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SAZETAK

KARAKTERIZACIJA POLIFENOLA U VOCU
| NJIHOV UTJECAJ NA ANTIOKSIDACIJSKU AKTIVNOST VOCA

U ovom radu je, primjenom HPLC i spektroskopskih metoda, provedena karakterizacija
polifenolnih spojeva: antocijanina, flavonola (kvercetin, miricetin, kemferol), flavanola ((+)-
katehin, (-)-epikatehin), hidroksibenzojevih (p-hidroksibenzojeva, elaginska), hidroksicimetnih
kiselina (p-kumarinska, kafeinska, ferulicna); koji su prisutni u borovnici, bobicama bazge,
kupini, malini, vi$nji, treSnji, crnom i crvenom ribizu, jagodi i aroniji. Antioksidacijska aktivnost
voca odredena je primjenom DPPH i ABTS metode, a utjecaj polifenola na antioksidacijsku
aktivnost voca ispitan je trazenjem korelacije izmedu koliCine polifenola i antioksidacijske
aktivnosti voca.

Rezultati analiza pokazali su da se u ispitivanom vocu nalaze vrlo velike koli¢ine
ukupnih polifenola (od 1763 mg kg' u malini do 7194 mg kg' u aroniji) od kojih su
najznacajniji antocijanini (od 169 mg kg'u jagodi do 4069 mg kg’ u borovnici). SadrZaj
flavonola (od 4 mg kg u malinama do 183 mg kg u borovnici), flavanola (0-256 mg kg™)
hidroksicimetnih (12-92 mg kg'l) te hidroksibenzojevih kiselina (0-121 mg kg'l) znatno je manji.
Iako se voce znacajno razlikuje po koli€ini, vrsti i rasprostranjenosti polifenola, aronija,
borovnica, bobice bazge i crni ribiz mogu se izdvojiti po vrlo velikoj koli€ini polifenolnih
spojeva i vrlo visokoj antioksidacijskoj aktivnosti te bi ove vrste vo¢a mogle posluZiti kao dobra
sirovina u proizvodnji funkcionalne hrane. Visoke korelacije izmedu antioksidacijske aktivnosti i
sadrZaja ukupnih polifenola, ukupnih antocijanina, ukupnih flavonola, ukupnih hidroksicimetnih
kiselina te pojedinih polifenolnih spojeva (kafeinska kiselina, derivati cijanidina, p-kumarinska
kiselina i kvercetin) pokazuju da ovi polifenolni spojevi imaju snazan utjecaj na ukupnu
antioksidacijsku aktivnost voca, dok ostali istrazivani polifenoli nisu znacajni za ukupnu
antioksidacijsku aktivnost. Ovi rezultati pridonose boljem objasnjenju antioksidacijske aktivnosti

polifenola iz voca koji su bitni za pozitivno djelovanje voca u ljudskom organizmu.

Kljucne rijeéi: polifenoli, antocijanini, flavonoli, fenolne kiseline, flavanoli, voce,

antioksidacijska aktivnost, HPLC
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLS IN FRUITS
AND THEIR INFLUENCE ON ANTIOXIDANT ACTIVITY OF FRUITS

In this study, the characterization of polyphenolic compounds: anthocyanins, flavonols
(quercetin myricetin, kaempferol), flavanols ((+)-catechin, (-)-epicatechin), hydroxybenzoic
acids (p-hydroxybenzoic, ellagic) and hydroxycinnamic acids (p-coumaric, caffeic, ferulic;
which are present in blueberry, elderberry, blackberry, red raspberry, sour cherry, sweet cherry,
black currant, red currant, strawberry and chokeberry was carried out by using HPLC and
spectroscopic methods. DPPH and ABTS assays were used to determine antioxidant activity of
fruits. The correlation between the amount of polyphenols and antioxidant activity of fruits was
investigated in order to examine the influence of polyphenols on antioxidant activity.

The results showed that investigated fruits contained high amounts of polyphenols (from
1763 mg kg™ in red raspberry to 7194 mg kg'1 in chokeberry) among which anthocyanins were
the most important ones (from 169 mg kg™ in strawberry to 4069 mg kg in blueberry). The
amount of flavonols (from 4 mg kg™ in red raspberries to 183 mg kg' in blueberries), flavanols
(0-256 mg kg'l), hydroxycinnamic (12-92 mg kg'l) and hydroxybenzoic acids (0-121 mg kg™)
was considerably lower. Fruits differ greatly in the amount, species and distribution of
polyphenols but chokeberry, blueberry, elderberry and black currant stand out in high amounts of
polyphenolic compounds and in strong antioxidant activity and could be used as a good raw
material in production of functional foods. High correlations between antioxidant activity and
amount of total polyphenols, total anthocyanins, total flavonols, total hydroxycinnamic acids, or
the amount of individual polyphenolic compounds (caffeic acid, cyanidin derivatives, p-
coumaric acid and quercetin) showed that these polyphenols have strong influence on total
antioxidant activity of fruits whereas other investigated polyphenols were not significant for total
antioxidant activity of fruits. Overall results are a contribution to better understanding of
antioxidant activity of fruit’s polyphenols, the compounds that are important for positive action

of fruits in human organism.

Key words: polyphenols, anthocyanins, flavonols, phenolic acids, flavanols, fruits, antioxidant

activity, HPLC
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Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost vo¢a-uvod

Dosadas$nja istraZzivanja pokazala su da se u vocu nalaze brojni esencijalni mikronutrienti
kao S$to su vitamini i minerali. Osim ovih spojeva, voc¢e predstavlja bogat izvor spojeva koji nisu
esencijalni za ljudsko zdravlje, ali pokazuju odredeno biolosko djelovanje u ljudskom
organizmu. U takve spojeve spadaju razliciti polifenolni spojevi (flavonoidi, fenolne kiseline) (1-
5). Koli¢inom polifenola se izmedu razlicitih vrsta vo¢a posebno isti¢e tamno obojeno bobicasto,
jagodasto 1 koStuni¢avo voce (4,6-10), a redovita konzumacija tog voca i njihovih proizvoda
povezana je sa znatnim smanjenjem rizika od nastanka razli¢itih bolesti krvoZilnog sustava i
malignih bolesti (11-16). Takav pozitivan utjecaj voc¢a na ljudsko zdravlje pripisuje se, izmedu

ostalog, sadrzaju polifenolnih spojeva prisutnih u vocu (12-14).

Polifenoli su spojevi koji imaju snaznu antioksidacijsku aktivnost in vitro, ali 1 in vivo
djelujuc¢i kao hvataci slobodnih radikala (17-19) te vezujuc¢i metalne ione koji su prekursori
slobodnih radikala., a osim toga, pokazuju razna fizioloSka djelovanja - antiupalno, antialergijsko
te antikancerogeno djelovanje (20-25). Pretpostavlja se da je za pozitivno djelovanje polifenola
odgovorna njihova antioksidacijska aktivnost (26,27). Poznato je i da se polifenoli apsorbiraju u
ljudskom organizmu, ali mehanizmi apsorpcije nisu do kraja razjasnjeni. Antocijanini se
apsorbiraju u formi glikozida, ali u znatno manjoj koli¢ini od unesene (28-31). Pojedini flavonoli
se apsorbiraju u formi glikozida i u formi aglikona (32-36), a dokazana je i apsorpcija fenolnih
kiselina (37-39). No do sada joS nije potpuno razjasnjena njihova bioloska raspolozivost (engl.
bioavailability), nain djelovanja u ljudskom organizmu kao ni mehanizam antioksidacijskog
djelovanja te moguce sinergisti¢ko ili prooksidativno djelovanje. Stoga postoji veliki interes za

istrazivanja polifenolnih spojeva.

U vocu su polifenoli prisutni u velikim koli¢inama, a znacajno pridonose
antioksidacijskoj aktivnosti voc¢a (18,40-42). Podaci o koli¢ini i vrsti polifenola u vo¢u do sada
objavljeni u literaturi, nepotpuni su i nedovoljni, a kljuni su za istrazivanja utjecaja unosa
polifenola prehranom i za objaSnjenje veze izmedu unosa polifenola i smanjenja rizika od
nastanka nekih bolesti. Ovakva istraZivanja pomogla bi da se razjasni uloga polifenola u
ljudskom organizmu, a omogucila bi proizvodnju funkcionalne hrane ili dodataka prehrani koji
bi imali vece biolosko djelovanje (17, 43-47). Istrazivanja utjecaja polifenola na antioksidacijsku
aktivnost voca pomogla bi da se objasni mehanizam antioksidacijskog djelovanja polifenola
unutar kompleksnog okruZenja kao Sto je voce.

U ovom radu provedena su istrazivanja kojima se dodatno moZze razjasniti polifenolni
profil voca te je istrazeno kakav utjecaj imaju polifenoli vo¢a na antioksidacijsku aktivnost voca.

Zbog toga su validirane dvije HPLC metode za odredivanje antioksidativnih polifenolnih spojeva



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost vo¢a-uvod

[antocijanina, flavonola (kvercetin, miricetin, kemferol), flavanola [(+)-katehin, (-)-epikatehin],
hidroksibenzojevih (p-hidroksibenzojeva, elaginska), hidroksicimetnih kiselina (p-kumarinska,
kafeinska, ferulicna)] te je odredena koli¢ina i vrsta polifenola prisutnih u deset vrsta tamno
obojenog voca (borovnica, aronija, kupina, jagoda, malina, treSnja, viSnja, plodovi bazge, crni i
crveni ribiz). Dodatno je koli¢ina polifenola odredena primjenom spektroskopskih metoda, a
antioksidacijska aktivnost vo¢a procijenjena je hvatanjem sinteti¢kih slobodnih DPPH' i ABTS™
radikala. Korelacijom izmedu antioksidacijske aktivnosti voc¢a i koli¢ine pojedinih polifenola
utvrdeno je koji polifenoli imaju utjecaj na antioksidacijsku aktivnost ispitivanog voca. Ovi
rezultati trebali bi pridonijeti boljem razumijevanju antioksidacijske aktivnosti voca i utjecaja
polifenolnih spojeva na antioksidacijsku aktivnost. Osim toga, podaci o sadrzaju i distribuciji
polifenola u vocu trebali bi omogucditi odabir vo¢a koje bi moglo posluZziti kao sirovina za

proizvodnju funkcionalne hrane obogacene polifenolnim antioksidansima.



2. TEORIJSKI DIO



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-teorijski dio

2.1. Biljni polifenoli

Polifenolne tvari Cine jednu od najbrojnijih i1 Siroko rasprostranjenih skupina spojeva u
biljkama, kojoj pripada vise od 8000 razliCitih spojeva. Oni su proizvodi sekundarnog
metabolizma biljaka te ih se smatra tvarima koje nisu esencijalne za ljudski organizam, suprotno
od npr. vitamina koji su esencijalni spojevi. Neki polifenoli kao §to su jednostavni fenoli,
benzokinoni, kumarini, kromoni, naftokinoni, ksantoni, fenolne kiseline (hidroksicimetne,
hidroksibenzojeve), stilbeni ili flavonoidi jednostavne su molekule, no u polifenole se ubrajaju i
neke puno kompleksnije molekule s velikom molekularnom masom kao $to su npr. tanini ili
lignini (20,48,49).

