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KVANTITATIVNA ANALIZA PROANTOCIJANIDOLA
U LIPOZOMSKIM DISPERZIJAMA

LidijaB. Petrovic i rJjFQnislav S. Pekicl

Lipozomise, zbogsvojihizuzetnili osobina, poslednjih godina svevisekoriste u medicini, [armaciii
i kozmetici, kao nosaciaktivnih principa. Biljni ekstraktikoji sadriejlavonoidepobuduju sve vece
interesovanje jerposeduju sirok spektar[armakoloskogdelovanja. Od posebnogznacaja je grupa
iedinjenja obuhvacena nazivomproantocijanidoli, proizvodipolimetizacije flavan-3-ola do oligomera.

Uraduje razradena spektrofotometrijska metodaza kvantitativno odredivanjeproantocijanidola
u lipozomskim disperzijama, pri cemuje kao bojenireagens koriscen vanilin. Pokazanoje da se ova
metoda odlikuje visokom reproduktivnoscu i pouzdanoscu odredivanja.

KLJUCNE RECl: proantocijanidoli, lipozomi, spektrofotometrijsko odredivanje

UYOD

Lipozomi se, poslednjih godina, uspesno koriste kao nosaci antibiotika, antimikotika,
glukokortikoida, citostatika i drugih farrnakoloski aktivnih supstanci (1,2). Yeoma je rasirena
njihova primena u kozmetickim preparatima (3) kao vlazecih agenasa ("prazni" lipozomi) iii
kao nosaca aktivnih principa (vitamina, peptida, biljnih ekstrakata, UY filtara itd.).

Biljni ekstrakti koji sadrze flavonoide pobuduju sve vece interesovanje jer poseduju sirok
spektar farrnakoloskog delovanja. Posebno je znacajna grupa jedinjenja obuhvacena nazivom
proantocijanidoli, kojima se pripisuje svojstvo hvataca slobodnih radikala (4,5), kardio
protektivno (6) i antikancerogeno (7) delovanje, kao i dobra bioloska raspolozivost (8).

Proantocijanidoli su proizvodi polimerizacije flavan-3-o1a (sl. 1) do oligomera. Prema
tome, to su jedinjenja koja spadaju u grupu flavanola, ciji osnovni skelet Cine dva benzenova
prstena (A i B) i jedan heterociklicni presten koji je oksidovan. Supstitucijom vodonikovih
atoma benzenovih prstenova hidroksilnim funkcionalnim grupama nastaju citave serije
razlicitih jedinjenja. U biljkama umercnog klimata nalazc se, uglavnom, derivati flavan-3-o1a
ciji je prsten A hidroksilovan u polozajima 5 i 7. U zavisnosti od broja i rasporeda hidroksilnih
funkcija na prstenu B, postoje tri serije: afzelenska (4 '), katehinska (3' i 4') i galokatehinska
(3',4' i 5'). Jedinjenja katehinske serije su najrasprostranjenija u biljnom svetu i imaju
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poseban farrnakoloski znacaj. Posto su kod katehina C-2 i C-3 atomi asirnetricni, moguca su
cetiri stereoizomera, a njihovom polimerizacijom uspostavljanjem C-C veze izmedu C-4 atoma
jednog i C-8 iIi C-6 atoma drugog molekula, nastaju dimeri i trimeri.

o
I
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Slika 1. Strukturna formula flavan-3-ola

Navedeni monomeri, dimeri i trimeri katehinske serije proantocijanidoli, poslednjih
godina se cesto odreduju u grozdu i vinu (913) jer se upravo njima pripisuju farrnakoloska
svojstva. Inkorporiranjem proantocijanidola u lipozome i njihovom ugradnjom u razlicite
oblike za lokalnu primenu, ornogucena je bolja penetracija i duze zadrzavanje na kozi, a
samim tim i pozitivan efekat na ocuvanje njene elasticnosti i vlaznosti. U radu je razradena
spektrofotometrijska metoda za odredivanje proantocijanidola grozda i vina u lipozomskim
disprerzijama.

EKSPERIMENTALNIDEO

Materijal

U ispitivanjima u okviru ovog rada korisceni su proantocijanidoli (PRO-BPI) dobijeni
ekstrakcijom iz semenki grozda prema patentom zasticenom postupku (14). Kao standardna
supstanca proantocijanidola (PRO-S) koriscen je PRO-BPI koji je preciscen iz alkoholno
vodenog rastvora aktivnim ugljem i liofilno osusen, a kao standard monomera katehinske
serije (+ )-katehinhidrat, Fluka.

