/g osuSenog
biljnog materijala.

3.1.11.2.  Metode ispitivanje antibakterijske aktivnosti

Mikrodiluciona metoda Antibakterijska aktivnost ekstrakta i lipozoma sa ekstraktom je
testirana na Gram-pozitivnim bakterijama (Staphilococcus aureus ATCC 11632 i
Staphilococcus lugdunensis Ibis 2996), kao i na Gram-negativnoj bakteriji (Proteus vulgaris
IBR Poo4). Metoda mikrodilucije (mikrotitarske ploc¢e sa 96 bunarci¢a) je koris¢ena za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBK) [164]. Ekstrakti su razblaZeni u 30% etanolu, dok su lipozomi koris¢eni
u sveze pripremljenoj formi (c=10 mg/mL). Uzorci su dodati u medijum tripti¢ne soje (TSB,
Torlak, Srbija), a zatim inokulisani bakterijama u kona¢noj koncentraciji od 1x10° jedinica
koje formiraju kolonije (CFU) po bunarcic¢u. Pozitivna kontrola je bila gentamicin (Panfarma,
Beograd, Srbija). Kao negativna kontrola koris¢eni su 30% etanol (za ekstrakte) i prazni
lipozomi (za lipozome). Vrednosti za MIK i MBK izraZene su u mg/mlL.

Disk difuziona metoda Antibakterijska aktivnost filmova u koje su inkorporirani
lipozomi sa ekstraktom i Cist ekstrakt odredena je disk difuzionom metodom primenom istih
bakterijskih sojeva kao u slucaju mikrodilucione metode [165]. Inokulumi bakterija su
pripremljeni na isti nacin kao i u mikrodilucionoj metodi. Na Mueller-Hinton agar ploci, 300
pL inokuluma je koris¢eno za formiranje uniformnih bakterijskih povrsina. U centar Petri
posude postavljeni su uzorci biopolimernih filmova, kvadratnog oblika (10,0 x 10,0 mm).
Ploc¢e su inkubirane 24 h na 37 °C. Zona inhibicije (mm) je koris¢ena za kvantifikaciju
aktivnosti. Neto zona inhibicije je izracunata oduzimanjem duzine stranice kvadrata (tj. 10,0
mm) od ukupne zone inhibicije koju je izazvao uzorak, u smislu ciste zone koja okruzuje
uzorak filma. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je streptomicin. Kao negativna kontrola
kori$éeni su prazni filmovi.

3.1.11.3.  Metode ispitivanja antifungalne aktivnosti

Mikrodiluciona metoda Antifungalna aktivnost ekstrakta i lipozoma sa ekstraktom je
testirana na slede¢im sojevima Candida: Candida albicans (Y177), Candida kefir (Y289) i
Candida krusei (Y454). Antikandidalni test je sproveden po modifikovanoj EUCAST proceduri
(EUCAST, 2002). Metoda mikrodilucije (mikrotitarske ploce sa 96 bunarcica) je koris¢ena za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne fungicidne koncentracije
(MFK). Ekstrakti su razblazeni u 30% etanolu, dok su lipozomi kori§éeni u svom osnovnom
obliku. Uzorci su dodati u medijum sastavljen od kvasca - peptona - dekstroze (YPD, Torlak,
Srbija), a zatim inokulisani gljivicama u konac¢noj koncentraciji od 1x10° jedinica koje
formiraju kolonije (CFU) po bunarci¢u [166]. Vrednosti za MIK i MBK izrazene su u mg/mL.
Ketokonazol je koriS¢en kao pozitivna kontrola. Negativna kontrola za ekstrakte bio je 30%
etanol, dok su u slucaju lipozoma koris¢eni prazni lipozomi.
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Disk difuziona metoda Antikandidalna aktivnost filmova sa lipozomima sa
inkapsuliranim ekstraktom i filmova sa ¢istim ekstraktom odredena je disk difuzionim testom
primenom istih sojeva gljivica, kao u slu¢aju mikrodilucione metode [165]. Inokulumi sojeva
Candida pripremljeni su na isti nac¢in kao i u mikrodilucionoj metodi. Na TSB ploci formirani
su uniformni slojevi Candida koriste¢i 300 pL inokuluma. U centar Petri posude umetnuti su
kvadrati biopolimernog filma dimenzija 10,0 x 10,0 mm. Ploce su inkubirane 24 h na 37 °C.
Zona inhibicije (mm) je koris¢ena za kvantifikaciju aktivnosti. Neto zona inhibicije je
izrac¢unata oduzimanjem 10,0 mm od ukupne zone inhibicije koju je ostvario uzorak u smislu
Ciste zone oko diska. Kao pozitivna kontrola koris¢en je ketokonazol. Kao negativna kontrola
koriS¢eni su prazni filmovi.

3.1.11.4.  Ispitivanje antibiofilm aktivnosti

Procenjeni su efekti Sest razlicitih ekstrakata i svih pripremljenih lipozoma na biofilm
koji formira bakterija S. lugdunensis. Da bi se ispitao uticaj uzoraka na biofilm, S.
lugdunensis je kultivisan u TSB-u sa 2% glukoze u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunarci¢a
sa lepljivim dnom (Sarsedt, Nemacka) sa MIK, MIK/2 i MIK/4 koncentracijama ekstrakata
na 37 °C tokom 24 h [167]. Nakon inkubacije, bunarci¢i su dva puta isprani sterilnim PBS-
om (rastvor fosfatnog pufera). Nakon toga, biofilm je fiksiran metil alkoholom, osuSen na
vazduhu i svaki bunarci¢ dva puta ispran PBS-om. Kristal violet (Bio-Merieux, Francuska) je
koriS¢ena za bojenje biofilma u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije, kristal violet je
eliminisan, bunarci¢i su isprani vodom, osuseni na vazduhu, a zatim je koris¢en 96% etanol
(Zorka, Srbija). Multiscan FC Microplate fotometar kompanije Thermo Scientific (Sjedinjene
Americke Drzave) je koris¢en za merenje apsorbancije na 620 nm, a jednacina (6) je
kori$¢ena za odredivanje procenta supresije biofilma:

e el e 1+ g Ae20,control—A620, !
% inhibicije biofilma = C"Z = 2P x100% (6)
620,control

gde je Agzo, cont apsorbanca uzorka koji je sadrzao inokulum bakterije i podlogu, dok je As.o,
sample, bila apsorbanca uzorka koji je pored podloge i inokuluma bakterije sadrZzao i
ekstrakt/lipozom sa ekstraktom. Kao pozitivha kontrola koris¢en je gentamicin, a kao
negativna kontrola prazni lipozomi.

3.1.11.5.  Ispitivanje citotoksi¢nosti ekstrakata

Primenom kristal violet tehnike, citotoksi¢ni efekat ekstrakata latica je ispitan na
Celijskim linijama keratinocita (HaCaT). Ekstrakti su rastvoreni u PBS-u, do konacne
koncentracije od 8 mg/mL. HaCaT (elije su uzgajane u visokoglukoznom DMEM (Dulbekov
Modifikovani "Eagle" Medijum) sa dodatkom 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), 2 mM L-
glutamina i 1% penicilina i streptomicina (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Masacusets,
SAD) na 37 °C u 5% CO, u inkubatoru. Celije su zasejane u mikrotitarsku lepljivu plo¢u sa
96 bunarcica, tokom 48 h. Posle tog perioda, medijum je eliminisan, a celije su tretirane
naredna 24 h u duplim bazenci¢ima sa razli¢itim koncentracijama ekstrakta. Nakon
uklanjanja ekstrakta/lipozoma, Celije su isprane dva puta PBS-om pre nego $to su obojene
tokom 20 min na sobnoj temperaturi primenom 0,4% kristal violet rastvora za bojenje.
Celije su zatim isprane u mlazu vode iz slavine kojom je uklonjen rastvor kristal violet boje i
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ostavljene da se osuse na vazduhu na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena na 570 nm
(ODs;0) u citacu ploca (Multiscan FC Microplate fotometar kompanije Thermo Scientific,
Sjedinjene Americke Drzave). Rezultati su izrazeni kao vrednost ICso, Sto ukazuje na 50%
inhibiciju rasta HaCaT (elija u poredenju sa netretiranom kontrolom.

3.1.11.6.  Ispitivanje efekata na kapacitete adhezije i invazije Staphylococcus lugdunensis
na HaCaT (elijama

Kako su ekstrakti latica prikupljeni na lokalitetu Gulenovci pokazali najnize vrednosti
MIK u testu antimikrobne aktivnosti, njihove slobodne i inkapsulirane forme (inkapsulacija
u lipozome) izabrane su za dalje ispitivanje potencijalnih efekata na adhezione i invazione
kapacitete S. lugdunensis prema HaCaT celijama. Potencijal odabranih ekstrakata/lipozoma
je procenjen u smislu smanjenja kapaciteta S. lugdunensis da se pric¢vrsti i prodre u HaCaT
Celije.

HaCaT celije su postavljene do spajanja u ploce sa 24 bunara sa lepljivim dnom. Nakon
uklanjanja medijuma, ¢elijama je dodat svez DMEM bez FBS-a koji sadrzi ekstrakt/lipozom
sa inkapsuliranim ekstraktom. Kako bi se procenila sposobnost bakterijskih Celija da
prijanjaju na HaCaT dCelijama, 100 pL kulture S. lugdunensis (108 CFU/mL) je uneto u ¢elije
nakon 15 min inkubacije na 37 °C. U cilju ispitivanja inzvazionog kapaciteta bakterija, HaCaT
Celije su kultivisane sa bakterijama tokom 2 h na 37 °C. Prilepljene bakterije su zatim ubijene
tretiranjem HaCaT ¢elija gentamicinom (300 pg/mL) tokom 1 h. Celije su zatim lizirane
primenom 1 mL 1% (v/w) Tween 20 (Sigma Aldrich, Nemacka) na 37 °C tokom 30 min.
Nakon tri kruga ispiranja sa DMEM-om bez FBS-a, Celije su koris¢ene za ispitivanje. Nakon
toga, ploce sa tripton sojinim agarom su zasejane razblazenim verzijama suspenzije S.
lugdunensis iz svakog bunarcica. Posle 18 h inkubacije na 37 °C, izra¢unata je CFU vrednost.
CFU vrednost je odredena brojanjem kolonija u svakom bunarcicu, kako bi se nasla srednja
vrednost tretmana, a potom je procenat inhibicije izracunat prema jednacini 7:

kontrola—uzora

% inhibicije = x100% (7)

kontrola

3.1.11.7.  Invitro ispitivanje efekta uzoraka na zarastanje rana

U cilju ispitivanja potencijala ekstrakata i lipozoma sa ekstraktom u pospeSivanju
zarastanja rana, proizvedene su konfluentne HaCaT (elije [168]. Za stvaranje ostecenja na
monosloju ¢elija koris¢en je vrh nastavka od 200 pL. Posle ispiranja ¢elija koje su se odvoyjile,
zalepljene celije su kultivisane u DMEM medijumu koji sadrzi 250 pg/mL ili IC,; doze
ekstrakata/lipozoma. Ovaj DMEM je dopunjen sa 1% FBS, 2 mM L-glutamina i 1%
antibiotik-antimikotika, a 24 h nakon formiranja oStecenja, migracija Celija je ispitana
koris¢enjem Nikon Eclipse TS2 mikroskopa (Nikon Instruments, Amsterdam, Holandija).
Celije koje su ostecene, a nisu tretirane ekstraktom ili lipozomima sluZile su kao kontrola.
Stepen zatvaranja rana tokom izlaganja ekstraktima/lipozomima koris¢eni su za prikaz
rezultata. Sprovedena su tri odvojena eksperimenta.
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3.1.12. Statisticka analiza

Statisticka obrada svih podataka uradena je u statistickom softveru STATISTICA 7.o.
primenom analize varijanse (one-way ANOVA) i Dankanovog post hoc testa. Podaci u
tabelama i na graficima su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija, dok su
razlike smatrane statisticki znacajnim pri p < 0,05. Ovaj princip statisticke obrade podataka
nije koris¢en kod rezultata vezanih za antimikrobnu aktivnost, zbog primene pravila strozijih
uslova.
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4. Rezultati i diskusija

4.1.  Optimizacija procesa ekstrakcije bioloski aktivnih komponenata

Ukupan sadrzaj polifenola (TPC). Vrednosti TPC utvrdene za ekstrakte latica P. tenuifolia
sakupljene na razlic¢itim lokalitetima u Srbiji i dobijene primenom razlicitih ekstrakcionih
medijuma i tehnika prikazane su u tabeli 1.

Tabela 1 SadrZaj ukupnih polifenola (TPC) i sadrZaj ukupnih flavonoida (TFC) ekstrakata
latica Paeonia tenuifolia L. sakupljenih na razli¢itim lokalitetima i dobijenih razli¢itim
metodama ekstrakcije i ekstrakcionim medijumima.

Poreklo biljnog Ekstrakcioni Metoda TPC TFC
materijala medijum ekstrakcije [mg GAE/L] [mg CE/L]
Maceracija 31.34+0.23° 24.62+0.11°
H.O UAE 22.82+0.21° 15.75+0.20f
. MAE 28.22+0.27° 23.09+0.21°
Gulenovci » b b
Maceracija 31.85+0.31 24.50+0.19
MeOH UAE 32.14+0.22° 20.23+0.25¢
MAE 35.24+0.23° 21.44+0.11¢
Maceracija 24.04+0.32¢ 16.54%0.23"
H.O UAE 18.91+0.47" 12.314£0.198
. MAE 22.51+0.25° 16.78+0.25
Pancevo o :
Maceracija 18.43+0.24 12.69+0.18%
MeOH UAE 22.0840.26° 15.78+0.27f
MAE 28.15+0.33¢ 19.73+0.23°¢
Maceracija 30.15+0.33¢ 24.61+0.32°
H,O UAE 32.94+0.26%° 25.44+0.37°
Deliblatska MAE 33.26+0.15% 28.48+0.18?
pescara Maceracija 23.54+0.20° 16.01+0.29%
MeOH UAE 32.83+ 0.19%° 23.7240.44°
MAE 26.04+0.26¢ 20.84+0.41¢

*Vrednosti sa razli¢itim slovima (a-g) u svakoj koloni ukazuju na statisticki znacajne razlike (p<o0,05; n=3;
analiza varijanse, Dankanov post hoc test); Ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom
mikrotalasa (MAE); metil alkohol (MeOH); ekvivalent galne kiseline (GAE); ekvivalent katehina (CE).

Proces ekstrakcije i medijum za ekstrakciju imali su znacajan uticaj na vrednosti TPC,
koje su takode varirale u zavisnosti od porekla biljnog materijala. Kada je voda koris¢ena kao
medijum za ekstrakciju, najvece vrednosti TPC su izmerene u laticama iz Deliblatske peScare
(33,26 i 32,94 mg GAE/L za ekstrakte iz MAE i UAE). TPC navedenih ekstrakata je znacajno
veéa u poredenju sa vodenim maceratima i ekstraktima (dobijenim ultrazvu¢nom I
mikrotalasnom ekstrakcijom) latica iz Gulenovaca i Panceva. U vodenim ekstraktima latica iz
Gulenovaca i Panceva, najve¢i TPC su zabeleZeni pri primeni maceracije (31,34 i 24,04 mg
GAE/L), dok je vrednost TPC za uzorke iz Gulenovaca bila znac¢ajno veca u poredenju sa
Pancevackim paralelama. Pored toga, u uzorcima iz Gulenovaca i Panceva, UAE i MAE su dali
znacajno niZe prinose polifenola. Kada je kao medijum za ekstrakciju koris¢en metil alkohol,
najvece vrednosti TPC su zabeleZene primenom MAE metode za latice iz Gulenovaca i Panceva
(35,24 i 28,15 mg GAE/L) i UAE metode za latice iz Deliblatske pescare (32,83 mg GAE/L).
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Kada je metanol koris¢en kao rastvarac za ekstrakciju, ekstrakti latica iz Gulenovca su imali
veci TPC u odnosu na one sa druga dva lokaliteta.

Kada se uzmu u obzir sve vrednosti za TPC, ¢ini se da je metil alkohol bolji ekstrakcioni
medijum za sve procese ekstrakcije koris¢ene u ovom istrazivanju. Medutim, postojala su
dva izuzetka u kojima je voda kao rastvarac¢ dala bolje rezultate naspram metil-alkohola;
MAE ekstrakt latica iz Deliblatske peScare i macerat latica iz Panceva. Naime, metil alkohol
je znatno manje polaran od vode, Sto omogucava laksu ekstrakciju rastvaranjem veceg broja
fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala [169]. Osim toga, za metil alkohol je ve¢ dokazano
da lako ekstrahuje manje polarne fenolne kiseline i katehin [170]. Odstupanje koje je nastalo
tokom maceracije latica sakupljenih u Pancevu i MAE latica iz Deliblatske peScare moze se
pripisati sadrzaju nekih nefenolnih jedinjenja (ugljenih hidrata, proteina ili terpena) u
ekstraktu koji mogu da daju pozitivnu Folin-Ciklteu reakciju ili medusobnom formiranju
kompleksa [171]. Najvise TPC vrednosti su ocekivane kada je koris¢ena metoda UAE jer
proces kavitacije koji se javlja tokom ultrazvucne ekstrakcije izaziva bubrenje i pucanje
zidova biljnih ¢elija, omogucavajuéi vece stope difuzije kroz Celije i ispiranje sadrzaja [172].
Cinjenica da je to uoceno samo kod latica iz Deliblatske pe$¢are mozZe se objasniti njihovim
razli¢itim hemijskim sastavom; moguce je da u laticama postoje odredena hemijska
jedinjenja u unutrasnjim strukturama biljne celije koja se mogu ekstrahovati samo metil
alkoholom kada se koristi metoda UAE.

Kada je metil alkohol koris¢en kao rastvara¢, najbolji rezultati su postignuti MAE
metodom, $to se moze pripisati sposobnosti mikrotalasa da prodiru kroz (elijske zidove
biljnog materijala i stupaju u interakciju sa polarnim molekulima, dovodeéi do zagrevanja
Citave zapremine biomaterijala i povecanja pritiska unutar Celija i izazivajuéi rupture
Celijskih zidova i oslobadanje fenolnih analita [173]. Pored toga, vise vrednosti TPC mogu se
posti¢i razdvajanjem vecih fenolnih jedinjenja na manja uz zadrzavanje njihovih originalnih
karakteristika, koja ¢e takode dati pozitivan ishod u Folin-Ciklteu testu [174]. Vise TPC
vrednosti vodenih ekstrakata dobijenih maceracijom od onih dobijenih MAE postupkom iz
latica Gulenovaca i Pan¢eva mogu se pripisati razgradnji fenolnih jedinjenja koju Folin-
Ciklteu test nije uspeo da detektuje [175]. Osim toga, vrednosti TPC se mogu smanjiti ne
samo kao rezultat interakcije izmedu fenolnih i nefenolnih jedinjenja (Seceri, masne kiseline,
itd.), ve¢ i kao rezultat procesa oksidacije tokom ekstrakcije [176]. U literaturi postoji vrlo
malo studija koje govore o vrednosti TPC u laticama zeljastih bozura. U nekoliko sorti P.
lactiflora odreden je TPC od 11,16-32,23 mg GAE/g [177-179], dok je kod P. peregrina var.
romanica izmeren visok sadrzaj TPC (642,03 mg GAE/g). Sadrzaj TPC u etanolnim
ekstraktima latica P. lactiflora dobijenim MAE metodom bio je 54,45 mg GAE/g i UAE
metodom 83,16 mg GAE/g, pri ¢emu su obe vrednosti znacajno vele u poredenju sa
koncentracijom polifenola u ekstraktima dobijenim u ovoj disertaciji. Ovo se moze pripisati
upotrebi razli¢itog rastvaraca za ekstrakciju (koris¢en je etanol) i viSim temperaturama
ekstrakcije [180]. Vrednosti TPC metanolnih ekstrakata latica razlicitih sorti P. delavayi kao
drvenastog bozura bile su u rasponu od 388,35 do 469,4 mg GAE/g [180], dok su se u
vodenim ekstraktima latica sorte P. suffruticosa vrednosti kretale od 23,94 do 130,78 mg
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GAE/g [181]. Rezultati TPC dobijeni u ovoj disertaciji bili su najsli¢niji onima kod hibrida P.
suffruticosa sa belim laticama, poznatog kao ,,Danfeng Bai“ [181].

Ukupan sadrZaj flavonoida (TFC). Vrednosti TFC utvrdene za ekstrakte latica P.
tenuifolia sakupljene na razli¢itim lokalitetima u Srbiji takode su prikazane u tabeli 1. Kada je
voda koris¢ena kao medijum za ekstrakciju, MAE se pokazao kao najpogodnija tehnika
ekstrakcije za sva tri lokaliteta u Srbiji; latice iz Deliblatske peScare su pokazale najveci TFC
(28,48 mg CE/L), Sto se razlikovalo ne samo od latica iz Gulenovaca (23,09 mg CE/L) i
Panceva (16,78 mg CE/L), ve¢ i od svih ostalih metoda ekstrakcije. Medutim, trend za
metanolne ekstrakte bio je nesto drugaciji. Kada je kao medijum za ekstrakciju koris¢en metil
alkohol, najveéi TFC je kvantifikovan u maceratima latica Gulenovaca (24,50 mg CE/L), koji
se ne razlikuje od najveceg TFC dobijenog iz MAE latica iz Panceva (19,73 mg CE/L), ali se
razlikovao od najvisih TFC dobijenih u UAE i maceraciji latica iz Deliblatske pescare, koje se
medusobno statisticki znacajno razlikuju (23,72 i 16,01 mg CE/L).

Nizi sadrzaji TFC u MAE metanolnim ekstraktima u poredenju sa MAE vodenim
ekstraktima pripisuju se ¢injenici da su flavonoidi jedinjenja bogata hidroksilnim grupama,
Sto im obezbeduje vecu rastvorljivost u polarnijim rastvaracima. U vedini sluc¢ajeva, prisustvo
vode kao rastvaraca za ekstrakciju povecalo je efikasnost MAE, verovatno zato $to je voda
izazvala intenzivnije bubrenje biljnog materijala, povecavajudi kontaktnu povrsinu izmedu
rastvaraca i biljnog matriksa [182,183]. Vrednost TFC od 123,48 mg CE/g za etanolni MAE
ekstrakt P. lactiflora [180] bila je znacajno ve¢a u poredenju sa metanolnim i vodenim
ekstraktima latica P. tenuifolia dobijenih u ovom istrazivanju, $to se moze pripisati razlikama
u hemijskom sastavu latica razli¢itih vrsta Paeonia.

4.2.  Hemijski profil latica stepskog boZura

Hemijski profil latica P. tenuifolia koje samoniklo rastu u Srbiji, do sada nije ispitan. U
ispitivanom metanolnom ekstraktu latica sakupljenih u Gulenovcima, identifikovana su 83
jedinjenja i dalje klasifikovana u sledece velike grupe (tabela 2): fenolne kiseline (jedinjenja
1-39), flavonoidni glikozidi i aglikoni (jedinjenja 40-58), antocijanini i antocijanidini
(jedinjenja 59-69), derivati terpena (jedinjenja 70-80) i druga jedinjenja (81-83).
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Tabela 2 HRMS i MS* podaci za metabolite identifikovane u metanolnom ekstraktu Paeonia tenuifolia L.

