Mihajlo Filep

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza
sekundarnih metabolita sremusa (Allium
ursinum L.) 1 odredivanje njihove
biodostupnosti

Ispitivan je sastav sekundarnih metabolita sremuSa (Allium ursinum L.) i njihova
biodostupnost. U narodu je ova biljka poznata po svojim lekovitim svojstvima,
koja nisu u potpunosti dokazana. U nekim ranijim istraZivanjima je dokazana
antitumorska aktivnost pojedinih biljaka iz roda Allium (pre svega Allium sativum
i Allium schoenoprasum). U ovom radu je potvrdeno prisustvo kardiotonic¢nih i
kumarinskih glikozida, heteropolisaharida, flavonoida, flavona i tanina i odsustvo
alkaloida. Standardnim spektrofotometrijskim merenjima odredena je koncentra-
cija ukupnih fenola (2.90 + 0.02 mg/g) i dokazanih grupa fenola i heteropoli-
saharida (broj bubrenja 13 mL/g). In vitro simuliranom digestijom odreden je
udeo ukupnih fenola, flavonoida, tanina i heteropolisaharida koji se resorbuje
tokom varenja. Rezultati pokazuju da se resorbuje znatan deo polifenolnih jedi-
njenja izuzev tanina, pri ¢emu biodostupnost za ukupne polifenole iznosi 74%.
Prisustvo kardiotoni¢nih i kumarinskih glikozida i biodostupnost netaninskih
fenola daju osnov primeni sremuSa u narodnoj medicini i ishrani, kao i za rad na
njihovom izolovanju.

Uvod

Sremu§ (Allium ursinum L.) je samonikla biljka iz porodice amarilisa
(Amaryllidaceae). U ljudskoj ishrani se koriste mladi listovi, ¢iji ukus
podseca na ukus belog luka. Ukus sremuSa potice od S-alil-L-cistein
sulfoksida (aliin) i S-metil-L-cistein sulfoksida (metiin). U narodnoj medi-
cini sremus§ je poznat kao sredstvo za detoksikaciju organizma (Schmitt et
al. 2005).

U ovom radu uradena je kvalitativna i kvantitativna analiza sekundar-
nih metabolita ekstrahovanih iz listova sremuSa. Od sekundarnih metabo-
lita su odredeni fenoli, glikozidi i alkaloidi, a u slu€aju kada je njihovo
prisustvo potvrdeno, isti su bili i kvantifikovani.
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Kao mera uspeSnosti resorpcije konstatovanih metabolita ispitana je
njihova biodostupnost. Naime, prilikom prolaska hrane kroz digestivni
trakt, samo odredeni udeo supstanci unetih hranom se i resorbuje. Kako
neresorbovani deo supstanci biva izbacen, u njemu prisutni sekundarni
metaboliti, bez obzira na prisustvo u biljci, nemaju nikakvog efekta po
Coveka. Za odredivanje biodostupnosti se koristi simulirano varenje, koje
se vrsi u in vitro uslovima. Biodostupnost predstavlja maseni udeo sup-
stance koja se resorbuje tokom digestije i obi¢no se izrazava u procentima.

Sekundarni metaboliti

U sekundarne metabolite se ubrajaju svi produkti metabolizma koji
ne ucestvuju u rastu i razvoju biljke jer su energetski i gradivno bezvredni
(Fraenkel 1959). Oni su sporedni produkti metabolizma koji imaju ulogu u
mimikriji, odbrani, razmnoZavanju biljke itd. (Stamp 2003), a veéina njih
je farmakolosSki aktivna. Svi sekundarni metaboliti mogu se svrstati u
Cetiri velike grupe: alkaloide, fenolna jedinjenja, terpene i glikozide (Wink
2003).