Najvaznija 1 najveca skupina polifenola su flavonoidi s vise od 5000 do sada poznatih
spojeva (43,44). Oni su podijeljeni na nekoliko podgrupa koje prikazuje slika 1. Pojavljuju se u
skoro svim dijelovima biljaka, ali su po koli¢ini razliito rasprostranjeni u razliitim dijelovima
biljnih organa. Ovu raznovrsnost uglavnom kontroliraju geni biljke, ali na nju imaju utjecaj 1
drugi ¢imbenici kao Sto su stadij zrelosti biljke, klima i nacin uzgoja (20). U biljkama su Siroko
rasprostranjene i dominantne tri podgrupe flavonoida. To su flavonoli, antocijanini i flavan-3-oli
(flavanoli) (20). Osim flavonoida, vazna skupina biljnih polifenola su i fenolne Kiseline,

posebno derivati cimetne i1 benzojeve kiseline (slika 1) (49).

Flavonoidi Fenolne kiseline
Flavoni Antocijanini
) — Hidroksicimetne
Flavonoli Flavan-3,4-dioli Kiseline
Flavanoni Dihidrohalkoni Hidroksibenzojeve
kiseline
Izoflavoni Halkoni
Flavanonoli Flavanoli

Flavani

Slika 1. Glavne skupine biljnih flavonoida i fenolnih kiselina (20,49)
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2.2. Kemijska struktura flavonoida i fenolnih kiselina

2.2.1. Flavonoidi

Struktura flavonoida temelji se na flavonoidnoj jezgri (slika 2) koja se sastoji od tri fenolna
prstena (A, B i C prsten). Benzenski prsten A kondenziran je s tro¢lanim alifatskim nizom koji
zajedno s kisikom tvori Sesteroclani prsten C, a na poziciji 2 prstena C nalazi se benzenski prsten
B. Za flavonoide koji imaju vezanu karbonilnu skupinu na C-4 atomu prstena C Cesto se koristi
izraz 4-okso-flavonoidi (slika 2). U prirodi se flavonoidi nalaze uglavnom u obliku glikozida, tj.
povezani su s molekulama Secera Sto pridonosi velikoj raznolikosti i velikom broju tih spojeva.
Vezanje Secera na flavonoide povecava polarnost molekule Sto je potrebno za pohranjivanje tih
spojeva u vakuolama biljnih stanica. Glikozilacija se najces¢e dogada na poziciji C-3, ili rijede
na poziciji C-7. Seéer koji se najée$¢e nalazi vezan na molekulama flavonoida je glukoza, ali
glikozilacija se dogada i s arabinozom, galaktozom, glukoramnozom, ramnozom i ksilozom.
Ovisno o stupnju nezasiCenosti i stupnju oksidacije prstena C, nastaju razli¢ite podgrupe
flavonoida: flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni,
dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i antocijanidini, koje prikazuje slika 3. Velika raznolikost
flavonoida moze se, takoder, uociti unutar navedenih podgrupa flavonoida jer se za osnovnu
jezgru mogu vezati razlicite skupine i u razli¢itom broju Sto dovodi do mogucnosti nastanka
velikog broja razli¢itih spojeva. Supstitucijske skupine koje se nalaze na osnovnoj jezgri su

razliciti Seceri, hidroksilna skupina, metoksi skupina. (20,50).

Flavan jezgra 4-okso-flavonoid jezgra

Slika 2. Osnovna kemijska struktura flavonoida (50)
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Slika 3. Osnovna struktura glavnih podgrupa flavonoida (20)



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-teorijski dio

2.2.1.1. Antocijanini

Antocijanini (grcki: anthos-cvijece, kyanos-plav) pripadaju skupini flavonoida. Oni su
biljni pigmenti topivi u vodi, a cvijecu, vocu i povréu daju plavu, purpurnu i crvenu boju. Prvi ih
je izolirao Marguart 1835. godine (51), a po svom kemijskom sastavu su glikozidi antocijanidina
s karakteristicnom kemijskom strukturom flavonoida Cg¢-Cs-Ce. Postoji  Sest osnovnih
antocijanidina: cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin i malvidin, a vezanjem
Secera na ove osnovne antocijanidine nastaju molekule antocijanina. Najce$¢i Seceri vezani za
molekulu antocijanidina su glukoza, ramnoza, galaktoza, arabinoza, rutinoza, soforoza,
sambubioza i dr. Antocijanini mogu biti acilirani s raznim hidroksicimetnim (kafeinska, p-

kumarinska, feruli¢na kiselina) ili alifatskim kiselinama (octena, jabu¢na, oksalna) (52). Na slici

4 prikazani su naj¢esc¢i glukozidi antocijanina.

Peonidin-3-glukozid Petunidin-3-glukozid Malvidin-3-glukozid

Slika 4. Kemijska struktura 6 osnovnih glukozida antocijanina (52)

Jedna od najvaznijih karakteristika antocijanina je pozitivan naboj na kisiku u
heterociklicnom prstenu C. Zahvaljujuci toj kemijskoj strukturi antocijanini se u kiseloj sredini
ponasaju kao kationi i grade soli s kiselinama, a u alkalnoj sredini kao anioni i grade soli s
bazama (51). U vakuoli biljne stanice antocijanini su prisutni u ¢etiri molekularne forme koje su
medusobno u ravnotezi. i-obojena forma flavilijevog kationa

ii-kinoidna forma
iii-karbinol pseudobaza

iiii-halkon pseudobaza (52).
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Ove razli¢ite kemijske forme antocijanina pokazuju razli¢itu boju u ovisnosti o pH otopine u
kojoj se nalaze (slika 5). Pri pH 1 prevladava flavilijev kation koji je crveno obojen. Izmedu pH
2 i 4 prevladava plava boja kinoidne forme antocijanina (strukture II-IV). Kod pH vrijednosti 5 i
6 stvaraju se dvije bezbojne forme koje imaju karbinol pseudobazu (struktura V) i halkon bazu
(struktura VI). Pri viSim pH vrijednostima (viSim od 7), molekula antocijanina se raspada (53).
Prvi interes za istraZzivanje antocijanina pojavio se zbog njihovog doprinosa boji raznih
prehrambenih proizvoda kao $to su dzemovi i sokovi od voca. Na pocetku antocijanini nisu bili
Cesto koriSteni kao aditivi u prehrambenoj industriji zbog svoje nestabilnosti uzrokovane
razli¢itim fizikalnim ili kemijskim ¢imbenicima kao Sto su svjetlost ili pH te zbog teSkoce pri
proCiS¢avanju i zbog komercijalne nedostupnosti na trziStu. No otkri¢e stabilnijih aciliranih

antocijanina pridonosi koristenju antocijanina kao sigurnih dodatka hrani (20).

Slika 5. RavnoteZna raspodjela antocijanina u ovisnosti o pH vodene otopine (53)
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2.2.1.2. Flavonoli

Flavonole karakterizira osnovna Cg¢-C3-Cg struktura (slika 6). U stanicama se pojavljuju
gotovo isklju¢ivo kao glikozidi u kojima je Secerna jedinica vezana na C3 atom, a manje
uobicajeno je vezanje na poziciji C7. NajceS¢i Secer vezan za molekulu aglikona flavonola je
glukoza, ali se vezati mogu 1 galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza. Sli¢no kao i antocijanini, i
flavonoli mogu biti acilirani s razli¢itim cimetnim ili nekim drugim fenolnim kiselinama (32, 49,
54). Pojavljuju se u nadzemnim dijelovima biljaka, dok su u biljnim dijelovima koji se razvijaju
ispod povrSine zemlje nadeni samo u tragovima. Do sada je identificirano viSe od 200 aglikona
flavonola, a za voce su uobicajeni kvercetin, miricetin i kemferol (slika 6) (20,54). Ovi flavonoli
slabo su topivi u vodi 1 Zute su boje. Aglikoni flavonola nisu prisutni u biljkama, ali ako su
prisutni, vjerojatno su rezultat nekog procesa obrade hrane kao $to je smrzavanje, sterilizacija ili

fermentacija.

Kvercetin Miricetin Kemferol

Slika 6. Kemijska struktura osnovnih flavonola (54)

2.2.1.3. Flavanoli

Flavanole (ili flavan-3 ole ili katehine) karakterizira osnovna Cg¢-Cs-Cg flavonoidna
struktura. Na poziciji 4 na heterociklickom C prstenu ne nalazi se atom kisika te im je ta
strukturna osobina zajedniCka s antocijanidima. Najdominantniji flavanoli su (+)-katehin, (-)-
epikatehin, (+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin te slijedeci esteri galne kiseline: (-)-epikatehin
galat 1 (-)-epigalokatehin galat. Monomerne molekule flavanola mogu se povezivati u oligo ili
polimerne spojeve koji se nazivaju proantocijanidini i tanini. Ova polimerizacija dogada se kao
rezultat autooksidacije, ali ¢esce su te reakcije katalizirane nekim enzimima (polifenoloksidaza),

koji se nalaze u vecini biljnih tkiva (32).
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U vocu se flavanoli najcesce nalaze u obliku oligomernih ili polimernih formi tj. u obliku
proantocijanidina ili tanina, no moguce je pronaci i slobodne monomere flavanola. Tako se
monomeri (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin nalaze u vocu cescée u
slobodnoj formi, a rijede u formi glikozida Sto ih razlikuje od ostalih flavonoida (44). Slika 7

prikazuje najcesce forme flavanola (4).

OH R,

Flavanoli i proantocijanidini
(+)-katehin (2R, 3S)R,=R,=H
(-)-epikatehin 2R, 3R) R, =R,=H
galokatehin R, =OH, R, =H

Dimerni ili polimerni proantocijanidini
R, =OH/H R, = [(galo)katehin]"

Slika 7. Kemijska struktura flavanola i proantocijanidina (4)

2.2.2. Fenolne kiseline

Vazna skupina polifenola su 1 fenolne kiseline. One mogu biti derivati benzojeve ili
cimetne kiseline. Rijetko su prisutne u slobodnom obliku, a naj¢esce se pojavljuju esterificirane s
vinskom kiselinom ili kina kiselinom. Vjerojatno je jedinstvena distribucija i velika koli¢ina
fenolnih kiselina u vocu rezultat njihove klju¢ne uloge u biosintezi ostalih kompliciranijih

polifenola (49).