Ispitivane 10% lipozomske disperzije sa proantocijanidolima dobijene su od fosfolipida
soje - Phospholipon '-a 80, proizvodaca Nattermann Phospholipid GmbH, Rhone Poulenc
Rorer, Koln, prema razradenom postupku (15).

Ostale primenjene hemikalije bile su p.a, kvaliteta.

Metode

Za izradu standardnog dijagrama koriscen je osnovni rastvor flavan-3-ola, PRO-S,
(0,2 mg/cm') u metanolu, od kojeg su razblazivanjern napravljeni rastvori u opsegu
koncentracija od 0,04 do 0,2 mg/cm '. Na isti nacin pripremljeni su i rastvori ispitivanih
lipozomskih disperzija sa proantocijanidolima. Lipozomske disperzije "praznih" lipozoma
(bez aktivne komponente) rastvarane su u metanolu u opsegu koncentracija od 10 do
80 mg/cm'. Metanolni rastvori ispitivanih uzoraka mesani su sa bojenim reagensom u odnosu
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1:4 (v/v). Neposredno nakon homogenizovanja muckanjern izmerena je apsorbancija na
talasnoj duzini 1.=510 nm, cija vrednost ostaje nepromenjena u toku sat vremena. Kao slepa
proba koriscena jc smesa metanola i bojenog reagensa u odnosu 1:4 (v/v).

Bojeni reagens vanilina napravljen je mesanjern 30% (v/v) sumporne kiseline u metanolu
i 1% (m/v) vanilina u metanolu u odnosu 1:1 (v/v).

Sva mcrenja vrsena su na UV-VIS spektrofotometru SP-500, Series 2, PYE UNICAM.
Greska instrumenta iznosi ±0,1 % T

Apsorpcioni spektri (+ )-katehina, proantocijanidola i Phospholipon ' -a 80 snimljeni su
na A Diode Array spcktrofotometru HEWLETI PACKARD 8452.

REZULTATI I DISKUSIJA

Opste je poznato da f1avonoidi i f1avanoidi imaju maksimum apsorbancije u UV oblasti.
Nasa ispitivanja UV apsorbancije metanolnog rastvora (+ )-katehina i proantocijanidola
(sl. 2) su pokazala da oni imaju maksimum apsorbancije u istom intervalu talasnih duzina (od
260 do 290 nm) kao i Phospholipon" 80. Ova cinjenica iskljucuje mogucnost primene UV
spcktrofotometrije za odredivanje (+ )-katehina i proantocijanidola inkorporiranih u
lipozome.
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Stika 2. UV-spektri (+ )-katehina (A), proantocijanidola (B) i Phospholipon '<a 80 (C)

Druga mogucnost za spektrofotometrijsko odredivanje proantocijanidola je primena
karakteristicne bojene reakcije. Reakcijom kondenzacije vanilina i derivata f1avan-3-ola u
kiscloj sredini nastaje stabilno crveno obojenje, koje se koristi za njihovo fotometrijsko
odrcdivanjc (13). Vanilin sa izvesnim f1avonoidima (halkoni, f1avonoli, f1avononi) ne daje
bojenu reakciju, te se smatra da je ona specificna za f1avanole (16).

U nastavku rada ispitivali smo mogucnost primene bojene reakcije sa vanilinom za
spcktrofotometrijsko odredivanje proantocijanidola u lipozomskim disperzijama. Nadeno
je da sc zavisnost apsorbancije od koncentracije (+ )-katehina pokorava Larnbert-Beer-ovorn
zakonu u intervalu koncentracija od 8 do 40 ug/cm" (sl. 3A). Ova linearna zavisnost (r=0,9997)
izrazena jc empirijskom jednacinom y = 0,00267 + 0,0155 x.
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Slika 3. Dijagrami zavisnosti apsorbancije od koncentracija
(+ )-katehina (A) i proantocijanidola (B)

Odredivanjem sadrzaja proantocijanidola u uzorku PRO-BPI koriscenjern bojene reakcije
sa vanilinom i standardnog dijagrama izradenog sa (+ )-katehinom (sl. 3A) nadeno je da je
njihov sadrzaj 81%. Imajuci u vidu cinjenicu da kondenzovani flavan-Loli (proantocijanidoli)
daju manji intenzitet obojenja u poredenju sa rnonomcrom i da on opada sa porastom
stepena polimerizacije (16), ocigledno je da uzorak PRO-BPI sadrzi znatno veci procentualni
udeo cistih proantocijanidola. Preciscavanjem uzorka PRO-BPI aktivnim ugljem sadrzaj
cistih proantocijanidola, racunato na (+ )-katehin, porastao je za 1,1%. Iz ovih razloga izradili
smo standardni dijagram koristeci uzorak standarda proantocijanidola PRO-S (sl. 3B). Kao
i u slucaju (+ )-katehina postoji linearna zavisnost (r = 0,9996) koja se rnoze izraziti
empirijskom jednacinom y = 0,00405 + 0,01249 x.

