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Ispitivanje antioksidantnog
sinergistickog efekta
askorbinske kiseline 1
ekstrakta pomorandze na
model sistemu svinjske jetre

Ispitivana je antioksidantna aktivnost vitamina C i
flavonoida, pri pojedinacnom i zajednickom de-
lovanju. Antioksidantna aktivnost odredivana je
merenjem inhibicije lipidne peroksidacije na model
sistemu svinjske jetre. Ispitivanja su vrSena na Cetiri
grupe: kontrolnoj (netretirana), grupi tretiranoj vi-
taminom C, grupi tretiranoj flavonoidima i grupi
kojoj su dodavani i vitamin C i flavonoidi. Dobijeni
rezultati ukazuju da ne postoji statisticki znacajna
razlika izmedu kontrolne grupe i ostalih grupa, kao
ni izmedu koncentracije lipidnih peroksida pre i
posle stimulisanja u istoj grupi, §to je verovatno
posledica koriscenja nestandardizovanog model
sistema svinjske jetre i malih koncentracija ispiti-
vanih supstanci.

Uvod

Vitamin C (askorbinska kiselina) je derivat fura-
na koji ima bitnu ulogu u organizmu. Neophodan je
za sintezu kolagena, vazna je gradivna komponenta
krvnih sudova, ligamenata i kostiju, ima bitnu ulogu
u sintezi neurotransmitera norepinefrina. Jedno od
najbitnijih svojstava ove supstance je da ucestvuje u
redoks procesima u organizmu delujuéi kao antioksi-
dans. Nalazi se u velikim koli¢inama u citrus vocu,
a narocito u limunu i pomorandzi (53 mg vitamina C
u 100 mL soka pomorandZe). U pomorandZi je pored
vitamina C prisutan i kompleks flavonoida, polife-
nolnih jedinjenja. Njihova snaZna antioksidantna ak-
tivnost se objaSnjava prisustvom fenolnih hidroksi
grupa koje se ponaSaju kao donori vodonika koji od-
stranjuje hidroksilne radikale, superoksidne anjone i
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lipidne peroksi radikale. Ranija istraZivanja su po-
kazala da 90% svih flavonoida pomorandze €ini hes-
peretin (Miller ND; Peterson et al. 2006). Hesperetin
je aglikon hesperidina, a po strukturi hesperetin je
(S)-2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-(3-hidroksi-4-meto
ksifenil)-4H-1-benzopiran-4.

Postoje dokazi da vitamin C i flavonoidi pri
sinergistickom delovanju imaju mnogo vecu i duZu
antioksidantnu aktivnost od bilo koja dva pojed-
ina¢no. Mehanizam nije otkriven u potpunosti, a
jedno od mogudcih objasnjenja je da su flavonoidi
bolja antioksidantna sredstva od askorbinske kiseline
jer imaju niZi redoks potencijal. Na pH10 njihovi re-
doks potencijali se krecu od 0.23 — 0.75 V, dok su
na pH7 pribliZzno Cetiri puta niZi a redoks potencijal
askorbinske kiseline na pH7 je 0.06V. Flavonoidi
kao bolja redukciona sredstva reaguju pre vitamina
C i tako usporavaju njegovu oksidaciju (Thompson
Healthcare 2006; Mira et al. 2002; Chauhan 2003;
Chinmay et al. 1995).

Raniji radovi ukazuju da askorbinska kiselina
pokazuje dobra antioksidantna svojstva kako u in
vivo tako i u in vitro modelima (Kovacikova et al.
1995; Chinmay et al. 1995). Hesperetin se takode
pokazao kao dobar antioksidant u razli¢itim model
sistemima (Pietta 2000). Kori§¢enjem cistog vi-
tamina C i flavonoida, koji se dobijaju izolovanjem
iz pomorandZe, moZe se proveriti pretpostavka o
sinergistickom delovanju. Model sistem svinjske
jetre omogudava ispitivanje antioksidantnih svo-
jstava razliitih supstanci. Prooksidantima se moZze
stimulisati lipidna peroksidacija (LPO) na jetri. Do-
davanjem ispitivanih antioksidanata ihibira se
lipidna peroksidacija. Odredivanjem razlike koncen-
tracija lipidnih peroksida pre i posle stimulacije do-
bija se procenat inhibicije LPO-a koju vrSe
antioksidanti. Sto je vedéi procenat inhibicije ispiti-
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vana supstanca je bolji antioksidant (Cu¢ulanovié
2002).