Molekulska Izracunata Tacna
Br. Naziviedinienia tg, formula, masa, masa, A MS? Fragmenti, MS3 Fragmenti, MS* Fragmenti,
) ] Jen) min [M-H] [M-H] [M-H] ppm (% baznog pika) (% baznog pika) (% baznog pika)
/IM+H]* /IM+H]* /IM+H]*
Fenolne kiseline
125(8), 151(4),
1 Galoil heksozid 1 0.57 Ci3Hi2050” 331.06707 331.06580 3.82 169(100), 170(4), 125(100) 68(15), 81(63), 97(48),
107(100)
193(11), 211(21), 271(42)
125(7), 169(100),
2 Galoil heksozid 2 122 C3HisO~ 33106707  331.06622 256  170(4), 193(6), 211(17), 125(100) 69(10), 81(6), 97(35),
107(100)
271(41), 272(3)
3 Galna kiselina 1.28 CH;05" 169.01425 169.01426  -0.09  125(100) 81(100), 97(9)
168(8), 169(26), 211(5), 124(27), 125(7), 139(3),
4 Galoil heksozid 3 1.78  Ci3His0u0" 331.06707  331.06629 2.35 241(10), 271(100), 169(13), 211(100) 165(11), 167(30),
272(11), 313(8) 168(100), 183(9)
125(8), 169(100),
5 Galoil heksozid 4 2.13  C3H5040" 331.06707  331.06612 2.86 170(6), 211(3), 241(8), 125(100) 81(36), 97(55), 107(100)
271(5), 313(6)
Dihidroksibenzoil heksozid 108(11), 109(13),
6 . 2.52 C3H;504 315.07216 315.07134  2.59 152(50), 153(100), 109(100)
163(8), 165(14), 278(14)
Dihid: i
7 1 1.rok51benzoeva 2.56 CH;0, 153.01933 153.01930  0.21 109(100), 110(5) 65(36), 67(13), 81(100)
kiselina 1
169(18), 241(16), 125(22), 151(8),
o 1 . B} 271(16), 283(22), 169(100), 223(32),
8 Galoil-di-O-heksozid 1 2.58 C,oH,:0, .1198 11896 1.8 125(100
> orestis 49311989 4931159 9 3130100), 314(13), 241(10), 283(77), 1250100)
331(28) 295(12)
9 Galoil heksozid 5 3.17  Ci3HisO040” 331.06707  331.06646 1.85 125(5), 169(100), 170(6) 125(100) 81(68), 97(47), 107(100)
125(13), 164(4),
10  Galoil-sikiminska kiselina 3.22  CyHi304” 325.05651 325.05591 1.84 169(100), 170(8), 125(100) 81(100), 97(18)
236(17), 278(9), 281(6)
Dihidroksibenzoil- } 109(11), 147(13),
" heksozid 2 326 CisHisOo 31507216 31507151 206 o0 ), 153000), 109000 81(100)
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Galoil-di-O-heksozid 2

Digaloil-heksozid 1

Hidroksibenzoil-heksozid

Digaloil-heksozid 2

Ramnozid galne kiseline

1,7-di-O-Galoil-
sedoheptuloza

Metil galoil-heksozid

Digalna kiselina 1

Vaniloil-heksozid
(Mudanozid A)

Digaloil-heksozid 3

3.29

3.29

343

349

3.62

3.67

3.67

3.70

3.76

4.02

CigH250:5”

C20H190147

CisH 08~

C20H190147

C13H1509_

C21H21015_

C14H17010_

Ci,HgOg™

C.,Hi,00”

C20H19014_

493.11989

483.07803

299.07724

483.07803

315.07216

513.08859

345.08272

321.02521

329.08781

483.07803

493.11934

483.07733

299.07690

483.07729

315.07184

513.08866

345.08244

321.02490

329.08752

483.07735

1.13

1.45

1.14

1.52

1.02

-0.13

0.80

0.94

0.87

1.40
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165(12), 191(87),
295(12)

169(13), 271(8),
313(100), 314(15),
331(4)

169(100), 170(6),

193(5), 271(7), 313(16),
331(31), 332(4)

137(100), 169(14),
179(61), 209(32),
239(97), 240(10),
253(21)

169(100), 170(6),

193(6), 211(3), 271(6),
313(14), 331(17)

125(14), 151(18),
153(43), 169(100),
191(12), 211(25), 255(9)
329(6), 331(100),
332(11)

124(21), 125(38),
151(38), 169(100),
183(40), 281(20),
313(48)

125(3), 169(100), 170(7)

149(19), 167(100),
169(20), 209(83),
211(14), 239(16),
269(25)

169(6), 193(7), 211(8),
271(100), 272(6),

313(13), 331(13)

125(24), 151(18),
169(100), 211(16),
223(39), 241(20),
295(14)

125(100)

93(100)

125(100)

125(100)

125(11), 151(6),
169(100), 193(14),

211(37), 241(4), 271(82)

107(3), 125(100)

125(100)

108(10), 123(100),
149(26), 152(40)

169(8), 211(100)

125(100)

79(16), 81(100), 107(7)

69(76), 79(7), 81(100),
83(5), 97(12), 125(6)

107(100)

125(100)

53(100), 107(34)

69(75), 81(50), 97(100),
125(15)

108(100)

124(18), 125(6), 139(5),
165(9), 167(30),
168(100), 183(6)



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Galoil-norbergenin

Digalna kiselina 2
HHDP-heksozid

Dihidroksibenzoeva
kiselina 2

Tetragaloil-heksozid 1

Trigaloil-heksozid

Tetragaloil-heksozid 2

Elaginska kiselina

Metil estar digalne kiseline
1

Tetragaloil-heksozid 3

Digaloil-HHDP-
protokvercitol

Metil estar digalne kiseline
2

4.03

4.07

4.44

4.44

4.82

4.83

4.95

5.18

5-19

5.22

5.60

574

Conlgolg+

CiyHgOy™

C21H210137

C7HSO4—

C34H27055"

C27H230187

C34H2;02,"

C4H508™

CisHuOg™

C34H2;02,"

Cs4H27001"

CisHuOg™

467.08202

321.02521

481.09877

153.01933

787.09995

635.08899

787.09995

300.99899

335.04086

787.09995

771.10394

335.04086

467.08083

321.02503

481.10014

153.01954

787.09964

635.08869

787.09896

300.99872

335.04000

787.09845

771.10324

335.04023

2.54

0.55

-2.87

-1.37

0.39

0.47

1.25

0.90

2.56

1.90

0.90

1.87

42

153(100), 154(5),
237(13), 261(5),
279(10), 297(19),
449(16)

169(100), 170(4)
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133(7), 141(14), 147(14),

157(31), 157(100),
175(8), 185(21)

124(88), 168(100),
183(4)

211(11), 295(10),
403(59), 421(17),
447(64), 465(100),
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153(100)

124(86), 168(100),
183(3)

79(59), 97(100), 107(14)

69(46), 81(100), 97(18),
107(16)

97(7), 121(21), 137(100)

169(30), 193(9), 235(15),
271(4), 295(16),
313(100), 421(15)
169(13), 211(100)

169(20), 193(6), 235(5),
247(4), 271(9), 295(17),
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124(100)

169(24), 207(3), 235(15),
295(11), 313(100),
421(3), 447(11)

79(4), 125(100), 143(27)

124(100)



305(100), 413(4),
Trigaloil-HHDP- 431(59), 456(18),
. H * . . .
34 protokvercitol 587  Caulz0s5 9231489 0231456 036 > <83(43), 1330100 79(4), 125(100), 143(19)
771(40)
2 13), 2 14),
617(5), 769(50),  403(3), 447(3), 465(7), 4?)2((56)) 42?E lg
35 Pentagaloil-heksozid 5.80 C4H30.6" 939.11091 939.10895  2.08 770(33), 771(3), 573(5), 617(100), ’ ’
787(100), 788(19) 635(17) 447(60), 465(100),
’ 573(75)
36 p-kumarinska kiselina 6.30 C,H,05 163.04007  163.04024 -1.04 119(100) 91(100)
125(22), 137(52),
Hidroksibenzoil-galoil- ) 137(6), 160(6), 227(4), oy 168(58),
37 . 6.44 CyoHigOs2 451.08820 451.08875 -1.22  313(100), 314(10), 125(42), 151(100)
heksozid 331(89), 332(12) 169(100), 269(37),
’ 295(15)
. - , 134(3), 169(33), 134(74), 149(100),
8 Ferulinska kiselina 6.50 C,0H,O 193.0506 193.0506 -0.0 134(100
3 5 10Ho0,4 93.05063  193.05064 3 193(100), 259(3) 178(65) 34(100)
124(96), 125(5),
. _ 153(44), 167(7),
39 Metil galat 7.43 CgH,0O4 183.02990  183.02900  4.92 168(100), 169(6), 124(100) 54(12), 78(100)
183(10)
Flavonoidni glikozidi i aglikoni
267(7), 285(13),
Taksifolin 3,7-di-O- ) 303(10), 355(8), 1073) 241(14), 149(13), 199(12),
40 . 3.77 CyH30., 627.15667 627.15641  0.42 285(100), 303(59), 217(23), 241(100),
heksozid 447(18), 465(100),
329(3), 339(9) 242(7), 243(28), 257(8)
466(11)
125(49), 163(57),
Kaempferol 3,7-di-O- ) 285(7), 447(100), 284(5), 285(100), 199(28), 213(29),
4 heksozid 377 GO 60914611 60914654 -0.70 448(27) 309(3) 217(53), 241(70),
257(100)
293(4), 297(3), 298(5), 147(8), 240(3), 256(7), 147(13), 214(10), 239(11),
42 Krisoeriol 7-O-heksozid 4.08  C,uHu04” 46110894  461.10849 0.96 299(100), 300(22), 271(6), 283(20), 240(21), 255(100),
301(7), 415(3) 284(100) 256(62), 267(11)
. . 301(21), 302(3), 107(9), 151(100),
Kvercetin 3,7-di-O- B 271(3), 300(37),
43 | eksozid 4.24  CyHog0y, 625.14102 62514160 -0.93  462(10), 463(100), 301(100), 343(7) 179(70), 229(7), 255(13),
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464(11), 505(3)

273(10), 301(16)
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49

50

51

52

53

Luteolin 7-O-heksozid

Kvercetin 3-0-heksozid-7-
O-pentozid

Kaempferol
heksozil)-heksozid

3-0-(2™

Kvercetin 3-O-heksozid-7-
O-ramnozid

Kaempferol 3-O-pentozid-
7-0-heksozid

Kaempferol 3-O-heksozid-
7-O-ramnozid

Izorhamnetin 3-0-
heksozid-7-O-ramnozid

Kvercetin 3-O-heksozid

Kvercetin 3-O-pentozid

Kaempferol 3-O-heksozid

4.30

4.31

4.54

5.00

5.07

5.26

5.34

5-44

5.62

577

C21H19011_

C26H270167

C27H29016_

C27H29016_

C26H270157

CaHaoOss™

C28H31016_

C21H190127

C20H170117

C21H19011_

447.09329

595.13046

609.14611

609.14611

579-13554

593.15119

623.16176

463.08820

433.07764

447.09329

447.09333 -0.09
595.13068  -0.38
609.14635 -0.40
609.14627 -0.26
579.13625  -1.22
593.15042  1.31
623.16160  0.25
463.08826 -0.13
433.07732  0.74
447.09258  1.57
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193(6), 229(6), 257(12),
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255(53), 256(4),
271(100), 272(12)

227(13), 255(100),

256(21)

185(11), 197(47),
198(24), 199(28),
213(100), 223(14),
241(13)

121(3), 151(8), 227(11),
254(12), 255(15),
271(100), 272(12)

227(14), 255(100),
256(19)

107(11), 151(100),
179(62), 229(14),
255(13), 273(9), 301(13)
151(100), 179(62),
211(14), 229(30),
255(38), 257(12),
301(14)

227(12), 255(100),
256(23)

243(28), 257(13),
271(81), 285(100),
286(46), 299(12),
300(17)
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199(24), 203(9), 215(22),
227(60), 242(8),
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167(3), 183(3), 211(66),
213(3), 227(100),
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147(55), 171(46),
159(9), 185(25), 187(20),
. . ) 8(9), 189(69), ,
54 6-Hidroksikaempferol 5.98 CisHyO; 301.03538 301.03517 0.69 257(100) 258(9),  189(69) 211(30) 201(100), 211(49),
283(3) 213(59), 215(54),
214(8), 229(8)
229(100)
107(5), 151(79), 152(5),
6 6 8
55 Kvercetin 6.80 C;sHyO, 301.03538  301.03521  0.55 179(100), 180(8), 151(100) 3(4), 65(3), 83013),
107(100)
257(12), 273(14)
195(3), 211(12), 215(7), 183(16), 187(4), 209(3),
56 Onopordin 7.41  CHuO, 315.05103  315.05087  0.49 283(100), 284(11) 227(4), 239(15), 211(64), 213(13),
255(100), 265(3) 227(100), 237(21)
232(15), 271(22), 165(67), 175(23),
e B 281(24), 330(100), 285(15), 287(13), 199(30), 243(100),
Limocitrin .68 C,Hy;0 .061 .06141  o.
57 7 e 345:00159 - 3450014 3 331019) 301(9), 315(100), 259(33), 271(21),
316(12) 287(50)
151(100), 227(49),
. N 228(25), 255(41),
8 Izorh ti .6 CisHuO . .0508 . 6 8
5 zorhamnetin 7.69  CisHuO; 315.05103  315.05084 0.59  300(100), 301(10) 271(85), 272(73), 5(3), 83(5), 107(100)
283(32)
Antocijanini i antocijanidini
137(41), 175(29),
Cijanidin 3,5-di-O-heksozid 287(84), 288(11), 185(30), 213(100),
. CyH3.046"* 611.16066 611.16022 0.71 287(100
1 379 Sartlate 7 449(100), 450(13) 7(100) 231(55), 241(50),
287(92)
. . . 301(69), 302(10),
6 P din 3,5-di-O-heksozid .06 CugH3:056" 625.176 625. . 8(4), 286
0 eonidin 3,5-di eksozi 4.0 28H53016 25.17631 25.17494  2.20 463(100), 464(17) 301(100) 258(4), 286(100)
137(38), 175(30),
122(28) 2?2(27) 129(4), 141(21), 157(28),
61 Cijanidin 3-O-heksozid 4.22  CyuH,,04" 449.10784  449.10637  3.26 287(100), 288(12) 231(52)’ 241(45)’ 167(9), 171(9), 185(100),
287(100) 213(7)
202(9), 213(5), 229(5),
8 86
62 Peonidin 3-O-heksozid 4.67 CyH,304" 463.12349  463.12236  2.43 301(100), 302(12) 258(3), 286(100), 230(29), 257(17),
287(7)
258(100), 268(23)
Cijanidin 3,5-di-O-heksozid 303(24), 448(11), 137(23), 153(22),
6 .0 CyH3,046" 611.16066 611.1600 o. 03(100
3, 5.05 Cy;H30:6 9 93 449(100) 303(100) 165(59), 229(85),
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247(28), 257(100),
285(52)
153(10), 287(12), 127??))’ 2123((25}
64 Delfinidin 3-O-ramnozid 5.05 CyH,,0," 449.10784  449.10560 4.98 303(100), 304(18), 7L, 9194), 161(4), 201(8), 229(100)
418(60), 430(8), 431(5) 247(30), 257100),
’ ’ 285(50)
121(41), 153(71),
65 Cijanidin 3-O-ramnozid 523 CuH.0w"  433.11292  433.11202  2.08  287(100), 288(8) 165(100), 213(89), 69(17), 109(100),
231(32), 241(92), 137(89), 183(7)
258(49)
139(10), 257(10),
301(13), 317(100), 23(3%7)) 2%1 O% 153(26), 246(8), 273(14),
66 Petunidin 3-O-ramnozid 5.40 CyH»;04," 463.12349  463.12190  3.43 318(22), 347(11), 285(3 é) 302(100)’ 274(100), 275(5),
(9), 444(5), 445010 ’ > 284(11), 285(16
395(9), 444(5), 445(10) 303(16) 4(11), 285(16)
137(28), 165(65),
145(9), 159(7), 161(22),
.o 229(93), 247(27), 161(3), 173(4), 201(10),
6 Delfinidin 50 Ci:HiO,* 03.0 . .
7 5.5 1sHuO; 303.04993  303.04919  2.45 257(100), 285(75),  215(3), 229(100) 173(27), 183(12),
187(22), 201(100)
303(34)
153(68), 165(100),
o oo 213(85), 241(89), 69(12), 109(100),
68 Cijanidin 5.82 C;sHy,O06" 287.05502  287.05416 2.
! s 7 7OSHID 299 0846),  260(40), 137(97), 183(5)
287(47)
139(9), 165(7), 257(10), 153(25), 228(4), 246(9),
69 Petunidin 3-O-heksozid 6.02  CyH»;0.," 479.11840  479.11644  4.10 317(100), 318(8) 274(7), 285(38), 273(18), 274(100),
302(100), 303(8) 284(10), 285(20)
Derivati terpena
101(18), 113(26),
195(6), 205(20), 215(7), 119%26)) 1331((1;
70 Desbenzoilpaeoniflorin 1.82  CiH230:0" 375.12967  375.12916  1.36 329(5), 341(100), ’ > 119(100)
143(26), 161(34),
343(11), 345(15)
179(100)
161(38), 181(20), 113(24), 125(15),
.. B} 325(24), 341(14), 143(29), 151(33),
1 Mudanpiozid F . C,H,:0 89.14532 89. .06
7 P 345 Tfastho 35914532 35914491 1O 343(100), 344(11), 161(100), 163(59),
351(6) 181(49)
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281(4), 299(4), 137(78), 165(33),
333(20) 322(:) 1§;(Z6) 202(312) 13(6), 137(54), 151(6),
2  Oksipaeoniflorin 418  Cy3H, 040" .15080 .150 0.6 ’ ’ ’ > 179(100), 209(19),
7 P 23H2,012 495.15 495.15049 3 465(100), 466(24),  281(43), 299(100), 2?;((32)) 9(19)
477(9) 327(31)
119(7), 123(14), 135(32),
73 Paeonin B 4.37 CeH.,04 357.11911 357.11815 2.68 igg{ﬁ’) 195(100), 136(100), 151(74), 107(5), 121(100)
177(17), 180(4)
167(90), 363(41), 165(25), 167(100),
. _ 479(14), 491(13), 209(23), 239(16), 108(10), 123(100),
4 Mudanpiozid E 4.42  Cy,H,0 25.161 25.1610 0.62
7 P ety 5251D137 52510104 495(100), 496(21), 311(33), 327(31), 152(27)
507(19) 329(50)
113(5), 123(8), 149(4),
e i 449(100), 450(6), 165(25), 309(7),
5 Albiflorin + HCOOH 535 CyH,,0 25.161 25.160 0.72 165(100), 20 ,
7 24H20013 525.16137  525.16099 7 478(5), 479(34) 327(100) 5(100) 7(3)
309(20)
183(100), 195(43),
. . 6 b b b b b
76  Paeoniflorin 6.83  Cu3HoO0u" 479.15589  479.15605  -0.35 42}328; 433(382)71(100) 211(15), 213(8), 225(7), fg?(jé) 97(19), 165(100)
’ 235(10), 253(77)
. ey 165(100), 179(3), 217(3),
Benzoil paeoniflorin  + N 535(3), 553(100), 165(21), 245(4), 413(6)
. C,H.,0 629.18758  629.18 ) ’
77 HCOOH 1 755  CaHz30u 29.1875 2018745 021 g, 018), 583(71) 431(100) 265(5), 291(3), 309(11),
413(21)
179(57), 197(100), 123(3), 137(5), 151(4),
78  Paeoniflorigenon 7.67  Ci;HiOs" 319.11762 319.11683 2.45 257(7), 285(24), 301(7), 161(6), 167(11), 125’((10)0)’ 151017),
302(69), 303(11) 179(100) >7
. o 553(100), 554(17), 123(5), 150(4), 165(100),
Benzoil aeoniflorin  + 165(14), 13(6), ’
79 HCOOH 2 P 8.27  CaiHg0uy” 629.18758  629.18792  -0.53  582(17), 583(100), 4351((1f))0) 535(3)4 3(6) 227(5), 249(4), 309(11),
584(8) ’ 413(7)
. i 177(22), 195(26), 133(36), 151(22), 165(9),
Benzoil aeoniflorin  + s 82(12),
80 LeooHs 936 CuHpO 62018758 62018760 -0.03 ;‘;‘?glo) i (2 90019), 387(8), 461(9), 177(100),  195(58),
’ 461(100), 565(5) 545(31)
Druga jedinjenja
93(58), 111(100),
ey o s - , 127(29), 129(43), 57(15), 67(11), 81(5),
81 Sikiminska kiselina 0.78 C,H,0O 173.0 173.04548 0.38
7O 4555 1730454 3 137(19), 143(22),  83(57), 93(100)
155(58)
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85(63), 93(34),

82 Limunska kiselina o1 CH,0¢ 191.05611 191.05597  0.74 11(100), 127(47), - 67(79), 8110, 83(32),
145(13), 171(18),  93(100), 96(21)
173(48)
. . . . 357(100), 358(13), 136(40), 151(100)
83 Pinoresinol heksozid 5.80 CyH;5,0 519.18719 519.18716 0.0 > 136(100
o * 469(4), 485(a) 311(10), 327(7), 34201) 320
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Fenolne kiseline. Ovo je najzastupljenija grupa u ispitanom ekstraktu latica boZura, sa 39
identifikovanih jedinjenja u odabranom ekstraktu latica stepskog boZura. Za pozitivnu
identifikaciju jedinjenja 3, 29 i 36 koris¢ene su hromatografske karakteristike koje
odgovaraju standardima galne kiseline, elaginske kiseline i p-kumarinske kiseline. Fenolne
kiseline 3, 29, 36 i 38 su prethodno identifikovane u taksonima Paeonia, dok su jedinjenja
10, 16, 24, 32 i 37 prvi put otkrivena u laticama P. tenuifolia u ovom istrazivanju. Galna
kiselina (3) i ferulanska kiselina (38) su ranije identifikovane u korenu zeljaste vrste P.
lactiflora [184,185]. Elaginska (29) i p-kumarinska kiselina (36) pronadene su u prasnicima
drvenaste vrste P. ostii [186]. Jedinjenje 37 (hidroksibenzoil-galoil-heksozid) je primeéeno
na 6,44 min sa molekularnim jonom na 451 m/z. MS? bazni pik na 313 m/z formiran je
gubitkom heksozil grupe (138 Da). Njegov bazni pik MS3 pojavio se na 169 m/z (gubitak
galoil grupe—144 Da), dok je njegov bazni pik MS* generisan daljim gubitkom H.O (18 Da).
Jedinjenja 19 (3,70 min), 23 (4,07 min), 30 (5,19 min) i 33 (5,74 min) identifikovana su kao
derivati digalne kiseline, a njihova fragmentacija je nedavno potvrdena [187,188]. Utvrdeno
je da su jedinjenja 13 (3,29 min), 15 (3,49 min) i 21 (4,02 min), sa istim egzaktnim masama
(483 m/z) i slicnim obrascima fragmentacije, izomeri digaloil-heksozida. Bazni pik MS? u
sva tri slucaja pronaden je na 169 m/z, sto moze odgovarati ili ostatku digalne kiseline ili
ostatku heksoze. Pet drugih jedinjenja, 1 (0,57 min), 2 (1,22 min), 4 (1,78 min), 5 (2,13 min)
i 9 (3,17 min), sa istim egzaktnim masama (331 m/z) i slicnim obrascima fragmentacije,
prepoznati su kao izomeri galoil-heksozida. Za sve njih, MS? bazni pik je primeéen na 125
m/z, $to moZe odgovarati ostacima galne kiseline ili heksoze. Takode je pronadeno da su
sli¢ni obrasci fragmentacije kod izomera tetragaloil-heksozida, unutar jedinjenja 26 (4,82
min), 28 (4,95 min) i 31 (5,22 min), koji se odlikuju istim ta¢nim masama (787 m/z). Za sve
njih, detektovan je bazni pik MS* na 617 m/z, sto je verovatno posledica ostatka tetragalne
kiseline ili heksozida. Sto se ti¢e preostalih jedinjenja prikazanih u tabeli 2, takode su
identifikovani izomeri dihidroksibenzoil-heksozida (6, 11), dihidroksibenzoeve kiseline (77,
25) i galoil-di-O-heksozida (8, 12), a njihovi MS? pikovi su 153, 109 i 313 m/z. Ostalih deset
jedinjenja iz grupe fenolnih kiselina (14, 17, 18, 20, 22, 27, 34, 35 i 39) identifikovano je na
osnovu njihovih karakteristi¢nih MS spektara i obrazaca fragmentacije.

Flavonoidni glikozidi i aglikoni. Ovo je slede¢a najbrojnija grupa jedinjenja, sa 19
jedinjenja identifikovanih u ispitivanom ekstraktu. Jedinjenja 41 i 43 su nedavno
identifikovana u semenu zeljaste vrste P. lactiflora [189]. U korenu zeljastih bozura otkrivena
su jedinjenja 54 kod vrsta P. lactiflora i P. veitchii [190] i 56 (onopordin) kod P. anomala
[191]. Osim u korenu, jedinjenja 47 i 57 su identifikovana i u nadzemnim delovima P.
kesrounansis [192] i P. parnassica [193]. Ranije je utvrdeno da samo bozuri (nekoliko sorti)
sadrze jedinjenja 42, 45, 48, 49 i 52 [194], dok su jedinjenja 44, 46, 51, 53, 55 i 58 ranije
otkrivena u cvetovima zeljastih biljaka P. delavayi ili drvenastoj vrsti P. rockii [195].

Antocijanini i antocijanidini. Identifikovano je 11 jedinjenja koja pripadaju ovoj grupi.
Kod drvenastih bozura samo dva (61 i 62) pronadena su kod vrste P. delavayi [196].
Medutim, najviSe ih je zabeleZeno u cvetovima zeljastih bozura, i to 59 i 63 kod vrsta P.
peregrina i P. lactoiflora [197], 60 samo kod vrste P. lactiflora [198], a 67 i 68 samo kod
vrste P. tenuifolia [199]. Antocijanidini, delfinidin (67) i cijanidin (68), takode su
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identifikovani u laticama nekih bozura: P. jishanensis, P. ostii, P. ostii var. lishizhenii, P. kiui,
P. rockii, P. decomposita, P. potaninii i P. delavayi [195].