Alkaloidi su slabobazna organska azotna jedinjenja, Cesto gorkog
ukusa (poput kofeina). Veoma retko se nalaze slobodni u biljci, ¢eSée u
vidu soli nespecifi¢nih (jabucna, vinska), specifi¢nih (mekonska) ili ne-
organskih (sulfatna) kiselina. U biljci se najée$ée nalazi jedan alkaloid kao
glavni, a pored njega viSe sporednih alkaloida (Gorunovi¢ 1995). Alka-
loidi na ljudski organizam deluju pri malim koncentracijama i stoga se ko-
riste kao aktivna supstanca u mnogim lekovima. U ve¢im koncentracijama
su otrovni i mogu izazvati zavisnost kod coveka. Njihova uloga u bilj-
kama nije sasvim razjaSnjena, ali se smatra da je odbrambene prirode.

Biljni fenoli su jedinjenja koja imaju izraZenu antioksidativnu aktiv-
nost, a u biljkama se javljaju uglavnom u obliku polifenolnih jedinjenja
(Tumbas 2010). Pretpostavlja se da je zahvaljujuéi njima izraZen alelo-
paticki efekat mnogih biljaka (alelopaticki efekat je bioloSka pojava pri
kojoj neki organizam sintetiSe hemikalije koje ometaju rast, razvoj ili
razmnoZavanje drugog organizma; Stamp 2003). Time se omogucava
opstanak u sredini u kojoj postoje biljne vrste koje su prilagodenije lokal-
nim uslovima. Mnogi fitofenoli (biljni fenoli) daju cvetovima i plodovima
boju (npr. kvercetin boji cvetove Zuto) ili ukus (tanini, na primer, izazi-
vaju osecaj gorkog). Tanini imaju antimikrobnu ulogu i §tite biljku od in-
fecija. Fitofenoli se u medicini koriste kao preventivna sredstva za
spreCavanje pojave tumora, dok flavonoidi potpomaZzu hidrolizu lipidnih
peroksida tako $to uklanjaju slobodne radikale u mastima niske gustine
(eng. low density lipids, LDL) (Zern i Fernandez 2005).

Terpeni su sekundarni metaboliti koji ulaze u sastav aromati¢nih ulja
i u njima su rastvoreni liposolubilni vitamini (D, E, A, K). Najpoznatiji
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terpeni su sluzi, koje su deo stalnog sastava biljke, i gume koje stvaraju
samo pojedine vrste prilikom oStecenja organizma. Terpeni u biljci imaju
zastitnu ulogu (smola), a u narodnoj medicini se koriste biljke sa
znacajnom koli¢inom lako isparljivih terpena u aromaterapiji. U ovu grupu
se ubrajaju i biljni steroli koji se koriste za spreCavanje nastanka tumora
(Woyengo et al. 2009) i za sniZavanje Cestica masti velike gustine (eng.
high density lipid, HDL).

Razli¢ite klase sekundarnih metabolita biljaka vezuju se za Secere,
obrazujuéi glikozide. Glikozidi se prema hemijskoj strukturi dele na
fenolne, flavonoidne, antrahionske, sumporne, cijanogene i kumarinske
glikozide, a prema farmakodinamickom delovanju na kardiotoni¢ne i
gorke glikozide. Hidrolizom sumpornih glikozida oslobada se miris koji
podseca na miris belog luka i karakteristi¢an je za rod Allium. Kumarinski
glikozidi uticu na krvne sudove tako Sto stimuliSu vazodilataciju i esto se
javljaju sa kardiotoni¢nim glikozidima koji poja¢avaju snagu miokarda.
Cijanogeni glikozidi imaju antitumorski efekat koji se ostvaruje hidro-
lizom glikozida, pri Cemu se oslobada cijanovodonik koji je citotoksican.

Materijali 1 metode

Za analize su kori$éeni listovi sremusa, koji poticu iz Suma iz okoline
Ledinaca (FruSka Gora). Droga je osuSena prirodnim putem, u odsustvu
sunceve svetlosti. Sveza droga je koriS¢ena za analizu glikozida, a njena
sveZina je oCuvana smrzavanjem na temperaturi od —10°C.

