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FITOHEMIJSKI PROFIL I BIOLOSKI POTENCIJAL CAJNOG
NAPITKA DUDA (MORUS NIGRA L.)

Sladana Cestid, Marija Radojkoviéj, Aleksandra Cvetanovié!, Pavle
Maskovié, Zoran Zekovié!

Izvod: Crni dud (Morus nigra L.) je medicinski vazna biljka iz porodice Morus. U
ovom radu ispitan je sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida kao i antioksidativna,
antimikrobna i citotoksi¢na aktivnost ¢ajnih napitaka lista crnog duda. Cajni napitci su
pripremani koris¢enjem vode razli¢ite temperature (70, 80, 90°C i kljucala voda).
Ispitivanja koja su uradena su pokazala da cajni napitci poseduju visoku
antioksidativnu, antimikrobnu i citotoksi¢nu aktivnost. Najbolje osobine pokazali su
napitci pripremani sa klju¢alom vodom. Cajni napici lista duda se mogu smatrati
odgovaraju¢im izvorom prirodnih bioaktivnih komponenti, koji mogu na¢i primenu u
vidu dodataka ishrani ili herbalnih lekova.

Kljuéne reci: Morus nigra, dud, cajni napitak, fitohemijski profil, bioloska
aktivnost

Uvod

Rod Morus ¢ini 24 vrste i viSe od sto poznatih varijacija (Ahmed i sar., 2011). U
narodnoj medicini dud ima bogatu istoriju i znacajno mesto u fitoterapiji, skoro svi
delovi ove biljke pokazuju lekovita svojstva. Mnoge biohemijske komponente, kao §to
su: moranolin, albafuran, albanol, morusin, kuwanol, calystegin, hidroksimoricin,
izolovane iz biljke duda danas igraju vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji (Bose,
1989). Ispitivanja duda, su sve ucestalija i zanimljivija nauc¢nicima zbog visokog
sadrzaja polifenolnih komponenti, a samim tim i izrazitog biopotencijala (Ercisli i sar.,
2010; Radojkovi¢, 2012). Listovi duda se koriste za ishranu insekata u industriji svile i u
azijskim zemljama nalaze Siroku primenu u fitoterapiji. U Kini se fitopreparati na bazi
lista duda koriste hiljadama godina za lecenje povecanog Secera, razlicitih upalnih
procesa, kaslja, visokog pritiska i raka (Ahmed i sar., 2011; Radojkovi¢, 2012). U Srbiji,
i na Balkanu, dud je drvo koje je Siroko rasprostranjeno, ali nedovoljno iskoris¢en
prirosini resurs.
pripreme, dostupnosti i ekonomicnosti ukazuju na niz prednost u konzumiranju (Yang i
sar., 2000). U ovom radu je ispitan fotohemijski sadrzaj i bioloska aktivnost ¢ajnog
napitka lista crnog duda. Odreden je ukupan sadrzaj fenola i flavonoida u cajnom
napitku u zavisnosti od temperature vode koja je koriS¢ena u pripremi napitka. Takode,
odredena je i antioksidativna, antimikrobna i citotoksi¢na aktivnost ¢ajnih napitaka.
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Ovim istrazivanjem se pokazuje mogucnost iskoriS¢enja prirodnog resursa, lista crnog
duda u vidu fitopreparata koji nisu dostupni na trzistu.

Materijal i metode rada

Biljni material koris¢en u ovom radu je list crnog duda, Morus nigra folium,
komercialna sirovina koja je dostupna na trzistu, proizvodaca Adonis d.o.o., Sokobanja.
List crnog duda je usitnjen fabricki i upakovan u papirnu kesu. Materijal je cuvan u
zatvorenom i tamnom prostoru, na sobnoj temperaturi i zasticen od svetlosti. Tako
usitnjena droga (dy=1,26+0,07 mm) koriS¢ena je za sve dalje postupke i ispitivanja.