2.2.2.1. Hidroksibenzojeve kiseline

Hidroksibenzojeve kiseline imaju opcéenitu Cg¢-C; strukturu koja potjee direktno od
benzojeve kiseline. Razlicite strukture u pojedinim hidroksibenzojevim kiselinama javljaju se
zbog hidroksilacije ili metilacije na aromatskom prstenu. Samo u nekim vrstama voca se te
kiseline pojavljuju u slobodnoj formi, a inace su uglavnom prisutne kao konjugati, i oslobadaju
se samo tijekom procesiranja voca i povréa. NajceS¢e hidroksibenzojeve kiseline su p-
hidroksibenzojeva, vanilinska, siringinska i protokatehinska kiselina. One mogu biti konjugirane
sa Secerima ili organskim kiselinama te vezane na dijelove stani¢ne stijenke, npr. lignine. Osim

ovih spomenutih kiselina, i galna i elaginska kiselina takoder pripadaju skupini
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hidroksibenzojevih kiselina. Galna kiselina je trihidroksi derivat koji sudjeluje u stvaranju
galotanina, a elaginska kiselina koja je takoder uobicajena za biljke, obi¢no je prisutna u obliku

elagitanina (54,55). Na slici 8 prikazana je kemijska struktura uobiCajenih hidroksibenzojevih

kiselina.
OH OH R OH
H H HO OH HO \—/ /—\ o
COOH COOH HO Y
p-hidroksibenzojeva kiselina galna kiselina elaginska kiselina

Slika 8. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (54)

2.2.2.2. Hidroksicimetne kiseline

Hidroksicimetne kiseline ¢eS¢e se nalaze u prirodi nego hidroksibenzojeve i sastavni su
dijelovi stani¢nih stijenki biljnih stanica. Cetiri najrasprostranjenije hidroksicimetne kiseline su
p-kumarinska, kafeinska, ferulicna i sinapi¢na kiselina (slika 9). One se u biljnim stanicama
nalaze u razli¢itim konjugiranim formama kao Sto su esteri hidroksicimetnih kiselina s
hidroksilnim kiselinama (Sikiminska, vinska kiselina), a prisutnost njihovih slobodnih oblika

ukazuje na enzimsku ili kemijsku hidrolizu (54,56).

HO—S >— HO—f >— HO—
\\—COOH \\—COOH %COOH
H OH OCH

3

p-kumarinska kiselina kafeinska kiselina feruli¢na kiselina

Slika 9. Kemijska struktura tri najéeS¢e hidroksicimetne kiseline (54)
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Hidroksicimetne kiseline se nalaze u svim dijelovima voca, iako se najvece koncentracije
nalaze u vanjskim dijelovima zrelog voca. Njihova koncentracija smanjuje se tijekom
dozrijevanja ploda, a ukupna se koli¢ina povecava zbog povecanja veliine ploda. Kafeinska
kiselina, slobodna ili esterificirana, je najrasprostranjenija fenolna kiselina u prirodi i predstavlja
75-100% ukupnog sadrzaja hidroksicimetnih kiselina u vocu. Ferulicna kiselina je

rasprostranjenija u Zitaricama, nalazi se i u vocu, ali u manjim koli¢inama (57).

2.3. Uloga polifenola u biljkama

Polifenoli u biljkama imaju viSestruku ulogu. Oni pridonose kvaliteti voca 1 povrca
doprinose¢i senzorskim karakteristikama kao $to su boja, aroma ili trpki okus (9). Neki
polifenoli, npr. lignini sudjeluju u izgradnji integralnog dijela biljne stani¢ne stijenke te sluze kao
mehani¢ka potpora i1 barijera protiv invazije mikroorganizama. Antocijanini, te flavoni i
flavonoli kao ko-pigmenti, daju boju cvijecu i vocu Sto je vazno za privlaCenje insekata 1 ptica
koje pomaZzu kod rasprostranjivanja sjemena i oprasivanja (54). Neki polifenoli mogu indirektno
utjecati na rast biljke. Flavonoidi Stite ranjivije stani¢ne dijelove od Stetnog zracenja jer imaju
sposobnost snazne apsorpcije UV zracenja (20).

Osim ovih spomenutih osnovnih uloga, polifenolima se pripisuje i jedna puno vaznija
uloga. Naime, oni mogu biti ukljueni u povecanje otpornosti biljke prema bolestima. Tako je
utvrdena povezanost izmedu povecane sinteze endogenih flavonoida i ranih faza infekcije u
biljci (20). Uvjeti stresa kao S§to su pojacano UV zracenje, ozlijedivanje ili infekcija, poticu
biosintezu polifenola u biljci te oni doprinose otpornosti biljke prema bolestima (54).

Daljnja istrazivanja uloge ovih spojeva usmjerena su na interakcije koje se mogu dogoditi
izmedu biljke i mikroorganizama koji mogu inficirati biljku (20). Kao rezultat napada
mikroorganizama, polifenoli se mogu nakupljati u biljci kao spojevi male molekularne mase koji
se zovu fitoaleksini. Iako se fitoaleksini mogu nalaziti u maloj koli¢ini u biljci, utvrdeno je da se

oni ubrzano nakupljaju za vrijeme napada mikroorganizama (54).

2.4. Znacaj i upotreba polifenola

Koli¢ina polifenola koja nastaje u biljkama tijekom jedne godine je znatna. To se vidi iz
¢injenice da se oko 2 % cjelokupne koli¢ine ugljika koji nastaje fotosintezom u biljkama (1 x 10°
t po godini) pretvara u flavonoide i njima srodne spojeve. Ovi spojevi imaju razne pozitivne

11
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funkcije u biljkama, a zbog velike koliine 1 raznolikosti mogu se primijeniti u razli¢itim
podruc¢jima djelovanja ljudskog Zivota. Neki se flavonoidi upotrebljavaju u medicini za kontrolu
raznih bolesti zbog svojih farmakoloskih osobina i pozitivnog djelovanja na zdravlje ljudi, dok
su drugi vazni za industrijsku primjenu. Npr. naringenin i neohesperidin, koji su po kemijskoj
strukturi flavanoni, mogu se prevesti u odgovarajuce dihidrohalkone koji imaju snazan kapacitet
zasladivanja. Njihova eksploatacija ovisit ¢e o moguénosti povecanja koli¢ine tih spojeva u
biljkama (20).

Podaci o kolicini i vrsti polifenola koji se nalaze u biljkama mogu se upotrijebiti za
utvrdivanje razlika koje postoje unutar razlicitih biljaka ili unutar razli¢itih sorti jedne vrste
biljke. Naime, flavonoidi su prikladni za tu ulogu jer su kemijski stabilni, raznolike su
strukturalne grade, a razvojem tehnika kao S$to je tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti, postalo je moguce odrediti polifenole prisutne u biljkama c¢ak i u vrlo maloj
koli¢ini. Dobiveni podaci o polifenolnom profilu biljaka mogu se tada primjeniti za odredivanje
razlika koje postoje izmedu biljaka, ali i za provjeru autenti¢nosti nekih proizvoda kao Sto su
sokovi i dZzemovi (20). Npr. nedopusSten dodatak pirea buce u dzemove od marelice moze se
dokazati pomocu polifenolnog profila ovih biljaka. Siringinska kiselina je spoj marker
karakteristi¢an za bucu i ne nalazi se u polifenolima marelice. Njena prisutnost u dZzemu od

marelice dokaz je nedopustenog dodavanja pirea od buce u proizvode od marelice (58).

2.5. lIzolacija flavonoida i fenolnih kiselina iz biljnih materijala

Prije analize polifenolnih spojeva nekom instrumentalnom tehnikom, potrebno je izolirati
polifenolne spojeve iz uzorka da bi se dobio ekstrakt uzorka koji je obogaéen polifenolima, a u
kojem se ne nalaze interferiraju¢e komponente. Tijekom pripreme uzorka potrebno je sprijeciti
kemijske promjene polifenola koje se mogu dogoditi uslijed enzimske aktivnosti ili oksidacije te
se zbog toga, u toku ekstrakcije, u ekstrakt dodaje antioksidans ili se ekstrakcija izvodi pri
uvjetima inertne atmosfere. Uvjeti ekstrakcije trebaju biti blagi koliko je to moguce da bi se
izbjegla termiCka degradacija, oksidacija te ostale kemijske i biokemijske promjene u uzorku.
Izolacija polifenolnih spojeva iz vo¢a dodatno je zakomplicirana jer se polifenoli nalaze u vocu u
razli¢itim formama te je potrebno provesti ponekad i nekoliko uzastopnih koraka ekstrakcije da
bi se izolirali svi spojevi od interesa. Ako je tehnika kojom se analiziraju polifenoli u ekstraktu
dovoljno selektivna i precizna, smanjuje se potreba za manipuliranjem s uzorkom (59).

Izolacija flavonoida iz osuSenih, samljevenih biljnih materijala provodi se hladnim ili

toplim otapalima (etanol, metanol, aceton, dimetilformamid s razli¢itim udjelima vode). 1z
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svjezeg voca ekstrakcija se provodi primjenom istih otapala za ekstrakciju, no, u tom slucaju,
potreban je manji udio vode (20). Za ekstrakciju antocijanina i manje polarnih flavanona,
flavona, izoflavona i flavonola prikladnija su otapala kao Sto je kloroform ili mjeSavina etil
acetata i metanola, iako se flavonoli uspjeSno ekstrahiraju i pomoc¢u mjeSavine vode i etilnog
alkohola. Antocijanini se obi¢no ekstrahiraju s metanolom koji sadrzi klorovodi¢nu kiselinu jer
pri tim uvjetima antocijanini prelaze u flavilijevu formu. Acilirani antocijanini su nestabilni u
otopinama koje sadrze mineralne kiseline, pa se za ekstrakciju takvih spojeva umjesto
klorovodic¢ne kiseline koriste slabije kiseline kao $to su mravlja i octena (20). Antocijanini se po
mogucnosti trebaju ekstrahirati na temperaturi iznad 70 °C jer se na tim temperaturama
denaturiraju prisutni enzimi, ali previsoke temperature treba izbjegavati zbog hidrolize
antocijanina. Ekstrakti bi se trebali pripremati najmanje 1 sat prije analize ¢ime se omogucava
dovoljno vremena za prelazak bezbojnih halkona u obojenu flavilijevu formu (52).

Posto se polifenolni spojevi nalaze u vocu uglavnom u obliku glikozida, Cesto se kao
pomoc¢ pri analizi polifenolnih spojeva, uz ekstrakciju, primjenjuje postupak hidrolize kojim se
polifenolni spojevi razgraduju na svoje aglikone i molekule Secera (60,61). Hidroliza olakSava
kromatografsku analizu koja slijedi nakon ekstrakcije, jer pojednostavljuje kromatografske
podatke posebno u slucajevima kada komercijalni standardi nisu dostupni. Nakon hidrolize
smanjuje se broj podataka jer ¢e svi glikozidi jednog aglikona i slobodni aglikon dati jedan pik
(59). Tako se flavonoli i fenolne kiseline (npr. iz sitnog bobi€astog i jagodastog vo¢a) mogu
odrediti u vocu nakon ekstrakcije i hidrolize pomocu otopine koja se sastoji od vode i metanola
te sadrzi klorovodi¢nu kiselinu i terc-butilhidrokinon kao antioksidans. U ovakvom ekstraktu
mogu se kvantitativno odrediti flavonoli 1 fenolne kiseline u formi aglikona, no ova metoda nije
prikladna za ekstrakciju antocijanina (60,61). Da bi se ekstrahirali antocijanini iz vo¢a (npr. iz
treSanja) i pojedine fenolne kiseline koje se ve¢ nalaze u slobodnom stanju, voce se ekstrahira s
otopinom vode i metanola. Smjesa se centrifugira, te evaporira. Ostatak nakon evaporacije se
razrijedi u metanolu i skladiSti u hladnjaku. Prije analize, tako pripremljen ekstrakt se ispari do
suhog, te se razrijedi u mobilnoj fazi koja u sebi sadrzi mravlju kiselinu. Analiza antocijanina i
fenolnih kiselina provodi se HPLC metodom (62).