Kvalitativna analiza

Dokazivanje alkaloida. U levku za odvajanje je potopljeno dva
grama droge u 20 mL etra u prisustvu nekoliko kapi koncentrovanog
rastvora amonijaka. Nakon 20 minuta dodato je 20 mL etanola. Eks-
trakcija je ponovljena Cetiri puta, nakon cega bi trebalo izolovati Ciste
alkaloide, ukoliko su prisutni u drogi. Dobijeni ekstrakt je koriScen za
hromatografiju na tankom sloju kao preciznija metoda za odredivanje
grupe alkaloida, kori§éenjem sistema eluenata toluen-etil-acetat-dietilamin
u zapreminskom odnosu 7:2:1. Za dobijanje hromatograma koriS¢en je
silikagel G, koji je izazvan prskanjem Dragendorfovim reagensom
(Gorunovi¢ 1995).

Dokazivanje glikozida. Kardiotoni¢ni glikozidi su ekstrahovani tako
Sto je jedan gram droge potopljen u 15 mL etanola masenog udela 97% u
Erlenmajerovom sudu, a zatim zagrevan u vodenim kupatilu pri tempe-
raturi od 60°C uz refluks kondenzator. Ohladena smeSa je filtrirana i
filtratu je dodato 50 mL vode i pet mililitra rastvora olovo-acetata kon-
centracije 0.3 mol/L, kako bi se smeSa ocistila od balastnih materija, i po-
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novo filtrirana. Dokazivanje kardiotoni¢nih glikozida je uradeno tako §to
je 10 mililitara filtrata pomeSano sa 2 mililitara rastvora natrijum-hidro-
genfosfata i smeSa je ponovo filtrirana. Kada se 5 mililitara filtrata po-
meSa sa 5 mililitara rastvora natrijum-pikrata masenog udela 1%, u
prisustvu kardiotoni¢nih glikozida rastvor se boji narandzasto (Gorunovic¢
1995).

Sumporni glikozidi su ekstrahovanni meSanjem 0.5 g sveZe, usitnjene
droge sa vodom. Kasa je preneta u Erlenmajerov sud i zatvorena plutanim
zapuSacem u Ciji je prorez sa donje strane uvucena olovo-acetatna hartija.
Nakon pripremanja ekstrakta za dokazivanje sumpornih glikozida, ekstrakt
je grejan na grejnoj ploc¢i kako bi se ubrzalo oslobadanje vodonik-sulfida,
koji boji olovo-acetatnu hartiju crno. Fenolni glikozidi su ekstrahovani
kuvanjem 0.1 g sveze droge jedan minut sa pet mililitara vode. Zatim je
smesa filtrirana. Kada se u jedan mililitar ekstrakta ukapava rastvor
gvozde(Ill)-hlorida masenog udela 5%, rastvor se boji smede-crveno u pri-
sustvu fenolnih glikozida (Gorunovié 1995).

Antrahinonski glikozidi su ekstrahovani kuvanjem 0.2 g sveZe droge
3 mililitra razblaZene hloridne kiseline masenog udela 10%. Kada je sme-
Sa ohladena, izmuckana je sa deset mililitara toluena, sloj toluena je odli-
ven u Casu i filtiriran. Za dokazivanje koriS¢ena je Borntrenerova reakcija.
Pet mililitara toluenskog ekstraka promeSano je sa dva mililitra vode i jed-
nim mililitrom rastvora kalijum-hidroksida masenog udela 10%. Vodeni
sloj se oboji crveno u prisustvu antrahiona (Gorunovi¢ 1995).

Flavonoidni glikozidi su ekstrahovani kuvanjem 0.2 g sveZe droge sa
5 mL rastvora etanola masenog udela 97%, i filtriranjem. Ekstrakt je gre-
jan sa opiljcima elementarnog magnezijuma S$piritusnom lampom uz obez-
bedenu kiselu sredinu pomocu koncentrovane hlorovodonic¢ne kiseline, pri
¢emu se u prisustvu flavonoida razvija crvena boja (Gorunovi¢ 1995).