Cilj rada je ispitivanje antioksidantnog siner-
gistickog efekta Cistog vitamina C i izolovanih fla-
vonoida iz pomorandZe, koje oko 90% <¢ini
hesperetin. Ispitivanje je vrSeno na in vitro model
sistemu svinjske jetre i uporedivane su antioksi-
dantne aktivnosti izolovanih flavonoida, vitamina C
i smeSe flavonoida sa vitaminom C.

Materijal 1 metode

Antioksidantna svojstva vitamina C i flavonoida
na jetri ispitivana su u in vitro sistemu, a kao model
koriSéena je svinjska jetra. Procenat inhibicije
lipidne peroksidacije (u daljem tekstu LPO)
izraCunat je na osnovu dobijenih koncentracija
malondialdehida (MDA), produkta oksidativne de-
gradacije lipidnih peroksida u homogenatu jetre.
Jetra je bila izloZena kiseoniku (stoji na vazduhu) pa
su se i bez stimulisanja u njoj se generisali inicijalni
lipidni peroksidi. Stimulisani lipidni peroksidi gener-
isali su se dodavanjem prooksidanata homogenatu
jetre. Odredivanjem koncentracije inicijalnih LPO i
njenim oduzimanjem od koncentracije stimulisanih
LPO dobijamo koncentraciju indukovanih LPO, tako
zanemarujuci pocetnu koncentraciju MDA koja je
nastala usled dejstva sredine (nekontrolisano). Nas-
tali MDA sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA)
stvara konjugat crvene boje sa maksimumom ap-
sorpcije na 540 nm, Sto se Koristi za njegovu kvan-
tifikaciju.

Postojale su Cetiri grupe:

— I grupa: kontrolna

— II grupa: flavonoidi (u koju je dodavano po

0.2 mL ekstrakta izolovanih flavonoida)

— 1III grupa: vitamin c¢ (dodavano je po 0.2 mL

koncentracije 0.94 mmol/L)

— IV grupa: hesperetin + vitamin ¢ (dodavano

je po 0.1 mL rastvora askorbinske kiseline i
0.1 mL rastvora ekstrakta).

Izolovanje flavonoida iz soka
pomorandze

Ukupni flavonoidi koji se koriste za tretiranje
grupa su izolovani iz soka pomorandZe ekstrakcijom
sistemom rastvaraca etil acetat/mravlja kiselina/sir-
éetna kiselina/voda u odnosu 100:11:11:26. Radena
je 1 kisela hidroliza ekstrakta radi odredivanja kon-
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centracije flavonoida, pa je pomocu AICl3 (koji je
rastvoren u 5% rastvoru siréetne Kiseline u
metanolu) izazivana karakteristi¢na bojena reakcija
sa flavonoidima ¢ija je koncentracija odredivana
spektrofotometrijski merenjem apsorbance na Lmax =
425 nm (Males§ et al. 2005). Apsorbanca je merena
tri puta. Koncentracija flavonoida je izraCunata ste-
hiometrijski. Dobijeno je da koncentracija iznosi
1.32 mmol/L.

Odredivanje koncentracije askorbinske
kiseline u ekstraktu pomorandze

Koncentracija askorbinske kiseline u pomorandZzi
odredivana je titracionom metodom pomocu Till-
mans-ovog reagensa (Tillmans-ov reagens je 0.001
M rastvor 2,6-dihlorfenolindofenola). Izracunavanja
su radena stehiometrijski na osnovu podatka da 1
mol Tillmans-ovog reagensa odgovara 1 mol-u ask-
orbinske kiseline. Vr$eno je po tri ponavljanja za
svaku pomorandZu radi dobijanja rezultata $to vece
tacnosti. Koncentracija vitamina C je 0.94 mmol/L
pomorandZe. Dobijena koncentraciuja je koriScena
za pravljenje rastvora askorbinske kiseline kojom su
tretirane grupe (Trajkovié et al. 1985).