Derivati terpena. Sli¢cno kao u slucaju antocijanina i antocijanidina, otkriveno je 11
jedinjenja iz ove grupe, a sva su ve¢ prijavljena kao karakteristi¢na za taksone Paeonia. Kod
zeljastih bozura jedinjenja 77-80 otkrivena su u svim biljnim organima [200], jedinjenja
70-73 samo u korenu vrste P. lactiflora [200], 70-71 takode u korenu vrste P. veitchii [184],
78 u korenu vrste P. daurica [201], a 74-76 samo u cvetovima vrste P. tenuifolia [202].
Nekoliko jedinjenja identifikovanih u ovom istrazivanju je takode ranije prijavljeno kod
drvenastih bozura; 74-76 u stabljikama vrste P. ostii [186]i 77-80 u svim biljnim organima
vrste P. suffruticosa [203]. U ovom istrazivanju, molekularni joni izomernih jedinjenja 77,
79 i 80 (7,55, 8,27 1 9,36 min) su pronadeni na 629 m/z, a njihovi obrasci fragmentacije su
bili veoma sli¢ni. Probna identifikacija ova tri jedinjenja, ta¢nije benzoil paeoniflorin +
HCOOH 1 (777), benzoil paeoniflorin + HCOOH 2 (779) i benzoil paeoniflorin + HCOOH 3 (80),
postignuta je zahvaljujudi njihovim hromatografskim karakteristikama [203].

Ostala jedinjenja. U ovom istrazivanju, sledeca tri jedinjenja su takode potencijalno
identifikovana po prvi put u laticama P. tenuifolia: Sikiminska kiselina (81), limunska kiselina
(82) i pinorezinol heksozid (83). Sva ostala jedinjenja su prethodno bila prijavljena u
taksonima Paeonia, ali ni jedno od njih kao sastavni deo latica. Jedinjenje 82 je ranije
otkriveno u korenu zeljastih vrsta P. lactiflora i P. veitchii [184], dok je kod drvenastih bozura
jedinjenje 81 pronadeno u sadnicama vrste P. suffruticosa [204], a jedinjenje 83 u
prasnicima vrste P. ostii [186].

4.3.  Kvantifikacija ciljanih komponenata ekstrakata latica Paeonia tenuifolia L.

U cilju odredivanja tacne koli¢ine nekih bioloski aktivnih komponenata prisutnih u
ekstraktima latica stepskog boZura koje su prikupljene na tri lokaliteta u Srbiji izvrSena je
analiza ekstrakata primenom ultravisoko efikasne tecne hromatografije (UHPLC/MS).
Njihova kvantifikacija izvrSena je na osnovu podudaranja sa analitickim standardima (tabela
3).

Tabela 3 Kvantifikacija aktivnih jedinjenja u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L.
primenom UHPLC/MS metode

p_
Porekl
b;)lfr(io © Ekstrakcioni Metoda kumarinska Elaginska Kvercetin, Izorhamnetin,
m;terfj ala medijum ekstrakcije kiselina, kiselina, mg/L mg/L mg/L
mg/L
Maceracija ~ 0.253+£0.008'  166.33+14.62°  0.386+0.006' 0.5240.02/
H.O UAE 0.70£0.02%  143.10+12.58"  0.312+0.004/ 0.43+0.02%
. MAE NP 124.00£10.90%  0.159+0.002° 0.26+0.01™
Gulenovci - h k
Maceracija 0.456+0.014 80.03+7.03°¢ 0.188+0.001" 0.45+0.02
MeOH UAE 0.290+£0.009%  84.87+7.46° 0.595+0.009" 1.87+0.08!
MAE 1.56+0.05° 47.24+4.158 0.411+0.006" 1.5440.065
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Maceracija ~ 15.04+0.45% 72.63+6.38%  0.209+0.003™ 5.23+0.21°

H.O UAE 2.30+0.07¢ 35.49+3.12" 1.34+0.02° 7.22+0.29

5 MAE 1.5240.05° 102.41+9.00¢  0.947+0.014¢ 3.19+0.13¢
Pancevo - b . C
Maceracija 4.57+0.14 81.83+7.19 0.502+0.007% 3.65+0.15

MeOH UAE 4.28+0.13° 85.86+7.55¢ 0.619+0.009°¢ 3.54+0.14°

MAE 2.70+0.08¢ 75.04+6.60°  0.3214+0.005 2.37+0.10°

Maceracija 0.79+0.02! 106.49+9.36%  0.244+0.003' 0.64+0.03!

H,O UAE 0.25740.008'  103.81£9.13¢  0.265+0.004* 0.39+0.02!

Deliblatska MAE NP 50.35£4.43%  0.585+0.008f 0.64+0.03
pescara Maceracija NP 125.26+11.01% 3.15+0.05% 6.77+0.28%
MeOH UAE 0.386+0.017 63.49+5.58f 1.85+0.03" 3.61+0.15°

MAE 0.415+0.012) 30.67+2.30"  0.581+0.008f 1.078+0.04"

* Vrednosti sa razli¢itim slovima (a-o0) u svakoj koloni ukazuju na statisticki znacajne razlike (p<0,05; n=3;
analiza varijanse, Dankanov post hoc test); Nije pronadeno (NP); ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE);
ekstrakcija primenom mikrotalasne pe¢nice (MAE); metil alkohol (MeOH).

U ekstraktima latica stepskog bozura izvrsena je kvantifikacija Cetiri komponente (p-
kumarinska kiselina, elaginska kiselina, kvercetin i izorhamnetin) koje su vazne za njihovu
biolosku aktivnost. Sve ekstrakte karakteriSe prisustvo relativno visoke koli¢ine elaginske
kiseline (30,67-166,33 mg/L) koja moZe da izazove lizu ¢elijskih membrana, omogucavajuéi
antimikrobnu aktivnost ekstrakata [205]. Najveca koli¢ina elaginske kiseline je detektovana
u vodenim ekstraktima latica prikupljenih na Gulenovcima, koji takode pokazuju najbolju
antibakterijsku aktivnost. Kvercetin, komponenta koja je takode prisutna u svim ekstraktima,
ukoliko je prisutna u ve¢im koli¢inama, umanjuje potencijal ekstrakata da pospese zarastanje
rana i da sprece adheziju i invaziju bakterije S. lugdunensis na HaCat (elije. Izorhamnetin
pripada flavonolima, podgrupi flavonoida, a karakteriSe ga antiviralna, antikancerogena,
antioksidativna, antiinflamatorna i antimikrobna aktivnost [206]. Ovo jedinjenje je u
uzorcima prisutno u koli¢inama koje variraju od 0,26 mg/L do 7,22 mg/L; sa poveanjem
njegove kolicine, pospeSuje se bioloSka aktivnost ekstrakata, kao $to se moZe videti kroz
rezultate prikazane u ovoj disertaciji. Od svih kvantifikovanih jedinjenja, najmanji je sadrzaj
p-kumarinske kiseline, koju karakteriSe antioksidativna, antikancerogena, antimikrobna,
antivirusna, antiinflamatorna, antiagregacijska, anksioliti¢na, antipireticka, analgeticka i
antiartritisna aktivnosti, kao i blagotvorni efekti na simptome dijabetesa, gojaznosti,
hiperlipidemije i gihta [207].

4.4. Antioksidativna aktivnost ekstrakata latica

Antioksidans je hemijsko jedinjenje koje ima sposobnost da odloZi ili ogranici oksidaciju
lipida ili drugih molekula spre¢avanjem nastupanja ili propagacije oksidativnih lan¢anih
reakcija, ¢ime se sprecavaju ili oStec¢enja koja mogu biti izazvana dejstvom slobodnih radikala.
Antioksidativna aktivnost se ostvaruje kroz slede¢e mehanizme: smanjenje aktivnosti
slobodnih oksidativnih vrsta, uklanjanje slobodnih radikala, kompleksiranje prooksidativnih
metala i neutralizacija slobodnog kiseonika [208]. Antioksidativni testovi kori$¢eni u ovoj
disertaciji funkcionisu po principu neutralizacije slobodnih radikala i redukcije jona.
Mehanizam delovanja ekstrakata koji pokazuju aktivnost uklanjanja slobodnih radikala, kao
Sto su ABTS®* ili DPPH®, temelji se na sposobnosti komponenti tih ekstrakata da deluju kao
donori vodonika. Dalje, ekstrakt sa pozitivnim rezultatom FRAP ili CUPRAC testa funkcionise
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kao donor elektrona i prekida lancanu reakciju oksidacije redukovanjem oksidovanih

intermedijera u stabilan oblik [208]. Medutim, u zavisnosti od primenjenog testa, hemijska

sloZenost ekstrakata mogla bi da dovede do nedoslednih rezultata, te se preporucuje da se

skrining ekstrakata sprovede koriSéenjem vise razli¢itih antioksidativnih testova [209-211].

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti sprovedena na ekstraktima latica P.

tenuifolia sakupljenim na razli¢itim lokalitetima u Srbiji primenom cetiri testa prikazani su u

tabeli 4.

Tabela 4 Antioksidativna (DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP) aktivnost vodenih i metanolnih
ekstrakata latica Paeonia tenuifolia L. sa razlicitih lokaliteta, dobijenih razlic¢itim tehnikama

ekstrakcije.
L. Antioksidativna aktivnost
. Ekstrakcioni
Poreklo biljnog ..
. medijum, metoda DPPH IC;, ABTS ICs, CUPRAC FRAP
materijala .
ekstrakcije
[mg/mL] [mg/mL] [mol TE/g] [pmol Fe**/g]
H.0, maceracija 0.088+0.001°  0.090+0.001°  0.386+0.002% 834.24+6.4°
H.O, UAE 0.051+0.001'  0.074+0.002*  0.378+0.001" 843.39+5.6%
H.O, MAE 0.063+0.001°  0.092+0.001°  0.327+0.001f 796.56+10.5°
Gulenovci
MeOH, maceracija 0.123£0.001°  0.099+0.000°  0.345+0.000° 830.22+11.6°
MeOH, UAE 0.124£0.001°  0.099+0.001° 0.349+0.001° 776.43+9.9°
MeOH, MAE 0.124+0.002°  0.098+0.001°  0.358+0.002¢ 840.46+7.0%
H.0, maceracija 0.074+0.002°  0.089+0.001°  0.341+0.001° 715.33+5.8¢
H,0, UAE 0.058+0.001'  0.070+£0.002%  0.371£0.001° 832.4+13.9°
H.O, MAE 0.061+0.001  0.088+0.002°  0.385+0.0022 751.19+5.4%
Pancevo
MeOH, maceracija 0.126+0.001*  0.097+0.001° 0.346£0.001° 724.84+10.3¢
MeOH, UAE 0.126£0.001*  0.099+0.000°  0.357+0.001¢ 777.16+9.8¢
MeOH, MAE 0.125+0.002°  0.099+0.000° 0.367+£0.001° 748.99+8.2°¢
H,0, maceracija 0.103+0.003%  0.098+0.001° 0.319+0.001% 759.24+2.3°
H.O, UAE 0.09440.003°  0.092+0.001" 0.344+0.001° 815.58+1.9"
Deliblatska H,O, MAE 0.067+0.001f  0.094+0.001°  0.391+0.000% 791.43+7.8°
pescara

MeOH, maceracija
MeOH, UAE

MeOH, MAE

0.125+0.001°
0.125+0.001°

0.125+0.002°

0.098+0.001°
0.097+0.001°

0.097+0.001°

0.353+0.001¢
0.337+0.001f

0.358+0.001

769.11+£10.8°¢

559.5+11.3°

833.88+8.6"

*Vrednosti sa razli¢itim slovima (a-f) u svakoj koloni su pokazale statisticki znacajne razlike (p<0,05; n=3;

analiza varijanse, Dankanov post hoc test); Ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom
mikrotalasa (MAE), metil alkohol (MeOH), Troloks ekvivalent (TE); koncentracija ekstrakta potrebna za
neutralizaciju 50% DPPH® i ABTS** radikala (ICso).
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Aktivnost uklanjanja slobodnih radikala. Kako DPPH i ABTS testovi pokazuju sposobnost
testiranih ekstrakata da uklone slobodne radikale i redukuju ih u neaktivan oblik, dobijeni
rezultati se mogu posmatrati istovremeno. U slucaju latica P. tenuifolia, kada je voda
koriS¢ena kao agens za ekstrakciju, ekstrakti sa najve¢om aktivno$¢u uklanjanja DPPH*®
radikala (najnizi IC50) nisu se znacajno razlikovali izmedu regiona iz kojih su sakupljene latice.
Pored toga, najjaca ABTS®** redukciona aktivnost vodenih ekstrakata izmerena je za ekstrakte
koje su dobijeni primenom UAE na sva tri geografska lokaliteta. U slucaju metanolnih
ekstrakata, aktivnost uklanjanja DPPH® bila je najveca za Gulenovacke MAE ekstrakte, kao i
istu vrstu ekstrakata iz Deliblatske pescare (0,123 i 0,125 mg/mL), dok su za Pancevo najbolju
aktivnost imali ekstrakti dobijeni MAE (0,125 mg/mL), ali ni jedan od metanolnih ekstrakata,
bez obzira na proces ekstrakcije, nije se medusobno razlikovao. Za aktivnost neutralizacije
ABTS radikala najmanje efikasni su bili MAE ekstrakti iz Gulenovaca i Deliblatske pesc¢are
(0,098 i 0,097 mg/mL), dok se za ekstrakte iz Panceva maceracija pokazala kao najmanje
efikasna metoda, iako se vrednosti ne razlikuju znacajno. Pored toga, kada je metil alkohol
koriséen kao rastvarac za ekstrakciju, ekstrakti latica sa sva tri lokaliteta se nisu medusobno
znacajno razlikovali, bez obzira na primenjenu metodu ekstrakcije.

Vodeni ekstrakti latica iz Gulenovaca i Panceva pokazali su najvecu aktivnost u
neutralizaciji DPPH® kada je primenjena UAE metoda, a zatim MAE, $to proces maceracije
¢ini najmanje efikasnom za ekstrakciju jedinjenja odgovornih za antioksidativnu aktivnost
ostvarenu u DPPH testu. Iako je TPC vodenih ekstrakata bio najveéi za uzorke dobijene
maceracijom, DPPH test je pokazao najnizu aktivnost pomenutih ekstrakata. Prema nekim
literaturnim podacima, postojanje korelacije izmedu koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja i
sposobnosti neutralizacije DPPH radikala nije sluc¢aj kod svih biljnih ekstrakata [212]. Naime,
neka fenolna jedinjenja koja funkcioni$u kao antioksidansi i reaguju sa Folin-Ciklteovim
reagensom mozda necée reagovati sa slobodnim DPPH radikalima. Postojanje veze izmedu
najnize vrednosti IC5, (najvedi antioksidativni potencijal) u vodenim ekstraktima latica P.
tenuifolia i najniZze vrednosti TPC izmerene u pomenutim ekstraktima, moZe se objasniti
sposobno$¢u drugih jedinjenja, pored polifenola, iz ekstrakata da smanje koli¢inu DPPH®.
Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, gde je studija pokazala da ¢ak u 223
biljna infuza postoji veoma slaba korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i vrednosti
TPC [213]. Isti fenomen je takode primecena u biljnom ¢aju Cosmos caudatus [214]. Stoga,
antioksidativnoj aktivnosti biljnog materijala doprinose i druga fitohemijska jedinjenja
[215]. Aktivnost uklanjanja DPPH® u etanolnim ekstraktima latica hibrida P. lactiflora kretala
se od 70 do 79% [180], u metanolnim ekstraktima ljubicastih i zutih latica P. delavayi
iznosila je 324,24 i1 336,08 pg TE/mg [216], dok se u vodenim ekstraktima raznobojnih latica
vrste P. suffruticosa antioksidativni potencijal kretao od 35,47 do 130,78 mg TE/g [181]. Iako
se razlika u sposobnosti uklanjanja DPPH® mozZe pripisati razli¢itom hemijskom sastavu
ekstrakta latica razli¢itih vrsta boZura koje su pomenute, ni jedan od prikazanih rezultata
nije mogao medusobno da se uporedi sa odgovaraju¢ima u ovoj disretaciji, zbog razlika u
nacinu na koji su rezultati predstavljeni.

Antioksidativna aktivnost jedinjenja prema slobodnim radikalima nastalim usled smoga,
zagadenja pesticidima, dima cigareta i hemijskih reagenasa moze se in vitro ispitati njihovom
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sposobnosé¢u da uklanjaju ABTS slobodne radikale (ABTS®") [217]. Pomenuta antioksidativna
aktivnost ekstrakata latica ispitivanih u ovoj disertaciji pokazala je znacajne varijacije
(vrednosti IC5, kretale su se od 0,070 do 0,099 mg/mL). Najvis§i ABTS antioksidativni
kapacitet ekstrakata dobijen je kada je koris¢ena metoda UAE i voda kao rastvarac, sto se
moze objasniti c¢injenicom da je povedanje temperature verovatno izazvalo povecanu
rastvorljivost antioksidativnih analita u rastvaracu za ekstrakciju i njihovu vec¢u difuziju iz
¢vrste matrice [218,219]. Pored toga, ultrazvucni talasi uti¢u na brzu ekstrakciju bioaktivnih
jedinjenja smanjenjem pritiska tecnosti, Sto se deSava kao rezultat ekspanzije. Naime, kada
pritisak prede zateznu ¢vrstocu tecnosti, formiraju se mehurici pare i implozivno pucaju usled
kavitacije, koju izazivaju jaka ultrazvuc¢na polja [220]. Mikroporozne cestice biomase su
poremecene mikroturbulencijom, velikim sudarima medu c¢esticama i makroturbulencijom
usled pucanja kavitacionih mehuri¢a. U interakcijama izmedu tecnosti i ¢vrstog materija,
kavitacija uzrokuje da se struja tecnosti koja se brzo krece pojavi na povrsini [221]. Udar ovih
mikromlaznica dovodi do povrsinskog ljustenja, erozije i razlaganja cestica, Sto olakSava
oslobadanje bioaktivnih sastojaka iz bioloske matrice. Ovaj uticaj povecava efikasnost
ekstrakcije antioksidativnih komponenata povecanjem prenosa mase preko mehanizama
vrtlozne i unutrasnje difuzije[222,223]. Sve ovo je moglo doprineti povecanju aktivnosti
uklanjanja ABTS®* usled veleg oslobadanja antioksidativnih jedinjenja u ekstrakcioni
medijum. Sa druge strane, rezultati ovog istraZivanja su pokazali da su za lokalitete
Deliblatska pescara i Gulenovci najnize vrednosti ICs, bile za ekstrakte dobijene MAE sa metil
alkoholom kao rastvaracem. Studija Mohapatre i sar. [224] je pokazala da su fenolna
jedinjenja primarni antioksidansi u biljnim ekstraktima. Oni mogu funkcionisati kao
antioksidansi na razli¢ite nacine, imaju¢i ulogu hvataca radikala, redukcionih agenasa,
donora vodonika i helatora metala [225]. Prisustvo nekih nefenolnih jedinjenja, kao $to su
askorbati, karotenoidi i terpeni, koji takode mogu doprineti ukupnoj antioksidativnoj
aktivnosti, moze objasniti zasto je u nekim slucajevima sposobnosti uklanjanja ABTS radikala
veca kada je TPC nizi [226]. Posto su latice ugroZenih zeljastih boZura nedovoljno istrazene,
postoji vrlo malo studija koje su ispitivale njihov antioksidativni kapacitet na osnovu
aktivnosti uklanjanja slobodnih ABTS®*. Prema literaturi, aktivnost uklanjanja ABTS®** kod
latica vrste P. lactiflora iznosila je 30,14 pmol Troloksa/g [226], dok su se u etanolnom
ekstraktu latica hibrida P. lactiflora vrednosti neutralizacije kretale od 75 do 83% [180].

Antioksidativna aktivnost redukcije jona. Test redukujuéeg potencijala se obi¢no koristi
za procenu sposobnosti antioksidansa da donira elektron, $to je kljutni mehanizam
antioksidativnog delovanja polifenola. Dobijene vrednosti u CUPRAC testu znacajno su se
razlikovale kada su kori§¢ene latice iz razliCitih geografskih oblasti i razliCite tehnike
ekstrakcije. Uzorci vodenih ekstrakata koji su pokazali najve¢e CUPRAC redukcione vrednosti
su MAE ekstrakti latica iz Panceva i Deliblatske pescare (0,385 i 0,391 mol TE/g) i macerat
latica iz Gulenovca (0,386 mol TE/g). Kada je kao rastvarac koris¢en metanol, metoda MAE
se pokazala kao najefikasnija za latice sva tri porekla; naime, CUPRAC vrednosti za MAE
ekstrakte latica Gulenovaca, Panceva i Deliblatske pescare su bile 0,358, 0,367 i 0,354 mol
TE/g. Rezultati FRAP testa za vodene ekstrakte pokazali su da je UAE metoda dala najbolje
rezultate za latice sa sva tri lokaliteta (843,4, 832,4 i 815,6 pumol Fe**/g, za Gulenovce,
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Pancevo i Deliblatsku pescaru). Kada je kao rastvarac¢ koris¢en metanol, najefikasniji su bili
MAE ekstrakti latica Gulenovaca i Deliblatske pesScare (840,46 i 833,88 pmol Fe**/g,) i
ekstrakt UAE latica iz Panceva (777,16 pmol Fe**/g), koji su se medusobno znacajno
razlikovali.

Rezultati CUPRAC testa varirali su u Sirokom opsegu, te se takav fenomen moze objasniti
oslobadanjem razlicitih hemijskih jedinjenja koja su prisutna u laticama, a koja su odgovorna
za sposobnost ekstrakata da redukuju jone bakra. Epikatehin galat, epigalokatehin galat,
kvercetin, fisetin, katehin, kafeinska kiselina, epikatehin, galna kiselina, rutin i hlorogenska
kiselina su jedinjenja za koja je ranije pokazano da poseduju najveci kapacitet redukcije jona
bakra, zbog polozaja i broja hidroksilnih grupa u molekulu, kao i stepena konjugacije unutar
celog molekula, koji olakSava transport elektrona [227]. Odstupanje koje je nastalo kod
vodenog ekstrakta latica iz Gulenovaca, gde najveci antioksidativni kapacitet nije bio povezan
sa najvisim TFC vrednostima, moze se objasniti ¢injenicom da odredena fenolna jedinjenja
ne reaguju sa Al3* prisutnim u AlCl; soli koja se koristi u TFC testu i stoga se ne moze
kvantifikovati ovom kolorimetrijskom analizom [228]. U osnovi, flavoni i flavonoli reaguju
sa AI(IID), dok flavanoni i flavanonoli ne stvaraju komplekse u istom stepenu. Neki flavoni i
flavonoli koji reaguju sa AI(II) su kvercetin, miricetin, morin i rutin [228]. Vrednost
rezultata CUPRAC testa su vece za vodene nego za metanolne ekstrakte, $to se moze pripisati
razlici u rastvorljivosti odredenih hemijskih jedinjenja u ovim rastvara¢ima [229]. Razli¢ita
jedinjenja, ukljucujuéi polifenole, tiole, D-askorbinsku kiselinu, manitol, glukozu i druge,
mogu takode da redukuju jone bakra [163]. Pored toga, specifi¢ni faktori Zivotne sredine,
kao sto su klima, lokalitet i temperatura, mogu znacajno uticati na akumulaciju jedinjenja
koja su nosaci antioksidativhog potencijala u razli¢itim biljnim organima [230], ¢ime se
objasnjava razlika u antioksidativnom kapacitetu izmedu uzoraka iste biljne vrste
prikupljene na razli¢itim geografskim lokacijama. Detaljnim pregledom literature utvrdeno
je da CUPRAC metoda nikada nije koris¢ena za merenje antioksidativne aktivnosti latica bilo
koje vrste bozura.

Vazna karakteristika FRAP metode je da procenjuje antioksidativni kapacitet samo
hidrofilnih komponenata ekstrakata i nije pouzdana za komponente koje su rastvorljivije u
organskim rastvaracima, kao $to su alkoholi [231]. Time se objasnjava najviSa FRAP vrednost
uocena u vodenim UAE ekstraktima latica sakupljenih u Gulenovcima. Odstupanja u FRAP
vrednostima metanolnih ekstrakata iz Gulenovaca i Panceva, gde je MAE ekstrakt bio
efikasniji u antioksidativnhom delovanju od ekstrakta UAE, mogu se objasniti ¢injenicom da
je povecanje temperature verovatno unapredilo efikasnost MAE. Naime, povelanje
temperature uzrokuje povecanu brzinu difuzije i poboljSanu rastvorljivost jedinjenja u
rastvara¢ima.

U najveem broju P. tenuifolia ekstrakata kada je voda koriS¢ena kao sredstvo za
ekstrakciju, UAE se pokazao kao najbolji metod, jer je davao povoljnije rezultate za vedinu
antioksidativnih aktivnosti, dok je u velini slucajeva kada se koristio metil alkohol kao
sredstvo za ekstrakciju, MAE se pokazao kao najpogodniji metod ekstrakcije.
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4.5.  Antimikrobna i antibiofilm aktivnost ekstrakata

Rezultati antibakterijske efikasnosti vodenih i metanolnih ekstrakata latica P. tenuifolia,
sakupljenih iz razli¢itih regiona Srbije i testiranih na bakterije S. lugdunensis, S. aureus i P.
vulgaris, prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5 Antibakterijska aktivnost vodenih i metanolnih ekstrakata latica Paeonia
tenuifolia L. (MIK and MBK, mg/mL).