Kumarinski glikozidi su ekstrahovani muckanjem 0.2 g sveze droge
sa pet mililitara rastvora metanola mesnog udela 70%. Dobijeni rastvor je
filtriran. U ekstrakt je dodato nekoliko kapi rastvora natrijum-hidroksida
koncentracije 1 mol/L. Rastvor se ozrali ultra-ljubi¢astom svetlo$¢u, pri
¢emu bi trebalo da rastvor svetli Zuto-zeleno u prisustvu kumarinskih gli-
kozida (Gorunovi¢ 1995).

Dokazivanje fenola. Fenoli se dokazuju ispitivanjem prisustva bilo
koje grupe polifenolnih jedinjenja. U levku za odvajanje je suspendovano
2 grama droge u 40 mL etra. Nakon Cetiri sata ekstrakcije dodato je 300
mililitara rastvora kalijum-hidroksida masenog udela 10%. Alkalni eks-
trakt je filtriran, a mala koli¢ia taloga je rastvorena u etanolu masenog
udela 97%, a dobijeni alkoholni ekstrakt je alkalizovan rastvorom kalijum-
-hidroksida masenog udela 10%, nakon Cega se rastvor boji ljubiCasto
(Gorunovi¢ 1995).
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Prisustvo tanina je dokazamo pripremanjem ekstakta koji sadrzi 0.5 g
droge, nekoliko kapi etanola i 100 mL vode. SmeSa je potom grejana 30
minuta na temperaturi od 90°C. Za dokazne reakcije koriScen je pro-
filtriran, ohladen dekokt. Tanini su dokazani dokapavanjem neutralnog ra-
stvora olovo-acetata (1 g olovo-acetat je rastvoreno u 9 mL vode), a grupa
tanina je odredena dodavanjem nekoliko kapi jedno procentnog rastvora
gvozde(IIl)-hlorida. Feri joni sa pirogalnim taninima daju plavu prebo-
jenost rastvora, dok katehinski daju zelenu prebojenost (Gorunovié 1995).

Digestija in vitro. In vitro digestija je metoda pomocu koje se prati
tok varenja hrane pri vesStackim uslovima. Tokom digestije su simulirane
Cetiri faze digestije: oralna, gasti¢na, duodenalna i resorptivna. Tokom
digestije je obezbedena temperatura od 37°C. Za simuliranje oralne faze
koriS¢ena je ljudska pljuvacka. Za simuliranje gastricne faze, pripremljen
je rastvor zapremine 72.6 mL rastvaranjem 0.2 g kalijum-hlorida, 2.75 g
natrijum-hlorida, 0.4 kalcijum-hlorida, 0.31 g amonijum-hlorida, 0.02 g
Glukozamin®-sulfata 500, 0.085 g uree, jedan gram seruma govedih albu-
mina (bovine serum albumin, BSA), 1 mg papaina i 0.3 mL koncentrova-
ne hloridne kiseline u vodi (pH je podeSen na 1.5). Za simuliranje
duodenalne faze pripremljen je rastvor zapremine 119.8 mL rastvaranjem
7.01 g natrijum-hlorida, 3.34 g natrijum-hidrogenkarbonata, 0.08 kali-
jum-dihidrogenfosfata, 0.56 g kalijum-hlorida, 0.05 g magnezijum-hlorida,
0.1g uree, 0.2 g kalcijum-hlorida, jednog grama BSA, 0.18 mL koncen-
trovane hloridne kiseline i 3 grama leka Dipanktrin® u vodi (pH je
podesen na 7.8). Mase drazeja Dipanktrin®—a su pre upotrebe izmerene i
na taj naCin je odredena potrebna masa leka za ekperiment, u odnosu na
koli¢inu aktivnih supstanci. Za simuliranje rastvora Zu¢nih soli, priprem-
ljen je rastvor zapremine 123 mL rastvaranjem 5.259 g natrijum-hlorida,
5.78 natrijum-hidrogenkarbonata, 0.38 kalijum-hlorida, 0.22 g kalci-
jum-hlorida, 0.2 mL koncentrovane hloridne kiseline 0.25 g uree, 1.8 g
BSA i 6 grama pilece Zu¢i (pH je podeSen na 8). Prilagodavanje pH je
uradeno koncentrovanom hloridom kiselinom ili rastvorom natrijum-
-hidrokida koncentracije 1 mol/L.