Posto se u vocu nalaze razliite grupe polifenolnih spojeva razlicite kemijske strukture 1
razliite osjetljivosti na uvjete ekstrakcije 1 hidrolize, nije jednostavno prona¢i samo jednu
metodu ekstrakcije polifenola. Cesto se mora primjeniti vise koraka izolacije da bi se ekstrahirale
pojedine grupe polifenola iz jednog uzorka te da bi se, nakon ekstrakcije, moglo provesti
detaljno kvantitativno odredivanje pojedinih polifenolnih spojeva koje bi dalo kompletnu sliku i

polifenolni profil nekog uzorka (4,10). Tako se polifenoli iz raznog sitnog vo¢a mogu
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ekstrahirati s etil acetatom. U ovom ekstraktu nalaze se slobodne i konjugirane hidroksicimetne
kiseline, galna kiselina, elaginska kiselina, flavonoli, flavanoli i proantocijanidini male
molekularne mase. Jedan dio tog ekstrakta ispari se do suhog ostatka koji se otopi u metanolu i
analizira HPLC metodom. Drugi dio ekstrakta ponovo se ekstrahira s puferom natrijevog acetata
pH vrijednosti 7.0 te s vodom da se uklone fenolne kiseline u vodenu fazu. Nakon tog koraka
prociS¢avanja, ekstrakt se ispari do suhog i otopi u metanolu te se u njemu analiziraju flavanoli i
proantocijanidini. Ostatak voca zakiseli se otopinom HCl-a i antocijanini se ekstrahiraju s
metanolom. Alikvot ovog ekstrakta otpari se do suhog ostatka, otopi u metanolu i antocijanini se

analiziraju HPLC metodom (19).

2.6. Metode analize flavonoida i fenolnih kiselina

Flavonoidi i fenolne kiseline su vrlo dobro definirane skupine spojeva s ustanovljenim
fizikalnim i kemijskim osobinama te se za njihovu analizu mogu koristiti razne spektroskopske,
elektroforetske, elektrokemijske i kromatografske tehnike. Jedna od najce$c¢e koriStenih tehnika
u njihovoj karakterizaciji je UV/Vis spektroskopija jer je UV/Vis spektar ovih spojeva vrlo
karakteristi¢an (tablica 1). Flavonoidi pokazuju dvije glavne apsorpcijske vrpce: prva vrpca
(300-380 nm) nastaje zbog apsorpcije prstena B dok je druga vrpca (240-280 nm) rezultat
apsorpcije prstena A. Pozicija tih vrpci daje informaciju o vrsti flavonoida i supstitucijskim
skupinama vezanim za molekulu flavonoida (63). Veliki broj tradicionalnih metoda za
odredivanje ukupne koli¢ine polifenolnih spojeva bazirane su na primjeni spektroskopije. Tako
se jednostavnim kolorimetrijskim postupcima moZe odrediti koli¢ina ukupnih polifenolnih
spojeva (2,3,64), ukupnih flavonoida (64), ukupnih antocijanina (2,3,65) ili ukupnih
hidroksicimetnih kiselina (64). Od ostalih spektroskopskih tehnika u analizi flavonoida i fenolnih
kiselina koriste se jo§ FTIR spektroskopija (66), masena spektrometrija (MS) (67) te nuklearna
magnetska rezonancija (NMR) (68,69). Nesto se rijede koriste elektroforetske tehnike, no
razvijena je primjena kapilarne elektroforeze (CE) za odredivanje polifenolnih spojeva (70-72).
Od novijih tehnika treba spomenuti i1 elektrokemijske metode kao Sto su ciklicka voltametrija
(CV) (engl. Cyclic Voltammetry) (73), pravokutno-valna voltametrija (SWV) (engl Square-Wave
Voltammetry) (74) te elektrokemijske metode u tzv. proto¢nim uvjetima mjerenja (FIA-
amperometrija i FIA-kulometrija) (75).

Potreba za detaljnim odredivanjem pojedinih polifenolnih spojeva dovela je do upotrebe
kromatografskih tehnika: tekucinske (LC) (engl. Liquid Chromatography) (76,77) i plinske
kromatografije (GC) (engl. gas chromatography) (77). Plinska kromatografija (GC) se ne koristi
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tako Cesto za razdvajanje i odredivanje polifenolnih spojeva kao tekucinska, no s prikladnim
metodama derivatizacije i ova metoda moze biti prikladna za odredivanje polifenola (8,63).
Metoda izbora za razdvajanje te kvalitativno i kvantitativno odredivanje flavonoida i fenolnih
kiselina u kompleksnim uzorcima svakako je teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

(engl. High-PerformanceLiquid Chromatography) (HPLC) (4, 6-10,18,19).

Tablica 1. Apsorpcijski spektri razli¢itih grupa polifenola (49)

Grupa spojeva UV vrpca IIP UV vrpca I° Vidljivo podrucje
Benzojeve Kkiseline 270-280
Cimetne kiseline (290-300)° 305-330
Antocijanini 240-280 (315-325)° 450-560
Flavonoli 250-270 (300)° 350-380
Flavanoli 270-280
Kumarini 220-230 310-350
Flavoni 250-270 330-350
Flavanoni, 270-295 (300—330)b
Flavanonoli 220-270 (300-320)" 340-390
Halkoni 240-270 340-370
Auroni 245-270 300-340

* uobicajeno otapalo je metanol, osim metanol-HCl za antocijanine; promjene u sastavu
mobilne faze uzrokovat ¢e pomak u spektru

® shoulder (rame)

¢ u slu¢aju aciliranja s cimetnim kiselinama

2.6.1. Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Svim kromatografskim postupcima zajednicko je postojanje stacionarne (nepokretne) i
mobilne (pokretne) faze. Kod tekucinske kromatografije mobilna faza je tekuc¢ina i ona nosi
sastojke uzorka kroz stacionarnu fazu koja se nalazi u koloni, a odjeljivanje sastojaka uzorka u
koloni temelji se na njihovim razli¢itim brzinama kretanja kroz stacionarnu fazu. Razvojem
punila za stacionarnu kolonu koja su imala promjer 10 pm ili manji, razvijena je kasnih 60-tih
godina tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography). Postoji nekoliko vrsta tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti-
razdjelna kromatografija, adsorpcijska kromatografija, kromatografija ionske izmjene,
kromatografija na gelu - ali se najviSe upotrebljava razdjelna kromatografija. Kod ove vrste

tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti, stacionarna faza u koloni je najcesce silikagel
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na koji su vezane razliCite organske grupe kao Sto su Cg (oktil) ili C;g (oktadecil) grupe. One
stvaraju monomolekularni sloj stacionarne faze na silikagelu, te se na taj na¢in moze dobiti veliki
broj manje ili viSe polarnih stacionarnih faza. Ovisno o polarnosti stacionarne i mobilne faze
razlikujemo normalnu kromatografiju i reverznu kromatografiju. Kod normalne kromatografije
stacionarna faza je polarna (CN, NH,), a mobilna nepolarna. Kod reverzne kromatografije (RP-
HPLC) stacionarna faza je nepolarna (ugljikovodici C,-C,;), a mobilna faza je polarno otapalo
poput vode, metanola, acetonitrila. Polarna mobilna faza nosi sastojke uzorka preko nepolarne
stacionarne faze koja se nalazi u koloni te, onaj sastojak uzorka koji je najpolarniji, izlazi prvi jer
najmanje reagira s nepolarnom stacionarnom fazom. Procjenjuje se da se danas oko 75 % HPLC
analiza odvija reverzno-faznom tehnikom (78).

Uredaj za tekucinsku kormatografiju visoke djelotvornosti (slika 10) sastoji se od
spremnika u kojima se nalazi teku¢a mobilna faza, ventila za doziranje uzorka, crpke koja pumpa
mobilnu fazu kroz sistem, kolone u kojoj se nalazi stacionarna faza (na njoj se razdvajaju
komponente iz uzorka ovisno o brzini kretanja kroz kolonu), detektora, te kompjuterskog sustava
koji prikuplja podatke i prikazuje razdvojene komponente iz uzorka u obliku kromatograma (78).
Detektori koji se najceS¢e upotrebljavaju u tekucinskoj kromatografiji su UV/Vis detektori
(namijenjeni komponentama koje apsorbiraju UV ili Vis zracenje), PDA detektori (snimaju cijeli
spektar aposrpcije neke komponente), RI detektori (mjere indeks loma komponente), MS

detektori (detektori masene spektrometrije) te razliciti elektrokemijski detektori (EC) (78).

[ Eolona
1 IC1 Ml LAl
Razdvojent

li spojevi
Mobilna faza
* Detektor

Dotok

otapala *EF

crpka Oitpad
- =

Ventil za Rafunaln 3 T /\M

dozirane WVitjerme —s
uzorka s Snimanje
kormponentarna kromatozrama
LBIC

Slika 10. Shematski prikaz HPLC analitickog sustava
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2.6.2. Odredivanje polifenola teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
Polifenolni  spojevi se najeS¢e  analiziraju reverzno-faznom tekucinskom
kromatografijom (RP-HPLC). Izbor kolone koja ¢e se upotrijebiti za analizu flavonoida i
fenolnih kiselina u kromatografiji ovisi o grupi flavonoida koji se Zele razdvojiti i o
karakteristikama stacionarne faze koja je sposobna omoguciti zadovoljavaju¢u retenciju,
selektivnost 1 oblik pika. Najpopularnije su kolone dugacke 150 ili 250 mm, s veli¢inom cCestica
punjenja 5 um. Sistem otopina koje se upotrebljavaju za mobilnu fazu kod razdvajanja
flavonoida pomocu reverzno-fazne HPLC metode su najceS¢e metanol-voda ili acetonitril-voda.
Obicno se u mobilnu fazu dodaje octena ili mravlja kiselina, a ponekad fosfatna ili perklorna jer
one omogucavaju poboljSano razdvajanje i sprijeCavaju dijeljenje pika. Obi¢no najbolje rezultate
daje gradijentna eluacija, s linearnim gradijentom u kombinaciji s izokratiénim korakom
(6,10,61,63,79,80). Identifikacija flavonoida razdvojenih na HPLC-u obi¢no se izvodi
usporedujuci retencijska vremena s retencijskim vremenima standarda, kao i analiziranjem
karakteristika razdvojenih flavonoida koje je skupio detektor. Jedno od ograni¢enja kod analiza
flavonoida u biljnim materijalima je Cinjenica da mnogi spojevi, posebice glikozidi, nisu
komercijalno dostupni $to otezava pravilnu identifikaciju i kvantifikaciju. Jedno od mogucih
rjeSenja ovog problema je hidroliza flavonoid glikozida u procesu ekstrakcije (63). Detektori koji
se najceS¢e upotrebljavaju u analizi polifenola su UV/Vis ili PDA detektor (4,9,18,61), ali u
zadnje vrijeme sve je ucestalija upotreba detektora masene spektrometrije (MS) (6) koji s
velikom sigurnoS¢u moze identificirati razne polifenolne spojeve. Prednost upotrebe MS
detektora je mogucnost identifikacije polifenolnih spojeva u obliku glikozida te identifikacija
spojeva koji se nalaze u uzorcima u vrlo malim koli¢inama. Cesto se kombinira upotreba PDA i

MS detektora (10).