Dobijanje cajnog napitka

List duda (2 g) preliven je sa vodom odredene temperature (200 ml), poklopljen i
ostavljen da stoji odredeno vreme. Nakon vremena od 10 minuta pripremljeni Cajni
napitak je profiltriran i kao takav koris¢en u daljim analizama. Temperatura vode koja je
sluzila za pripremu ¢ajnog napitka je bila 70, 80, 90°C i kljucala voda.

Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida

Sadrzaj ukupnih fenola u ¢ajnim napicima i ekstraktima duda odreden je metodom
po Follin-Ciocalteu (Singelton i Rosi, 1965). Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima i
Cajnim napicima odreden je kolorimetrijskom metodom po Markham-u (1989).
Rezultati su izrazeni za ukupan sadrzaj fenola u mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po
jednom g droge (mg EHK g droge) tj. za ukupan sadrzaj flavonoida mg ekvivalenta
rutina po jednom gramu droge (mg ER g droge). Rezultati su prikazani i kao sadrzaj
adekvatnog ekvivalenta po 200 ml ¢ajnog napitka $to je uobiCajena zapremina napitka
koja se konzumira.

Odredivanje aktivnosti cajnog napitka

Cajnim napicima lista duda (Morus nigra), pripremljenim na razli¢itim
temperaturama, odredena je antioksidativna, citotoksi¢na i antimikrobna aktivnost.
Antioksidativna aktivnost ¢ajnih napitaka odredena je primenom DPPH metode (Espin i
sar., 2000). Upotrebom mikrodilucione metode odredena je minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC) ¢ajnih napitaka na mikrotitar plocama sa 96 udubljenja-bunarcica
(Satyajit i sar., 2007) tj. antimikrobna aktivnost. Za ispitivanje citotoksi¢nog delovanja
upotrebljena je jednostavna, ekonomiéna i brza MTT test metoda u in vitro uslovima
(Mosmann 1983; Baviskar i sar. 2012). MTT test temelji se na redukciji tetrazolijeve
soli MTT [3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolijum bromid] mitohondrijalnom
reduktazom do formazina, kada iz svetlozutog MTT nastaju tamno-ljubicasti kristali
formazana. Pri odredivanju citotoksicnog delovanja ¢ajnih napitaka duda koris¢ene su
tumorske celije: Hep2c —humana Celijska linija (human larynx carcinoma), podloga:
MEM Eagle/5%FCS; RD —humana ¢elijska linija (rhabdomyosarcoma), podloga: MEM
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Eagle/10%FCS; L20B — misija tumorska fibroblastna linija u koju su transefektovani
neki geni, podloga: MEM Eagle/10%FCS.

Sva merenja su uradjena u tri ponavljanja i rezultati su prikazani odredivanom
vredno$éu sa odstupanjem tj. standardnom devijacijom (SD).

Rezultati istraZivanja i diskusija

Cajnim napicima lista duda (Morus nigra) pripremljenim na razli¢itim
temperaturama, odreden je sadrzaj fenola i flavonoida, antioksidativna, citotoksi¢na i
antimikrobna aktivnost. U zavisnosti od temperature pripremljenog Cajnog napitka,
vrednost ukupnih fenola se kreée od 21,66 do 31,77 mg EHK g droge tj. od 45,40 do
63,40 mg EHK 200 ml™ ¢ajnog napitka (tabela 1). Na osnovu izmerenih vrednosti moze
se primetiti da sa porastom temperature raste i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja.
Najveci sadrzaj ukupnih fenola uocen je u ¢ajnom napitku pripremljenom sa kljuc¢alom
vodom. Nesto nize, ali i dalje znacajne vrednosti su dobijene pri temperaturi vode od
90°C. Istrazivanja Hong i sar. (2013) ukazuju da je za pripremu vodenih ekstrakata ($to
se odnosi i na ¢ajni napitak) najbolje koristiti temperaturu vode od 90°C do temperature
kljucanja, sto je u skaldu sa dobijenim rezultatima ovog istrazivanja. U pogledu sadrzaja
flavonoida rezultati ukazuju na nesSto drugacije sadrzaje u funkciji temperature vode,
najvec¢i sadrzaj ukupnih flanovoida dobijen je korii¢enjem vode od 80°C (tabela 2):
27,25 mg ER g droge tj. 54,40 mg ER 200 ml"' &ajnog napitka. Nesumljivo je da
temperatura vode utice na sadrzaj ukupnih polifenolnih komponenti, proces zagrevanja
dovodi do poveéanja sadrzaja izdvojenih polifenola sve do odredene temperature,
temperature degradacije pojedinacnih komponenti (Lee i sar., 2005; Kim i sar., 2006).
Predpostavlja se da je dobijena razlika u pogledu uticaja temperature posledica razlicite
temperaturne stabilnosti komponenata koje su prisutne u ¢ajnom napitku duda. Isto
tako, izdvajanje odredenih bioloskih i farmakoloski aktivnih komponenti, u koje spadaju
i polifenolne komponente, dalje utiCu i na biolosku aktivnost pripremanog Cajnog
napitka §to je dalje ispitano.