Za oralnu fazu je pripremljeno devet mililitara pljuvacne suspenzije u
kojoj je rastvoreno 0.6 g droge. Nakon pet minuta meSanja magnetnom
meSalicom, dodato je 13.5 mL simuliranog Zeludacnog sadrzaja. Posle dva
sata, uzorkovano je tri mililitara rastvora za odredivanje ukupnih fenola.
Zatim je dodato 27 mL simuliranog pankreasnog soka i devet militara
rastvora Zu¢nih soli. Nakon isteka dva sata, sadrZaj je centrifugiran pri
2000 obrtaja po minuti u trajanju od 30 minuta. Supernant je dekantovan i
dijalizovan u celuloznom crevu dva sata naspram 500 mL fosfatnog pufera
koncentracje 0.2 mol/L. Talog nakon centrifugiranja je upotrebljen za
odredivanje zapremine sluzi (Oomen et al. 2003).

318 « PETNICKE SVESKE 70

DEO 1l



Biodostupnost je odredena pomocu formule:

BA = (1 — (PC,/ PCpg)) x 100%

gde je BA biodostupnost supstance, PCs koncentracija fenola u dijalizo-
vanom, a PCpg u nedijalizovanom uzorku (Gil-Izquierdo et al. 2001).

Kvantitativna analiza

Odredivanje ukupnih polifenolnih jedinjenja. Koli¢ina ukupnih
polifenolnih jedinjenja je odredena iz ekstrakta pripreljenog kuvanjem
0.75 g droge u 150 mL vode u trajanju od 30 minuta. Nakon hladenja
ekstrakta pod mlazom hladne vode, rastvor je razblazen sa 100 mL vode i
filtriran. Kalibraciona kriva za odredivanje ukupnih fenola u ispitivanom
ekstraktu je napravljena pomocu galne kiseline kao standarda u opsegu
koncetracija od 0.01 mg/mL do 0.1 mg/mL. U reakcionoj smeSi je ra-
stvoreno 0.05 mL ekstrakta, 3.95 mL vode, 0.25 mL standardnog Folin-
-Ciocalteu reagensa (FC reagens) i 0.75 mL rastvora natrijum-karbonata
koncentracije 75 g/L. Vreme inkubacije smeSe je dva sata, a apsorbanca je
merena spektrofotometrijski pritalasnoj duZini od 750 nm (ISKRA)
(Gorunovi¢ 1995).

Flavonoidi su odredeni iz ekstrakta pripremljenog rastvaranjem 2 g
droge u 40 mL etanola, u roku od tri dana nakon spravljanja. Dobijeni
ekstrak je uparen do suva i 0.5 mL rastvora masenog udela ekstrakta 10%
je rastvoreno u 9.5 mL rastvora za ekstrakciju (u 140 mL metanola je
dodato 50 mL vode i 10 mL koncentrovane acetatne kiseline). Zatim je
2.5 mL dobijenog rastvora preneto u normalni sud od 50 mL i dopunjeno
vodom. Sadrzaj flavonoida je odreden spektrofotometrijski pri talasnoj
duZini od 430 nm. Kalibraciona kriva za odredivanje flavonoida u ispi-
tivanom ekstraktu je napravljena pomocu rastvora kvercetina u opsegu od
0.0018 do 0.00412 mg/mL (Gorunovi¢ 1995).

