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Ispitivanje antioksidativne
aktivnosti kurkumina 1
njegovog uticaja na pasivna
svojstva Celijske membrane

Ispitivana je antioksidativna aktivnost kurkumina,
glavnog kurkuminoida biljke turmerik (Curcuma lon-
ga) kao i njegov uticaj na Celijsku membranu i njena
pasivna svojstva. Antioksidativna aktivnost kurku-
mina ispitivana je na osnovu procene stepena inhibi-
cije oksidacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala. Ispitivanje je vrSeno korisc¢enjem pet rastu-
Cih koncentracija. Pokazano je da kurkumin pose-
duje antioksidativna svojstva koja su najizraZenija
pri koncentraciji od 170 uM. Radi proucavanja uti-
caja na membranu, koriscen je nervni preparat bar-
ske Zabe (Rana esculenta) pri cemu je meren pasivni
odgovor membrane. Koncentracije kurkumina su
iznosile 100 i 300 uM. Rezultati ukazuju da kurku-
min menja pasivia svojstva membrane kao i da po-
seduje antioksidativna svojstva koja se smanjuju
upotrebom vecih koncentracija.

Uvod

Fizicko-hemijska organizacija celijske membrane
omogucava Celiji selektivnost prilikom razmene sup-
stanci sa vancelijskim prostorom. Ova, takozvana
semipermeabilnost ili polupropustljivost membrane
obezbeduje Celijsku homeostazu odrzavanjem unutra-
Snjeg sastava Celije i omogucavanjem razmene za
éeliju vaznih jona i molekula. Transport kroz mem-
branu odvija se na dva osnovna nacina: kao aktivni
transport za koji je potreban utroSak energije (ATP
molekula) ili kao pasivni transport koji je voden
razlikom koncentracija izmedu unutrasnjosti i spolja-
$njosti Celije (Konjevi¢ et al. 2004). Membranski
potencijal postoji na celijskoj membrani gotovo svih
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éelija. Nastaje usled razlicite koncentracije jona sa
obe strane Celijske membrane, kao i razli¢ite propu-
stljivosti membrane za jone. Membranski potencijal
je bitan za nastanak i prenoSenje nervnih impulsa,
kao i za membranski transport (Guyton 2010).

Turmerik (Curcuma longa) je viSegodiSnja bi-
ljka. Visoka je 60-100 cm. Koren je krtolast rizom
¢vrstog, smedeg epidermisa i Zuto-narandZaste unu-
trasnjosti. Turmerik ima blago sladak, ljutkast i
pomalo gorak ukus. Aromati¢nog je mirisa, koji
podseca na narandzu, dumbir i biber. Jedan je od
najviSe koriS¢enih zacina u isto¢njackoj kuhinji, a
istovremeno je i vazan sastojak u ajur-vedskim pre-
paratima za Secernu bolest, hematoloske, kozZne i
bolesti disajnih organa (http://www .nutritional-sup-
plement-educational-centre.com).

Kurkumin (C21H200¢) je glavni kurkuminoid
popularnog zacina. Ranija istraZivanja ukazuju na
Sirok spektar mogucih terapijskih i preventivnih
efekata kurkumina. Ispitivanja na Zivotinjama uka-
zuju da poseduje snazno protivupalno, antivirusno,
antioksidativno, antibakterijsko, antimikoti¢ko i
antikarcinogeno delovanje (Sun et al. 2002). U toku
je veliki broj klini¢kih istraZivanja gde se proucava
uticaj kurkumina na razne bolesti, ukljucujuci karci-
nom pankreasa, mijelodisplazni sindrom, karcinom
debelog creva, psorijaze i Alchajmerove bolesti
(Hatcher et al. 2008). U tradicionalnoj kineskoj me-
dicini kurkumin se ve¢ dugo primenjuje u lecenju
razli¢itih bolesti. IstraZivanja sprovedena na Zivoti-
njama ukazuju da kurkumin poseduje antiinfla-
matorna, antivirusna, antibakterijska, antimikoti¢ka
i antikancerogena svojstva. Antiinflamatorna svoj-
stva poti¢u od mogucénosti inhibicije biosinteze
eikozanoida. Pokazao se kao efikasan u lecenju
malarije, prevenciji raka grlica materice, a moZe
uticati i na replikaciju HIV virusa (http://www .sci-
dev.net). U slucaju poslednjeg, smatra se da deluje
tako Sto reaguje sa P300/CREB-povezujuc¢im prote-
inom (CBP). Najnovije studije iz 2008. godine
pokazuju da niske koncentracije kurkumina ometaju
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replikaciju HSV-1 (Kutluay et al. 2008). Kurkumin
deluje kao antioksidant, inhibirajudi lipidnu pe-
roksidaciju i oksidativno oStecenje molekula DNK
(http://lpi.oregonstate.edu).