Bakterija
. . Ekst'r.akcioni Staphylococcus Staphylococcus .
Poreklo biljnog materijala medijum, metoda . aureus Proteus vulgaris
ekstrakcije lugdunensis
MIK MBK MIK MBK MIK MBK
H,0, maceracija 0.125 0.25 0.5 1 0.5 1
H.O, UAE 0.5 1 2 4 2 4
H.O, MAE 0.5 1 2 4 0.125 0.25
Gulenovci
MeOH, maceracija 0.25 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5
MeOH, UAE 0.25 0.5 0.5 1 0.25 0.5
MeOH, MAE 0.5 1 1 2 0.5 1
H,O, maceracija 0.5 1 4 8 2 4
H.O, UAE 1 2 0.25 0.5 2 4
H.O, MAE 0.5 1 2 4 1 2
Pancevo
MeOH, maceracija 0.5 1 1 2 1 2
MeOH, UAE 0.5 1 0.5 1 0.5 1
MeOH, MAE 0.5 1 1 2 0.5 1
H,O, maceracija 0.5 1 2 4 2 4
H.O, UAE 0.5 1 1 2 1 2
H.O, MAE 0.5 1 2 4 2 4
Deliblatska pescara
MeOH, maceracija 1 2 2 4 1 2
MeOH, UAE 1 2 0.5 1 0.5 1
MeOH, MAE 0.5 1 0.5 1 0.5 1
Kontrola Gentamicin 0.008 0.016 1.33 2.66 0.066 0.133

*Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK); minimalna baktericidna koncentracija (MBK), ekstrakcija primenom ultrazvuka
(UAE); ekstrakcija primenom mikrotalasa (MAE), metil alkohol (MeOH).

Ekstrakti latica P. tenuifolia iz Gulenovaca pokazali su najbolju antibakterijsku aktivnost,
pri ¢emu su bili najefikasniji protiv S. lugdunensis (MIK 0,125-1 mg/mL). Najvecu otpornost
na uticaj ekstrakata latica sa ovog lokaliteta pokazala je bakterija S. aureus (MIK 0,25-2
mg/mL). S druge strane, ekstrakti latica iz Panceva i Deliblatske pescare pokazali su sli¢nu
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aktivnost prema sve tri bakterije, pri ¢emu su vrednosti MIK obe grupe ekstrakata protiv S.
lugdinensis varirale od 0,5-1 mg/mL, te su bile najaktivnije u inhibiciji rasta pomenutog soja.
Takode, metanolni ekstrakti latica sa sva tri lokaliteta pokazali su bolju aktivnost protiv S.
aureus (MIK 0,25-1 mg/mL) u odnosu na pozitivhu kontrolu, antibiotik gentamicin (MIK

1,33 mg/mL).

Prema Riosu i Reciju [232], fenoli su jedinjenja biljnog porekla koja su primarno
povezana sa antimikrobnom aktivnos¢u ekstrakata. Njihova antimikrobna aktivnost se
pripisuje postojanju hidroksilnih grupa u benzenovom prstenu fenolnih kiselina, te zavisi od
njihovog polozaja i broja. Kako se broj -OH grupa povecava, tako se povecava i antimikrobna
aktivnost, koja se moze izraziti kao najmanja inhibitorna i baktericidna koncentracija [61].
U ovoj disertaciji su ispitani vodeni i metanolni ekstrakti latica P. tenuifolia kao potencijalni
izvor antimikrobnih agenasa namenjenih za upotrebu u terapijskom tretmanu bolesti
ljudske koze. Ekstrakti latica iz Gulenovaca imali su najvecu antibakterijsku aktivnost protiv
S. lugdunensis, zatim S. aureus, a naposletku P. vulgaris (tabela 5), kojima je bila potrebna
veca koncentracija ekstrakta za inhibiciju rasta bakterija. Ekstrakti latica iz Panceva i
Deliblatske peScare pokazali su manju sposobnost inhibicije rasta bakterija u odnosu na gore
pomenute, a bili su najefikasniji protiv S. lugdunensis. Antibakterijska aktivnost taksona
Paeonia je ranije istrazivana. Metanolni UAE ekstrakti plodova drvenastog bozura P. rockii,
koji su takode bogati galnom kiselinom, pokazali su zadovoljavaju¢u aktivnost protiv S.
aureus i P. vulgaris (test je raden metodom difuzije diska, a rezultati su varirali izmedu 6 i
14 mm) [186], Sto je u skladu sa dobijenim rezultatima u ovoj tezi. Suprotno nalazima u ovoj
disertaciji, u istoj studiji [186], metanolni ekstrakti su imali veéi kapacitet da sprece rast
bakterija P. vulgaris i S. aureus, $to se moZe pripisati razlici u hemijskom sastavu izmedu
proucavanih vrsta bozura. Vrednosti MIK i MBK za ekstrakte latica u ovoj disretaciji bile su
mnogo vece od vrednosti dobijenih za pozitivhu kontrolu (antibiotik). Dobijeni rezultati ne
iznenaduju s obzirom da je dobro poznato da su ekstrakti slozene meSavine mnogih
jedinjenja koja mogu imati i sinregisticno dejstvo. Dodatno, koncentracija svakog aktivnog
jedinjenja je verovatno mnogo niZa nego u slucaju antibiotika, $to moZe spreciti pojavu
neZeljenih reakcija pri primeni ekstrakata. Naime, kako gentamicin namenjen za lokalnu
upotrebu mozZe negativno da uti¢e na osteogenezu [233] i da izazove nefrotoksi¢nost [233],
¢ini se da prirodni preparati imaju potencijal u buduénosti zahvaljujué¢i manjoj incidenci
neZeljenih efekata, kao i mogucem sinergizmu vise aktivnih komponenata ¢ime se smanjuje
verovatnoca nastanka rezistencije.

Antifungalna aktivnost ekstrakta je testirana na tri medicinski vazne vrste roda Candida
(tabela 6). Efikasnost svakog ekstrakta je poredena sa ketokonazolom, standardnim
antifungalnim agensom. Svi ekstrakti latica P. tenuifolia koris¢eni u studiji imali su razlicite
stepene antifungalne aktivnosti na sojeve Candida. Medutim, najznacajniji antifungalni
efekat postignut je prema C. kefyr, vaznom gljivicnom patogenu sposobnom da izazove
invazivnu kandidijazu kod imunokompromitovanih pacijenata, posebno onih sa
onkohematoloskim oboljenjima. MIK vrednosti ekstrakata u sluc¢aju C. kefyr kretale su se u
rasponu od 0,5-1 mg/mlL, dok su se vrednosti MFK kretale 1-2 mg/mL. C. krusei je bio
najotporniji, sa MIK vrednos$¢u od 2 mg/mL i MFK vrednos¢u od 4 mg/mL. Otpornost
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Candida prema dejstvu ekstrakata opadala je slede¢im redosledom: C. kefyr > C. albicans >
C. krusei. Antifungalna aktivnost svih ekstrakata bila je najvisa prema C. kefyr.

Tabela 6 Antikandidalna aktivnost vodenih i metanolnih ekstrakata Paeonia tenuifolia L.
(MIK i MFK, mg/mL).

Vrsta Candida
Poreklo biljnog Ekstrakcioni medijum,
Candida kefyr Candida krusei  Candida albicans
materijala metoda ekstrakcije
MIK MFK MIK MFK MIK MFK

H,0, maceracija 1 2 0.5 1 1 2

H,O, UAE 0.5 1 2 4 1 2

H,O, MAE 0.5 1 1 2 1 2
Gulenovci

MeOH, maceracija 1 2 0.5 1 1 2

MeOH, UAE 0.5 1 1 2 1 2

MeOH, MAE 0.5 1 1 2 0.5 1

H,0, maceracija 0.5 1 2 4 1 2

H.O, UAE 1 2 2 4 1 2

H,O, MAE 0.5 1 1 2 1 2
Pancevo

MeOH, maceracija 0.5 1 1 2 0.5 1

MeOH, UAE 0.5 1 1 2 1 2

MeOH, MAE 1 2 1 2 0.5 1

H,O, maceracija 0.5 1 2 4 1 2

H.O, UAE 1 2 1 2 1 2

H,O, MAE 0.5 1 2 4 1 2
Deliblatska pesScara

MeOH, maceracija 1 2 0.5 1 1 2

MeOH, UAE 1 2 1 2 1 2

MeOH, MAE 0.5 1 1 2 0.5 1
Kontrola Ketokonazol 0.05 0.1 0.05 0.1 0.05 0.1

*Ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom mikrotalasa (MAE); metil alkohol (MeOH);
minimalna inhibitorna koncentracija (MIK); minimalna fungicidna koncentracija (MFK).

Patogeni gljivica nisu izuzetak u doba povecéane rezistencije na postojece antimikrobne
agense, zbog ¢ega su brojne studije istrazivale efikasnost antigljivicnih biljnih jedinjenja
[234]. U ovom istrazivanju razmatrana je upotreba prirodnih jedinjenja prisutnih u
vodenim i metanolnim ekstraktima latica stepskog bozura efikasnih protiv gljivicnih
infekcija uzrokovanih najc¢es¢im ljudskim gljivicnim patogenima, C. albicans, C. kefyr i C.
krusei. Biljne komponente za koje je dokazano da pokazuju antifungalno dejstvo su razna
fenolna jedinjenja, ukljucujuéi galnu kiselinu, timol, flavonoide, posebno katehin, tanine,
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kao i terpenoide i saponine. S obzirom da svi ekstrakti latica sadrze galnu kiselinu, ostvarili
su zadovoljavaju¢u antifungalnu aktivnost; ekstrakti su bili najefikasniji u inhibiciji C. kefyr,
zatim C. albicans, a najmanje efikasni u suzbijanju C. krusei. Sli¢no antibakterijskoj
aktivnosti, latice sakupljene u Gulenovcima pokazale su najvisi antifungalni kapacitet, jer su
imale najniZe vrednosti MIK i MFK za sve ispitivane sojeve gljivica. Ovo se moze pripisati
razlici u hemijskom sastavu izmedu ekstrakata, jer su svi vodeni ekstrakti latica iz
Gulenovaca imali najveéi sadrzaj elaginske kiseline, dok je kod metanolnih ekstrakata
koli¢ina ovog jedinjenja bila primetno manja. Elaginska kiselina pripada fenolnim
kiselinama, za koje je utvrdeno da su slabe kiseline sa sposobnos¢u da liziraju Celijsku
membranu, pokazujuéi tako antifungalnu aktivnost [205]. I ranije su ispitani efekti nekih
ekstrakata iz taksona Paeonia na razli¢ite gljivi¢ne patogene. Picerno i sar. [235] su pokazali
da su ekstrakti korena vrste P. rockii veoma efikasni protiv C. albicans (MIK5o=30 pg/ml), i
za 88% efikasniji od ekstrakta latica iz Gulenovaca dobijenih u ovom istrazivanju. S druge
strane, Yuan i sar. [236] su ispitivali efekte ekstrakata korena sedam populacija zeljaste P.
veitchii na C. albicans, a rezultati su bili sli¢ni rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji (MIK
0,25-1 mg/mL); najdominantniji sastojci ekstrakta korena, kao $to su galna, elaginska i
ferulanska kiselina, takode su primeceni u svim ekstraktima latica koji su ispitivani u ovom
istrazivanju.

S obzirom da su ekstrakti latica iz Gulenovaca pokazali najbolju inhibitornu aktivnost
prema S. lugdunensis, izabrani su za dalje ispitivanje njihove antibiofilm aktivnosti, a
rezultati su prikazani na slici 14. Metanolni ekstrakt latica iz Gulenovaca, koji je dobijen MAE
metodom pokazao je inhibiciju formiranja biofilma za 79% pri vrednosti MIK, za 76% pri
5 MIK vrednosti i 43% pri %4 MIK vrednosti. Za vodene ekstrakte, uzorak dobijen metodom
UAE pokazao je najvecu sposobnost da inhibira formiranje biofilma kod S. lugdunensis, sa
80% inhibicije pri MIK vrednosti.
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Slika 14 Formiranje biofilma Staphylococcus lugdunensis (Ibis 2996) nakon tretmana ekstraktima Paeonia
tenuifolia L. *Zvezdice predstavljaju statisticku znacajnost: * p < 0,05; **, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.
Gulenovci (GU); ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom mikrotalasa (MAE), metil alkohol
(MeOH)

Ekstrakti biljaka sa visokim sadrzajem polifenola pokazuju antimikrobnu aktivnost, kao
i sposobnost suzbijanja formiranja biofilma i adhezije S. lugdunensis i drugih bakterijskih
vrsta na veStackim povrSinama i epitelnim celijama [237]. Rezultati ovog istrazivanja
(tabele 5 i 6) su pokazali da su ekstrakti latica iz Gulenovaca imali najvisu aktivnost protiv
svih ispitivanih patogena i bili najefikasniji u inhibiciji rasta S. lugdunensis, te su koris¢eni
za dalje ispitivanje efekta na formiranje biofilma pomenute bakterije (slika 14). Medu
metanolnim ekstraktima, uzorak dobijen primenom MAE pokazao je najbolji potencijal u
inhibiciji formiranja biofilma, te je kapacitet za 17% bio ve¢i od ekstrakta UAE i 37,5% veli
od ekstrakta dobijenog maceracijom. Medu vodenim ekstraktima, uzorak koji je dobijen
pomocu UAE pokazao je najbolju antibiofilm aktivnost i bio je skoro identi¢an aktivnosti
MAE i imao je za 15% vecu aktivnost od ekstrakta dobijenog metodom maceracije. Imajuci
u vidu da su ekstrakti sa najboljom aktivnos¢u, odnosno metanolni MAE i vodeni UAE,
pokazali gotovo identi¢nu supresiju formiranja biofilma S. lugdunensis, oba rastvaraca bi se
podjednako uspesno mogla koristiti za ekstrakciju bioaktivnih sastojaka iz latica uskolisnog
bozura, odgovornih za ovu vrstu aktivnosti. Kako su koli¢ine kvantifikovanih jedinjenja
znacajno varirale izmedu dva ekstrakta koji su pokazali najve¢u inhibiciju formiranja
biofilma, moguce je da su odredena jedinjenja koja nisu kvantifikovana doprinela ovoj vrsti
aktivnosti.
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4.6.  Citotoksic¢nost ekstrakata

Na brzinu rasta HaCaT C(elijske linije nisu negativno uticali ekstrakti latica. Rezultati su
pokazali da ni jedan od ekstrakata nije imao citotoksi¢no dejstvo, u ispitanim
koncentracijama jer su njihove vrednosti IC5, bile ve¢e od 400 pg/mL.
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Slika 15 Relativna stopa rasta HaCaT Celija pod dejstvom ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L. *Gulenovci (GU);
Pancevo (PA); Deliblatska pescara (DP), ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom
mikrotalasa (MAE); metil alkohol (MeOH).

Uticaj bilo kog biljnog ekstrakta na metabolizam i vijabilnost elije je kljuan za
odredivanje bezbednosti i toksi¢nosti ekstrakta. Kako je fokus ovog istrazivanja bila procena
citotoksi¢nih svojstava ekstrakta latica na keratinocite (preovladuju¢i tip (elija u
povrsinskom sloju koZze zvanom epidermis), dobijeni rezultati bi se mogli smatrati
obecavajuéim jer su prvenstveno pokazali odsustvo citotoksi¢nost. Osim toga, iako su svi
testirani uzorci pokazali slican uticaj na odrzivost HaCaT celija, neki su dodatno pokazali
sposobnost podsticanja rasta celija, dok su drugi smanjili njihovu vitalnost (slika 15).
Pozitivan ili negativan efekat ekstrakta latica na proliferaciju ¢elija moze biti povezan sa
visokim koncentracijama pojedina¢nih fenolnih i flavonoidnih jedinjenja [232].

4.7.  Dejstvo ekstrakata latica stepskog boZura na in vitro migraciju HaCaT Celija

U cilju ispitivanja potencijalnih efekata ekstrakata latica stepskog bozura na pospesivanje
procesa zarastanja rana, odabrani ekstrakti ispitani su primenom in vitro metode migracije
HaCaT celija. Na osnovu rezultata za proliferaciju keratinocita pod uticajem ekstrakta latica
(slika 15), u in vitro testu simulacije zarastanja rana (migracija HaCaT C¢elija) ukljuceni su
samo uzorci koji su pokazali vecu stopu rasta ¢elija u odnosu na kontrolu. U tabeli 7 prikazani
su efekti ekstrakata na in vitro migraciju keratinocita u poredenju sa kontrolom (monosloj
keratinocita koji je ostecen, a nije tretiran ekstraktom).
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Tabela 77 Efekti ekstrakata Paeonia tenuifolia L. na kapacitet migracije HaCaT (elija (in vitro
simulacija zarastanja rana).

Poreklo biljnog Ekstrakcioni Metoda Zarastanje rana
materijala medijum ekstrakcije (%)
H.O MAE 26.14 £0.04
. Maceracija 5.38+1.2
Gulenovc
“ Vel MeOH UAE 8.04+0.11
MAE 0.08+0.7
UAE NA
Panc MeOH
ancevo e 5.56£0.09
Dellvblatska MeOH Maceracija 19.19+1.3
pescara MAE NA
Kontrola 0.08+0.12

*Bez aktivnosti (NA), ekstrakcija primenom ultrazvuka (UAE); ekstrakcija primenom mikrotalasa (MAE), metil
alkohol (MeOH).

Primena vodenog MAE ekstrakta latica P. tenuifolia iz Gulenovaca na sloj HaCaT (elija
sa mehanickim oste¢enjem rezultirala je primetnim poboljSanjem zatvaranja rane in vitro,
tj. intenzivnijom migracijom keratinocita (26,14%) u odnosu na kontrolu. U slucaju
metanolnih ekstrakata, najbolji se pokazao uzorak dobijen maceracijom latica iz Deliblatske
pescare (za 19,9%), ali manje efikasan u odnosu na vodeni ekstrakt. Kada su u pitanju
preostali ekstrakti (tabela 7), UAE metanolni ekstrakt latica iz Gulenovaca pokazao je
izvesnu efikasnost u poredenju sa kontrolom i bio je efikasniji od MAE metanolnih
ekstrakata iz Panceva i macerata latica iz Gulenovaca, ¢iji su uticaji na migraciju elija bili
sli¢ni.

Zahvaljujudi niskim troSkovima razvoja i manjoj incidenci neZeljenih efekata, prednosti
biljaka i njihovih ekstrakata za upotrebu u proizvodima za brZe zarastanje rana i oStec¢enja
koze su intenzivno proucavane, u cilju proizvodnje agenasa koji stimuliSu zarastanje rana
[238,239]. U ovom istrazivanju, samo ekstrakti koji su pokazali pozitivan efekat na rast ¢elija
(slika 15) su dalje podvrgnuti in vitro testu simulacije zarastanja rana. Mogu¢i mehanizam
pomocu kojeg ekstrakti pomazu zarastanje rana ukljucuje odrZavanje rane vlaznom uz
istovremeno pospeSivanje migracije epitelnih (Celija, ubrzanje sazrevanja kolagena i
smanjenje inflamacije [240,241]. Nakon toga, uocava se povecanje koli¢ine kolagena,
hijaluronske kiseline i dermatan sulfata u granulacionom tkivu rane koja zarasta, kao i
povecanje snabdevanja krvlju kao rezultat poboljSane oksigenacije [240].

Rezultati predstavljeni u tabeli 7, potvrdili su da ekstrakti latica uskolisnog bozura mogu
stimulisati rast i migraciju keratinocita; najefikasniji je bio vodeni ekstrakt latica iz
Gulenovaca dobijen MAE metodom, a zatim ekstrakt latica Deliblatske pescare dobijen
metodom maceracije. NeSto manje efikasan bio je UAE metanolni ekstrakt latica iz
Gulenovaca (8,04% efikasniji u odnosu na kontrolu), zatim metanolni ekstrakti latica iz
Panceva (MAE) i Gulenovaca (maceracija), koji su imali slican uticaj na migraciju celija
(5,56% i 5,38%).
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Detaljno je prouceno da su migracija i proliferacija keratinocita neophodni za
reepitelizaciju ostecene koze [242], $to je klju¢ni korak za obnavljanje novog sloja epiderma
u cilju le¢enja povredene koze [243]. Vodeni MAE ekstrakt latica imao je najbolju aktivnost
u pospesivanju zarastanja rana sa najmanjim sadrzajem kvercetina i izorhamnetina (0,159
mg/L, odnosno 0,26 mg/L), dok p-kumarinska kiselina u njemu nije otkrivena. Ostali
ekstrakti sa potencijalom zarastanja rana su imali razli¢ite koncentracije kvantifikovanih
komponenti (p-kumarinska kiselina, elaginska kiselina, kvercetin i izorhamnetin), $to je
dovelo do razlike u njihovim aktivnostima. Stoga, ovi rezultati pokazuju da latice P.
tenuifolia mogu potpomoci zarastanje rana na koZi.

4.8.  Efekti ekstrakata na adheziju i invaziju Staphylococcus lugdunensis prema HaCaT
Celijama
Ekstrakti latica sakupljenih u Gulenovcima odabrani su za dalje proucavanje bioloskih
efekata na S. lugdunensis jer su se pokazali kao najefikasniji u inhibiciji njenog rasta (tabela
5). Efekti Sest ekstrakata iz latica koji poticu sa ovog lokaliteta su ispitani u smislu njihove
sposobnosti da inhibiraju adheziju i invaziju S. lugdunensis na HaCaT (elije. Rezultati su
pokazali da su i invazija i adhezija znac¢ajno smanjene u prisustvu ekstrakata, osim u slucaju
metanolnog MAE ekstrakta, koji nije pokazao inhibitorni efekat na adheziju bakterije na
keratinocitima (slika 16). Vodeni ekstrakti su pokazali manju inhibiciju bakterijske adhezije
(20%), dok su macerat i UAE metanolni ekstrakti bili efikasniji, sa 33% i 32%. Inhibitorni
efekat metanolnih ekstrakata na invaziju S. lugdunensis bio je vedi; vise od 50% inhibicije
je postignuto MAE ekstraktom, imajuci postepeni porast, do dostizanja najveca vrednosti za
metanolni ekstrakt latica dobijen maceracijom (83,7%).
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Slika 16 Uticaj odabranih ekstrakata latica Paeonia tenuifolia L. na kapacitete adhezije (levo) i invazije (desno)
Staphylococcus lugdunensis na HaCaT Celijama. *Prikazani kao procenat inhibicije adhezije i invazije u
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poredenju sa kontrolom. Vrednosti sa razli¢itim slovima (a-d) u svakoj koloni su pokazale statisticki znacajne
razlike (p<0,05; n=3; analiza varijanse, Dankanov post hoc test);

Bakterije su sposobne da infiltriraju i kolonizuju povrsine Celija i tkiva domacdina, uprkos
postojanju Sirokog spektra mehanizama otpornosti Celija ili tkiva. Ovo istraZivanje je
obuhvatalo i ispitivanje antibakterijske aktivnosti vodenih i metanolnih ekstrakata P.
tenuifolia protiv S. lugdunensis u inficiranoj HaCaT Celijskoj liniji. Aktivnost bakterijske
invazije u HaCaT (elijama je procenjena koris¢enjem subtoksic¢nih i minimalnih inhibitornih
koncentracija ekstrakta. Sposobnost inhibicije adhezije i invazije S. lugdunensis na HaCaT
Celije je testirana pri koncentraciji od 0,125 mg/mL (slika 16). Najvi$a inhibitorna aktivnost
ekstrakata moze biti povezana sa prisustvom najnizeg sadrZaja kvercetina i izorhamnetina
medu svim ispitivanim ekstraktima, Sto moze dovesti do ove vrste bioloS8kog potencijala.
Zbog obecavaju¢ih rezultata, ispitivani ekstrakti su moguéi kandidati za stvaranje
inovativnih topikalnih formulacija za lec¢enje koznih infekcija.

4.9.  Lipozomi sa inkapsuliranim ekstraktom - fizickohemijske karakteristike, stabilnost i
bioloski potencijal
4.9.1. Stepen inkapsulacije polifenola latica Paeonia tenuifolia L. u lipozome
Budud¢i da je stepen inkapsulacije jedan od najznacajnijih parametara vezanih za
pomenuti proces [244], efikasnost inkapsulacije polifenola latica P. tenuifolia unutar
lipozoma je odredena i rezultati su prikazani na slici 17. Efikasnost inkapsulacije je odredena
odmah nakon pripreme lipozoma.
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Slika 17 Efikasnost inkapsulacije ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L. u lipozome dobijene primenom razli¢itih
fosfolipida. *Razlicita slova (a-c) pokazuju statisticki znacajne razlike (p<0,05; n=3; analiza varijanse, Dankanov
post hoc test)

Efikasnost inkapsulacije ekstrakata P. tenuifolia u tri razlicita tipa lipozoma bila je 55,20
+ 0,70% za SA 75, a zatim MCT 53 sa 62,26 + 1,1%), $to ¢ini Ph lipozome najefikasnijim za
inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja latica P. tenuifolia, sa stepenom efikasnosti od 72,04 +
1,9%.