Ekstrakt za odredivanje tanina je pripremljen kuvanjem 0.75 g droge
u 150 mL vode u trajanju od 30 minuta. Nakon hladenja ekstrakt je raz-
blaZen sa 100 mL vode i dodato je 0.05 g koznog praha u 5 mL ekstrakta.
Nakon 60 minuta snaznog muckanja rastvor je filtriran. Koncentracija je
odredena rastvaranjem 0.05 mL ekstrakta, 3.95 mL vode, 0.25 mL stan-
dardnog FC reagensa i 0.75 mL rastvora natrijum-karbonata masene kon-
centracije 75 g/L. Apsorbanca je merena pri talasnoj duzini od 760 nm.
Ovim postupkom je dobijena koncentracija netaninskih fenola (Gorunovié
1995).

Odredivanje ukupnih heteropolisaharida. Koli¢ina heteropolisa-
harida (sluzi) u drogi je odredena merenjem broja bubrenja. Broj bubrenja
je veli¢ina kojom se ocenjuje vrednost droge sa sluzima. Broj bubrenja je
zapremina izraZzena mililitrima koju zauzme jedan gram droge posle Cetiri
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¢asa bubrenja u vodi. Merenje je odradeno natapanjem jednog grama
droge u minimalnoj zapremini etanola masenog udela 97% u menzuri od
50 mL i dodavanjem 25 mL destilovane vode. Tokom prvog sata, menzu-
ra je muckana na svakih deset minuta, a zatim ostavljena joS tri sata bez
muckanja. Nakon zavrSetka bubrenja sluzi ocitana je njihova zapremina
koja je srazmerna njihovom udelu u drogi (Gorunovi¢ 1995).

Rezultati 1 diskusija

Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize sremuSa i njegove biodo-
stupnosti prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize sekundarnih
metabolita sremusa i njihova biodostupnost

Ispitivani metaboliti Kvalitativna Nedigestovani ~ Biodostupnost
analiza uzorak — maseni (%)
(prisustvo)  udeo (mg/g)

Alkaloidi - - -
Kardiotoni¢ni glikozidi + - —
Sumporni glikozidi - - _
Kumarinski glikozidi + - -
Fenolni glikozidi - - -

Ukupni fenoli + 290 +0.02 74
Flavoni +

Flavonoidi + 1.660 +0.001 67

Tanini (hidrolizujudi) + 0.13 £0.01 0
Heteropolisaharidi + 13* nemerljivo

* broj bubrenja — zapremina sluzi iz jedinicne mase droge; ne predstavlja maseni udeo
i izraZzava se u mL/g

Alkaloidi

Prilikom pripreme ekstrakta za kvalitativnu analizu alkaloida, zbog
velike koli¢ine heteropolisaharida u drogi dobijena je emulzija bez
mogucnosti brzog odvajanja slojeva. Fleke nisu zapaZene. Kako alkaloidi
imaju prvenstveno zaStitnu ulogu, na osnovu njihovog odsustva u sremuSu
moZe se pretpostaviti da je preZivljavanje sremuSa omoguceno prven-
stveno alelopati¢kim efektom.

Kardiotoni¢ni glikozidi

Potvrdeno je prisustvo kardiotoni¢nih glikozida. Ovi glikozidi deluju
i pri veoma malim koncentracijama, ali nije izvrSena kvantitativna analiza,

320 « PETNICKE SVESKE 70

DEO 1l



zbog potrebe za velikim koli¢inama droge. Prisustvo kardiotoni¢nih gli-
kozida, kao jedne od karakteristika biljaka iz roda Allium, bilo je ocCe-
kivano. Da bi se sremu§ mogao koristiti u terapiji insuficijencije miokarda,
potrebna su dodatna ispitivanja.