Tabela 1. Ukupan sadrzaj fenola (USF) i ukupan sadrzaj flavonoida (USFL) u
¢ajnom napitku duda
Table 1. Total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC) of mulberry

teas
Temperatura USF B USF B USFL B USFL B
Temperature (mg EHK g™) (mg EHK 200 mI™) | (mg ER g7) | (mg EHK 200 ml™)
°C) TPC } TPC ) TFC , TFC ,
(mg EHK g°) (mg EHK 200 ml”) | (mg ERg") | (mg EHK 200 m[”)
70 21,66+2,03 45,40+2,03 24,46:+0,40 48,80+0,40
80 26,55+0,84 53,20+0,84 27,25+0,45 54,40+0,45
90 29,22+2,54 58,40+2,54 22,02+0,38 44,00+0,38
Kljucanja
Boiling 31,77+2,52 63,40+2,52 20,58+0,90 41,20+0,90
temperature
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Primenom DPPH metoda ispitani su ¢ajni napitci lista crnog duda pripremani sa
vodom razli¢ite temperature (tabela 2). Cajni napitak, pripremljen sa klju¢alom vodom,
ima najnizu 1Csy vrednost (0,0724 mg/ml), S$to ukazuje na najvecu antioksidativnu
aktivnost. Sa opadanjem temperature opadaju i antioksidativne aktivnosti cajnih
napitaka. Gazzani i sar. (1998) su dosli do saznanja da se antioksidativna aktivnost
mnogih biljnih sokova stabilizuje klju¢anjem, smatrajuci da se pocetna prooksidativna
aktivnost deSava zbog prooksidaza koje su neaktivne na visokim temperaturama.
Castenmiller i sar. (2002) tvrde da antioksidativna aktivnost ¢ajnih napitaka zavise od

termalnog procesa (temperature) i vrsta bilja §to je i ovde prikazano.

Tabela 2. ICs, vrednosti ¢anog napitka duda
Table 2. Radical scavenging activity of mulberry teas

Temperatura ICso+ SD

Temperature 1
70 0,1060 + 0,004
80 0,0860 + 0,004
90 0,0810 + 0,002

Kljucanja
Boiling 0,0724 +0,001
temperature

Tabela 3. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) ¢ajnog napitka duda
Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) of mulberry teas

MIK (pg ml")
Mikroorganizam ] MIC (ug mﬂ)
Microbial strains Cajn;gzpitak Amracin (standard) Ketokonazol (standard)
S tapf/zi/]lwoggczcgtgza.?ureus 78,125 0,97 /
:
sl :
Pee s | 1s6as :
e | 1562s /
et | 19530 f
s | 2 /