2.7. Voce kao izvor polifenola

2.7.1. Tamno obojeno voée

Jagodasto, bobicCasto i koStunicavo voce ukusna je niskoenergetska namirnica bogata
polifenolnim spojevima. Mnogobrojnim je istraZivanjima utvrdeno da sitno tamno obojeno voce
koje pripada porodicama Rosaceae (viSnja, kupina, jagoda, malina), Ericaceae (borovnice),
Saxifragaceae (ribiz) sadrzi vece koliCine polifenolnih spojeva od povrca, Zitarica i nekih drugih
vrsta voca (81). Zbog velike koli¢ine polifenola, ovo voce pokazuje i jaku antioksidacijsku
aktivnost. Tako je bobicasto voce pokazalo najjacu antioksidacijsku aktivnost izmedu razlicitih

vrsta voca bez obzira na metodu odredivanja antioksidacijske aktivnosti (TEAC-Trolox
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Equivalent Antioxidant Capacity, TRAP-Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter, FRAP-
Ferric Reducing-Antioxidant Power) (82), Oxygen Radical Absorbing Capacity) (83). Izmedu
razli¢itih vrsta bobiCastog voca posebno se po koliCini polifenola i antioksidacijskoj aktivnosti
isti¢e aronija. Ovo voce sadrzi vece koliCine polifenola i ima snazniju antioksidacijsku aktivnost
u usporedbi s ostalim vrstama voca, zacinskim biljkama, povréem, Zitaricama, sjemenkama i sl.

(43,84). Klasifikacija najznacajnijeg sitnog voca prikazana je u tablici 2 (85).

Tablica 2. Klasifikacija sitnog, tamno obojenog voca

Porodi r latinski naziv \ . .
orodica, rod, latins a Hrvatski naziv voéa

voca
Porodica Saxifragaceae
Rod Ribes- Ribes sativum Crveni ribiz
-Ribes nigrum Crni ribiz
Porodica Rosaceae
Rod Rubus-Rubus fruticosus Kupina
-Rubus idaeus Malina
Rod Prunus-Prunus avium Tresnja
-Prunus cerasus Visnja
Rod Fragaria-Fragaria anannassa Jagoda
Rod Aronia-Aronia melanocarpa Aronija

Porodica Ericaceae
Rod Vaccinium-Vaccinium myrtillus Borovnica

Porodica Caprifoliaceae
Rod Sambucus - Sambucus nigra Bazga

Crveni i crni ribiz pripadaju porodici Saxifragaceae, rodu
Ribes (85). Crveni ribiz ima sitne, so¢ne plodove crvene boje,
ugodnog kiselkastog okusa. Plodovi crnog ribiza su tamno
ljubicastocrne boje, a sasvim zrele bobe crne su boje, jakog mirisa.
I crni i crveni ribiz od davnina su poznati kao voéne vrste. Ve¢ u
XV. stoljecu ribiz se uzgajao u Nizozemskoj da bi se poslije
proSirio u Dansku, Njemacku i zemlje Baltika, a zatim dalje po
Europi i1 svijetu. U SAD-u se uzgaja od sredine XIX. stolje¢a. O
znaCenju ribiza u to vrijeme najbolje govori podatak o prvoj
monografiji cijelog roda Ribes objavljenoj 1907. godine no u
intenzivnom uzgoju ribiz se pojavio znatno kasnije (86).

Danas se u uzgoju uobicajeno pojavljuju 4 vrste ribiza:

crveni, crni, bijeli i zuti. U plantaznom uzgoju najvise se uzgaja
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crni ribiz jer je neusporedivo bogatiji prehrambenim visokovrijednim sastojcima i rodi dvostruko
viSe po jedinici povrSine od crvenih sorata. U zapadnoeuropskim zemljama sve se viSe podiZu
plantaZe crvenog ribiza. Bijeli i Zuti su interesantni samo zbog svoje dekorativnosti. Zanimljiv je
podatak da je crni ribiz bogatiji vitaminom C od svih voénih vrsta. On sadrzi vitamina C 4-8 puta
viSe od limuna i narance, 10-20 puta viSe od jabuke, treSnje ili viSanja te do 100 puta viSe od
grozda. U sastavu se jo$ nalaze visokovrijedni spojevi kao Sto su: vitamini, minerali,
bjelancevine, pektini, celuloza, vlaknaste tvari i vo¢ne kiseline. Za crni ribiz je specifi¢no joS$ i to
da vitaminima nije bogat samo plod, nego svi zeleni dijelovi (list, pupovi, mladice). Ljekovita
svojstva ribiza poznata su jo§ od davnina u borbi protiv anemije (plod), a napici dobiveni od li§¢a
1 ostalih biljnih dijelova koristili su se kao diuretici, kod problema probavnog sustava i u borbi

protiv kroni¢nog reumatizma (86). Crni ribiz se preraduje u sokove, sirupe, vino, vo¢ne kase, a

nesto se ribiza potrosi i u svjezem stanju. Crveni ribiz se koristi za pripremu slastica i Zelea (86,

87).

Kupina pripada porodici Rosaceae, rod Rubus. Latinsko
ime kupine je Rubus fruticosus (85). To je sono voce sa
sjajnom, tankom koZicom, bogato mineralima, posebno
magnezijem 1 kalijem, prehrambenim vlaknima i vitaminom C, a
dobar je izvor antioksidansa. Od nje se proizvode sokovi, vino,

kolaci, dzemovi (88). Danasnje plemenite sorte kupina uglavnom

su proizasle iz divljih europskih i americ¢kih sorti. Prvo je
uvedena kao voc¢na kultura u Americi pocetkom XIX stoljeca, a u Europi se uzgaja od kraja XIX
stolje¢a. Kupinu se u prirodi nalazi uz putove, u Zivicama, na rubovima Suma kao vrlo neugodan
korov. Za razliku od divlje kupine, koje kod nas ima oduvijek, plemenita kupina pocela se
uzgajati vrlo kasno, prije tridesetak godina (86).

Malina (Rubus idaeus) pripada porodici Rosaceae, rod
Rubus (85). Ona se, kao voc¢na vrsta, u novije vrijeme sve ¢eSce
spominje u naSim planovima obnove individualnoga
gospodarstva. To je zahvalna kultura koju nije teSko uzgojiti, ali

u berbi zahtjeva mnogo ljudskoga rada pa je zbog toga pogodna

za obiteljska gospodarstva. Malina se uzgaja za prodaju kao
svjezi plod ili, joS CesCe, za preradu i zamrzavanje, Sto oplemenjuje proizvod i podiZze mu cijenu,
pa je financijski u¢inak znatno veci. Plodovi malina sadrze mnogo kiselina, Secera i vitamina pa
su, uz lijepu boju soka i ugodnu aromu, osobito traZeni na trZiStu svjeZzeg voca, a jo§ viSe za

preradu (86).
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Jagoda pripada porodici Rosaceae, rod Fragaria (85).
Gotovo da 1 nema vocéne vrste koja ima toliko Siroku
rasprostranjenost i toliko nacina uzgoja kao jagoda. Zauzima
srediSnje mjesto u skupini jagodicastog voca jer, s gospodarskog
stajaliSta, u suvremenom hrvatskom poljodjelstvu pocinje dobivati

sve vecu vaznost. Razlozi su za tu tvrdnju viSestruki. Jagoda je prvo

rano vo¢e u godini, privlacna izgleda, troSi se kao svjeze voce,
konzervirano ili zamrznuto. Od svih vo¢nih vrsta koje se uzgajaju, najbrze vra¢a uloZeni kapital i
omogucuje dobru zaradu na relativno malenim povrSinama. Dobro je prilagodena razlicitim
tlima i klimatskim ¢imbenicima, brze se i lakSe razmnoZava od ostalih vo¢nih vrsta i donosi plod
odmah u godini sadnje. Opcenito govore€i, jagoda je danas u hrvatskom poljodjelstvu
neopravdano slabo zastupljena, a ponuda na trZnicama i u prodavaonicama nije dovoljna (86).
Jagoda je voée kojim se Covjek medu prvima koristio u svojoj prehrani. Narodna medicina
pripisuje joj ljekovitu vrijednost, a zbog sadrzaja raznih organskih 1 anorganskih sastojaka,
plodovi jagode imaju veliku hranjivu vrijednost. Plod jagode znacajan je izvor vitamina C, ima
malu kalori¢nu vrijednost i koristan je u dijetalnoj prehrani. Uz potro$nju u svjezem stanju,
jagoda se mnogo primjenjuju u kulinarstvu za spremanje raznih slastica i preradevina (kompota,
dZzemova, soka, slatkoga, likera) i za popravak kakvoce drugih proizvoda (86).

Aronija (Aronia Melanocarpa) pripada porodici
Rosaceae. Njezina domovina je sjeverna Amerika, ali je kao
vocna vrsta najrasirenija u drzavama bivSeg Sovjetskog Saveza.
Raste kao bujan grm visok 1,5 — 3 m koji cvate u svibnju bijelim

cvjetovima. Otporna je na zimske niske temperature i kasne

proljetne mrazove, a uspijeva i na manje plodnim tlima. Dobro
podnosi suSu, otporna je na bolesti i Stetnike. Plodovi aronije uvrStavaju se u skupinu
jagodicCastog voca, rastu u grozdovima, dozrijevaju u kolovozu kada postaju crno obojeni i slatko
— trpkoga su okusa. Upotreba plodova aronije je svestrana. Plodovi aronije preraduju se u
sokove, kompote, marmelade, dZemove, a mogu se koristiti i svjezi, suSeni ili se zamrzavaju.
Poznati su ljekoviti ucinci zrelih plodova, koji pored prirodne boje — koja
potjece od antocijana, sadrZe i vitamine A, B, C, te minerale (89).

TreSnje (Prunus avium) pripadaju porodici Rosaceae, rodu Prunus
(85). To je malo voce srcolikog oblika, glatke, tanke koze. Boja koze i
mesa moZe biti razli¢ita, od tamno crvene do Zute, $to ovisi o sorti treSnje.

(87,88). Sve sorte treSanja koje se danas uzgajaju u svijetu potjecu od
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Prunus avium odnosno Cerasus avium. Tre$nja je u Rim donesena iz Gr€ke, a u Gréku iz Male
Azije. Pouzdano se mozZe tvrditi da je gencentar treSanja Mala Azija i Transkavkasko gorje, gdje
divlja treSnja raste po rubovima Suma do 1800 m nadmorske visine. Danas se u svijetu uzgaja
oko 1500 razlicitih sorata treSanja, medu kojima je veci broj namijenjen za potroSnju u svjezem
stanju, manji broj uzgaja se samo za preradevine (kompoti, slatko, dZemovi, marmelade, likeri)
(86). TresSnje su dobar izvor vitamina A i vitamina C, bogate su i antioksidansima i kalijem te
stoga povoljno djeluje na izlu¢ivanje vode iz organizma. Energetska vrijednost treSnje je niska,
te je pogodna za meduobrok ili kao zamjena za obrok kod ljudi s pove¢anom tjelesnom tezinom
(87,88). Zbog izrazito vrijednih hranjivih sastojaka 1 dijetoterapijskih vrijednosti, kao

oplemenjivac raznih vo¢nih i drugih preradevina, plodovi treSnje sve vise se troSe na naSem i u

svjetskom trzistu (86).