Sumporni glikozidi

Tako su sumporni glikozidi karakteristicni za biljke iz roda Allium, u
ispitivanom uzorku nije dokazano njihovo prisustvo, iako se nalazi rad u
kojem je prisustvo potvrdeno (Godevac er al. 2008). Ovaj deo istrazivanja
bi trebalo ponoviti kako bi se utvrdilo da li je doslo do greske, ili njihovo
prisustvo zavisi od uslova u kojima biljka raste. Ukoliko bi se dokazalo da
konkurentne biljke imaju uticaj na regulaciju sinteze ispitanih sekundarnih
metabolita, bilo bi zanimljivo ispitati na¢ine pomocu kojih se ostvaruje
navedena regulacija. Ujedno, trebalo bi ispitati i u kojoj meri spoljasnji
faktori uti¢u na sintezu sekundarnih metabolita. Zbog moguceg prisustva
sumpornih glikozida, prilikom njihove hidrolize oslobada se vodo-
nik-sulfid koji nepovoljno uti¢e na rast drugih biljaka.

Prisustvo fenolnih glikozida nije potvrdeno. U radovima je pronaden
podatak o prisustvu flavonoidnih glikozida (Hou 2008). Postoji mogucnost
da je doslo do hidrolize glikozida prilikom transporta i rukovanja drogom.

Kumarinski glikozidi

Kvalitativnom analizom konstatovani su i kumarinski glikozidi, od-
nosno prilikom ozraivanja ekstrakta za dokazivanje kumarinskih gliko-
zida, dobijen je analiti¢ki signal. Kumarinski glikozidi se inae retko
javljaju u biljkama, pa svaka vrsta koja ih sadrZi predstavlja dobar mate-
rijal za izolovanje i karakterizaciju. Ovi glikozidi deluju na vaskularni
sistem, tako Sto dovode do dilatacije krvnih sudova i koriste se kao anti-
koagulantna sredstva. Rezultat podrZava verovanje da sremu§ moZe imati
povoljan uticaj na ljudski organizam u slucaju problema vezanih za kar-
diovaskularni sistem.

Polifenoli

Spektrofotometrijskim merenjima utrvdena je koncentracija ukupnih
polifenola i dokazanih grupa polifenola, ¢ija koncetracija je data u tabeli
1. Zbog alolepati¢nog efekta, oCekivana je velika koncentracija fenola,
koji predstavljaju fitotoksine kao $to su ferulna, p-kumarinska i vanilinska
kiselina (Purdevi¢ et al. 2004). Navedene kiseline se posle odumiranja
biljke rastvaraju u zemlji i na taj nain inhibiSu klijanje drugih biljaka.
Zbog velike koli¢ine polifenola, bilo bi zanimljivo ispitati o kojim sups-
tancama je re¢, kao i uticaj spolja$njih faktora na proizvodnju istih. Bio-
dostupnost pokazuje resorbciju znatnog udela polifenola, Sto bi moglo da
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potvrdi pretpostavku o antioksidativnom i antikancerogenom efektu sre-
musa na organizam.

Koncentracija flavonoida je odredena naspram kalibracione krive
standardnog rastvora kvercetina. Flavonoidi se ¢esto povezuju sa velikom
koli¢inom vitamina C, §to povecava antioksidativnu aktivnost droge, kao i
mogucu antitumorsku aktivnost (Carotenuto et al. 1996). Naspram drugih
biljaka iz roda Allium, sremus§ sadZi viSe ukupnih flavonoida. Kkonkretno,
maseni udeo ukupnih flavonoida je veci kod sremuSa za 0.34 mg/g u
odnosu na vlasac (Allium schoenoprasum) (Kucekova et al. 2011).

Prilikom dokazivanja tanina, dokazano je prisustvo galnih tanina.
Galni ili hidrolizujudi tanini su nestabilni i u prisustvu tanaze, kiselina ili
baza razlaZu se na monosaharide i derivate galne kiseline. Zbog toga
nemaju primenu u ishrani ili medicini. In vitro digestijom je dokazano da
tanine sremuSa Cine nehidrolizujudi tanini, jer se spektrofotomotrijskim
merenjima aposrbanca netaninskih supstanci poklapala sa apsorbancom
ukupnih fenola.