Prema literaturi, hidrofobne i hidrofilne bioaktivne supstance mogu biti inkapsulirane
u lipidne vezikule sa efikasnos¢u inkapsulacije od 80 do 90%. Medutim, efikasnost
inkapsulacije polifenola iz ekstrakta latica u lipozomima je ¢esto niZa, ~78% za ekstrakt
latica plavog graska (Clitoria ternatea) [245] i 64-87% za ekstrakt latica Safrana (Crocus
sativus) [246], u zavisnosti od koriS¢ene metode inkapsulacije. U ovom slucaju, koris¢ena
je jednostavna i jednostepena prolipozomna metoda kako bi se uspesno inkapsulirali
polifenoli latica P. tenuifolia. Prolipozomna metoda koriS¢ena u ovom istraZivanju moze se
koristiti za inkapsulaciju i hidrofilnih i hidrofobnih bioaktivnih jedinjenja iz razli¢itih biljnih
ekstrakata zbog jedinstvene strukture i sastava lipozomalnih cestica, koje mogu da
inkapsuliraju ciljna jedinjenja u vodenoj fazi unutar lipozoma za hidrofilna jedinjenja ili
izmedu fosfolipidnih repova za lipofilna jedinjenja [247]. Razlika u efikasnosti inkapsulacije
izmedu lipozoma pripremljenih kori§¢enjem Phospholipon® (¢vrsta fosfolipidna smesa) i
onih sa Fosal fosfolipidima (te¢na smesa) moze biti posledica krutosti membrane.
Phospholipon® je mesavina samo lipida, $to dovodi do ¢vrsée membrane, te je inkapsulacija
polifenola u njegovu strukturu stabilnija [248], dok je oslobadanje prvobitno inkapsuliranih
polifenola iz lipozoma koji pored lipida sadrZe i uljanu fazu (u slucaju Fosala) lakse.

4.9.2. Stabilnost lipozoma

Velicina cestica, PDI i ¢ potencijal lipozoma su praceni tokom 60 dana kako bi se testirala
stabilnost u toku skladistenja praznih lipozoma, kao i lipozoma koji su sadrzali ekstrakt latica
stepskog boZura na 4 °C, a rezultati su prikazani na slici 18a-c.
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Slika 18 Velicina lipozoma (a), indeks polidisperznosti (PDI) (b) i zeta-potencijal (c) praznih lipozoma (kontrola) i
lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. tokom 60 dana skladiStenja na 4 °C.
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U slucaju uzorka L75 SA i L3 MCT, veli¢ina lipozoma koji sadrze ekstrakt latica P.
tenuifolia nije se znac¢ajno promenila nakon 14 dana skladiStenja na 4 °C (slika 18a). Posle
21. dana, velicina vezikula je porasla sa 653,13 + 29,25 nm na 754,7 + 56,38 nm za L5 SA
lipozome i iznosila je 1100 + 58,53 nm 60. dana; PDI se kontinuirano smanjivao do 28. dana
(slika 18b), a zatim je eksponencijalno porastao do 60. dana. U slucaju lipozoma koji se
sastoje od L53 MCT i ekstrakta latica, veli¢ina Cestica se znacajno promenila nakon 21 dana
skladistenja i povecala se sa 242,53 + 0,61 na 467,70 + 12,87 nm, dostizu¢i veli¢inu od
987,50 + 125 nm nakon 60 dana. PDI je varirao tokom 60 dana skladiStenja, jer je tokom
ovog perioda imao opadanja i povec¢anja vrednosti. Lipozomi koji su imali najvele vezikule
su pripremljeni koriS¢enjem ekstrakta latica stepskog bozura i Phospholipon®, posto je
pocetna velic¢ina vezikula bila 1555,33 + 24,28 nm. Veli¢ina je rasla do 14. dana, dostigavsi
vrednost od 1722,00 + 68,19 nm, a zatim se polako smanjivala, te pala na 806,23 + 50,50
nm nakon 60 dana. PDI je imao nestabilan trend, slican L53 MCT lipozomima, jer je imao
povecanje i smanjenje vrednosti tokom perioda skladiStenja.

Prema literaturi, procesi koji ulazu visok nivo agitacije, kao $to je prolipozomna metoda
koja je primenjena u ovom istrazivanju, rezultiraju stvaranjem manjih cestica u poredenju
sa drugim metodama, kao S$to je postupak tankog filma [142,159]. Prema Isailovi¢ i sar.
[142], pri izradi lipozoma prolipozomnom metodom koristi se mala koli¢ina etanola koja
moZze da utice na veli¢inu lipozoma, tj. da izazove smanjenje pomenutog parametra. Etanol
posebno menja neto naelektrisanje sistema, Sto stabilizuje sternu te¢nost. Lipozomi sa
ekstraktima latica imali su znac¢ajno manji prec¢nik od njihovih praznih paralela, u slucaju
kada je kao lipidna baza korig¢en Phosal® 75 SA (591,53 + 64,57 nm, slika 18a). Medutim, u
slucaju druga dva tipa lipozoma, prazni su imali ve¢u vrednost veli¢ine vezikula od onih koji
sadrze ekstrakte, Sto bi moglo biti posledica c¢injenice da su bili medusobno povezani
interakcijama koje se razlikuju od onih u slu¢aju Phosal® 75 SA.

Kao $to se moze videti na slici 18a, prvog dana ispitivanja stabilnosti, prazni L75 SA
lipozomi su bili primetno manji od paralele sa ekstraktom, dok su L53 MCT i LPh lipozomi
pratili slican trend kao njihovi analozi sa ekstraktom. Precnici vezikula svih praznih
lipozoma su se promenili nakon 60 dana skladiStenja na 4 °C, ali su se Ly5 SA i L53 MCT
povecali, dok su LPh lipozomi postali manji. Najznacajnija promena u velicini posle perioda
od 60 dana na 4 °C moZe se videti kod L53 MCT kontrolnog (praznog) lipozoma, posto je
povecana za 77,29%.

Vrednost PDI je mera raspodele veli¢ine cestica [249]. Dobijeni rezultati za lipozome sa
ekstraktom bili su nizi (~0,615, slika 18b), dok je za prazne lipozome vrednost bila znatno
veca (~0,923, slika 18b). Prema Zhao i sar. [250], ve¢i sadrZaj lipida moZe dati viSu vrednost
PDI lipozomalne suspenzije. Vrednost PDI od ~ 1,0 ukazuje na veoma Sirok raspon veli¢ina
Cestica ili prisustvo velikih cestica ili agregata, $to moZe doprineti sedimentaciji lipozoma
[251]. Pojave u ovom istraZivanju, gde su se vrednosti PDI smanjile dodavanjem ekstrakta
latica, dovodec¢i do srednje homogenosti sistema, svedoce o pozitivhom uticaju aktivnih
principa na uzu raspodelu veli¢ina lipozomalne suspenzije. Vrednost PDI je u slucaju
lipozoma sa inkapsuliranim ekstraktom postepeno opadala do 14. dana, dok je nakon tog

68



perioda doSlo do skoka u vrednosti, usled cega je sistem postao heterogen, a u slucaju
kontrolnih (praznih) lipozoma, ova vrednost je znacajno opala do 28. dana, nakon cega je
doslo do naglog skoka, sto ukazuje na destabilizaciju sistema.

Negativan ¢ potencijal implicira da su molekuli fosfolipida organizovani na taj nacin da
se negativno naelektrisane glave fosfolipida nalaze u kontaktu sa te¢nom fazom (vodom),
dok visoke vrednosti zeta potencijala sugeriSu da je suspenzija lipozoma elektrostaticki
stabilizovana, ¢inedi agregaciju Cestica sporijom i duZom, te stoga lipozomi ostaju stabilni
duzi vremenski period [159].

Medutim, zeta potencijal je varirao i u praznim lipozomima i lipozomima sa ekstraktom
latica, kao $to se moze videti na slici 18c. Zeta potencijal lipozoma L75 SA sa ekstraktom
latica se znacajno promenio do 28. dana, menjaju¢i se od -30,10 + 1,34 mV i
eksponencijalno povecavajuéi na —35,00 + 2,65 mV (povecanje apsolutne vrednosti). Sto se
tice promena u vrednosti zeta potencijala L53 MCT i LPh lipozoma koji sadrze ekstrakt latica
nije postojao trend, posto je njihov zeta potencijal imao i povecanje i smanjenje vrednosti
tokom perioda skladistenja od 60 dana. U slucaju praznih lipozoma, najvise se istakao 1.53
MCT, koji je imao veliki pad u vrednosti zeta potencijala 7. dana, sa smanjenjem vrednosti
od 50,37%, nakon ¢ega je porastao do 60. dana, dostizu¢i vrednost od -35,90 + 0,62 mV.

Posto inkapsulacija jedinjenja iz ekstrakata moZe znacajno uticati na zeta potencijal
lipozomalne suspenzije, pomenuti parametar je meren i za isti ekstrakt. Zeta potencijal
ekstrakta latica iznosio je —-15,9 + 0,9 mV.

Zeta potencijal odreden odmah nakon $to su pripremljeni lipozomi sa ekstraktom kretao
se od -30,1 do -11,60 mV u zavisnosti od primenjenih fosfolipidnih komponenti, kao i od
prisustva/odsustva inkapsuliranih jedinjenja latica stepskog bozura (slika 18c). Zeta
potencijal, kao mera naboja na granici difuzionog sloja koloida mozZe znacajno uticati na
fizicku stabilnost vezikula, uzrokujuéi veéu stabilnost ili pak destabilizaciju sistema u
zavisnosti od vrednosti [159]. Negativna i visoka vrednost zeta potencijala (kao mera
stabilnosti lipozoma) odredena u ovom istrazivanju svedoci o elektrostaticki stabilnom
sistemu, omogucavajuéi odbijanje Cestica i time sprecavajuéi njihovu agregaciju i fuziju
[159,252]. Na ponasanje nanocestica, njihov inkapsulirani sadrzaj i njihovo uklanjanje in
vivo takode znacajno utiCe povrSinski naboj. Anjonske nanocestice mogu snazno
intereagovati sa Celijama retikuloendotelnog sistema, hvatajuci endotelne Celije i makrofage
u krvi, dok se katjonski lipozomi brzo uklanjaju iz cirkulacije kroz kombinaciju nespecifi¢nih
Celijskih interakcija (adsorpcija na anjonsku povrsinu zidova krvnih sudova) i eliminiSu od
strane specijalizovanih celija retikuloendotelnog sistema [253]. Lipozomi sa ekstraktom
latica P. tenuifolia pokazali su niZi zeta potencijal (apsolutnu vrednost) u poredenju sa
praznim lipozomalnim dvoslojem (u rasponu od -30,1 do -34,13 mV, slika 18c). Pomenuta
pojava bi mogla biti posledica ¢injenice da ekstrakti kao dodatna komponenta lipozoma
mogu biti podvrgnuti oksidativnoj i hidrolitickoj degradaciji tokom pripreme, $to dovodi do
kracdeg roka trajanja [254].
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4.9.3. Reoloska svojstva lipozoma

Tabela 8 prikazuje reoloske karakteristike (gustina, povrsinski napon i viskozitet)
lipozoma sa ekstraktom latica izmerene 1. i 60. dana. S obzirom da navedene karakteristike
lipozomalne suspenzije imaju vaznu ulogu u proizvodnji farmaceutskih i kozmetickih
proizvoda, potrebno ih je ispitati u cilju poboljsanja kvaliteta proizvoda i provere stabilnosti
sistema.

Tabela 8 Gustina (p), povrsinski napon (y) i viskozitet (n) lipozoma sa ekstraktom latica

Paeonia tenuifolia L.

Uzorak 1. dan 60. dan

p, g/cm3 Y, mN/m n, mPa-s p, g/cm3 Y, mN/c 1, mPa-s
L75 SA + b,1* a,2 b,2 b,2 c1 b,1
ckstrakt 1.056+0.02 22.15+0.87 130.0£3.11 1.132+0.07 9.23+0.18 121.7242.15
L53 MCT + c a ¢ c b c
ckstrakt 1.031£0.02 22.13+0.93 96.97+1.58 1.098+0.05 18.33+0.07 91.57+3.03
LPh + 1.066+0.02% 22.76+1.12% 268.4+2.84° 1.151+0.08* 1 +0.08* 22 +4.12%
ekstrakt . . .76£1. .4+2.84 .151+o0. 9.57+0. 9.97+4.

*razli¢ita slova u svakoj koloni pokazuju statisticki znacajnu razliku, dok razliciti brojevi u superskriptu svedoce
o statisticki znacajnoj razlici izmedu 1. i 60. dana (p < 0,05; n = 3, one-way ANOVA, Dankanov post hoc test).

Kao $to se vidi iz tabele 8, gustina lipozoma sa ekstraktom se kretala od 1,031 do 1,066
g/cm3 prvog dana u zavisnosti od sastava fosfolipidne smese, dok se pomenuti parametar
povecao nakon 60 dana, u rasponu od 1,098 do 1,151 g/cm3. PovrSinski napon svih
pripremljenih lipozoma sa ekstraktom latica P. tenuifolia smanjio se sa ~22,5 mN/m, na
raspon od 9,23 do 19,57 mN/m nakon 60-dnevnog perioda skladiStenja na 4 °C. Viskozitet
lipozoma sa ekstraktom latica odmah nakon $to su pripremljeni bio je u rasponu od 96,97
do 268,40 mPa-s u zavisnosti od lipida koji je koris¢en kao baza za pripremu lipozoma, dok
se nakon 60-dnevnog skladistenja lipozoma njihov viskozitet smanjio, u rasponu od 91,57
do 229,97 mPa-s.

Povecanje gustine moze dovesti do smanjenja debljine ivica lipozoma, $to je povoljno za
njihovu primenu. Pored toga, pad debljine ivice lipozoma izazvan povec¢anjem gustine, ima
direktan uticaj na performanse lipozoma, jer dolazi do promene klju¢nih faktora, ukljuc¢ujuci
neprozirnost lipozomalne suspenzije, boju i propustljivost za gasove i vodu [147,255].
Rezultati iz tabele 8 pokazuju da su lipozomi LPh + ekstrakt imali najve¢u gustinu prvog
dana, sa najznacajnijim povecanjem vrednosti nakon 60 dana skladistenja u odnosu na
druga dva tipa lipozoma; ovo bi moglo biti posledica degradacije vezikula tokom skladiStenja
[256]. Smanjenje gustine lipozoma dovodi do vece tecljivosti, Sto ih ¢ini manje stabilnim za
upotrebu u formulacijama koje su predvidene za duZe periode skladistenja [257].

Tabela 8 pokazuje da je samo za lipozome L75 SA sa ekstraktom latica period
skladistenja od 60 dana prouzrokovao znacajno smanjenje vrednosti povrsinskog napona,
dostizuéi vrednost od 9,23 + 0,185 mN/m, Sto predstavlja smanjenje od 58,33%. Razlog
moze biti u formulaciji koja sadrzi drugaciji tip lipidnih baza sa veéim procentom
fosfatidilholina (delimi¢no odvojenim od sojinog lecitina), koji u sebi ipak sadrzi ostatke
sojinog lecitina koji deluje kao surfaktant, tj. komponenta koja snizava povrsinski napon
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[258]. Veca koncentracija sojinog lecitina rezultira nizom vrednos¢u povrsinskog napona
lipozoma jer povrsinski aktivni sastojci inhibiraju formiranje vodoni¢nog mosta i druge sile
uklju¢ene u molekularnu adheziju, Sto uzrokuje smanjenje povrSinskog napona sa
povecanjem koncentracije surfaktanta [259]. Stavi$e, otkriveno je da dodavanje masnih
kiselina, koje su prisutne u fosfolipidnoj smesi Phosal® 75 SA, posebno onih sa dugim
lancima, menja vrednost povrSinskog napona lipozoma [260]. Manje promene u
povrsinskom naponu druga dva tipa lipozoma mogu se pripisati ¢injenici da oni imaju manje
koli¢ine sojinog lecitina u svom sastavu od SA 75 lipozoma.

Sa promenom lipida koji se koristi kao baza lipozoma, viskoznost lipozoma sa
ekstraktom se menjala: L53 MCT < L75 SA < LPh. Poznato je i da lipidi deluju kao
surfaktanti, jer njihove me$avine imaju mnogo nizi povrsinski napon (72 mN/m na 25 °C)
od ciste vode [261]. Pored toga, ocekuje se da lipozomi koji sadrze razlicite lipide, kao sto je
ovde slucaj, nemaju isti viskozitet zbog razlicitog sastava mesavine lipida [261].

Smanjenje viskoziteta smanjuje stabilnost lipozoma dovodeci do povecane sedimentacije
Cestica [262]. S obzirom da smanjenje viskoziteta lipozoma nakon 60 dana nije bilo
drasti¢no, moze se zakljuciti da je stabilnost suspenzije na zadovoljavaju¢em nivou.

4.9.4. Antioksidativna aktivnost lipozoma

Antioksidativni potencijal lipozoma sa ekstraktom latica stepskog boZura, pripremljenih
koris¢enjem prolipozomne metode, odredena je upotrebom dva antioksidativna testa koja se
baziraju na uklanjanju slobodnih ABTS i DPPH radikala. Rezultati antioksidativne aktivnosti
dobijenih lipozoma prikazani su na slici 19.
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Slika 19 Antioksidativna aktivnost lipozoma sa ekstraktom latica: a) DPPH test; b) ABTS test. *vrednosti sa istim
slovom nisu pokazale znacajne razlike (p>0,05; n=3; Dankanov post hoc test).
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Kao $to se moZe videti na slici 19, kapacitet LPh + latice lipozoma da neutralizuju ABTS®*
bio je najvedi, sa 69,15 + 1,14% neutralizacije, zatim L75 SA sa 67,68 + 0,24%, koje su bile
sli¢ne lipozomu L53 MCT (66,99 + 0,54%). Antioksidativni potencijal lipozoma izmeren u
DPPH testu prati sli¢an trend, sa najvisim nivoom neutralizacije DPPH radikala postignutim
od strane LPh + latice lipozoma (90,11 + 0,3%), praen sa L53 MCT + latice (87,63 + 0,49)
i L7s5 SA + latice kao najmanje efikasan (85,12 + 0,94%). Razlog zasto su LPh lipozomi sa
ekstraktima pokazali najbolju sposobnost da neutraliSu i ABTS i DPPH radikale moZze biti u
razlici u sastavu mesavine lipida, s obzirom da je Phospholipon® ¢&vrsta lipidna mesavina
suncokretovog fosfatidilholina, dok su Phosal® 75 SA i Phosal® 53 MCT te¢ni i sadrze
fosfatidilholin u etanolu i ulju Safranike/ili triglicerida srednjeg lanca. Naime, postoji
mogucnost da usled rastvaranja lipidne smese u rastvoru aktiviranih radikala u slucaju
Fosala dolazi do degradacije bioloski aktivnih komponenata, naspram fosfatidilholina u
¢vrstom stanju. Dodatno, stepen inkapsulacije jedinjenja ekstrakta latica, kao nosilaca
antioksidativne aktivnosti, u lipozome za ¢iju je pripremu koriéen Phospholipon® je visi
naspram druge dve vrste lipozoma (slika 17), doprinoseci boljoj antioksidativnoj aktivnosti
(slika 19).

Antioksidativni potencijal ¢istog metanolnog ekstrakta latica P. tenuifolia bio je predmet
prethodnog dela ovog istrazivanja i pokazalo se da je vrednost ICs, za neutralizaciju DPPH®
bio 0,123 + 0,001 mg/mL, dok je za ABTS radikale iznosio 0,099 + 0,000 mg/mL (tabela 4).
Moze se videti da je inkorporacijom u lipozome promenjena antioksidativha sposobnost
ekstrakata, $to moze biti zbog interakcije izmedu lipida i ekstrakta [126] prilikom pripreme
lipozoma, jer su bioaktivna jedinjenja odgovorna za neutralizaciju DPPH® mozda efikasnije
inkapsulirana od jedinjenja koja imaju sposobnost da neutraliu ABTS®" u in vitro testu
[263].

Poredenje antioksidativnog potencijala dobijenih lipozoma sa rezultatima iz literature
nije uvek moguce, zbog razlike u prikazivanju (%, mg ekvivalenta antioksidativnog
jedinjenja/mg ili mL ekstrakta/lipozoma, itd.) i metodologiji.

Dobijeni rezultati za aktivnost uklanjanja ABTS®** za sva tri tipa lipozoma sa ekstraktom
bili su vedi nego slucaju lipozoma sa ekstraktom Sipka, gde je neutralizacija ABTS radikala
iznosila 45,4 + 1,8% [264], Sto je vise od 20% nize nego u slucaju najmanje efikasnog
lipozoma sa ekstraktom latica P. tenuifolia. Razlike nastaju zbog varijacija u sastavu
ekstrakata, sadrzaju jedinjenja sa antioksidativnim potencijalom i upotrebljene fosfolipidne
smeSe. U slucaju uklanjanja DPPH radikala, antioksidativni potencijal lipozoma sa
ekstraktom latica stepskog bozura bio je visi nego u slucaju lipozoma sa ekstraktom Sipka
[264], gde je stepen neutralizacije bio 57,7 + 1,7%.

4.9.5. Citotoksi¢nost lipozoma
Ni jedan pripremljeni lipozom nije imao negativan uticaj na stopu rasta HaCaT celijske
linijje. Rezultati su ukazali na to da ni jedna vrsta lipozoma nema citotoksi¢no dejstvo u
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ispitanoj koncentraciji (ICso > 400 pg/mL), StaviSe, lipozomi sa ekstraktom imaju pozitivan
efekat na rast Celija.
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Slika 20 Relativna stopa rasta HaCaT Celija pod dejstvom praznih i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.

Prilikom ispitivanja bezbednosti i toksi¢nosti inkapsulata za njegovu potencijalnu
primenu u farmaceutskoj ili kozmetickoj industriji, neophodno je ispitati njihovo dejstvo na
metabolizam i opstanak celija. Kako je fokus istrazivanja bila primena na povrsini ljudske
koze, rezultati koji su dobijeni ovim ispitivanjem pokazali su se obecavaju¢im, jer ne samo
da lipozomi ne pokazuju citotoksi¢no dejstvo, ve¢ su ostvarili i efekat proliferacije (slika 20).
Sposobnost lipozoma da podstaknu proliferaciju HaCaT Celija moze biti povezana sa
sposobnoscu fosfolipida da zastiti ¢elije od mehanickih ostecenja [265].

4.9.6. Dejstvo lipozoma na in vitro migraciju HaCaT ¢elija

Kako bi se ispitalo potencijalno propagaciono dejstvo lipozoma na zarastanje rana na
povrsini kozZe, izvrSena je in vitro analiza dejstva lipozoma na migraciju HaCaT (elija. Na
osnovu rezultata koji su dobijeni analizom dejstva lipozoma na proliferaciju keratinocita
(slika 20), u in vitro test simulacije zarastanja rana (migracija HaCaT (elija) ukljuceni su svi
lipozomi koji su pokazali ve¢u stopu rasta Celija u odnosu na koris¢enu kontrolu. U tabeli 9
prikazano je dejstvo lipozoma na in vitro migraciju HaCaT u poredenju sa kontrolom
(monosloj keratinocita koji je oSteen, a nije tretiran lipozomima).
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Tabela 9 Efekti kontrolnih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. na
kapacitet migracije HaCaT Celija (in vitro simulacija zarastanja rana).

Uzorak Zarastanje rana (%)
L75 SA + ekstrakt 21,1742,50
L53 MCT + ekstrakt 6,45+3,37
LPh + ekstrakt 30,00+1,0
L75 SA kontrola 18,30+2,2
Ls53 MCT kontrola 5,14+0,53
LPh kontrola 22,11£3,73
Kontrola 0,08+0,14

Primena LPh lipozoma koji sadrZe ekstrakt latica stepskog boZura na sloj HaCaT celija sa
mehanickim osteenjem rezultirala je znacajnim poboljSanjem zatvaranja rane in vitro, $to
se ogleda u intenzivnoj migraciji keratinocita na ozledeno mesto (30,0%). U slucaju
kontrolnih lipozoma, najefektivniji su bili oni sa¢injeni of Phospholipon® (LPh kontrola), jer
su od kontrole bili efikasniji za ¢ak 22,03% (tabela 9).

U ovom istraZivanju su svi lipozomi podvrgnuti ispitivanju njihovog dejstva na
zarastanje rana, jer su imali pozitivan efekat na rast Celija (slika 20). Rezultati koji su
prikazani u tabeli 9 potvrdili su blagotvorno dejstvo lipozoma sa ekstraktom latica na rast i
migraciju HaCaT ¢elijskih linija, $to dovodi do brZeg zatvaranja rana. Najefikasniji su bili LPh
+ latice lipozomi, praceni sa L5 SA + latice lipozomima, dok su najmanje efikasni bili L53
MCT + latice (6,45%).

