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Antimutagena svojstva soka
crne ribizle (Rubes nigrum)

Ispitivana su antimutagena svojstva soka ribizle i
koli¢ina antocijana u njemu. Koncentracija antocijana
Jje odredivana pH-diferencijalnom metodom, a antimu-
tageni efekat brojanjem mikronukleusa u kulturi limfo-
cita ¢oveka. Utvrdeno je da plod biljke poseduje an-
timutagena svojstva, ali da je sadrZaj antocijana vrlo
nizak i ne objasnjava ovakva svojstva biljke.

Uvod

Slobodni radikali su jedinjenja koja nastaju u
nizu reakcija normalnog metabolizma, kao i u toku
neutralizacije ksenobiotika ili pri uticaju nekih spo-
ljnih faktora (npr jonizujuée zraCenje). Visoka reak-
tivnost slobodnih radikala i mala selektivnost ¢ine ih
opasnim za integritet i funkcionalnost éelije. Izmedu
ostalog, iniciraju proces lipidne peroksidacije celij-
ske membrane. Tokom evolucije organizama razvili
su se odgovarajuéi odbrambeni mehanizmi od slo-
bodnih radikala. Medutim, niz patoloSkih situacija
uzrokuje povecano stvaranje slobodnih radikala, pri
¢emu se prevazilazi kapacitet odbrambenih mehani-
zama. Pretpostavlja se da slobodni radikali ucestvuju u
patogenezi velikog broja oboljenja (Zimonji¢ 1990).
Slobodni radikali mogu da reaguju sa molekulima
DNK dovode¢i do mutacija razli¢itog obima. U an-
tioksidanse spadaju razli¢ita jedinjenja kao $to su
flavonoidi, antocijani, organske kiseline, vitamini i
razli¢ita redukciona sredstva. Prisustvo antocijana
kao antioksidanasa bi trebalo da spre¢i mutageno
dejstvo slobodnih radikala.

Ribizla (Rubes nigrum) je biljka iz familije Sa-
xifragaceae. Plod ribizle se koristi u ljudskoj ishrani
i to svez ili preraden (sok, Zele). Plod, pored Secera,
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vitamina i organskih kiselina, sadrZi i antocijane
(Stankovi¢ 1982). Antocijane nalazimo u biljkama
gde imaju ulogu biljnih pigmenata crvene ili plave
boje. Novijim ispitivanjima je utvrdeno da poseduju
antioksidansna i antimutagena svojstva koja nisu do-
voljno ispitana (Yukiaki, Yukihiko 1999; Ghiselli et
al. 1998).

Cilj ovog rada je da se odredi sadrZaj antocijana
u ribizli i ispita da li sok dobijen iz ploda ove biljke
poseduje antimutagena svojstva.

Materijal i metode

U radu su kori§éeni plodovi crne ribizle (Rubes
nigrum europicum) iz kojih je ceden sok. Radi skla-
diStenja i transporta sok je zamrzavan na —20°C i
pre upotrebe odmrzavan na sobnoj temperaturi.

Koli¢ina antocijana u soku je odredivana pH-
diferencijalnom metodom. Reagensi su pufer
0.025 M kalijum hlorid (pH = 1.0) i 0.4 M natrijum
acetatni pufer (pH = 4.5). Prvo je odredivan faktor
razblaZenja, tako $to je uzorak razblaZivan u puferu
kalijum hlorida pH = 1. Potrebno je da apsorbanca
uzorka ulazi u linearni opseg spektrofotometra tj. da
apsorbanca bude manja od 1.2. Nakon odredivanja
faktora razblaZenja, pripremano je po deset istih raz-
blaZenja uzoraka u oba pufera. Ova razblaZenja su
ostavljana da odstoje 15 minuta, nakon Cega je me-
rena apsorbanca svakog uzorka na Amax i A = 700
nanometara. Kao slepa proba za sve uzorke korisce-
na je destilovana voda.

Konacna apsorbanca se ratuna po formuli:

A = |Amax — A700)pH1.0 — Amax — A700)pH4.5|

Koli¢ina ukupnih antocijana u soku se ra¢una po
formuli:

ukupni antocijani (g/L) = (A Mr FR 1000)/€

gde su Mr molekulska masa (449.2), FR factor
razblaZenja (ovde je iznosio 40), € je molarni ap-
sorpcioni koeficijent koji ovde iznosi 26900.

Luka Mihajlovic¢ (1984), Beograd, Save
Kovacevica 66/1, ucenik 3. razreda Trece
beogradske gimnazije
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Antimutagena svojstva su odredivana brojanjem
mikronukleusa u kulturi humanih limfocita. Princip
metode se zasniva na tome da kod celija koje su u deobi
moZe do¢i do hromozomskih aberacija, koje se mani-
festuju stvaranjem ring hromozoma i mikronukleusa.
Mikronukleusi su delovi hromozoma bez centrome-
re. Ovim delijama se nakon deobe jedra dodaje ci-
toholazin B koji prekida deobu delije i nastaju
binuklearne éelije. Kod ovih éelija koje su podlegle
mutaciji mikronukleusi se mogu videti pod mikrosk-
opom. Zavisno od stepena izloZenosti kulture celija
mutagenom agensu menja se i broj mikronukleusa.
Kao model sistem se najc¢eSce koristi kultura huma-
nih limfocita koja se izlaZe jonizujuem zraCenju.
Zracenje, kojem su celije podvrgnute, dovodi, osim
direktnog mutagenog dejstva na DNK i do stvaranja
slobodnih radikala u citoplazmi.