Heteropolisaharidi

Koli¢ina heteropolisaharida, odredena metodom broja bubrenja, iz-
nosi 13 mL/g. Ovako velika zastupljenost heteropolisaharida je bila oce-
kivana, jer je prilikom pravljenja etanolno-etarskog ekstrakta, dobijenina
suspenzija. Nakon zavrSetka duodenalne faze digestije, talog je sakupljen i
uradena je kvantitativna analiza na sluzi. Dobijen je rezultat od 4 mL/g.
Pretpostavlja se da se jedan deo sluzi resorbovao, a ostatak degradirao.

Kolic¢ina resorbovanih sluzi se nije mogla odrediti, jer se za dijalizu
koristi centrifugiran rastvor. Zato za sada poznatim metodama nije mo-
guée odrediti njihovu biodostupnost. Heteropolisaharidi se u medicini
koriste kao protektivi sluznica gornjeg respiratornog trakta. Preporucuje se
izolovanje sluzi i odredivanje vrste sluzi, kao i ispitivanje njihovog dejsta
na organizam in vivo metodom.

Zakljucak

Iz navedenih rezultata zaklju€eno je da sremu§ sadrZi kardiotoni¢ne i
kumarinske glikozide i znacajnu koli¢inu polifenolnih jedinjenja (2.90 +
1 0.02 mg/g). Nije potvrdeno prisustvo sumpornih glikozida, najverovat-
nije zbog velikog vremenskog razmaka od ubiranja sremusa do njegove
analize. Digestijom se uspes$no resorbuju polifenoli (biodostupnost 74%),
kao i flavonoidi (biodostupnost 67%), ali ne i galni tanini, zbog njihove
nestabilnosti. Rezultati kvalitativne analize i biodostupnosti daju osnov

lifenolnih jedinjenja je iznenadujuci rezultat pa se preporucuje dalje
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istraZivanje njihove zastupljenosti u biljci u zavisnosti od uslova gajenja.
Zbog izrazito dobre resorpcije polifenolnih jednjenja tokom varenja,
sremus$ bi se mogao koristiti i za izradu fenolnih lekova, jer polifenoli sre-
musa imaju izvanrednu biodostupnost (74%). Na taj nain bi se unosom
malih koli¢ina droge unela velika koli¢ina polifenola.
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Mihajlo Filep

Qualitative and Quantitative Analysis of Secondary Metabo-
lites of Wild Garlic (Allium ursinum L.) and Determination
of their Bioaccesibillity

The aim of this project is to determine the composition of secondary
metabolites of wild garlic (Allium ursinum L.) and their bioaccessibility.
Wild garlic is used in human diet, so it is important to know its composi-
tion. Traditionally, this plant is known for having beneficial medical prop-
erties, although they have not been completely proven. The most frequent
secondary metabolites have been examined, I. e. those which are present
in other species of Allium genus. Several studies that have been used as
references have proved the anti-cancer properties of some Allium species
(primarily Allium sativium and Allium schoenoprasum). The quality analy-
sis showed the presence of cardio tonic and coumaric glycosides,
heteropolysaccharides, flavonoids, flavones and tannins and the lack of al-
kaloids. The finding of the presence of coumaric glycosides was quite un-
expected, because only some species of Allium genus contain it. A
standard spectrophotometric measuring was used for establishing the total
concentration of phenol (2.9 mg/g) and the determination of the number
of swellings of heteropolysaccharides which are absorbed after the in vitro
simulated digestion. The results show that in the course of digestion a sig-
nificant percentage of phenols is absorbed (with the bioaccessibility of
74%) except for tannins. The presence of cardio tonic and coumaric
glycosides as well as the bioaccessibility of non-tannin phenols confirms
the potential effects they might have on the human body and provides
foundation for working on their isolation and their use in the pharmaceuti-
cal industry.

324 « PETNICKE SVESKE 70

DEO 1l