Literaturni podaci ukazuju na to da su lipozomalne cestice, u koje je inkorporiran biljni
ekstrakt, doprinele viSem stepenu zarastanja rana (in vitro i in vivo), naspram Ccistih
ekstrakata, Sto je pripisano sposobnosti fosfolipida da hidriraju celije i sprece dalja
mehanicka ostecenja [266,267].

4.9.7. Efekti lipozoma na adheziju i invaziju Staphylococcus lugdunensis prema HaCaT
Celijama
Lipozomi sa ekstraktom latica stepskog boZura su ispitani sa aspekta bioloskog dejstva
na S. lugdunensis. Efekti lipozoma u koje je inkorporiran ekstrakt latica P. tenuifolia
sakupljenih u Gulenovcima, kao i kontrolnih (praznih) lipozoma ispitani su u smislu njihove
sposobnosti da inhibiraju adheziju i invaziju S. lugdunensis na HaCaT Celijske linije.
Rezultati su pokazali da su i invazija i adhezija znacajno smanjene u prisustvu ekstrakata,
(slika 21). Kontrolni lipozomi su, kao §to je o¢ekivano, pokazali niZi stepen inhibicije adhezije
i invazije, naspram njihovih paralela sa inkorporiranim ekstraktom. Inhibitorni efekat LPh
+ latice lipozoma na invaziju S. lugdunensis bio je najvisi i iznosio je 64,71%, dok su se kao
najmanje efikasni pokazali L53 MCT lipozomi sa ekstraktom (22,18%).
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Slika 21 Uticaj kontrolnih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. na kapacitete adhezije (levo) i
invazije (desno) Staphylococcus lugdunensis na HaCaT Celijama; *Prikazani kao procenat inhibicije adhezije i invazije u
poredenju sa kontrolom.

Bakterije imaju sposobnost kolonizacije povrsine (elija i tkiva domacdina, pracene
njihovom daljom infiltracijom, uprkos postojanju prirodne barijere. Lipozomi koji su bili
predmet istrazivanja ove doktorske disertacije pokazali su pozitivho dejstvo na inhibiciju
rasta bakterijskog soja S. lugdunensis, zbog cega su dalje podvrgnuti ispitivanju njihove
sposobnosti da uspore ili potpuno onemoguce adheziju i invaziju ovog bakterijskog soja na
HaCaT Ccelije. Ispitane su subtoksi¢ne koncentracije lipozoma, nize od MIK koncentracije
dobijene u testu antibakterijske aktivnosti, a rezultati su pokazali da se lipozomi efektivno
mogu koristiti u ove svrhe. Potencijalno objasnjenje ovakvih rezultata moZe biti u tome da
lipozomi, s obzirom da u svom sastavu sadrze masnu fazu (fosfolipide) otezavaju adherenciju
samih patogena, Sto posledi¢no dovodi do nemoguénosti invazije.

4.10. Karakterizacija biopolimernih filmova
4.10.1. Sadrzaj vlage biopolimernih filmova

S obzirom na to da koli¢ina vlage uti¢e na mehanicku ¢vrstoc¢u filma, adhezivne kvalitete
i lomljivost, neophodno je odrediti sadrzaj vlage u materijalu. Higroskopni kapacitet aktivnih
lekovitih jedinjenja, polimera i sistema rastvaraca koji se koriste za rastvaranje polimerne
smese [268] i proizvodni procesi mogu da uzrokuju porast sadrzaja vode u finalnom
proizvodu, tj. filmu. Iz tog razloga su filmovi koji sadrze cist ekstrakt (0,2 i 0,4 g) i LPh
lipozome sa ekstraktom podvrgnuti proceni sadrzaja vlage (slika 22). Sadrzaj vlage u
filmovima kretao se od 92,38 do 94,73%. Kontrolni filmovi, koji su sadrzali samo Ciste
ekstrakte, imali su neznatno ve¢i sadrzaj vlage od onih koji sadrZe lipozome sa ekstraktom.
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Slika 22 Sadrzaj vlage biopolimernih filmova; * Film + 0,2 g ekstrakta - biopolimerni film koji sadrZi 0,2 g
ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L.; Film + 0,4 g ekstrakta - biopolimerni film koji sadrZi 0,4 g ekstrakta latica
Paeonia tenuifolia L.; Film + LPh + ekstrakt - biopolimerni film koji u koji su inkapsulirani lipozomi na bazi
Phospholipon® sa ekstraktom

Biopolimerni filmovi koji sadrze ekstrakte latica sadrzali su nesto vecu koli¢inu vlage od
onih u koje je inkapsuliran ekstrakt sa lipozomima [268]. Za uzorke sa lipozomima, izmereni
sadrzaj vlage bio je statisticki znacajno nizi od onih koji sadrze cist ekstrakt latica P.
tenuifolia. Ovo ukazuje na to da inkapsulacija smanjuje isparavanje ekstrakta latica tokom
susenja filma. Dodatno, filmovi koji sadrze lipozome imaju niZu sposobnost vezivanja vode.
Interakcije izmedu lipozoma i hidrofilnih regiona CMC lanaca mogu biti razlog zasto je
sposobnost filma da veze vodu smanjena. Literaturni podaci takode ukazuju da dodatak
biljnog ekstrakta smanjuje sadrzaj vlage u filmovima [269]. Ranija studija [145] je pokazala
da je sadrzaj vlage Cistih CMC filmova dosta veci nego u slucaju filmova sa inkapsuliranim
ekstraktima. Dodatno smanjenje sadrzaja vlage kada se lipozomi koji sadrze ekstrakte latica
P. tenuifolia inkorporiraju u CMC filmove moZe se pripisati intramolekulskim interakcijama
u matrici filma i smanjenju dostupnosti reaktivnih hidrofilnih grupa za interakciju sa vodom
[270].

4.10.2. Mehanicka svojstva biopolimernih filmova

Mehanicka svojstva biopolimernih filmova formiranih iz njihovih vodenih rastvora
zavise od mnogih parametara, kao $to su molekulska masa i uslovi okoline (termicki uslovi,
vlaznost, itd.) [271,272], te moraju biti ispitana jer pokazuju koliko naprezanje film moze da

77



izdrZi, pre pucanja, Sto je od velikog znacaja za njihovu potencijalnu upotrebu u
farmaceutskoj industriji, za pripremu flastera za topikalnu primenu.

Sila loma, istezanje i zatezna ¢vrstoca filmova sa ekstraktom i lipozomima sa ekstraktom,
kao znacajnih parametara za njihovu dalju primenu, ispitana je u cilju definisanja mehanicke
stabilnosti filmova.

U tabeli 10 prikazane su slede¢e mehanicke karakteristike: zatezna ¢vrstoca (engl. tensile
strength - TS), sila kidanja (engl. break force - BF) i izduZenje pri kidanju (engl. elongation
at break - EB) CMC filmova. Sila kidanja je poznata i kao sila koju je neophodno primeniti na
material kako bi doslo do njegove plasti¢ne deformacije. U sluc¢aju biopolimernih filmova
ispitanih u sklopu ovog istrazivanja, najvisa sila kidanja je bila kod filmova koji sadrze 0,4 g
Cistog ekstrakta, a kod CMC filmova u koje su inkorporirani lipozomi sa ekstraktom, ova
vrednost bila je 12 puta niza.

Tabela 10 Mehanicke karakteristike filmova na bazi karboksimetil celuloze sa ¢istim
ekstraktom stepskog bozura i lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom.

Debljina filma Zatezna ¢vrstoéa Sila kidanja  IzduZenje

Uzorak (mm) (Mpa) ) (%)

Film + 0.2 g ekstrakta 0.11+0.02° 29.25+2.27° 16.1442.90° 42.75+2.67°
Film + 0.4 g ekstrakta 0.14+0.02% 35.7242.782 19.81+1.54° 37.12+2.92°
Film + LPh lipozom + ekstrakt 0.16+0.01° 14.09+4.76¢ 1.64+0.34° 9.16+1.58¢

*razlicita slova u svakoj koloni pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05; n = 3, one-way ANOVA,
Dankanov post hoc test). *LPh - lipozomi na bazi Phospholipon®

Pored toga, zatezna c¢vrstoca, koja prikazuje koliki je maksimalan napon koji materijal
moZe da podnese pre pucanja, pratila je isti trend kao i sila kidanja, usled ¢ega je bila najvisa
kod filmova u koje je inkorporirano 0,4 g Cistog ekstrakta. Pored ovoga, ispitano je i
izduZenje biopolimernih filma, a dobijeni rezultati bili su u saglasnosti sa rezultatima za EB
iTS.

Dodatak ekstrakta latica stepskog bozura u CMC filmove ucinio je filmove fleksibilnijim
i deformabilnijim zbog molekularnih interakcija koje se mogu javiti izmedu ekstrakta latica
i polimernih lanaca prisutnih u CMC, $to je i potvrdeno primenom FT-IR analize ¢iji rezultati
slede. Zanimljivo je da inkorporacija lipozoma nije imala uticaja na poboljsanje mehanickih
karakteristika CMC filmova. Ovo moze biti posledica veéeg broja suprotnih efekata, s
obzirom na to da bi se ocekivalo da mehanicka svojstva CMC filmova budu oslabljena usled
dodatka lipozoma, zbog izmena u matrici [145], dok postoje nalazi u literaturi koji tvrde da
dolazi do povecanja zatezne ¢vrstoce filmova usled dodatka lecitina (smesa komercijalnih
fosfolipida i ulja/masti) [273] .

S druge strane, primeceno je da ukljucivanje komercijalnih plastifikatora (meSavine
razli¢itih fosfolipida i masti), samih ili u kombinaciji sa drugim tipovima surfaktanata,
povecava zateznu c¢vrstoéu CMC filmova [274]. Razlog lezi u pozitivno naelektrisanim
fosfolipidnim holinskim grupama koje mogu da dodu u kontakt sa CMC anjonskim grupama
proizvodedi jace hemijske veze, te povecavajudi zateznu ¢vrstocu filma. Vazno je napomenuti
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da je film koji sadrzi lipozome pokazao izuzetno visok nivo varijabilnosti mehanickih
parametara (standardna odstupanja su se kretala od 21% do 34%), Sto ukazuje na
nehomogenu strukturu.

CMC filmovi koji sadrZe 0,2 g ekstrakta latica uskolisnog bozura imali su najvece
izduZenje pri kidanju (42,75%), Sto se moZe pripisati intermolekularnim interakcijama
izmedu CMC lanaca i ekstrakta. Dayarian i sar. [275] su primetili vaZznost molekularnih
interakcija izmedu komponenti filma na fleksibilnost materijala. Dodavanje lipozoma u
formulaciju filmova na bazi CMC dovodi do manje elongacije filma, verovatno zbog
interakcija izmedu holinskih grupa prisutnih u fosfolipidima i CMC anjonskih grupa, $to
dovodi do nize fleksibilnosti.

4.10.3. Analiza biopolimernih filmova skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM)

U cilju dobijanja viSe detalja o strukturi materijala, kao i eventualnim promenama koje
mogu nastati u slucaju inkorporacije cistog ekstrakta ili lipozoma sa ekstraktom,
biopolimerni filmovi su podvrgnuti SEM analizi. Na slici 23a prikazana je povrsina filmova
sa ekstraktom (0,4 g), gde se vidi da su homogenog sastava i kompaktni; povrsina filmova
sa lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom prikazana je na slici 23b, dok je na slici 23c
prikazan poprecni presek filma koji sadrzi 0,2 g ekstrakta latica. Pod malim uveéanjem (SEM
MAG 1000-5000x), moZe se videti da su biopolimerni filmovi sa ekstraktom homogenog
sastava, dok lipozomi koji su ugradeni u filmove karboksimetil celuloze (slika 23b) imaju
globularnu i spljostenu strukturu.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 9.35 mm | MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 9.40 mm MIRA3 TESCAN
View field: 190 ym Det: SE 50 pm View field: 37.9 pm Det: SE 10 ym
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/diy): 11/18/23 SEM MAG: 5.00 kx Date(m/d/y): 11/18/23

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.60 mm | MIRA3 TESCAN

View field: 94.8 pm Det: SE 20 pm

SEM MAG: 2.00 kx Date(m/dly): 11/18/23

Slika 23 SEM mikrofotografije osusenih filmova karboksimetil-celuloze: (a) film sa ekstraktom latica stepskog
boZura (0,4 g) sa malim uvecanjem (x1000); (b) filmovi sa lipozomima sa ekstraktom latica sa malim uvetanjem
(x5000) i (c) film sa ekstraktom latica (0,2 g) sa malim uvetanjem (x2000).

SEM ispitivanjem povrsine filmova sa ekstraktom latica, kao i filmova sa lipozomima,
moze se zakljuciti da se struktura biopolimernih filmova promenila dodavanjem lipozoma,
jer su vidljivi u njegovoj strukturi, dok su uzorci koji sadrze cist ekstrakt homogeni. Slika
23b pokazuje odredeni nivo spljoStenosti u slucaju vec¢ih lipozoma, ali nema dokaza da su
lipozomi pukli. Na slici 23c je prikazan poprecni presek filma sa ekstraktom, koji je
kompaktan, jer su slojevi filma jednake debljine, a ekstrakt je u njih ravnomerno
inkorporiran.
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4.11.  FT-IR spektri lipozoma i biopolimernih filmova

FT-IR spektroskopija je koriS¢ena u cilju analize potencijalnog prisustva razlicitih
interakcija izmedu fosfolipida iz lipozoma, karboksimetil-celuloze iz filmova i jedinjenja iz
ekstrakta latica stepskog bozura. Slike 24 i 25 prikazuju FT-IR spektre praznih lipozoma,
lipozoma sa ekstraktom, kao i filmova sa ekstraktom i lipozomima sa inkapsuliranim
ekstraktom.

LPh + ekstrakt

L53 MCT + ekstrakt
L75 SA + ekstrakt
LPh

L53 MCT

L75 SA

“cH
C-H
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Talasni broj, cm™

Slika 24 FT-IR spektri praznih i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.
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Slika 25(a) FT-IR spektri karboksimetil-celuloznog filma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.; (b) FT-IR
spektri filma karboksimetil-celuloze sa lipozomima sa ekstraktom.

— FEkstrakt latica
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Slika 26 FT-IR spektar ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L.
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Kada su u pitanju FT-IR spektri praznih (kontrolnih) lipozoma (slika 24), grupni pik na
576 cm™ pripisuje se O-CO-C grupi prisutnih fosfolipida, C-N simetri¢no istezanje holina
predstavlja pik na ~721 cm™, a na 966 cm™ postoji pik karakteristi¢an za rastezanje alkena
koji je povezan sa trans disupstituisanom fenil grupom [160,276]. Postoji traka na 1057 cm™
koja predstavlja C-O-P-O-C istezanje, modovi na 1173 i 1250 cm ™ su specifi¢ni za simetri¢no
i asimetricno istezanje C-O grupa, dok pik na 1466 cm™ odgovara metilenskoj grupi lipida.
Pik na 1739 cm™ predstavlja vibracije istezanja estarskih karbonilnih grupa (C=0), pik na
2922 cm ™ je specifican za asimetri¢ne vibracije istezanja u CH; grupama, dok pikovi na 2853
i 3018 cm™ predstavljaju simetri¢no i asimetricno C-H istezanje [277]. Posto su FT-IR
spektri praznih lipozoma pokazali sve karakteristi¢ne trake fosfolipida, moze se zakljuciti da
tokom pripreme lipozoma nije doslo do hemijske reakcije ili termicke degradacije. FT-IR
spektri ekstrakta latica P. tenuifolia (slika 26) pokazuju istaknuti pik na 1023 cm™ koji
ukazuje na C-C rastezanje (CH.)a grupe [278] i mod na 761 cm™ koji se moZe pripisati
vibraciji ugljeni¢nog skeleta [279]. Opseg na 1203 cm™ pripisuje se C-O istezanju koje potice
od aromati¢nih estara, dok je fonon koji je primecen na 1320 cm™ povezan sa vibracijama
savijanja CH; i CH, grupa [280], a traka na 1450 cm™ je u vezi sa d(C-H) deformacijom.
Vibracioni reZzim prisutan na 1606 cm™ u ekstraktu moZe se pripisati C=C reZimima
istezanja specificnim za saponine [281]. Traka na oko 1704 cm™ pripisana je vibracijama
istezanja karbonilne grupe i pripisuje se samo hidrolizujuéim taninima [282]. Modovi na
2854 1 2924 cm™ pripisani su simetri¢nim i asimetricnim vibracijama n(C-H) alifati¢nih
grupa CH, i CHj; iz alkil funkcionalnih grupa, a $iroki pojas sa maksimumom na oko 3270
cm™! uslovno odgovara OH reZzimu istezanja [283].

FT-IR spektri lipozoma sa ekstraktom latica stepskog boZzura (slika 24) pokazuju mod
koji je jedinstven za pomenuti ekstrakt latica i nalazi se na 1375 cm™. Ovaj mod je povezan
sa antocijaninima, koji su prethodno detektovani prilikom analize hemijskog sastava
ekstrakta latica P. tenuifolia (tabela 2). Antocijanini su prisutni u pojasu niskog intenziteta,
Sto sugeriSe da mogu biti ,,zarobljeni“ na povrsini lipozoma. Pored toga, primeceno je da FT-
IR spektri lipozoma sa ekstraktom latica nemaju odredene modove, kao Sto su trake na 1203
cm ™ povezane sa C-O koji poti¢u od aromatic¢nih estara u ekstraktu i na 1606 cm™ povezane
sa potencijalnim C=C modom istezanja koji ukazuju na prisustvo saponina. Moguce je da se
jedinjenja koja sadrze ove funkcionalne grupe sada nalaze unutar lipozomalnog dvosloja i da
se ne mogu detektovati u spektrima. Prema literaturi, kada su pikovi aktivnog jedinjenja
nejasno definisani, to sugeriSe da ih je nosa¢ u potpunosti inkapsulirao, sto u slucaju
lipozoma sa ekstraktom latica ukazuje da su jedinjenja ekstrakta bila uspe$no inkapsulirana
[159]. U FT-IR spektrima lipozoma sa ekstraktom latica, takode se primecuju modovi koji
pripadaju lipozomskim fosfolipidima, ukljuc¢uju¢i modove na 2922, 2856, 1734, 1469, 1251,
1171, 969 i 817 cm™. Medutim, mod na 576 cm™ koji je dodeljen O-CO-C funkcionalnoj grupi
prisutnih fosfolipida bio je manjeg intenziteta u odnosu na prazne lipozome. Pik na 918 cm™,
koji odgovara rastezanju fosfolipida C-C=0 u FT-IR spektrima praznih lipozoma nije
primecen u spektrima lipozoma sa ekstraktom. Na asimetri¢ni rastezni fonon na 1241 cm™
navodno utice distribucija inkapsuliranih komponenata unutar i izvan lipozoma [276]. Traka
je pomerena sa 1241 na 1250 cm™* u slucaju lipozoma sa ekstraktom latica P. tenuifolia, $to
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pokazuje da su komponente ekstrakta prisutne u liposolubilnim fosfolipidnim repovima i na
povrsini lipozoma. Dodatno, traka povezana sa simetri¢nim istezanjem PO*~ (1057 cm™) je
pronadena kada su inkapsulirane komponente samo na povrsini lipozoma [284]. Cinjenica
da je gore pomenuta traka ista u praznim i lipozomima sa ekstraktom daje dodatni dokaz da
su komponente ekstrakta latica P. tenuifolia prisutne i unutar i izvan lipozoma. Dobijeni
rezultati i zakljudci su u skladu sa podacima iz literature, gde je FT-IR analiza otkrila da je
doslo do interakcije izmedu biljnog ekstrakta i membranskog interfejsa dvosloja, kao i
unutrasnjosti lipozoma [270]. Fonon koji odgovara karbonilu n(C-H) estra u praznim
lipozomima pomerio se sa 1736 na 1739 cm™ u lipozomima sa ekstraktom latica. Formiranje
vodoni¢ne veze izmedu karbonil grupa fosfolipida i -OH grupa koje se nalaze u
komponentama ekstrakta izazvalo je modifikacije u gore pomenutom piku [160]. Simetri¢no
i asimetri¢no C-H istezanje u lipidima lipozoma sa ekstraktom predstavljeno je trakama na
285713101 cm™, dok je asimetri¢na vibracija istezanja u CH; grupama povezana sa trakom
na 2922 cm™.

Spektri formulacije CMC filma sa ekstraktom prikazani su na slici 25a. CMC film sa
ekstraktom prikazuje heterogeni Sablon pikova koji na kraju prikazuje polimerne i aktivne
vrhove ekstrakta latica P. tenuifolia. Hidrofilna funkcionalna grupa (O-H) ili N-H
funkcionalna grupa je identifikovana po pikovima na 3276 cm™ [285]. Rastezanje cikli¢ne
alkenske grupe C=C je predstavljeno karakteristicnom trakom na 1584 cm™. Pikovi na 1417
i 1319 cm™* identifikovani su kao O-H savijanje tipi¢no za karboksilne i alkoholne kiseline
[286]. Potvrda sekundarnog alkohola koji potice iz CMC-a (-CH-OH u ciklicnom alkoholu
C-0) oznacena je trakom na 1041 cm™. Rezultati su pokazali da ne postoji interakcija
izmedu polimera i ekstrakta i da je ekstrakt latica stepskog bozura uspes$no inkorporiran u
CMC formulacije [287]. Slika 25b predstavlja CMC filmove sa lipozomima pripremljenim od
Phospholipon® i ekstrakta latica stepskog boZura. Prisustvo veza na 2928, 2855 i 1597 cm™,
koje su karakteristicne za koriS¢eni ekstrakt latica implicira da su jedinjenja iz ekstrakta
prisutna i na povrs$ini CMC filmova. Naime, prilikom pripreme filmova sa lipozomima sa
inkapsuliranim ekstraktom moze do¢i do ostecenja lipozomalne membrane i posledi¢nog
curenja inkapsuliranog sadrzaja, ¢cime se moZe objasniti pojava komponenata ekstrakta na
povrsini filmova. Preostali karakteristi¢ni pikovi istaknuti na slici 25b su takode prisutni u
FT-IR spektrima praznih lipozoma, $to ukazuje i na njihovo postojanje na povrsini filma.

4.12.  Studija kontrolisanog otpustanja

Francova difuziona Celija je koriS¢ena za pracenje kinetike otpustanja i odredivanje
otpora prenosu mase polifenola latica P. tenuifolia iz lipozoma i filmova. Na slici 27, procenat
oslobodenih polifenola je prikazan u funkciji vremena tokom perioda od 24 h. Koristeéi istu
koncentraciju ekstrakta latica kao Sto je koriS¢ena za pripremu filmova i lipozoma, profil
difuzije polifenola iz rastvora suvog ekstrakta latica stepskog boZzura u etanolu sluzio je kao
kontrola za poredenje. U studiji su kori$éeni svi pripremljeni lipozomi sa ekstraktom latica,
CMC film koji sadrzi 0,4 g ekstrakta latica, kao i CMC film koji sadrzi Fospolipon lipozome
sa ekstraktom latica.
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Slika 27 Profili oslobadanja polifenola iz ekstrakta Paeonia tenuifolia L., lipozoma i filmova, izraZeni kao procenat
oslobodenih polifenola.
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Slika 28 Difuzija polifenola iz suvog ekstrakta latica stepskog boZura, lipozoma sa inkapsuliranim ekstraktom,
filmova sa inkapsuliranim ekstraktom, kao i filmova sa lipozomima sa ekstraktom, na 37 °C, aproksimirana II
Fikovim zakonom difuzije; cs° i ¢.° su pocetne koncentracije polifenola u donorskom i akceptorskom delu; c4 i ¢ su
koncentracije polifenola u donorskom i akceptorkom delu Francove difuzione éelije u datom trenutku.

Koeficijenti difuzije su izracunati koriS¢enjem nagiba linearnog dela krive prikazane na
slici 28, dok otpor difuzije pokazuje odnos izmedu debljine uzorka i koeficijenta difuzije. U
tabeli 11 se moZe videti da su LPh imali najnizi koeficijent difuzije medu svim testiranim
lipozomima, Sto je dovelo do najmanje mase aktivnih komponenti koje su prenete iz
donorskog u akceptorski deo Francove difuzione (elije.

Koeficijenti difuzije i difuzioni otpori nastali iz dvosloja lipozoma i filma odredeni su

analizom podataka iz studije oslobadanja. Na osnovu nagiba linearnog dela krive utvrdenog

. cy-cp . . L . TR

grafikom In (ﬁ), u zavisnosti od vremena, t, izraCunati su koeficijenti difuzije, D,
D~CLR

polifenola iz lipozoma i filmova (slika 28). Nalazi su prikazani u tabeli 11 (kolona 2). U koloni

3 tabele 11 prikazani su rezultati proracuna ukupnog difuzionog otpora koriSéenjem sledece

Cp—Cr

jednacine: In (c )= DpFt (gde Cp° oznacava pocetnu koncentraciju polifenola u

p—CRr
donorskom delu Francove difuzione Celije, Cr° predstavlja pocetnu koncentraciju polifenola
u akceptorskom delu Francove Celije, Cp i Cr 0znacava koncentraciju polifenola u donorskom
i akceptorskom delu posle odredenog vremenskog perioda, t, a f predstavlja geometrijsku
komponentu za standardnu Francovu difuzionu ¢eliju od 20 mL, 2,49 x 1074 m?).
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Tabela 11 Koeficijenti difuzije i otpor difuziji polifenola iz Cistog ekstrakta latica Paeonia
tenuifolia L., lipozoma sa ekstraktom, filma sa ekstraktom i filma sa lipozomima sa ekstraktom.
D—koeficijent difuzije; R—ukupni otpor prenosu mase.