OCHs

Slika 1. Molekularna struktura kurkumina

Figure 1. Molecular structure of curcumin

Dva aromati¢na prstena kurkumina, polifenolnog
tipa, spojena su pomocu dve o, f-nezasiéene karbo-
nilne grupe. Ove grupe formiraju diketon. Diketon
obrazuje stabilne enole koji se lako deprotonuju i
formiraju enolate, dok o, f-nezasiene karbonilne
grupe podleZu nukleofilnoj adiciji. PoSto je molekul
lipidni pretpostavlja se da interaguje sa membranom i
da u membrani sluzi kao antioksidant.

Cilj ovog rada je da opiSe uticaj kurkumina na
pasivna svojstva celijske membrane i njegovu anti-
oksidativnu aktivnost.

Materijal 1 metode

Izolovanje kurkumina

Odmereno je 40 g sirovog turmerika i pomeSano
sa 100 mL hloroforma. Sve je refluktovano 60 minu-
ta, a zatim profiltrirano koriS§éenjem vakuum pumpe.
Tec¢ni deo filtrata je uparen koris¢enjem vakuum
uparivaca. Ulje crvenkaste boje je pomeSano sa 40
mL heksana. Smesa je profiltrirana i dalje je koriS¢en
talog koji ostaje na filter papiru. Talog je rastvoren u
50 mL 3% metanola i 97% dihlormetana. TLC
analiza (3% metanola, 97% dihlormetana) je ukazala
na prisustvo 3 komponente: diferuloilmetan ili kurku-
min I (Rf. 0.49); dezmetoksikurkumin ili kurkumin IT
(Rf. 0.22); bis-dezmetoksikurkumin ili kurkumin III
(Rf. 0.085). U eksperimentu je koriséen kurkumin I
(u daljem tekstu kurkumin). Izolovanje kurkumina je
izvrSeno kolonskom hromatografijom (Flash drive).
Kolona je pripremljena kori§¢enjem smeSe dihlorme-
tana i metanola 99 : 1 (v/v). Dobijena Zuta supstanca
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je uparena na rotacionom vakuum uparivacu. Apso-
rbanca frakcije je odredivana spektrofotometrijski
(Cintra 10 UV/VIS Spectrophotometer, GBC Spec-
tral, Melbourne) na talasnoj duZini od 428 nm.
Koncentracija kurkumina je izracunata pomocu
Lambert Beerovog zakona:

A=¢-b-C

gde je A — apsorbanca, b — Sirina kivete (1 cm), C
— koncentracija, a € — ekstinkcioni koeficijent (za
kurkumin iznosi 48000 Mﬁlcmfl).

Dobijen je rastvor kurkumina u metanolu kon-
centracije 10 mM koji je uparen na vakuum upa-
rivacu. Talog je rastvoren u 4 mL DMSO-a.

Antioksidativna aktivnost kurkumina

Antioksidativna aktivnost kurkumina ispitivana
je na osnovu procene stepena inhibicije oksidacije
2 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Kori-
$¢eno je 50 mL 80% metanola i 1.12 mg DPPH.
Kao pozitivna kontrola koristi se kvercetin za koji
je ranije pokazano da ima jako antioksidativno
svojstvo (de Groot i Rauen 1998). Kvercetin je
rastvaran u metanolu i kori§cene su sledece koncen-
tracije: 0.025, 0.012, 0.006 i 0.003 pg/mL. U sta-
klene kivete je sipano po 50 uL kvercetina i
1450 uL. DPPH. Nakon inkubacije od 15 minuta
izmerene su apsorbance spektrofotometrijski na 517
nm uz kori$¢enje metanola kao slepe probe.

Merenje pasivnih svojstava celijske
membrane

Uticaj kurkumina na celijsku membranu meren
je na osnovu promene pasivnih elektri¢nih svojstava
membrane nakon aplikacije razli¢itih koncentracija
kurkumina.

Kao model sistem kori$¢en je nervni preparat
7abe (Rana esculenta). Zabe su anestezirane etrom i
zatim dekapitovane. Posle preparacije iSijadi¢nog
nerva isti je podvezan i u najvecoj mogucoj duzini
izolovan. Tako pripremljen nerv je potopljen u sud
sa Ringerovim rastvorom (120 mM NaCl, 2 mM
KCl, 2 mM CaClz i 5 mM Tris-HCl) na sobnoj
temperaturi i tamnom mestu.