Kultura Celija je pripremana na slede¢i nacin:

8 mL sterilno uzete heparinizirane venske krvi po-
deljeno je na dva alikvota i jedan od alikvota je
akutno ozraden izvorom kobalta “’Co (gama zrace-
nje), dozom od dva greja (Gy). Postavljeno je osam
kultura limfocita iz ozraCene krvi. Kulture su radene
u duplikatu. Prva grupa je bila pozitivna kontrola, a
drugu, trecu i Cetvrtu grupu su Cinile kulture u koje
je redom dodato 0.05, 0.1 i 0.2 mL soka. Neozra-
Cene kulture su postavljane na isti nacin, pri ¢emu
je jedina razlika to $to je koriS¢ena neozracena puna
krv. Posle 48 h inkubacije na 37°C u svaku od po-
stavljenih kultura dodato je 0.1 mL citoholazina B i
inkubacija je nastavljena 24 h. Nakon ovoga pripre-
mani su razmazi na mikroskopskim plo¢icama koji
su bojeni Giemsa-om i koji su posmatrani na uve-
éanju 1000X (objektiv uljane imerzije). Posmatrane
su Celije koje su prosle prvu deobu (binuklearne), i
to 1000 celija po kulturi. U tim Celijama su brojani
mikronukleusi.

Rezultati i diskusija

Nakon odredivanja sadrzaja ukupnih antocijana iz-
raCunata je srednja vrednost koncentracije antocijana u
soku i ona iznosi 12+3. Potrebne koliCine antocijana
za ostvarivanje antimutagene aktivnosti iznose 300-400
mg (Muller 1996), tako da dobijene koli¢ine antocijana
ne objaSnjavaju antimutagena svojstva biljke. Moguce
je da se ovakva svojstva biljke zasnivaju na prisustvu
nekog drugog antioksidansa.

Ispitivanjem antimutagenih svojstava ribizle
utvrdeno je da postoji velika razlika u broju mikro-
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nukleusa u limfocitima izmedu kultura u koje je do-
davan sok ribizle i kultura u koje on nije dodavan.
Najveéi broj mikronukleusa je naden u ozracenoj
grupi u koju nije dodavan sok ribizle 181.48 / 1000
binuklearnih limfocita, a najmanji u neozracenoj
grupi u koju je dodavano 0.1 mL soka 18.5 / 1000
binuklearnih limfocita (tabela 1). Rezultati pokazuju
da povecanje koli¢ine soka u kulturi dovodi do sma-
njenja broja mikronukleusa.

Tabela 1. Broj mikronukleusa u kulturi celija
(mikronukleusa/1000 celija)

Grupa Neozraceni Ozraceni
uzorak uzorak

I - kontrola 42.5 181.48

IT — dodato 0.05 mL soka 36.4 1494

IIT — dodato 0.1 mL soka 18.5 1204

IV — dodato 0.2 mL soka 23.1 1204

Zakljucak

Utvrdeno je da sok ribizle poseduje izvesna an-
timutagena svojstva, koja se ogledaju u smanjenju
broja mikronukleusa u ozratenim i neozra¢enim kul-
turama limfocita. Nakon izvrSenih ispitivanja utvrdeno
je da je koncentracija antocijana suviSe niska da bi se
njome objasnio antimutageni efekat. Da bi se u pot-
punosti objasnila antimutagena svojstva soka crne rib-
izle potrebno je sprovesti dalja ispitivanja.
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Luka Mihajlovi¢

Antimutagenic Properties of Black
Currant Berry (Rubes nigrum)

Black currant (Rubes nigrum europicum) is a
common plant whose berries are widely used in hu-
man consumption. It was asumed that berry filtrate
would show antimutagenic properties, due to the
presence of anthocyans, which are recently found to
posses antioxidative and antimutagenic properties.
The research included determination of anthocyans
concentration and antimutagenic properties of black
currant berry. Anthocyan concentration was meas-
ured spectrophotometrically, using the Fuleki-Fran-
cis pH differential method. This method is based on
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a specific ability of anthocyans to undergo revers-
ible structural transformation with a change in pH,
which is manifested in strikingly different absor-
bance spectra. Antimutagenic properties were deter-
mined using the human lymphocite micronucleus count
method. Berries were homogenized and the filtrate was
added to human lymphocites culture, which was then ex-
posed to ionising radiation (source 60C0, 2 Gy), and after
the incubation and culture preparation the micronuclei
were counted. The cultures were divided in 2 major
groups, control and irradiated group, and different
amounts of berry filtrate were added (0.05 mL, 0.1 mL
and 0.2 mL filtrate).

It was found that berry filtrate posseses antimu-
tagenic properties which depend on its concentration
in cultures. A dose of 0.1 filtrate/5 mL culture
showed the greatest decrease in the number of mi-
cronuclei. Anthocyan concentration was found to be
12X3 mg/L. This concentration, however, is not suf-
ficient to explain the antimutagenic effect. Futher
investigations, with a goal to fully explain the in-
vestigated characteristics of black currant, should be
performed o
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