Visnju (Prunus cerasus) (85) se s pravom naziva plemenitim
vo¢em zbog unutarnjih svojstava ploda. Upravo zbog takvih svojstava
ploda, viSnja se ubraja u red najzanimljivijih vo¢nih vrsta za preradu.
Kolika je vaznost viSnje u preradivackoj industriji vidi se i po tome $to
je svjetska proizvodnja treSanja i visanja oko 2 000 000 tona od Cega
je barem 1 000 000 tona viSanja godiSnje. U Hrvatskoj se viSnja

uzgaja u dva proizvodna podru¢ja: u sjevernom kontinentalnom dijelu

i u sredozemnom dijelu, odnosno u Dalmaciji. U Dalmaciji se uzgaja
viSnja Maraska, koja se odlikuje posebnom kakvo¢om (86).

Borovnica pripada porodici Ericaceae, rod Vaccinium, a njeno
latinsko ime je Vaccinium myrtillus (85). To je malo, okruglo ili ovalno
vo¢e s plavom, glatkom kozicom, slatkog okusa. Bogate su
antioksidansima i vitaminom C. To vo¢e moZe pomoc¢i kod upala
urinarnog trakta i kod poboljSanja vida (88). Veoma su cijenjeni ugodna
aroma, miris i okus borovnice te se ovo kvalitetno voce trosi u svjezem

stanju i u obliku razli¢itih preradevina. Osobito su cijenjeni dzemovi,

sokovi, slato itd.(86). Uzgoj borovnice poceo je u SAD-u jo§ 1893. godine, te su danas u toj

zemlji pod nasadima borovnica velike povrSine, a Kkultura

.= borovnice iz dana u dan poprima sve vece znacenje. Uzgoj u
Europi poceo je nesto kasnije nego u SAD-u. (90).

Bobice bazge pripadaju porodici Caprifoliaceae, rodu

Sambucus  (85). Prirodno je rasprostranjena u Europi,

sjeverozapadnoj Africi i jugozapadnoj Aziji. Raste na raznim
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podruc¢jima, ukljuCujuci suha 1 vlazna tla. Bazga je biljka Sumskih ¢istina, rubova Suma 1 putova
uz naselja. Drvo naraste 4-6 m visine, liS¢e je rasporedeno u parovima, dugo je 10-30 cm, cvate u
lipnju, a bijeli cvjetovi skupljeni su u velike cvatove i imaju jak i intenzivan miris. Plodovi su na
pocetku zelene, zatim smede-crvene boje te na kraju sazrijevaju u sjajnocrne male, so¢ne bobe.
Ljekovita svojstva bazge sadrZzana su u svim dijelovima biljke: cvijetu, plodu, listu, kori i
korijenu. Djelovanja bazge i1 njezina upotreba u narodnoj medicini idu u korak s kamilicom te se

njeni cvjetovi i plodovi koriste za pripremanje ¢ajeva, sokova, pekmeza, vinai sl (91).

2.7.2. Rasprostranjenost antocijanina, flavonola, flavanola i fenolnih kiselina u

voéu

Glavne podgrupe flavonoida prisutne u bobiCastom i jagodastom vocu su antocijanini,
flavonoli 1 katehini. Fenolne kiseline prisutne u ovom vocu su derivati benzojeve i cimetne
kiseline (1) i u literaturi se mogu naci brojni podaci o koli¢ini tih spojeva u vocu. Medutim,
postoje velike razlike u objavljenim koli¢inama tih spojeva, $to ovisi o vrsti voca koja se
istrazuje, o vremenu berbe voca, razini zrelosti, zemljopisnom podrijetlu itd. Na rezultate snazno
utjeCu 1 metode upotrijebljene za ekstrakciju i analizu te se stoga pojavljuju neke nedosljednosti
u objavljenim koli¢inama tih spojeva (92). Zbog svih navedenih razloga potrebna su daljnja
istrazivanja kojima bi se utvrdilo koji su vrste polifenola prisutne u voc¢u i u kojoj koli¢ini. U
tablici 3 prikazane su koli¢ine antocijanina u razli¢itim vrstama sitnog tamnoobojenog voca, koje
su do sada objavljene u literaturi. Tablica 4 prikazuje koliine flavonola i fenolnih kiselina u

vocu iz razlicitih literaturnih izvora.
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Tablica 3. Literaturni podaci o koli¢ini pojedinih grupa antocijanina u vocu

(mg/kg svjezeg voca)

Cijanidin Delfinidin Peonidin Petunidin Pelargonidin Malvidin

Literatura
(mg/kg)  (mg/kg) (mg/hkg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Crni ribiz
1494 1518
1452 2440 4
1055 1288 12 1 19
Crveni ribiz
177
213 4
127 79
Kupina
703-2010 93
2386 40
1144-2415 94
Jagoda
34 82 10
6-27 246-380 95
Malina
721-883 6-9 10
311-1068 0-28 0-130 0-36 96
143-858 40
Borovnica
214 502 196 270 4
105 394 344 379 18
82-1150 506-2273 20-370 349-1671 123-925 9%
58-1271 10-763 <10-138 <10-174 <10-161 97
Visnja
1089-2621 80
278-804 0-18 98
Tresnja
290-868 8-58 80
785-2758 17-177 3-39 99
Aronija
8421 4
14781 79
3167 18
4810 100
Bazga
3316 4
13727 18 79

23



Tablica 4. Literaturni podaci o koli¢ini hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina te flavonola u razli¢itim vrstama

voca (mg/kg svjezeg voca).

Hidroksibenzojeve kiseline Hidroksicimetne kiseline Flavonoli Literatura
p-Hidroksi Elaginska Kafeinska p-Kumarinska Ferulicna Miricetin Kvercetin Kemferol
benzojeva kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Borovnica (Vaccinium myrtillus
nd na 95-106 61-81 11-12 na na na 44
na na 65 111a 31 81 tr 4
Kupina
na na na na na na 2-35 0.1-2.6 101
nd 300-338 14-36 4-21 30-35 Nd-100 nd nd 45
Aronija
na na na na na nd 89 nd 102
na na 60 832a nd 348 tr 4
nd na 750 69 27 na na na 44
Jagoda
na na na na na nd 7 5-8 102
na na na na na na 7.7-10 7-16 103
44-63 NA 1.4-4.2 29-49 Nd-3.2 NA NA NA 44
218b na nd 23b nd na 11b 6b 10
1-6 1.1-12 na 4.2-58.3 na 3.1-36 594 nd 104
Malina
na na na na na nd 6-8 nd 102
16.4-20 NA 6.9-10.8 9.8-18 7.6-9.4 NA NA NA 44
1012-1745b Na 1-3b 8-15b nd na 1-7b nd 10
Tresnja
8.8 na 171 51 4.6 na na na 44
na na na na na na 15 <2 103
na na na 10-68b na na 13-54.8b 3-14b 80
Visnja
na na na 15-49b na na 12-48b Nd-13b 80




Nastavak Tablice 4. Literaturni podaci o koli¢ini hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina te flavonola u razli¢itim

vrstama voca (mg/kg svjezeg voca).

Hidroksibenzojeve kiseline Hidroksicimetne kiseline Flavonoli Literatura
p-Hidroksi Elaginska Kafeinska p-Kumarinska Ferulicna Miricetin Kvercetin Kemferol
benzojeva kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Bazga
na na 18 179a nd 331 Tr 4
Crni ribiz
na na na na na 71 44 nd 102
na na 39 27a 93 50 13 4
na na 26b 48b 10b 40b 47b 15b 6
14 na 35 47 13.3 na na na 44
Crveni ribiz

na na na na na nd 9 nd 102
na na 11 5a tr 4 Tr 4
na na na na na na 13 <2 103
na na nd 5b 3b 0.8b 7b 0.4b 6
12.1 na 14 26 nd na na na 44

a (kafeinska + feruli¢na kiselina), b (ukupni derivati odredenog spoja), NA-nije analizirano, ND-nije idenificirano (not detected)
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2.8. Antioksidansi i njihovo antioksidacijsko djelovanje

Antioksidansi su spojevi koji zna¢ajno inhibiraju ili odgadaju oksidaciju nekog supstrata
iako su prisutni u koncentraciji manjoj od supstrata. Oni neutraliziraju slobodne radikale dajuci
im svoj elektron ili inhibiraju stvaranje slobodnih radikala. Njihovo djelovanje osobito je
znacajno kod:

a) raznih procesa u ljudskom organizmu, jer antioksidansi mogu u znatnoj mjeri sprijeciti

rizik od nastanka nekih bolesti kao §to su maligne ili krvoZilne bolesti

b) u prehrambenoj industriji, jer antioksidansi sprijeCavaju razlicite Stetne oksidacijske

procese u hrani kao Sto su razgradnja arome, boje, stvaranje uzeglosti, kvarenje hrane i sl.
Fizioloska uloga antioksidansa temelji se na sprijeCavanju oStecenja stani¢nih komponenata koja
nastaju kao posljedica kemijskih reakcija u koje su ukljuceni slobodni radikali. Zadnjih godina
pronadeno je dosta dokaza koji podupiru pretpostavku o klju¢noj ulozi slobodnih radikala u
mnogim fundamentalnim reakcijama u stanicama, a antioksidansi koji mogu sprijeciti Stetno
djelovanje slobodnih radikala vaZzni su u obrani organizma od bolesti (ateroskleroze, razli€itih
tipova dijabetesa i sl.). Vocée i povrce bogati su izvori prirodnih antioksidansa (vitamini A, B, C,
tokoferoli, kalcij, selen, prehrambena vlakna, flavonoidi, fenolne kiseline i sl.), medu kojima je
potrebno istaknuti polifenolne spojeve. Oni su odgovorni za veliki dio antioksidacijskog
kapaciteta voca i1 povrc¢a, a redoviti unos voca i povréa bogatih polifenolima ima pozitivan
utjecaj na zdravstveno stanje ljudi te na smanjeni rizik od nastanka nekih bolesti. Zbog toga se
danas voce i povrce te prirodni antioksidansi prisutni u vocu i povréu, posebno polifenoli, sve

vise istrazuju (1,27).

2.8.1. Nastajanje slobodnih radikala i ostec¢enje tkiva djelovanjem

slobodnih radikala

Slobodni radikali su nestabilne, visokoreaktivne molekule s puno energije, koje u
vanjskoj elektronskoj ljusci imaju nespareni elektron te mogu ili donirati elektron ili ga uzeti od
druge molekule da bi ostvarili stabilnost i, prema tome, mogu se ponasati kao oksidansi ili
reducensi. Zbog svoje visoke reaktivnosti veéinom imaju vrlo kratko vrijeme poluZivota (10°
sekunde ili krace) u bioloSkim sustavima iako neki mogu preZzivjeti i duze (27). Slobodni radikali
kisika su superoksidni (O;’), hidroksilni (OH"), hidroperoksilni (HOO"), peroksilni (ROQO),
aloksilni (RO") radikali. Ti radikali reagiraju brzo s ostalim spojevima pokusavaju¢i uhvatiti

njihove elektrone da bi postigli stabilnost. Kada molekula koja je napadnuta izgubi svoje
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elektrone, ona 1 sama postaje slobodni radikal i zapo€inje lanCanu reakciju u kojoj nastaju
neZeljeni spojevi (1).