Antioksidantna svojstva vitamina C i
flavonoida na jetri:

Postupak spremanja homogenata. Uzeto je parCe
jetre teZine 1.00 g, stavljeno u avan, preliveno sa 10
mL rastvora kalijum-hlorida (¢ = 0.16 mol/L), ho-
mogenizovano je i dodato je jo§ 30 mL kalijum-hlo-
rida. Homogenat je podeljen u 16 epruveta po 2 mL.
Slepe probe su pravljene za svaku grupu meSanjem 2
mL KCli0.2 mL BHT (c = 10 mmol/L) i dodavanjem
u zavisnosti od grupe po 0.2 mL rastvora vitamina C,
rastvora flavonoida i za trecu grupu 0.1 mL rastvora
vitamina C i 0.1 mL rastvora flavonoida. Svaka
grupa je imala po dve epruvete sa inicijalnim i sa
stimulisanim lipidnim peroksidacijama. U inicijalne
epruvete je stavljano po 0.2 mL BHT i 2 mL homo-
genata, a u stimulisane je stavljano po 0.1 mL ask-
orbinske kiseline (¢ = 26 mmol/L), 0.1 mL Morove
soli (¢ =0.04 mmol/L) i 2 mL homogenata. U drugu
grupu je stavljano u svaku epruvetu i po 0.2 mL ek-
strakta rastvora flavonoida. U trecu je dodavano po
0.2 mL rastvora askorbinske kiseline. U Cetvrtu
grupu je dodavano 0.1 mL rastvora flavonoida i 0.1
mL rastvora askorbinske kiseline. Zatim su se epru-
vete inkubirale 10 min u vodenom kupatilu na 37°C.
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Posle inkubiranja je u svaku epruvetu, osim u slepu
probu, dodato po 1 mL TBA (c = 55 mmol/L, koja
je rastvorena u 0.1 M natrijum hidroksidu) i 1 mL
TCA (20%). Onda su se epruvete inkubirale 10 min
na 100° C. Stavljene su u centrifugu 10 min na 3000
obrtaja. Kada su izvadenje iz centrifuge odredivana
je apsorbanca spektrofotometrijski na 540 nm.

Apsorbance su uvrStene u formule (1) i (2) i do-
bijeni su rezultati za sadrZaj inicijalnih lipidnih
peroksida i sadrZaj lipidnih peroksida nakon stimuli-
sane lipidne peroksidacije.

SadrZaj inicijalnih lipidnih peroksida:

Kipo = % x YV x g x 10 M
e tp

Sadrzaj lipidnih peroksida nakon stimulisane lipidne
peroksidacije:

t
SiPO:—X—VxRxlo @

Ovde je: Ay — apsorbance dobijene za inicijalnu LP,
Ap — apsorbance dobijene za stimulisanu LP, fy—
zapremina uzorka (homogenata), zp — zapremina
probe, R — razblaZenje ekstrakta, ¢ — molarni ap-
sorpcioni koeficijent (0.156 mmol/mL), 10 — faktor
za preracunavanje na gram tkiva (10% homogenat)

Ispitivanja na jetri su ponovljena Cetiri puta. Pos-
tojala su Cetiri razli¢ita uzorka iste jetre. Za svaki
uzorak radene su po dve inicijalne i dve stimulisane
probe(Cuculanovié 2002).

Dobijene vrednosti su obradivane median testom
programa Statistica. Uporedivani su razli¢ite probe
istih uzoraka, uzorci iz razli¢itih grupa, posebno pre,
posebno posle stimulisanja, kao i uzorci istih grupa
pre i posle stimulisanja. U programu Statistica su i
crtani grafikoni koji prikazuju koncentracije lipidnih
peroksida pre stimulisanja u zavisnosti od tretirane
grupe i posle stimulisanja.