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ukazuju da Cajni napitak inhibira rast
svih ispitivanih mikroorganizama. Minimalna inhibitorna koncentracija za bakterije se
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kreée u intervalu od 39,1 do 156,25 ug ml”, a za gljivice od 19,53 do 78,125 pg ml”
(tabela 3). Cajni napitak najveéi uticaj pokazuje na Candidu albicans (MIK 19,53
png/ml) i Klebsiella pneumoniae (MIK 39,1 ng/ml). Prikazani rezultati ukazuju dobar
uticaj ¢ajnog napitka na bakteriju Staphyloccus aureus (MIK 78,125 pg/ml). Ispoljena
aktivnost znaCajna je za opstu karakterizaciju bioloskih aktivnosti ispitanog ¢ajnog
napitka duda, imajuéi u vidu da Staphyloccus aureus pokazuje visoku rezistenciju na
antibiotike, pre svega na [ laktame i makrolide koji se koriste u terapiji infekcija
(Garrity i sar., 2005). U svojim publikacijama Fukai i sar. (2005) dokazali da jedinjenje
chalcomoracin, izolovano iz lista duda, ima izrazit antibakterijski ucinak na S. aureus
(MIC 0,78 pg ml™).

Citotoksi¢na aktivnost ¢ajnog napitka duda odredena je primenom MTT testa na tri
celijske linije (Hep2c ¢elije, RD celije i L2OB ¢elije) u in vitro uslovima i prikazana
kao ICs, vrednost (tabela 4). Dobijeni rezultati se porede sa rezultatima standardnog
jedinjenja  cis-diamminedichloroplatinum (Cis-DDP) sa izrazitom citotoksicnom
aktivnoS¢u. Analizirani €ajni napitak pokazuje varijabilnost u sposobnosti inhibicije
¢elijskih linija. Na osnovu rezultata u tabeli vidi se da ¢aj duda pokazuje citotoksicni
ucinak. ICs, vrednosti se kreéu u intervalu od 22,25 do 101,25 pg ml™. Osetljivost ¢elija
opada u nizu: Hep2c ¢elije> RD ¢elije > L2OB ¢elije.

Tabela 4. ICs, vrednosti ¢anog napitka duda
Table 4. ICsyvalues of mulberry teas

Uzorak [Cso .SlD

Sample (pg ml”)
Hep2ccelije RD¢elije L20Bc¢elije
CaJanrelZp‘tak 2225+1,17 30,0740,63 | 101,25+0,14
cis-diamminedichloroplatinum (Cis-DDP)| 0,94 £ 0,55 1,4+0,97 0,72 £ 0,64

Zakljucak

Rezultati istrazivanja pokazuju da se u Cajnim napitcima lista crnog duda nalazi
visok sadréaj polifenolnih komponenti. Takode, dokazano je da cajni napitci duda
poseduju izuzetnu antioksidativnu, antimkirobnu i citotoksi¢nu aktivnost. Temperatura
vode koja se preporuuje za pripremu ¢ajnih napitaka je temperatura kljuéanja. Cajni
napitak lista crnog duda kao najjednostavnija forma fitopreparata je preporucljiva za
primenu i dalja istrazivanja radi plasiranja na trziste dijetetskih suplemenata i dodataka
ishrani. Ovim istrazivanjem je dokazano da ¢ajni napici lista duda se mogu smatrati
odgovarajuc¢im izvorom prirodnih bioaktivnih komponenti.

Napomena
Istrazivanja u ovom radu deo su projekta ,,Farmakoloski aktivne supstance na bazi

lekovitog/aromati¢nog bilja za primenu u farmaciji (TR31013)*, koji finansira
Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.
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PHYTOCHEMICAL PROFILE AND BIOLOGICAL POTENTIAL OF
MULBERRY TEAS (MORUS NIGRA L.)

Sladana Cestid, Marija Radojkoviéj, Aleksandra Cvetanovié!, Pavle
Maskovié, Zoran Zekovié!

Abstract

Black mulberry is the most medicinally important plant of the genus Morus. This
study examines the chemical composition, antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activity
of mulberry leaves tea. The tea drinks were prepared in water (70, 80, 90 © C and boiling
temperature). This study has shown that mulberry teas have high antioxidant,
antimicrobial and cytotoxic activity. Experimental investigation has shown that the best
conditions for preparing mulberry teaa are with boiling water. Mulberry teas could be
regarded as a promising source of bioactive natural compounds, which can be used both
as a food supplement and a herbal remedy.

Key words: Morus nigra, mulberry, tea, phytochemical profile, biological potential
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