Kadica za merenje pasivnog odgovora mem-
brane, postavljena na masivni stalak, i stimulator,
postavljeni su u Faradejev kavez radi smanjenja
nivoa Suma (slika 2). Jedan od dva kanala osci-
loskopa je povezan sa stimulatorom dok je drugi
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Slika 2. Skica aparature

Figure 2. Instrumental setup: osciloscope (left) and
Faraday cage (right) with measuring tub and simulator

prikacen na kadicu za merenje tako da belezi odgo-
vor nerva. Za kadicu je prikacena elektroda povezana
za stimulator kako bi do nerva stizali elektri¢ni sti-
mulusi. Kavez je uzemljen povezivanjem za oscilo-
skop. Na stimulatoru je podeSena moguénost slanja
pojedina¢nog stimulusa putem okidaca. Nerv je
stimulisan pravougaonim signalom jednosmerne stru-
je od 500 mV. DuZina trajanja stimulusa iznosila je
25 ms.

Nerv se postavlja tako da dodiruje metalne Zice
na Cije su krajeve prikacene elektrode (ona koja Salje
stimulus i druga koja beleZi odgovor nerva).

Za potrebe eksperimenta je pripremljeno 14 ne-
rava od kojih je svaki bio sebi kontrola, a potom je
tretiran rastu¢im dozama kurkumina. Nerv je prvo
tretiran Ringerovim rastvorom, a zatim navedenim
koncentracijama kurkumina. Koris¢ene su koncen-
tracije od 100 i 300 M. Pre svakog merenja preparat
je postavljan u neprozirnu posudu sa pripremljenim
rastvorom kurkumina gde je inkubiran 5 minuta na
sobnoj temperaturi zbog fotosenzitivnih osobina jedi-
njenja.

Analiza podataka

Procenat stepena inhibicije oksidacije DPPH ra-
dikala kurkuminom izracunat je pomocu formule:

pr =44 100
A

c

gde je PI — procenat inhibicije, Ac — apsorbanca
slepe probe DPPH, A; — apsorbanca uzorka odredene
koncentracije kurkumina.
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ICs0 je vrednost koja odgovara 50% inhibiciji
DPPH kurkuminom. Vrednost ICs¢g dobijena je ko-
riSéenjem formule:

05->b

1C50 =

Vrednosti @ 1 b su poreklom iz linearne funkcije
dobijene fitovanjem grafika (slika 4).

Pri obradi podataka odredivana je amplituda,
63% amplitude i vrednost T. Tok promene poten-
cijala membrane opisuju se eksponencijalnim jedna-
¢inama i to:

— uzlazna faza promene napona kao:

w=m{kéq

gde je V: — potencijal membrane u svakom trenu-
tku vremena f, Vmax je kona¢na, maksimalna vre-
dnost potencijala membrane koja se dostigne u
toku delovanja datog stimulusa, a T vremenska ko-
nstanta;

— silazna faza promene napona kao:

t

— T
‘/t - Vmaxe .

Ukoliko se jednaline reSe za uslov ¢ = T dobija
se da je T vreme za koje vrednost elektrotoni¢nog
potencijala dostigne 63% maksimalne vrednosti, tj.
vreme nakon prestanka dejstva stimulusa za koje
vrednost elektrotoni¢nog potencijala opadne na
37% maksimalne vrednosti i jednaka je T =7 c, .

Rezultati i diskusija

Pri proucavanju antioksidativne aktivnosti kur-
kumina koris¢ene su koncentracije od 0.08, 0.10,
0.13,0.17 i 0.25 mM. Spektrofotometrijski su odre-
dene apsorbance koje su redom iznosile 0.237,
0.243, 0.174, 0.129 i 0.173. Apsorbanca slepe
probe, DPPH, iznosila je 0.376. Procenti inhibicije
za date koncentracije kurkumina redom iznose 37,
35, 53.6, 66 i 54 procenta. Dobijena ICs¢ iznosi
0.088 Sto odgovara koncentraciji kurkumina od
0.09 mM. Sledi da pomenuta koncentracija kurku-
mina dovodi do inhibicije 50% DPPH.

ElektrofizioloSkim merenjima je pokazano da
kurkumin menja pasivna svojstva membrane.