Rezultati i diskusija

U tabelama la i 1b prikazane su koncentracije
lipidnih peroksida pre i posle stimulisanja lipidnih
peroksida za sva Cetiri tretmana. / predstavlja inici-
jalnu, a § stimulisanu koncentraciju lipidnih perok-
sida. Brojevi 1 i 2 predstavljaju dva ponavljanja u
okviru istog uzorka koja su radena radi dobijanja

rezultata Sto vece tacnosti. Sa “c” oznacena grupa sa
vitaminom C, sa “f” za grupu sa flavonoidima, a
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grupa u koju su dodavani i flavonoidi i vitamin C
obeleZena je sa “fc”.

Tabela la. Sadrzaj lipidnih peroksida pre
stimulisanja (Kipo) u mmol/L

uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4

11 0.8 5.1 6.1 -

12 1.0 4.7 59 -

Ilc - 43 3.1 43

2¢ - 5.1 2.8 44

Iif 25 6.7 44 14.5

12f 1.9 6.3 44 6.8

Iifc 1.1 5.7 4.1 5.9

2fc 1.0 52 39 6.6

Tabela 1b. Sadrzaj lipidnih peroksida posle
stimulisanja (Sipo) u mmol/L

uzorak 1 wuzorak 2 uzorak 3 wuzorak 4

S1 4.1 4.5 6.7 50
S2 6.7 3.7 35 54
Slc - 42 32 4.1
S2¢ - 4.8 3.1 48
Sit 1.8 9.6 4.8 57
S2f 2.5 6.5 6.3 5.1
Sifc 0.8 50 73 -

S2fc 1.0 53 4.1 54

Stimulsane i inicijalne probe su radene na razli-
¢itim delovima istih uzoraka, pa su pri statistickoj
obradi tretirane kao vrednosti koje ne zavise jedna
od druge. Variranje koncentracije LPO-a povecava se
iz uzorka u uzorak, s tim Sto je za sve grupe naj-
manja koncentracija LPO kod prvog uzorka, a u
svakom slede¢em uzorku dolazi do povecanja kon-
centracije, Sto se moZe primetiti kod kontrolne grupe
pre stimulisanja. Jetra je bila sveZa pri ispitivanju
prvog uzorka, pa su tu koncentracije LPO bile niske.
Vremenski interval izmedu ispitivanja razlicitih uzo-
rka bio je oko 20 min, a za to vreme jetra je bila
izloZena kiseoniku, $to je dovelo do povecanja kon-
centracije lipidnih peroksida.

Dobijeni rezultati prikazani su graficki (slika 1).

Statistickom obradom dobijeno je da nema
znacajnih razlika (na nivou znacajnosti 0.05) izmedu
grupa, ni pre ni posle stimulisanja (slike 1 i 2). Sta-
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Slika 1.
Koncentracija lipidnih peroksida

pre i posle stimulisanja u

zavisnosti od tretirane grupe

Figure 2.

Concentration of lipid peroxides
before (above) and after (bellow)

stimulation in function of treated
group

14 —1—
12
=
5 10
£
E
< 8
c}
o —_—
z 6 a
= - ][ -
A s i » i
=z
5 —T—
X 2
0
-2
vitamin C flavonoidi flav. + vit. C kontrola
TRETMAN
POSLE
12
10
_. 8
g —_—
°
g —_—
< 6
pc} ]
Q
g o
E 4 o || - ] -
& —1
o
z
o
X 9 —
0

T Min-Max
[ 25%-75%
B Median value

flavonoidi flav. + vit. C kontrola

TRETMAN

vitamin C

tistiCki znacajna razlika ne postoji ni izmedu
koli¢ine LPO pre i posle stimulisanja u istim gru-
pama. Moguce objasnjenje je da Morova so i askor-
binska kiselina nisu delovali kao prooksidanti i nisu
indukovali LPO. Nije doSlo do antioksidativnog
efekta (inhibicije LPO-a) ispitivanih supstanci, §to se
moZe objasniti njihovom malom koncentracijom
koja nije mogla da inhibituje LPO. Koncentracije su
male jer su koriSéenje one pri kojima se date sup-
stanse nalaze u pomorandZi. MoZda bi pri drugim
koncentracijama doSlo do inhibicije LPO-a.
Primecuje se i da su najveca variranja koncentracije
LPO-a kod grupe sa flavonoidima i grupe koja
sadrzi i flavonoide i vitamin C. Varijable se mogu
objasniti nestandardizovanim model sistemom i nje-
govoj izloZenosti vazduhu. Medutim, pojava na-
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jvedih odstupanja kod grupa koje sadrze flavonoide
moZe se objasniti neadekvatno§éu model sistema za
rad sa flavonoidima.