Uzorak Koeficijent difuzije, D Ukupni otpor prenosu mase, R
(m?/s) (s/m)
Ekstrakt 2,88 x 1078 *141195,8
L75 SA + ekstrakt 1,78 x 108 228779,7
L53 MCT + ekstrakt 1,49 X107 272894,2
LPh + ekstrakt 8,50 x 107 479176,4
Film + ekstrakt 1,91X 10° 574615,4
Film + LPh + ekstrakt 1,53 x 10°° 851842,1

*Otpor difuziji koji poti¢e od aceto-celulozne membrane.

Kao sto je prikazano na slici 27, polifenoli su brzo difundovali iz rastvora ekstrakta, a koli¢ina
polifenola u akceptorskom odeljku dostigla je plato nakon ~200 min. Bilo je o¢ekivano da ¢e
oslobadanje polifenola iz lipozoma biti odloZeno, te je u slucaju lipozoma sa inkapsuliranim
ekstraktom nakon ~500 min, postignut plato, tj. steady state. Dobijeni rezultati potvrduju da
lipozomi mogu da zastite i zadrze polifenole i da se koriste za njihovo produzeno oslobadanje,
$to je vazno za prakti¢nu upotrebu. Sto se ti¢e uticaja razlicitih lipida koji se koriste u pripremi
lipozoma, ocigledno je da za te¢ne lipide (Phosal® 75 SA i Phosal® 53 MCT), prisustvo ulja kao
tecne faze poboljsava fluidnost membrane, $to dovodi do smanjenog zadrzavanja polifenola u
ovim tipovima lipozoma [288]. Posto se Phospholipon® sastoji samo od mesavine ¢vrstih
fosfolipida (bez dodatka sterola ili triglicerida), membrana je u ovom slucaju bila
¢vrséa/rigidnija, Sto je dovelo do prolongiranog oslobadanje polifenola iz ove vrste lipozoma.
Shodno tome, nakon 9o min, ~69% ukupnih polifenola je oslobodeno iz rastvora ekstrakata,
~38% polifenola je oslobodeno iz L5 SA lipozoma sa ekstraktom latica, a oko 54% polifenola
je oslobodeno iz L3 MCT lipozoma sa ekstraktom u poredenju sa 12% u slucaju lipozoma koji
sadrze Phospholipon®. Dobijeni rezultati su direktno vezani za fluidnost membrane, koja je
povecana u slucaju te¢nih lipida, prisustvom ulja.

Oslobadanje polifenola iz CMC filmova je takode prikazano na slici 27 i moZe se videti da je
njihovo otpustanje bilo mnogo sporije nego u slucaju lipozoma, $to je i o¢ekivano. Maksimalna
koli¢ina polifenola oslobodena nakon 24 h iz CMC filmova bila je ~47%, $to je koli¢ina koja je
oslobodena iz rastvora Cistog ekstrakta nakon samo 45 min. Ovo moZe biti zbog ¢injenice da se
ravnoteza izmedu difundovanih i zadrzanih polifenola postiZe za krace vreme, jer film pocinje
da bubri, zatvaraju¢i pore acetatno-celulozne membrane [145]. Kada je u pitanju CMC film sa Ph
lipozomima koji sadrZe ekstrakt latica stepskog bozura, oslobadanje polifenola je bilo nesto nize
nego u slucaju kada je ekstrakt bio inkapsuliran samo u film. To sugeriSe da dvostruko
inkapsuliranje ekstrakata (u lipozome, a zatim u filmove) povelava sposobnost zadrZavanja
polifenola. Ocekuje se da ova vrsta formulacije duZze zadrzava polifenole, ali lipidi iz lipozoma
imaju tendenciju da reaguju sa polimernim lancem CMC-a, formirajud¢i micele, sto dovodi do
orijentacije hidrosolubilnih komponenti ka akceptorskoj jedinici Francove difuzione ¢elije, dok
polifenoli koji potic¢u od ekstrakata ostaju zarobljeni u liposolubilnom delu lipozoma.
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S obzirom na uocene promene u permeabilnosti dvoslojne membrane, ocigledno je da
polazne sirovine koriS¢ene za inkapsulaciju ekstrakta latica P. tenuifolia u lipozome znacajno
uticu na otpor difuziji polifenola. Kao rezultat toga, kada je formulacija koja sadrzi
Phospholipon® kori$¢ena umesto Phosal® 75 SA ili 53 MCT lipida za formulaciju lipozoma, otpor
fosfolipidnog dvosloja difuziji je bio dva puta vedi. S druge strane, kao $to se i o¢ekivalo, najveci
otpor difuziji polifenola kroz acetatno-celuloznu membranu bio je u slucaju filmova koji sadrze
LPh lipozome sa ekstraktom latica. Ovo bi moglo biti posledica interakcija izmedu polimernog
lanca CMC i lipidne komponente lipozoma, $to dovodi do formiranja micela, koje usporavaju
oslobadanje polifenola iz inkapsulata [145].

4.13. Antimikrobna aktivnost inkapsulata

4.13.1. Antibakterijska aktivnost lipozoma

Tabela 12 prikazuje rezultate antibakterijske aktivnosti praznih i lipozoma sa ekstraktom
latica P. tenuifolia protiv S. aureus, P. vulgaris i S. lugdunensis koji su prirodno prisutni na
ljudskoj kozi.

Tabela 12 Antibakterijska aktivnost praznih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia
tenuifolia L. (MIK i MBK, mg/mL).

Bakterije
Uzorak Staphylococcus Staphylococqts Proteu§
aureus lugdunensis vulgaris
MIK MBK MIK MBK MIK MBK
L75 SA 2.0 4.0 2.0 4.0 1.0 2.0
L53 MCT 1.0 2.0 2.0 4.0 2.0 4.0
LPh 1.0 2.0 4.0 8.0 2.0 4.0
L75 SA + ekstrakt 1.0 2.0 1.0 2.0 0.5 1.0
L53 MCT + ekstrakt 0.5 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0
LPh + ekstrakt 0.5 1.0 1.0 2.0 0.5 1.0
Ekstrakt latica 0.5 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0
Gentamicin, kontrola 1.33 2.66 0.008 0.016 0.066 0.133

*Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK); minimalna baktericidna koncentracija (MBK). Analiza je
ponovljena tri puta, a najveca dobijena vrednost je koris¢ena kao MIK i MBK (kori$¢eno je pravilo ,strozih
kriterijuma“, kao Sto je uobicajeno u antimikrobnim testovima).

Prazni lipozomi su koris¢eni kao kontrola uticaja lipida na antibakterijsku aktivnost
lipozomalne suspenzije. Lipozomi sa Phospholipon®-om i ekstraktom pokazali su najbolje
antibakterijsko dejstvo, pri ¢emu su bili najefikasniji su protiv S. aureus i P. vulgaris (MIK 0,5
mg/mL). Bakterija koja je pokazala najvec¢u otpornost na uticaj svih pripremljenih lipozoma sa
ekstraktom latica je S. lugdunensis (MIK 0,5-4 mg/mL).

Kao $to je prikazano u tabeli 12, vrednosti MIK lipozoma su se kretale od 0,5 do 4,0 mg/mL
za sve ispitane bakterijske sojeve. Rezultati su pokazali da je inkorporacija ekstrakta latica
stepskog bozura u lipozome pokazala bolji efekat protiv S. aureus nego kontrolni lek
(gentamicin). U slucaju preostala dva soja bakterija, S. lugdunensis i P. vulgaris, lipozomi sa
ekstraktom su pokazali manju sposobnost da inhibiraju njihov rast nego kontrolni lek.
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Prema rezultatima, MIK vrednosti formulacija lipozoma bile su nize za Gram-pozitivne
bakterije (S. aureus). U tabeli 5 se moZe videti da su Gram-pozitivne bakterije podloznije dejstvu
ekstrakta latica uskolisnog boZura, u poredenju sa Gram-negativnim bakterijama. Varijacije u
strukturi bakterijskih Celija uzrokuju razlike u osetljivosti na dejstvo bioaktivnih jedinjenja iz
biljnih ekstrakata. Visoke koncentracije peptidoglikana u ¢elijskom zidu Gram-pozitivnih
bakterija omogucavaju komponentama da prodru u (celije. Medutim, kod Gram-negativnih
bakterija, dvoslojna membrana zasnovana na lipopolisaharidima je pri¢vrs¢ena za unutrasnju
membranu, $to ne samo da doprinosi antigenosti, toksi¢nosti i virulenciji pomenutih bakterija,
ve¢ utie i na smanjenje permeabilnosti, tj. prolaska aktivnih jedinjenja u unutrasnjost
bakterijske Celije [249]. Hidrofilna i hidrofobna fenolna jedinjenja, ukljucujuéi flavonoide,
aromaticne estre i kiseline, koja su prisutna u ekstraktu latica P. tenuifolia su osnova za
antibakterijsku aktivnost. Osim toga, lipidne komponente lipozoma stupaju u interakciju sa
hidrofobnim metabolitima iz bakterija, sto dovodi do supresije njihovog rasta [289]. Kada se
ekstrakti latica inkapsuliraju u lipozome, formiraju se micele u kojima se hidrofobne
komponente zadrzavaju unutar vezikula, dok su hidrofilne u direktnom kontaktu sa bakterijskim
¢elijama, pokazujudi tako sinergisticko antibakterijsko delovanje i lipozoma i ekstrakta. Zbog
slicne strukture bakterijskih Celija i lipozoma znacajno je olakSan ulazak bioloski aktivnih
komponenata iz ekstrakta u bakterijsku celiju, uz povecanje antibakterijskog potencijala.

4.13.2. Antifungalna aktivnost lipozoma

Dobijeni lipozomi sa ekstraktom latica stepskog boZura su testirani na gljivice koje se nalaze
na ljudskoj kozi, C. albicans, C. kefyr i C. krusei i rezultati su prikazani u tabeli 13. MIK se definiSe
kao najniza koncentracija antifungalnog agensa potrebna da inhibira rast gljivica i dobija se
serijskim razblazivanjem, dok MFK vrednost predstavlja minimalnu koncentraciju bioloski
aktivnih jedinjenja potrebnu da ubije gljivice.

Tabela 13 Antikandidalna aktivnost praznih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia
tenuifolia L. (MIK i MFK, mg/mL).

Gljivice
Uzorak Candida albicans Candida kefyr Candida krusei
MIK MFK MIK MFK MIK MFK

L75 SA 4.0 8.0 4.0 8.0 4.0 8.0
L53 MCT 4.0 8.0 8.0 16.0 4.0 8.0
LPh 4.0 8.0 8.0 16.0 0.5 1.0
L75 SA + ekstrakt 2.0 4.0 2.0 4.0 2.0 4.0
L53 MCT + ekstrakt 2.0 4.0 2.0 4.0 1.0 2.0
LPh + ekstrakt 2.0 4.0 2.0 4.0 0.25 0.5
Ekstrakt latica 0.5 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0
Ketokonazol, kontrola 0.05 0.1 0.05 0.1 0.05 0.1

*Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK); Minimalna fungicidna koncentracija (MFK).

Ketokonazol je koris¢en kao standardni antifungalni lek u paralelnim eksperimentima kako
bi se kontrolisala osetljivost ispitivanih sojeva gljiva. Svi lipozomi sa ekstraktom latica P.
tenuifolia imali su umerenu antifungalnu aktivnost prema testiranim sojevima Candida.
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Medutim, najveéi antifungalni efekat postignut je prema C. krusei, kada je Phospholipon®
koris¢en kao lipid za pripremu lipozoma sa ekstraktom latica. Vrednosti MIK lipozoma u sluc¢aju
C. krusei kretale su se u rasponu od 0,25-4 mg/mlL, dok su se vrednosti MFK kretale od 0,5-8
mg/mL. Lipozomi su bili najmanje efikasni u inhibiciji rasta C. kefyr, poSto su vrednosti MIK
porasle do 8 mg/mL. Antifungalna aktivnost testiranih lipozoma opadala je slede¢im
redosledom: LPh + ekstrakt > 153 MCT + ekstrakt > L75 SA + ektrakt> LPh > .53 MCT = Ly5
SA. Rezistentnost sojeva gljivica na lipozome sa ekstraktom rasla je slede¢im trendom: C. krusei
< C. albicans < C. kefyr.

Fosfolipidi predstavljaju odgovarajuée nosace za biljne ekstrakte, jer mogu da smanje njihovu
isparljivost i povedaju efikasnost. Naime, dvoslojna lipidna struktura koja oponasa celijske
membrane moZe da omoguc¢i fuziju sa membranama gljivica, oslobadaju¢i inkapsulirani ekstrakt
na Celijske membrane ili u unutrasnji deo mikroorganizama. Vrednosti MFK su se kretale od 1,0
do 16,0 mg/mL za prazne lipozome, dok je za one sa ekstraktom, opseg bio od 0,5 do 4,0 mg/mL.
Medu vrstama Candida koje su koriSéene za testiranje, sve tri su bile podjednako osetljive na
uticaj Cistog ekstrakta latica, dok je u sluc¢aju lipozoma sa ekstraktom, C. krusei bila najpodloznija
njihovom uticaju, a zatim C. albicans, Sto ¢ini C. kefyr najotpornijim sojem Candida. Prose¢na
MFK za lipozome sa ekstraktom je generalno bila udvostrucena vrednost MFK cistog ekstrakta
(zbog razblazenja ekstrakta koje nastaje pripremom lipozoma). Sposobnos¢u lipozoma da
oponasaju Celijske membrane, olakSava se interakcija bioaktivnih jedinjenja, kako iz smese
fosfolipida, tako i iz ekstrakta latica, sa Celijama gljivica, ¢ime se omogucava antifungalni
potencijal [290]. Ekstrakti inkapsulirani u lipozome imaju produZenu aktivnost, u poredenju sa
slobodnim ekstraktom latica, zbog kontrolisanog oslobadanja bioaktivnih sastojaka.

4.13.3. Antibakterijska aktivnost biopolimernih filmova

Antibakterijska aktivnost filmova sa ekstraktom i filmova sa lipozomima sa inkapsuliranim
ekstraktom je ispitana i na Gram-pozitivne (S. aureus i S. lugdunensis) i na Gram-negativne
bakterije (P. vulgaris) u disk difuzionoj metodi. Rezultati antibakterijskog potencijala filmova
prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14 Prec¢nici zona inhibicije u disk difuzionoj metodi za bakterijske sojeve.

Bakterija Uzorak Zona inhibicije, mm
Staphylococcus Film sa lipozomima i ekstraktom /
aureus Film sa ekstraktom (0.2 g) 15.34+4.77
Film sa ekstraktom (0.4 g) 27.83+4.13
Streptomicin 26.00+1.21
Staphylococcus Film sa lipozomima i ekstraktom /
lugdunensis Film sa ekstraktom (0.2 g) 9.34+1.67
Film sa ekstraktom (0.4 g) 23.00+4.46
Streptomicin 27.24+2.44
Proteus Film sa lipozomima i ekstraktom 7.50+1.10
vulgaris Film sa ekstraktom (0.2 g) 13.66+5.32
Film sa ekstraktom (0.4 g) 30.16+3.19
Streptomicin 27.33+4.53
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*Film + 0,2 g (0,4 g) ekstrakta biopolimerni filmovi sa razli¢itom kolicinom ekstrakta latica Paeonia
tenuifolia L. (0,2 g i 0,4 g), Film+ LPh + ekstrakt - biopolimerni film u koji su inkorporirani lipozomi na bazi
Phospholipon®, u koje je inkapsuliran ekstrakt latica Paeonia tenuifolia L.

U disk difuzionoj metodi merene su zone inhibicije nastale nakon primene filmova. Zone
inhibicije su bile u opsegu od 7,50 mm - 30,16 mm (Tabela 14). Najosetljivija bakterija bila je P.
vulgaris sa zonom inhibicije od 30,16 mm, a zatim S. aureus sa zonom inhibicije od 27,83 mm,
kada su testirani u prisustvu filma sa ekstraktom koji sadrZi 0,4 g ekstrakta latica P. tenuifolia.
Biopolimerni film koji je sadrzao lipozome sa inkapsuliranim ekstraktom nije pokazao aktivnost
protiv S. aureus i S. lugdunensis (nije postojala zona inhibicije), dok je protiv P. vulgaris
aktivnost bila vrlo niska (zona inhibicije je iznosila 7,50 mm).

Film koji je sadrZao cist ekstrakt latica stepskog boZura pokazao je znacajnu antibakterijsku
aktivnost protiv S. aureus i S. lugdunensis, kao i P. vulgaris. Filmovi pripremljeni sa cistim
ekstraktom latica imali su zonu inhibicije u rasponu od 13,7 do 30,177 mm u zavisnosti od
testiranog bakterijskog soja i koli¢ine ekstrakta ugradenog u filmove. S druge strane, filmovi sa
lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom nisu imali nikakvu aktivnost u suzbijanju rasta
ispitivanih sojeva stafilokoka. Kao $to je bilo oc¢ekivano, inkorporacija lipozoma u kojima je
inkapsuliran ekstrakt u filmove smanjila je antimikrobni kapacitet formulacije.

Zona inhibicije rasta P. vulgaris oko filmova pripremljenih sa slobodnim ekstraktom latica
P. tenuifolia bila je znacajno veca nego kod filmova pripremljenih sa inkapsuliranim ekstraktom
latica, kao Sto je prikazano u tabeli 14. Kod druga dva bakterijska soja filmovi sa lipozomima i
ekstraktom nisu pokazali antibakterijsku aktivnost. Ovi rezultati se mogu pripisati inkapsulaciji
bioloski aktivnih jedinjenja unutar lipozoma, $to ograni¢ava njihovo oslobadanje na povrsinu
podloge i dovodi do toga da prisutna jedinjenja pokazuju minimalnu antibakterijsku aktivnost
ili potpuno odsustvo aktivnosti [291]. Imran [292] je imao sli¢na saznanja, objasnivsi da je
oslobadanje bioaktivnih supstanci zarobljenih na nanolipozomima veoma dugotrajan proces.

4.13.4. Antifungalna aktivnost biopolimernih filmova

Dobijeni biopolimerni filmovi su podvrgnuti ispitivanju antifungalne aktivnosti na dva soja
Candida (C. kefyri C. krusei), a precnici zona inhibicije rasta su prikazani u tabeli 15. C. albicans
je takode testirana, ali nije rasla na koris¢enim podlogama, tako da rezultati za ovaj soj nisu
dobijeni.

Tabela 15 Precnici zona inhibicije u disk difuzionoj metodi za sojeve Candida.

Gljivice Uzorak Zona inhibicije, mm
Film sa lipozomima i ekstraktom /

Candida kefyr Film sa ekstraktom (0.2 g) 15.16+3.70
Film sa ekstraktom (0.4 g) 35.16+6.22
Ketokonazol 25.42+1.22
Film sa lipozomima i ekstraktom /

Candida krusei Film sa ekstraktom (0.2 g) 10.33+1.25
Film sa ekstraktom (0.4 g) 20.83+5.10
Ketokonazol 27.48+3.34
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*Film + 0,2 g (0,4 g) ekstrakta biopolimerni filmovi sa razli¢itom kolicinom ekstrakta latica Paeonia
tenuifolia L. (0,2 g i 0,4 g), Film+ LPh + ekstrakt - biopolimerni film u koji su inkorporirani lipozomi na bazi
Phospholipon®, u koje je inkapsuliran ekstrakt latica Paeonia tenuifolia L.

Kada je sproveden disk difuzioni test na sojevima Candida od interesa, zone inhibicije su
varirale od 10,33 mm - 35,16 mm (tabela 15). U slucaju filmova koji su sadrzali ekstrakt u
njegovoj slobodnoj formi, antifungalna aktivnost je postajala veca, sa povecanjem koli¢ine
ekstrakta prisutne u filmu. Zona inhibicije je bila najveca kada je koriséen film koji sadrzi 0,4 g
ekstrakta latica P. tenuifolia na soju C. kefyr.

Tabela 15 prikazuje pre¢nik zone inhibicije rasta C. kefyr i C. krusei na medijumu sa
filmovima u koji su inkorporirani lipozomi i onima koji sadrze samo Ciste ekstrakte latica P.
tenuifolia. Zona inhibicije bila je najveca za filmove koji sadrZe 0,4 g ekstrakta latica, dostizuéi
vrednost od 35,17 mm u zoni na kojoj je rast C. kefyr onemogucen. Ve¢i rast mikroba u Petri
posudama na kojima je upotrebljen film sa lipozomima, nego u slucaju filma sa cistim
ekstraktom, moze se primetiti u tabeli 15. Ugradnja lipozoma nije poboljsala antifungalni
potencijal filmova. U ovom slucaju, potrebno je jo$ nekoliko dana analize kako bi se procenilo da
li postoji znacajna antimikrobna aktivnost. Ovi ishodi se mogu objasniti lipozomalnom
inkapsulacijom aktivnih supstanci, koja sprec¢ava njihovo oslobadanje na povrsini podloge, kao i
ograni¢enom antifungalnom aktivnos¢u ekstrakta latica stepskog bozura nakon inkapsulacije.

Studija koju je sproveo Imran [292] otkrila je da je sastav lipozoma vazan faktor koji treba
uzeti u obzir kako bi se kontrolisalo oslobadanje aktivnih jedinjenja. Pored toga, Imran i sar.
[293] primetili su da najveca antimikrobna aktivnost odgovara filmovima koji sadrZe i slobodna
i inkapsulirana antimikrobna jedinjenja. Ovaj rezultat pokazuje da je u pocetnom trenutku
neophodno da mala kolic¢ina bioaktivnih jedinjenja bude u slobodnom obliku, tako da se rast
mikroba moZe suzbijati sve dok se bioaktivne supstance ne oslobode iz lipozoma.

4.13.5. Antibiofilm aktivnost lipozoma

Ekstrakti latica koji su inkorporirani u lipozome u ovom istrazivanju, prethodno su testirani
na njihovu antibiofilm aktivnost u slucaju bakterije S. lugdunensis. Stoga su svi pripremljeni
lipozomi sa ekstraktom latica takode testirani na antibiofilm aktivnosti protiv gorepomenute
bakterije. Rezultati su predstavljeni na slici 29.
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Slika 29 Formiranje biofilma Staphylococcus lugdunensis (nakon tretmana lipozomima sa ekstraktom latica
Paeonia tenuifolia L.) *razlicita slova u svakoj grupi podataka (L75 SA + ekstrakt, L53 MCT + ekstrakt i LPh +
ekstrakt) pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05; n = 3, one-way ANOVA, Dankanov post hoc test)

S obzirom da su ekstrakti latica prikupljenih u Gulenovcima u prethodnom koraku
istrazivanja pokazali najbolju inhibitornu aktivnost na soj bakterije S. lugdunensis [126], ova
bakterija je izabrana za procenu antibiofilm aktivnosti ekstrakata latica kada su inkapsulirani u
lipozome. Lipozomi pripremljeni korig¢enjem Phospholipon®-a pokazali su najvi$i nivo
inhibicije formiranja biofilma, sa 50,52% inhibicije pri koncentraciji jednakoj MIK, a zatim slede
lipozomi koji sadrze SA 75, koji su bili bolji od najmanje efikasnih (L53 MCT + ekstrakt) za samo
2%. Nivo inhibicije je primetno opao upotrebom nizih koncentracija lipozoma.

U prethodnom stupnju istrazivanja [126] primecena je obecavajuca sposobnost ekstrakta
latica P. tenuifolia sakupljenih u Gulenovcima da inhibira stvaranje biofilma S. lugdunensis.
Rezultati ovog testa, izvr§enog na lipozomima, prikazani su na slici 29 i ukazuju na to da lipozomi
pripremljeni sa ekstraktom latica stepskog boZzura i Phospholipon®-a poseduju najveci
antibiofilm potencijal. Ovaj tip lipozoma je pokazao inhibitorni efekat na stvaranje biofilma koji
je dvostruko veéi nego kod preostala dva tipa, zahvaljujuéi sinergistickom efektu visokog
sadrzaja polifenola u ekstraktu [126] i lipida prisutnih u Phospholipon®. Kombinovani efekat
lipozoma sacinjenih od Phosal® 75 SA ili Phosal® 53 MCT i ekstrakta latica P. tenuifolia bi mogao
biti posledica sloZenijih interakcija izmedu lipida i ekstrakta, Sto rezultira duzim vremenskim
periodom potrebnim da bioaktivne komponente dodu u kontakt sa patogenima [292].
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5. Zakljucak

Ispitivanja koja su izvrSena u okviru doktorske disertacije ukljucivala su optimizaciju procesa

ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz latica stepskog bozura, hemijsku i biolosku karakterizaciju

dobijenih ekstrakata i inkapsulaciju odabranog ekstrakta u lipozome, biopolimerne filmove i

sistem lipozom/biopolimerni film. Na osnovu postavljenih ciljeva, uradenih analiza, dobijenih

rezultata i njihove detaljne analize, doneti su slede¢i zakljucci:

~

Kada je voda koris¢ena kao medijum za ekstrahovanje polifenolnih jedinjenja iz latica,
ekstrakcija mikrotalasima se pokazala najpogodnija metoda za dobijanje ekstrakata sa
blagotvornim efektima vezanim za promene na ljudskoj koZi.