Obrada podataka ukazuje da koncentracija od
100 #M ne pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku u
uticaju na pasivna svojstva membrane. Koriséenjem
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Slika 3. Zavisnost vrednosti T od koncentracije
kurkumina

Figure 3. Dependance of T values on curcumin
concentration
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Figure 4. Dependance of absorbance on curcumin
concentration

koncentracije od 300 yM dobijeni su rezultati koji
ukazuju na znatnu razliku u odnosu na vrednosti T
dobijene tretiranjem nerava kontrolom. Kao §to je
poznato, vremenska konstanta T jednaka je proizvodu
otpora membrane i njene kapacitivnosti (T =r7,c, ).
Dobijeni rezultati ukazuju na porast vrednosti T §to se
mozZe videti na slici 3. Statisticki znacajna razlika pri
kojoj vrednost T raste zapaZa se kod koncentacije od
300 M. Isti trend porasta vrednosti T nakon tret-
mana kurkuminom, primecuje se i primenom konce-
ntracije od 100 yM kurkumina. Iako ovaj rezultat
nije statisticki znacajan, ne treba ga zanemariti. Po-
rast vremenske konstante ukazuje na porast otpora ili
kapacitivnosti membrane Sto sledi direktno primenom
formule za izraCunavanje vrednosti T. Ova pojava nas
vodi do zaklju¢ka da kurkumin uti¢e na promenu
pasivnih svojstava membrane.
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Odradom rezultata DPPH testa potvrdili smo da
kurkumin poseduje antioksidativna svojstva. Utvr-
deno je i da se koriS¢enjem koncentracije od 250
uM ista smanjuju. Rezultati o promeni vremenske
konstante ukazuju da kurkumin uti¢e na pasivna
svojstva Celijske membrane koja linearno rastu sa
porastom koncentracije kurkumina.

Zakljucak

Na osnovu rezultata zaklju¢ujemo da kurkumin
poseduje antioksidativna svojstva kao i da se prime-
nom vecih koncentracija ista smanjuju. Kurkumin
uti¢e na promenu pasivnog odgovora membrane
povecanjem otpora ili kapacitivnosti. U eksperi-
mentu sa viSe ponavljanja bi se verovatno dobila
veca statisticka znaCajnost, ali dobijene rezultate
svakako treba uzeti u obzir. Eksperiment bi trebalo
ponoviti sa ve¢im brojem koncentracija kurkumina
kako bi se jo$ podrobnije ispitao njegov efekat. Do-
bijeni rezultati ukazuju na vaznost daljeg ispitivanja
kurkumina i njegovih lekovitih svojstava.
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Dolika Vasovic

Antioxidant Activity of Curcumin and
its Effect on Passive Membrane
Response

The physical and chemical organization of the
cell membrane allows its selectivity in the exchange
of substances with extracellular space. This semiper-
meability, also termed partial permeability, of the
membrane provides cellular homeostasis by main-
taining the internal composition of the cell and facili-
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tating the exchange of important ions and
molecules. Membrane potential is caused by differ-
ent concentrations of ions on both sides of the cell
membrane and different permeability of the mem-
brane for ions. It has two basic functions. In electri-
cally excitable cells such as neurons, it is used for
transmitting signals between different parts of a
cell. Transport through the membrane takes place in
two major ways: as an active transport which needs
energy (ATP molecules) or as a passive transport
that is driven by the difference in concentration bet-
ween the interior and exterior of a cell.

Curcumin is the principal curcuminoid found in
turmeric (Curcuma longa). It incorporates several
functional groups. The aromatic ring systems,
which are polyphenols, are connected by two
o, B-unsaturated carbonyl groups. The two carbonyl
groups form a diketone. The diketone form stable
enols or are easily deprotonated and form enolates,
while the o, B-unsaturated carbonyl easily under-
goes nucleophilic addition.

The purpose of this study is to analyze the anti-
oxidant activity of curcumin and to determine its ef-
fect on passive membrane response, which would
show the possibility of curcumin's antioxidant pro-
tection of membrane structures.

The antioxidative activity of curcumin is esti-
mated upon the degree of inhibition 2,2-diphen-
yl-1-picrylhydrazyl (DPPH) oxidation. The
concenrations of curcumin were 80, 100, 120, 170
and 250 yM. The antioxidative activity of curcumin
is best shown using a concentration of 170 uM.

Frog nerve preparation (Rana esculenta) is used
as a model system. The concentrations of curcumin
were 100 and 300 M. Ringer's solution was used
for comparing the effect on passive membrane
response with curcumin. Passive responses were
eorded in a custom-made apparatus for signal
detection. The interaction of curcumin with the me-
mbrane is based upon the changes in passive
elecrical properties of the membrane after the appli-
cation of different curcumin concentrations.

We have concluded that curcumin has an effect
on the cell membrane. Amplitudes of passive re-
sponses increased significantly at 300 uM. It is
shown that curcumin changes passive membrane re-
sponse. It is also shown that curcumin acts like an
antioxidant. Using higher concentrations of cur-
cumin antioxidative activity decreases. O
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