U nama dostupnoj literaturi opisana su spektrofotometrijska odredivanja
proantocijanidola izolovanih iz zelenog caja (16) kao i proantocijanidola grozda i vina u
rastvoru (13). Imajuci u vidu da se u slucaju lipozomskih disperzija, kao "nosaca"
proantocijanidola, radi 0 koloidnim sistemima koji imaju odredene opticke osobine, ispitali
smo mogucnost primene ove metode. Ustanovljeno je da metanolni rastvori praznih lipozoma
ne opalesciraju (nema vidljivog rasipanja svetla), kao i da u smesi sa bojenim reagensom ne
apsorbuju svetlost na ispitivanoj talasnoj duzini (nema odziva u odnosu na slepu probu).
Ovo ukazuje na mogucnost primene spektrofotometrijske metode sa bojenim reagensom
vanilina za odredivanje proantocijanidola u ispitivanim lipozomskim disperzijama.

Sa ciljem provere pouzdanosti odredivanja proantocijanidola u lipozomskim disperzijama,
odredivan je njihov sadrzaj u lipozomskoj disperziji sa poznatim sadrzajem aktivne supstance
(l %). Uporedujuci dobijene vrednosti apsorbancije za razlicite koncentracije proanto
cijanidola sa apsorbancijama dobijenim za proantocijanidole inkorporirane u lipozome (tab.
1), vidi se da postoji minimalno odstupanje koje je unutar eksperimentalne greske. To ukazuje
na visoku pouzdanost odabrane metode.
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Tabela 1. Rezultati merenja apsorbancije proantocijanidola slobodnih
i inkorporiranih u lipozome u odnosu 1:10

Kone. PRO (ug/ crrr') 8 16 24 32 40

APRO 0,110 0,199 0,310 0,402 0,502

ApRO+ lipozom 0,107 0,200 0,302 0,390 0,502

ReI. greska (%) 2,727 0,503 2,581 2,985 0

Sr. Yr. reI. greske (%) 1,7592

Radi ispitivanja reproduktivnosti odredivanja proantoeijanidola u lipozomskim
disperzijama odredivan je vise puta njihov sadrzaj u istim uzorcima. Dobijeni rezultati (tab. 2)
ukazuju da spektrofotometrijska metoda, primenom vanilina kao bojenog reagensa,
obezbeduje visok stepen reproduktivnosti rezultata.

Tabela 2. Rezultati ispitivanja reproduktivnosti spektrofotometrijske metode
odredivanja proantocijanidola u lipozomskim disperzijama sa 0,5 i 1% PRO-BPI

Sadrzaj PRO u lipozomskoj

Red. br. odredivanja
disperziji (%)

0.5 1

1 0.472 0.981

2 0,475 0,975

3 0.478 0,978

4 0.477 0.982

5 0,480 0,982

6 0.478 0,980

7 0.475 0.979

Srednja vrednost 0,4764 0,9769

Koeficijent varijacije (%) 0.5535 0.2559

ZAKUUCAK

Ispitivanja su pokazala da fosfolipidi imaju maksimum apsorbancije u istom intervalu
talasnih duzina kao i proantocijanidoli, 5tO iskljucuje mogucnost primene UV
spektrofotometrije za njihovo odredivanje. Nadeno je da je za odredivanje proantocijanidola
u lipozomskim disperzijama pogodna spektrofotometrijska metoda, pri cemu se kao bojeni
reagens koristi vanilin. Statisticka obrada dobijenih rezultata pokazala je visoku
reproduktivnost i pouzdanost ove metode.
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF PROANTHOCYANIDOLS IN
LIPOSOMAL DISPERSIONS

Lidija B. Petrovic, IBranislav S. Pekic I

In the recent years, because of their exceptional characteristics liposomes are more and
more used in medicine, pharmacy and cosmetics as a carrier of active principles. Because of
their wide spectrum of 'pharmacological action, plant extract containing flavonoides attrack
increasing attention. In that regard proanthocyanidols - polymerization products of flavan
-3-0Is, which are oligomers in fact, are of a great importance.

In this work a spectrophotometric method has been developed for determination of
proanthocyanidols in liposomal dispersions, using vanillin as coloring agent. It has been
shown that this method is highly reliable and reproductible.
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