Zakljucak

Ispitivanja su vrSena u cilju odredivanja i pro-
vere antioksidantne aktivnosti flavonoida i vitamina
C pri pojedina¢nom i zajednickom delovanju. In-
hibicija lipidnih peroksida nije konstatovana (na
nivou stat. Znacajnosti 0.05). Jedan od najverovatni-
jih razloga zbog Cega je dobijen ovakav rezultat je
nepogodnost kori§éenja modela sistema svinjske
jetre za odredivanje antioksidantnih svojstava fla-
vonoida i askorbinske kiseline. Nije konstatovana
statisti¢ki znacajna razlika ni izmedu koncentracija
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LPO-a pre i posle stimulisanja kod istih grupa.
Uzrok je verovatno to $to nije doslo do reakcije
Morove soli sa askorbinskom kiselinom, pa one nisu
reagovale kao prooksidanti. Samim tim nisu
stimulisale lipidnu peroksidaciju pa nije doslo do
promene koncentracije LPO. Poveéanje koncentracija
LPO je izazvano uticajem okoline na jetru (stajanje na
vazduhu). Mozda bi pri drugacijim koncentracijama
flavonoida i askorbinske kiseline doslo do nekog nji-
hovog antioksidantnog efekta, jer su koncentracije sa
kojima je radeno veoma male i odgovaraju koncen-
tracijama datih supstanci u pomorandZi. Rad bi tre-
balo ponoviti na boljem model sistemu i sa veéim
koncentracijama ispitivanih supstanci.

Zahvalnost.. Zahvaljujem se mom mentoru
Biljani Cvetkovi¢ na uloZenom trudu i strpljenju pri
pomaganju da se preskocCe prepreke na koje sam
nailazila pri izvrSavanju ovog rada. Takode se za-
hvaljujem Luki Mihajloviéu za pomo¢ pri odabiru
teme i usavrSavanju iste.
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Marija Jankovi¢

Analyze of Synergistic Antioxiodant
Effect of Ascorbic Acid and Extract
of Orange on Pig’s Liver Model
System

It is well known that vitamin C and flavonoids
are antioxidants. Citrus fruit (orange, lemon) con-
tains large amounts of vitamin C. Hesperetin belongs
to flavanones, a subgroup of flavonoids that can only
be found in citrus fruit. There is some evidence that
flavonoids work synergistically with acsorbic acid
providing better protection from free radicals. This
research was performed to test whether hesperetin
and other flavanoids that can be found in oranges are
better antioxidants than vitamin C and whether vita-
min C combined with flavonoids provides better an-
tioxidant activity.
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Concentration of vitamin C in oranges was
found by Tillmans volumetric method and it was
0.94 mmol/L. Concentration of flavonoids in or-
anges was found by acid hydrolysis of orange juice
extract and it was 1.32 mmol/L. Antioxidant activity
was tested by lipid peroxide induction on a pig liver
model system. There were four test groups: control
group, one group with added vitamin C, one with
added flavonoid extract, and one containig both vi-
tamin C and flavonoids.

Statistics show that there is no significant statis-
tical difference between the control group and the
other groups (p < 0.05). This might be a con-
cequence of an unapropriate model system, because
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pig liver is not a standardized model system and it is
very easily spoiled. Also there is no significant sta-
tistical difference between concentrations of lipid
peroxides before and after stimulating in the same
group. The explanation might be that Mohr’s salt
and ascorbic acid did not react properly as prooxi-
dants, inducting lipid peroxidation. It can be seen
from the results that vitamin C and flavonoids did
not react as antioxidants at all, probably because
their concentrations were very low, like the concen-
trations in orange. This research should be done@
on a better model system with other concentra-
tion of tested substances.
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