Najvazniji slobodni radikali koji mogu utjecati na razvoj mnogih bolesti su derivati
kisika, posebice superoksidni i hidroksilni radikal. Stvaranje slobodnih radikala u organizmu
odvija se putem nekoliko mehanizama na koje utjeCu endogeni faktori kao i faktori okoline
(slika 11) (27). Superoksidni anion (O;’) nastaje dodatkom elektrona kisiku, a in vivo se ovaj
radikal stvara pomoc¢u nekoliko mehanizama. Neke molekule kao Sto su adrenalin, flavin
nukleotid i glukoza mogu se oksidirati (autooksidacija) u prisutnosti kisika pri ¢emu se
oslobodeni elektron veZe na molekulu kisika te nastaje superoksidni anion. Te su reakcije
ubrzane prisutnoscéu prijelaznih metala kao $to su Zeljezo i bakar. Superoksidni anion moZe
nastati i u mitohondrijima. Mitohondriji su tvornice energije u ljudskom organizmu, a kisik se na
kraju respiratornog lanca, u mitohondrijima pretvara u vodu. Redukcija kisika u vodu izvodi se
pomocu lanca transporta elektrona u unutrasnjoj membrani mitohondrija. Za vrijeme tog procesa
proizvode se intermedijari slobodnih radikala koji su obi¢no Cvrsto vezani za komponente
transportnog lanca. No konstantno se dogada curenje slobodnih elektrona u matriks
mitohondrija Sto utjeCe na stvaranje superoksidnog aniona. Osim u mitohodrijima, superoksidni
radikal moZe nastati i kao posljedica djelovanja imunoloSkog sustava organizma, preciznije
leukocita koji u okruZenju mikroorganizama zapocinju proizvodnju velikog broja superoksida.
Nadalje, aktivnost nekih enzima takoder uzrokuje curenje nekoliko elektrona u okolnu
citoplazmu Sto takoder utjeCe na nastanak superoksida. Svaki bioloski sustav koji proizvodi
superoksidni anion, takoder moZe proizvesti vodikov peroksid kao rezultat spontanih
dismutacijskih reakcija. Uz to, neke enzimske reakcije mogu direktno proizvesti vodikov
peroksid. Vodikov peroksid nije sam po sebi slobodni radikal, ali ga se ubraja u reaktivne oblike
kisika (engl. reactive oxygen species). On je slab oksidans koji moze direktno oStetiti proteine i
enzime koji sadrze tiolne skupine. No njegova najvaZnija osobina je mogucnost slobodnog
prelaska kroz stanicne membrane, Sto superoksidni anion opcenito ne moZe. Prema tome,
vodikov peroksid stvoren na jednoj lokaciji u organizmu moZze se rasiriti daleko prije razgradnje
u kojoj nastaje reaktivni hidroksilni radikal. Hidroksilni radikal najvjerojatnije je posrednik u
vecini toksicnih efekata koji se pripisuju vodikovom peroksidu. Dakle, hidroksilni radikal je
konacni posrednik kod vecine oStecenja koja nastaju na tkivima, a koja uzrokuju slobodni
radikali. Vecina reaktivnih kisikovih oblika uzrokuje patoloske efekte povecavajuci stvaranje
hidroksilnog radikala. Iako hidroksilni radikal moze nastati na nekoliko nacina, daleko najvazniji
mehanizam nastanka hidroksilnog radikala in vivo je dekompozicija superoksida i vodikovog

peroksida koja je katalizirana prijelaznim metalima (27).
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Opisani procesi nastanka slobodnih radikala su normalni procesi metabolizma, a nastali
slobodni radikali sluZe neutraliziranju virusa i bakterija. Neki uvjeti okoline kao S$to su
zagadenje okoline, radijacija, dim cigarete ili herbicidi koji dospiju u organizam utjeCu na
dodatno stvaranje slobodnih radikala (1) te nastaje neravnoteZa izmedu koliCine tih reaktivnih
molekula i Stete koju mogu uzrokovati te mehanizama obrane i popravka (49). Lan¢ane reakcije
uzrokovane slobodnim radikalima mogu uzrokovati peroksidaciju lipida Sto rezultira u
destabilizaciji stani¢nih membrana ili oksidaciju ostalih stani¢nih komponenti kao Sto su

proteini i DNA, $to dovodi do promjena u stanici i oSte¢enja tkiva (1).

Proizvodnja slobodnih radikala
roizvodnja slobodnih radika Uieti okolita

Endogeni uvjeti -dim cigarete
-curenje elektrona iz 0. H-0 -UV zraCenje
mitohondrija S -zagadivaci
-enzimska aktivnost Prijelazni -ionizirajuce zracenje
-reakcije autooksidacije metali
isl. Fe’*, Cu’
OH
Peroksidacija lipida Modificirana baza DNA Ostecenje proteina

T l /

Ostecenie tkiva

Slika 11. Glavni izvori slobodnih radikala u organizmu i posljedice njihova djelovanja (27)

2.8.2. Antioksidativni obrambeni sustav i antioksidansi

Ljudski organizam je razvio antioksidativhu obranu kao zaStitu od napada slobodnih
radikala koja je prikazana na slici 12 (27). Prvu liniju obrane u borbi protiv slobodnih radikala
¢ine tvari koje inhibiraju stvaranje aktivnih oblika kisika i slobodnih radikala tako S$to vezu
metalne ione koji su katalizatori u reakcijama oksidacije, reduciraju hidroperokside i hvataju
pojedinacne molekule kisika. U spojeve prve linije obrane ubrajaju se razli€iti enzimi te proteini
koji vezu prijelazne metale (26). Osim njih, neki prirodni antioksidansi, posebno polifenoli,
posjeduju potencijalna mjesta na koja se mogu vezati metali. Dio antioksidacijske aktivnosti
polifenola moZe se, prema tome, povezati s reakcijama helacije metala. Pokazalo se da je

helacija jedan od mehanizama u antioksidacijskom djelovanju antocijanina (105).
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Drugu liniju obrane ¢ine antioksidansi koji hvataju slobodne radikale (engl. radical-
scavenging antioxidants) te na taj naCin sprecavaju pocetak lanCanih reakcija koje bi inace
zapoceli slobodni radikali (26, 27). Takvi antioksidansi (AH) doniraju jedan od svojih elektrona

te tako neutraliziraju slobodne radikale (LOO-,LO-) i ometaju fazu propagacije.
LOO+AH———— LOOH +A"
LO*+AH —> LOH +A’

U tim procesima sami antioksidansi postaju slobodni radikali (A-), ali oni ne iniciraju i ne poti¢u
daljnje reakcije oksidacije jer imaju malu reaktivnost i stabilni su 1 u ovoj formi. Oni djeluju
zapravo kao ,.hvataci* slobodnih radikala i mogu se definirati kao tvari koje mogu stabilizirati
slobodne radikale. Polifenoli su vrlo reaktivni hvataci radikala (1,26).

Antioksidansi koji hvataju slobodne radikale mogu se podijeliti na antioksidanse vodene
faze 1 antioksidanse lipidne faze. Antioksidansi koji djeluju u lipidnoj fazi hvataju radikale u
membranama 1 lipoproteinima 1 kljuni su u sprijeCavanju lipidne peroksidacije. Najvazniji
antioksidans koji djeluje u lipidnoj fazi je vitamin E, ali to su i karotenoidi i flavonoidi.
Antioksidansi koji djeluju u vodenoj fazi direktno hvataju slobodne radikale u vodenim

dijelovima stanica. Najvazniji antioksidans ovog tipa je vitamin C (27).

Nastajanje slobodnih radikala

Proteini koji veZu metale
.. C . . -transferin
Enzimi antioksidansi l feritin
-superoksid dismutaza B I .
_katalaza T TTTTTTT > Oz . H202 - 4 -laktoferin
-glutation peroksidaza » ’
Prijelazni
N metali
, 4 Fezi—’ Cu+

Antioksidansi koji razbijaju lan¢ane ~ .”

reakcije 7 v
-direktno hyataju slobodne radikale OH
Lipidnféa\‘

-tokoferol Vodena faza

-ubikinol -askorbat

-karotenoidi -urati Osteéenje tkiva
-flavonoidi -glutation .

Mehanizmi popravka

Slika 12. Antioksidativna obrana protiv napada slobodnih radikala (27)
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Tre€a linija obrane organizma od djelovanja slobodnih radikala je popravak
oksidativnih oStecenja koja su nastala na lipidima, proteinima i molekulama DNA. U ovoj obrani
sudjeluju razni enzimi kao lipaze, proteaze i enzimi za popravak DNA molekula. Postoji jos
jedan obrambeni mehanizam po kojem se u organizmu proizvode odgovarajuci antioksidansi te
transportiraju na to¢no odredena mjesta, u tocno odredeno vrijeme i u to¢no odredenoj kolicini.
Neki antioksidansi potrebni za obranu organizma od napada slobodnih radikala, medu kojima su

i polifenolni spojevi, unose se u organizam hranom (26).

2.8.3. Interakcije izmedu pojedinih antioksidansa

Izmedu antioksidansa se, in vivo, mogu dogoditi razli¢ite kompleksne interakcije koje
utjeCu na njihovo djelovanje. Npr. vitamin C moZe obnoviti djelovanje tokoferola kao
antioksidansa. Kada tokoferol, sprijeCavajuci peroksidaciju masti, prijede u formu radikala
tokoferila, vitamin C predaje mu jedan elektron 1 vra¢a ga u formu tokoferola te tako obnavlja
djelovanje tokoferola kao antioksidansa. Taj proces moZe biti vrlo vaZzan u odrZavanju
koncentracije tokoferola u lipoproteinima i membranama. Na slican nacin glutation moze
regenerirati askorbat iz dehidroaskorbata te tako obnoviti djelovanje askorbata (vitamina C).
(27). Neki antioksidansi mogu imati pojacano antioksidacijsko djelovanje u prisutnosti drugih
antioksidansa (sinergisticko djelovanje). OpaZen je sinergisticki efekat izmedu a-tokoferola i
nekih polifenolnih spojeva (106).

Antioksidansi mogu ulaziti i u kemijske reakcije s drugim spojevima stvarajuci
kompleksne spojeve §to moZe imati utjecaj na mehanizam antioksidacijskog djelovanja. Tako
antocijanini mogu stvarati stabilne kompleksne spojeve ulaze¢i u reakcije s drugim spojevima
koje nazivamo kopigmenti ili s metalima u procesu nazvanom kopigmentacija. Kopigmenti s
kojima antocijanini stvaraju komplekse su bezbojne ili slabo Zuto obojene tvari koje se nalaze u
biljnim materijalima uz antocijanine (flavonoidi (rutin, kvercetin), fenolne kiseline (klorogenska
kiselina, feruli¢na kiselina), organske kiseline). Najvazniji mehanizmi kopigmentacije su
intermolekularna i intramolekularna kopigmentacija. Intermolekularna kopigmentacija odnosi se
na interakciju izmedu antocijanina i kopigmenta, koji se za molekulu antocijanina ne veZe
kovalentnim vezama. Suprotno tome, intramolekularna kopigmentacija odnosi se na interakciju u
kojoj je molekula kopigmenta dio molekule antocijanina (kovalentna veza). Antocijanini mogu
stvarati komplekse i s metalima (Sn, Cu, Fe, Al, Mg, K) S§to je vrlo vazan mehanizam djelovanja
antocijanina kao antioksidansa (107,108). Naime zbog reakcije antocijanina s metalnim ionima,
smanjuje se koncentracija metalnih iona koji su prekursori u reakcijama nastajanja slobodnih

radikala te se proces nastajanja slobodnih radikala usporava.