Hemijska karakterizacija ekstrakta latica stepskog bozura pokazala je da fenolne kiseline ¢ine
najdominantniju grupu bioaktivnih komponenata, ukljucujué¢i galnu, elaginsku, p-
kumarinsku i ferulansku kiselinu. U ekstraktu su detektovane i komponente koje su
specificne za Paeonia takson, kao $to su paeonin B, paeoniflorin i paeoniflorigenon.
Ekstrakti latica ispoljavaju dobru antimikrobnu aktivnost na patogene ljudske koze.
Najefikasniji su u inhibiciji rasta bakterije S. lugdunensis i gljivice C. kefyr.

Rezultati su pokazali da ekstrakti nisu toksi¢ni i da neki od njih (vodeni ekstrakt latica iz
Gulenovaca dobijen mikrotalasnom ekstrakcijom, metanolni ekstrakti latica iz Gulenovaca
dobijeni primenom sve tri ispitane metode, metanolni ekstrakti latica iz Panceva, dobijenih
ekstrakcijama potpomognutim ultrazvukom i mikrotalasima, kao i metanolni ekstrakti latica
iz Deliblatske peScare dobijeni maceracijom i ekstrakcijom potpomognutom mikrotalasima)
dovode do ubrzanog rasta Celija.

Vodeni ekstrakt latica sakupljenih na Gulenovcima dobijen MAE metodom pokazao je
sposobnost pospeSivanja zarastanja rana.

Rezultati bioloskih testova su utvrdili da su latice sa najve¢im bioloskim potencijalom
prikupljene sa lokaliteta Gulenovci i da je metil alkohol najpodesniji ekstrakcioni medijum.
Optimalna metoda ekstrakcije varirala je u zavisnosti od primenjenog bioloskog testa, ali je
u najvecem broju slucajeva najbolje rezultate dala ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima.
Efikasnost inkapsulacije polifenola latica stepskog bozura u lipozome je varirala u zavisnosti
od lipidne smesSe koja se koristila za pripremu, te je pokazala najvecu vrednost kada je
koris¢en Phospholipon®.

Dodavanje ekstrakata latica u lipozome dovodi do smanjenja stabilnosti; smanjuje se
vrednosti zeta potencijala uz povecanje veli¢ine Cestica, Sto dovodi do agregacije Cestica i
taloZenja. Najstabilniji su bili lipozomi LPh + ekstrakt i L53 MCT + ekstrakt.

Hemijska karakterizacija svih lipozoma i filmova potvrdila je visok stepen efikasnosti
inkapsulacije, ¢ine¢i oslobadanje bioaktivnih komponenti ekstrakta sporijim.

Lipozomi sa inkapsuliranim ekstraktom latica, koji sadrZze Phospholipon® kao polaznu
fosfolipidnu smesu, pokazali su se kao najefikasniji u inhibiciji rasta bakterija i gljivica i
formiranja bakterijskog biofilma. Ipak, daljom inkapsulacijom u CMC filmove nije postignuta
inhibicija rasta bakterija ni gljivica, Sto sugeriSe da se oslobada nedovoljna koli¢ina
bioaktivnih supstanci iz krajnje formulacije.
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~ Ispitivanje morfoloskih svojstava biopolimernih filmova primenom skenirajuce elektronske
mikroskopije pokazalo je da su lipozomi sa inkorporiranim ekstraktom latica zadrzali svoj
globularni oblik prilikom dalje inkapsulacije u filmove.

~ Rezultati ispitivanja mehanickih svojstava biopolimernih filmova upucuju na zakljucak da se
dodavanjem vece kolic¢ine ekstrakata latica znacajno poboljSava cvrstina sistema. Kod
biopolimernih filmova sa lipozomima u koje su inkapsulirani ekstrakti, to nije bio slucaj.

~ Phospholipon® je bolja fosfolipidna smesa za pripremu lipozoma u koje su inkapsulirani
ekstrakti latica P. tenuifolia nego Phosal® 775 SA ili Phosal® 53 MCT. Ipak, inkapsulacija ovih
lipozoma u biopolimerne filmove se ne moZe preporuciti za oslobadanje bioaktivnih
supstanci neophodnih za antimikrobni potencijal formulacije. Stoga je dalja istrazivanja
potrebno usmeriti ka razvoju modifikovanih ¢vrstih ili polucvrstih antimikrobnih
formulacija sa lipozomima na bazi Phospholipon® u kojima su inkorporirani ekstrakti latica
stepskog bozura.

Na osnovu dobijenih rezultata, detaljnog i sveobuhvatnog pregleda literature, nau¢ni doprinos
ove doktorske disertacije ogleda se u definisanju postupka izrade transdermalnog sistema za
otpustanje polifenolnih jedinjenja latica stepskog bozura, usled ¢ega se moZze obezbediti visi nivo
njihove bioraspoloZivosti, ali i poboljSan profil otpustanja. Zbog svega pomenutog, rezultati
dobijeni tokom izrade ove doktorske disertacije imaju, pre svega, fenomenoloski znacaj za
opisivanje jednog savremenog i ekoloski prihvatljivog proizvoda sa prirodnim bioaktivnim
jedinjenjima i biokompatibilnim nosacima.
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Spisak slika

Slika 1 Paeonia tenuifolia L. u punom cvetu, Gulenovci, Srbija (maj 2023. godine)

Slika 2 Hemijska struktura nekih fenolnih jedinjenja (3- galna kiselina; 29 - elaignska kiselina;
36 - p - kumarinska kiselina; ferulanska kiselina; 39 - metil galat; 55 - kvercetin; 58 -
izorhamnetin; 68 - cijanidin)

Slika 3 Struktura molekula fosfolipida (levo) i lipozoma (desno)

Slika 4 Hemijska struktura natrijum-karboksimetil-celuloze

Slika 5 Maceracija latica Paeonia tenuifolia L.

Slika 6 Odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L.
Slika 7 Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L.
Slika 8 Lipozomi sa inkapsuliranim ekstraktom latica stepskog bozura

Slika g Biopolimerni film na bazi karboksimetil-celuloze sa inkapsuliranim ekstraktom Peonia
tenuifolia L.

Slika 10 Ispitivanje istezanja filmova na bazi karboksimetil-celuloze koris¢enjem univerzalne
masine za ispitivanje; uzorak izmedu hvataljki koji sadrze ekstrakt latica (levo) i lipozome u koje
je inkorporiran ekstrakt (desno).

Slika 11 Francova difuziona ¢elija.
Slika 12 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata primenom DPPH metode
Slika 13 Antioksidativna aktivnost ekstrakata odredena ABTS metodom

Slika 14 Formiranje biofilma Staphylococcus Ilugdunensis (Ibis 2996) nakon tretmana
ekstraktima Paeonia tenuifolia L.

Slika 15 Relativna stopa rasta HaCaT c¢elija pod dejstvom ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L.

Slika 16 Uticaj odabranih ekstrakata latica Paeonia tenuifolia L. na kapacitete adhezije (levo) i
invazije (desno) Staphylococcus lugdunensis na HaCaT ¢elijama

Slika 17 Efikasnost inkapsulacije ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L. u lipozome dobijene
primenom razlicitih fosfolipida.

Slika 18 Veli¢ina lipozoma (a), indeks polidisperznosti (PDI) (b) i zeta-potencijal (c) praznih
lipozoma (kontrola) i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. tokom 60 dana
skladistenja na 4 °C.

Slika 19 Antioksidativna aktivnost lipozoma sa ekstraktom latica: a) DPPH; b) ABTS.

Slika 20 Relativna stopa rasta HaCaT (elija pod dejstvom praznih i lipozoma sa ekstraktom latica
Paeonia tenuifolia L.
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Slika 21 Uticaj kontrolnih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. na
kapacitete adhezije (levo) i invazije (desno) Staphylococcus lugdunensis na HaCaT delijama

Slika 22 Sadrzaj vlage biopolimernih filmova

Slika 23 SEM mikrofotografije osusenih filmova karboksimetil celuloze: (a) film sa ekstraktom
latica stepskog bozura (0,4 g) sa malim uvedanjem (x1000); (b) filmovi sa lipozomima sa
ekstraktom latica sa malim uvecanjem (x5000) i (c) film sa ekstraktom latica (0,2 g) sa malim
uvecanjem (x2000).

Slika 24 FT-IR spektri praznih i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.

Slika 25(a) FT-IR spektri filma karboksimetil celuloze sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.;
(b) FT-IR spektri filma karboksimetil celuloze sa lipozomima sa ekstraktom.

Slika 26 FT-IR spektar ekstrakta latica Paeonia tenuifolia L.

Slika 27 Profili oslobadanja polifenola iz ekstrakta Paeonia tenuifolia L., lipozoma i filmova,
izraZeni kao procenat oslobodenih polifenola.

Slika 28 Difuzija polifenola iz suvog ekstrakta latica stepskog boZura, lipozoma sa
inkapsuliranim ekstraktom, filmova sa inkapsuliranim ekstraktom, kao i filmova sa lipozomima
sa ekstraktom, na 37 °C, aproksimirana II Fikovim zakonom difuzije; cd® i ¢:° su pocetne
koncentracije polifenola u donorskom i akceptorskom delu; cq i ¢* su koncentracije polifenola u
donorskom i akceptorkom delu Francove difuzione ¢elije u datom trenutku.

Slika 30 Formiranje biofilma Staphylococcus lugdunensis (nakon tretmana lipozomima sa
ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L.
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Spisak tabela

Tabela 1 Ukupan sadrzaj polifenola (TPC) i ukupan sadrzaj flavonoida (TFC) ekstrakata latica
Paeonia tenuifolia L. sakupljenih na razli¢itim lokalitetima i dobijenih razli¢itim metodama
ekstrakcije i ekstrakcionim medijumima.

Tabela 2 HRMS i MS* podaci za metabolite identifikovane u metanolnom ekstraktu Paeonia
tenuifolia L.

Tabela 3 Kvantifikacija aktivnih jedinjenja u ekstraktima latica Paeonia tenuifolia L. primenom
UHPLC/MS metode

Tabela 4 Antioksidativha (DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP) aktivnost vodenih i metanolnih
ekstrakata latica Paeonia tenuifolia L. sa razli¢itih lokaliteta, dobijenih razli¢itim tehnikama
ekstrakcije.

Tabela 5 Antibakterijska aktivnost vodenih i metanolnih ekstrakata latica Paeonia tenuifolia
(MIK and MBK, mg/mL)

Tabela 6 Antikandidalna aktivnost vode i metanolnih ekstrakata Paeonia tenuifolia L. (MIK i
MFK, mg/mL).

Tabela 7 Efekti ekstrakata Paeonia tenuifolia L. na kapacitet migracije HaCaT celija (in vitro
simulacija zarastanja rana).

Tabela 8 Gustina (p), povrsinski napon (y) i viskozitet (1) lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia
tenuifolia L..

Tabela 9 Efekti kontrolnih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia tenuifolia L. na
kapacitet migracije HaCaT (elija (in vitro simulacija zarastanja rana).

Tabela 10 Mehanicke karakteristike filmova na bazi karboksimetil celuloze sa ¢istim ekstraktom
stepskog bozura i lipozomima sa inkapsuliranim ekstraktom.

Tabela 11 Koeficijenti difuzije i otpor difuziji polifenola iz Cistog ekstrakta latica Paeonia
tenuifolia L., lipozoma sa ekstraktom, filma sa ekstraktom i filma sa lipozomima sa ekstraktom.
D—koeficijent difuzije; R—ukupni otpor prenosu mase.

Tabela 12 Antibakterijska aktivnost praznih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia
tenuifolia L. (MIK i MBK, mg/mL).

Tabela 13 Antikandidalna aktivnost praznih lipozoma i lipozoma sa ekstraktom latica Paeonia
tenuifolia L. (MIK i MFK, mg/mL).

Tabela 14 Prec¢nici zona inhibicije u disk difuzionoj metodi za bakterijske sojeve.

Tabela 15 Precnici zona inhibicije u disk difuzionoj metodi za sojeve Candida.
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Spisak skracenica

MAE - ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima

UAE - ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

MBK - minimalna baktericidna koncentracija

MFK - minimalna fungicidna koncentracija

IC50 - koncentracija potrebna za neutralizaciju 50% radikala
MeOH - metil alkohol

CUPRAC - Antioksidativni potencijal za neutralizaciju jona bakra
FRAP - Antioksidativni potencija¢ za redukciju gvozda

ABTS - (2,2'-azino-bis(3-ethilbenzotiazolin-6-sumporna kiselina)
DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

ROS - reaktivne kiseonic¢ne vrste

RNS - reaktivne azotne vrste

SZO - Svetska zdravstvena organizacija

HCS - tehnologija visokog sadrzaja

HCA - analiza visokog sadrZaja

HaCaT - humani epidermalni keratinociti

KS - kvorum senzibilizacije

UV - ultra ljubicasta

UHPLC - te¢na hromatografija ultra visokih performansi
UHPLC/MS - te¢na hromatografija ultra visokih performansi/masena spektrometrija
FT - IR - Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
CE - ekvivalent katehina

GAE - ekvivalent galne kiseline

LC/MS - te¢na hromatografija/masena spektrometrija

L53 MCT + ekstrakt - lipozomi ¢ija je osnova Phosal® 53 MCT, u koje je inkapsuliran ekstrakt
latica

L75 SA + ekstrakt - lipozomi ¢ija je osnova Phosal® 75 SA, u koje je inkapsuliran ekstrakt latica
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LPh + ekstrakt - lipozomi ¢ija je osnova Phospholipon®, u koje je inkapsuliran ekstrakt latica
L53 MCT - lipozomi ¢ija je osnova Phosal® 53 MCT
L75 SA - lipozomi &ija je osnova Phosal® 75 SA
LPh - lipozomi ¢ija je osnova Phospholipon®

SI - stepen inkapsulacije

PDI - indeks polidisperzije

CMC - karboksimetil-celuloza

SV - sadrzaj vlage

TS - zatezna ¢vrstoca

BF - sila kidanja

EB - izduZenje pri lomu

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

Acont — apsorbanca kontrole

Asample — apsorbanca uzorka

CFU - broj zivih bakterija

TSB - tripton soja bujon

PBS - rastvor fosfatnog pufera

FBS - fetalni govedi serum

DMEM - Dulbekov Modifikovani "Eagle" Medijum
TPC - ukupan sadrzaj polifenola

TFC - ukupan sadrzaj flavonoida

TE - Troloks ekvivalent
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Diplomirala je 2020. godine na Tehnolosko-metalurskom fakultetu Univerziteta u
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istraziva¢ saradnik.

Kao rezultat rada na doktorskoj disertaciji, kandidatkinja je objavila dva nau¢na rada u
vrhunskim medunarodnim ¢asopisama (M21), jedan naucni rad u nacionalnom casopisu
medunarodnog znacaja (M24), kao i jedno saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u
izvodu (M34).
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Lista objavljenih radova

Naucni radovi proizasli kao rezultat istrazivanja kandidata u vezi sa doktorskom disertacijom:
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Vme n nipesaume ayropa Hatamja Yyrosuh

Bpoj nnpexca 4027/2021

U3jasspyjem
Jla je IOKTOPCKa JucepTalnyja Mo/, HacJIOBOM

OnTumMmu3anyuja ekcrpakiyje saruna Paeonia tenuifolia L., 6Monomky epeKkT Ha KOXU U
MO6OMIM3anMja y Hocaue

® pe3yJTaT COIICTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT paja;

® Jla aucepTainyja y LeJMHM HU Y JIeJIOBMMa Huje OMjia Ipe/iyiokeHa 3a CTULIAbE JIpyTe
JUILIOMe TIpeMa CTY/IMjCKMM IporpamMmmma JIpyTux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3y/ITaTy KOPEKTHO HaBe/IeHU U

® Jla HMCaM KpIIMO/Jia ayTOpcKa IIpaBa ¥ KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTyaJIHy CBOjUHY JAPYTMX
Jmna.

ITorniuc ayropa

Y Beorpazy, 06.03.2024.
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/3jaBa 0 MCTOBETHOCTM LITaMIIaHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
ZJIOKTOPCKOT pajia

Vme u nipesaume ayropa Hatamja Yyrosuh
Bpoj nHpekca 4027/2021
Crynujcku mporpaM XeMMjCKO MHKeHhepCTBO

HacsioB pajjla OnTMMm3anuja ekcTpakiuje jgatuna Paeonia tenuifolia L., 6Mo10mIKM
edexTH Ha KOXKM M UMOOWIM3anja Y HOcadye

Mentop ap Bpauko Byrapcku, pegosau nmpodecop

MeHTop Ap AnekcaHapa JoBaHoBuh, BUIIM HAYYHU capaJHUK

M3zjaBspyjeM [a je mITaMIlaHa Bep3yja MOT JJOKTOPCKOT pajla MCTOBeTHA eJIeKTPOHCKO] BEP3Uju
KOjy caM Ipefiao/jia paziM MoxparmeHa y JUTMTaTHOM Peno3uTopujyMy YHUBep3UTeTa Y

Beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce objaBe MOjU JIMYHM TO/AIlM Be3aHM 3a [l0bMjarbe aKaJeMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IIITO Cy MMe U IIpe3uMe, Fo/IMHa ¥ MeCTO pohema 1 JaTyMm ombpaHe pajia.

OBM JIMYHM TIOJIALIM MOTY ce 06jaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHMIlaMa JUTMTaIHe 6ubinoTeke, y
€JIeKTPOHCKOM KaTaJsIory M y Iyb/mKkanyjama YHuBep3uTeTa y beorpany.

INoTnuc ayropa

Y Beorpazy, 06.03.2024.
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I3jaBa o kopuithemwy

OpnanthyjeMm YHMBeEpP3UTeTCKy 6Oubamoreky ,CBero3ap Mapkosuh“ ma y /Jururtanam
Peno3nuTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpaay yHece MOjy JOKTOPCKY AMcepTaljy 0/, HACJI0BOM:

OnTuMmM3anuja ekcrpakuyje matuna Paeonia tenuifolia L., 6uosiomkyu epeKTH Ha KOXKU U
uMob6mIM3anyja y Hocaye

KOja je Moje ayTOpPCKO /ieJI0.

[ucepTrauyjy ca CBMM IIpMJIO3MMa IIpeflao/jia caM y eJeKTPOHCKOM ¢opMmaTy IIOrOJHOM 3a
TPajHO apXMBMpame.

Mojy ZJOKTOPCKY AucepTanujy MoxpamweHy y JJUruTajHOM Peno3UTOpUjyMy YHMUBEpP3UTeTa Y
Beorpazty 1 AOCTYIIHY y OTBOPEHOM IIPUCTYITy MOTY Jla KOPUCTe CBU KOjyU IOIITYjy oZipesde
cazipxaHe y ofilabpanom tuiy miieHiie KpeatnsHe 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oJTy4no/ a.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AytopcTBo — HekoMmepiyjaiaHo (CC BY-NC)
@AyTOPCTBo - HeKoMepIiMjaTHO — 6e3 mpepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaTHO — ZleinTH 1o, uctuM ycsioBuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcTBo - 6€e3 mpepajia (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTu oA uctuMm ycaosuma (CC BY-SA)

(MosMMO [1a 3a0KPYXXUTE CaMo jeJHY O7], IIeCT MOHyheHUX JIUIIeHIN.
KpaTak ommc JmnijeHIM je cacTaBHY JIeo OBe M3jaBe).

IToTic ayTopa

Y Beorpany, 06.03.2024.
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1. AyropcTBo. /[03Bo/haBaTe yMHO)XaBakbe, AUCTPUOYIM]Y M jaBHO CaoIIlITaBaibe Jesa, U
rpepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ofipeheH o7 CTpaHe ayTopa WMJIM JaBaolia
JIUIIEHIIE, YaK U Y KoMepliujaaHe cBpxe. OBO je Hajcs1000/1HMja O/T CBUX JIULIEHITN.

2. AyTOpCTBO - HeKOMepuMjasrHO. /I03BO/baBaTe yMHOXKaBarbe, AUCTPUOYIMY M jaBHO
caollllITaBame Jiesia, U IIpepajie, ako ce HaBe/ie MMe ayTopa Ha HauMH ofipeheH o1 cTpaHe ayTopa
WM JTaBaolia utenIie. OBa JIMIEHIa He J03B0/baBa KOMEPIMjaIHy YIIOTpeby Jiesa.

3. AyTOpCTBO - HeKOMepIMjaIHo - 6e3 npepasa. /l03Bo/baBaTe yMHOXKaBamwbe, JUCTPUOYII)Y
M jaBHO CaoTIIIlITaBame Jiesia, 6e3 mpoMeHa, IpeobMKoBatba MM yIIoTpebe fesia y CBOM ey,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauMH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa MM JiaBaolia jmiieHiie. OBa
JIMIIEHIIa He JI03B0/baBa KOMepIyja/IHy yroTpeby fesia. Y ofHOCy Ha CBe OCTaJie JIMIIeHIle, OBOM
JIMLIEHIIOM ce orpaHuyaBa Hajsehu o6um npasa xopuirthema Jiesa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPUMjaJIHO - JEJUTHU I0J, MCTUM YycJIoBuMMa. /l03Bo/baBaTe
YMHOXKaBamwe, AUCTPUOYIIMjy M jaBHO CAoMINTaBame Jiesla, M Ipepajie, ako Ce HaBeZle MMe
ayropa Ha HauMH ofpeheH OJi cTpaHe ayTopa WM JlaBaolia JIMIIEHIIe M aKo ce Ipepajia
JUCTpUOYMpa IO/ UICTOM MJIM CJIMYHOM JINTIeHIIoM. OBa JIMIIeHI[a He /I03B0J/baBa KOMEPIMjaTHy
ynoTtpeby Aesna 1 rpepaja.

5. AyropctBo - 6e3 mpepaga. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYLMjy M jaBHO
caorminTaBame Jesa, 6e3 mpoMeHa, IpeobIMKoBamba MM YIIoTpebe fiesia y CBOM JiesTy, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HauMH ofipeheH o/1 cTpaHe ayTopa MM faBaolia uiieHtie. OBa JiMiieHIa
J103BOJbaBa KOMepIjaTHy yIoTpeby fea.

6. AyTOpCTBO — AeIUTHU NOJ, MICTUM yCJI0BMMA. /[03BO/baBaTe YMHOXaBame, AVCTPUOYIM)Y U jaBHO
CaoMIITaBame Jiesia, ¥ IIpepaje, ako ce HaBese MMe ayTopa Ha HauMH ofpeheH o7 cTpaHe ayTopa Wi
JlaBaolia JIMIIEHIIE ¥ aKo ce IIpepaja AUCTpMbympa Moz, ICTOM WM CIMYHOM JinIeHnoM. OBa JiniieHIa
JI03BOJbaBa KOMepIjaiHy yrotpeby gesa u rpepaza. CamdHa je codTBepCKMM JIMIleHI[aMa, OZJHOCHO
JIMIIeHIIaMa OTBOPEHOT Ko/a.
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PROVERA ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu, koriS¢enjem programa iThenticate izvrSena je provera originalnosti
doktorske disertacije kandidata Natalije M. Cutovi¢, master inZenjera tehnologije, pod nazivom
»Optimizacija ekstrakcije latica Paeonia tenuifolia L., bioloski efekti na kozi i imobilizacija
ekstrakata u nosace“. Izvestaj koji sadrzi rezultate provere originalnosti mentori su dobili dana
14.03.2024. godine. Utvrdeni procenat podudarnosti je 2%. Ovaj procenat je posledica upotrebe
stru¢nih termina i naziva koriS¢enih metoda i njihovih skraenica, licnih imena, citata i
instrumenata koji se nalaze u navedenoj tezi. Deo podudarnosti se odnosi i na prethodno
publikovane rezultate istrazivanja, koji su proistekli iz disertacije doktoranda, sto je u skladu sa
¢lanom 9. Pravilnika. Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. stav 2. Pravilnika o
postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu,
izjavljujemo da izveStaj ukazuje na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak
pripreme za njenu odbranu moZe nastaviti (pozitivna ocena).

U Beogradu, 18.03.2024. Mentori:

prof. dr Branko Bugarski, redovni profesor

Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet

dr Aleksandra A. Jovanovié, viSi naucni saradnik

Univerziteta u Beogradu, Institut za primenu nuklearne energije INEP
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