30



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-teorijski dio

Neki antioksidansi mogu djelovati i prooksidativno. Naime, u odredenim uvjetima,
prisutnost antioksidansa moZe dovesti do povecanog oksidativnhog oSteCenja tkiva, a takvo
djelovanje nazivamo prooksidativno djelovanje. Npr. vitamin C koji inace djeluje kao
antioksidans, moze ponekad povecati oksidativno oStecenje, osobito ako se uz vitamin C u
organizam unosi 1 Zeljezo. Sli¢no tome, jasno je dokazano in vitro da antioksidans tokoferol
moze promovirati oksidaciju LDL-a (lipoprotein niske gustoce) u odsutnosti antioksidansa koji
djeluje u vodenoj fazi kao Sto je vitamin C. Do sada nije razjaSnjeno jesu li ove reakcije vazne in
vivo, no pri interpretaciji rezultata klinickih ispitivanja antioksidativnih dodataka prehrani, treba
uzeti u obzir da antioksidansi mogu djelovati poooksidativno in vivo (27). IstraZivano je i
prooksidativno djelovanje ekstrakta voca bogatih odredenim polifenolnim spojevima. Tako
ekstrakt bazge koji je bogat antocijaninima pokazuje prooksidativan utjecaj na oksidaciju LDL-a
u kojoj kao katalizatori posreduju ioni bakra (109). Prema tome, izmedu antioksidansa vjerojatno
postoje kompleksni meduodnosi Sto otezava predvidanje funkcije antioksidansa in vivo, a

djelovanje antioksidansa ovisit ¢e o okolnostima koje postoje u odredenoj mikrookolini (27).

2.8.4. Posljedice oksidativnih oStecenja

Oksidativni stres u ljudskom organizmu, koji je posljedica neravnoteZe izmedu nastajanja
slobodnih radikala i1 antioksidativhe obrane organizma, povezan je s oSteenjem razliitih
molekula ukljucujuéi lipide, proteine i nukleinske kiseline. Cestice lipoproteina ili membrane
prolaze proces lipidne peroksidacije pri ¢emu nastaju razli¢iti produkti kao Sto su kratkolancani
aldehidi, alkani i alkeni, konjugirani dieni i razliciti hidroksidi i hidroperoksidi. Mnogi od ovih
produkata mogu biti markeri kod mjerenja lipidne peroksidacije. Oksidativno oSte¢enje proteina
i nukleinskih kiselina dovodi do modifikacije amino kiselina i nukleotida te do nastanka
odredenih produkata oSte¢enja. Sva ova oksidativna oSte¢enja mogu dovesti do disfunkcije

stanice te time pridonijeti patofiziologiji razlicitih bolesti (27).

2.8.5. Oksidativni stres i bolesti

Oksidativni stres ima ulogu kod mnogih bolesti, ukljucuju¢i aterosklerozu, upalna stanja,
razli¢ite karcinogene bolesti i procese starenja. Kod takvih se stanja u tjelesnim teku¢inama
moze pronac¢i povecana koli¢ina produkata koji nastaju nakon oStecenja molekula slobodnim
radikalima. To su posebice markeri lipidne peroksidacije koji su ranije spomenuti, $to nas dovodi
do zakljucka da su se u organizmu dogodili Stetni procesi izazvani slobodnim radikalima.
Ateroskleroza se moZe uzeti kao primjer procesa za koji postoje znaCajni dokazi o Stetnom

utjecaju oksidativnog stresa. To je proces suZenja i otvrdnuc¢a krvnih Zila, a najces¢i je i
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najvazniji ¢imbenik rizika za nastanak i razvoj krvoZzilnih poremecaja 1 bolesti. Na nastanak
ateroskleroze tj. suZenja krvnih Zila utjeCe povecana koli¢ina kolesterola u krvi-
hiperkolesterolemija. Povecana koli¢ina kolesterola niske gustoce (LDL, engl. low density
lipoprotein) ili tzv. ,loSeg* kolesterola, uz smanjenu koli¢inu kolesterola visoke gusto¢e (HDL,
engl.high density lipoprotein, ,,dobri* kolesterol) glavni je uzrok stvaranja plaka koji se taloZi u
krvnim Zilama, suzuje krvne Zile te sprijeCava protok krvi. Na razvoj ateroskleroznog plaka osim
povecane koli¢ine LDL-kolesterola utjeCe i oksidativna modifikacija tog kolesterola, a taj proces
je iniciran i propagiran slobodnim radikalima, a inhibiraju ga antioksidansi. Prema tome, manjak
antioksidansa mozZe biti rizi¢an faktor za razvoj ateroskleroze koja je ujedno najcesc¢i 1 najvazniji

¢imbenik rizika za nastanak i razvoj krvoZilnih bolesti. (27, 110).

2.8.6. Glavne reakcije autooksidacije lipida
Glavne reakcije koje dovode do oksidativnih oStecenja molekula najbolje se vide u
primjeru procesa autooksidacije lipida. Autooksidacija lipida je spontana reakcija atmosferskog

kisika s lipidima, a odvija se u tri glavne faze: inicijacija, propagacija i terminacija:

Inicijator (I)

Inicijacija LH H+L"

Propagacija L'+O, K | oo
K .
LOO+LH —>—» LOOH+L

Terminacija LOO+LOO K,
Ne-radikalni

produkti
L'+l — (26)

LOO+L" ——u—»

Prevladavaju¢i inicijacijski mehanizam lipidne peroksidacije je oksidacija katalizirana metalima
bakra i1 Zeljeza. Pri tome razlikujemo dva tipa reakcije:

(z+1)+

1. Prijelazni metal u visoko valentnom stanju (Me ) direktno apsorbira vodik iz lipidnog

supstrata (LH) pri ¢emu nastaje radikal lipida (L-):

LH + Me®* ——— L. + H" + Me*

2. Metalni ioni kataliziraju proizvodnju radikala pomocu dekompozicije lipidnog hidroperoksida
(LOOH)
LOOH + Me”* —— LO- + OH + Me""* (103)

Osim metala u tragovima, na fazu inicijacije imaju utjecaj i neki dodatni ¢imbenici, kao Sto su

ultraljubicCasto i ionizirajuce zracenje, pri cemu se stvaraju alkilni radikali (L-). Alkilni radikali
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stupaju u reakciju s molekulama kisika te se, u periodu propagacije (rasta), stvaraju
hidroperoksidi (LOOH) i peroksilni radikali (LOQO-). Terminacija se nastavlja putem asocijacije
dva radikala pri ¢emu se stvaraju stabilni ne-radikalni produkti. Toksi¢ne tvari koje nastaju u
procesu autooksidacije lipida kvare hranu i smanjuju njenu nutritivnu vrijednost, a nakon unosa
u organizam, mogu utjecati na razvoj karcinoma, mutagene promjena na molekulama DNA

(1,26).

2.9. Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti

Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti nekog spoja ili ekstrakta moze se izvoditi
direktnim mjerenjem proizvodnje slobodnih radikala u nekom supstratu i njihove inhibicije
pomocu antioksidansa. Elektron spin rezonantna spektroskopija (ESR) je jedina analiticka
tehnika koja direktno mjeri hvatanje slobodnih radikala (49,111).

No uobicajeniji pristup u mjerenju antioksidacijske aktivnosti Cistih spojeva ili razli¢itih
ekstrakata je upotreba indirektnih mjerenja. Takve metode koje su opisane u literaturi ulaze u
dvije grupe. Jedna grupa metoda mjeri antioksidacijsku aktivnost hrane (voca i sl.), a druga
grupa mjeri bioaktivnost antioksidansa u ljudskom organizmu. U slu¢aju prehrambenih sustava
mjeri se efikasnost antioksidansa u zaStiti hrane od oksidativnog kvarenja. U ljudskom
organizmu oksidativni stres proizlazi iz neravnoteZe izmedu Stete uzrokovane slobodnim
radikalima i reaktivnim oblicima kisika te mehanizama obrane i popravka. Antioksidansi koji se
unose prehranom pridonose antioksidativnom kapacitetu bioloskih sistema, a analitiCke metode
za mjerenje antioksidacijske aktivnosti odreduju sposobnost tih konzumiranih antioksidansa da
pridonesu antioksidativnhom kapacitetu bioloskih sustava (49).

U svakoj metodi odredivanja antioksidacijske aktivnosti bitno je imati odgovarajuci
supstrat, inicijatora oksidacije i pravilno mjeriti krajnju tocku oksidacije. Antioksidacijska
aktivnost se mjeri praenjem inhibicije oksidacije odgovarajuceg supstrata. Nakon §to supstrat
oksidira pod standardnim uvjetima, doseg oksidacije (krajnja tocka) mjeri se kemijskim,
instrumentalnim ili senzorskim metodama. Prisutnost antioksidansa u reakcijskom sustavu
mijenja krajnju tocku oksidacije (49). Vec¢ina metoda kao supstrat (prehrambeni sustav) koristi
ulja ili emulzije ulje-voda. Neke metode koriste razliite sintetiCke slobodne radikale u
organskim otapalima. Inicijatori oksidacije su poviSena temperatura ili povecana opskrba
kisikom, a na brzinu oksidacije mogu utjecati i metalni ioni u uzorku. Oksidacija se mjeri
prac¢enjem stvaranja oksidacijskih produkata (hidroperoksida ili drugih proizvoda degradacije) ili

mjerenjem potroSnje kisika (1).
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2.9.1. Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti i njihovi reakcijski mehanizmi
Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti razlikuju se po nacinu deaktiviranja slobodnog

radikala. Antioksidans moze deaktivirati slobodni radikal pomoc¢u dva glavna mehanizma:
¢ tzv. HAT mehanizma (engl. hydrogen atom transfer) tj. prijenosa vodikovog atoma te
¢ -pomoc¢u SET mehanizma tj. prijenosa elektrona (engl. single electron transfer).

Krajni rezultat je isti bez obzira na mehanizam koji se odvija, ali su kinetika i potencijal za

prateCe reakcije drugaciji. Prijenos elektrona prac¢en prijenosom protona te prijenos vodika mogu

se, isto tako, dogoditi paralelno, a koji ¢e mehanizam dominirati ovisi o antioksidansu, njegovoj

strukturi, osobinama, o njegovoj topivosti te o otapalu (112).

Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti koje se baziraju na HAT mehanizmu mjere
klasi¢nu sposobnost antioksidansa da hvata slobodne radikale doniraju¢i vodikov atom:
X'+AH - XH + A°

HAT reakcije su neovisne o otapalu 1 pH vrijednosti, obicno su vrlo brze i zavrSavaju se nakon

nekoliko sekundi do minute. Najuobicajenije metode koje se zasnivaju na prijenosu vodikovog

atoma su:
% ORAC metoda, koja mjeri sposobnost antioksidansa da inhibira oksidaciju izazvanu
peroksil radikalom. Time zapravo mjeri klasi¢nu aktivnost antioksidansa u raskidanju
lancane reakcije pomocu prijenosa vodikovog atoma.

s TRAP metoda (engl. Total Radical-trapping Antioxidant Parameter), Koja mjeri
sposobnost antioksidansa da sudjeluje u reakcijama izmedu peroksil radikala kojeg stvara
organski spoj AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropan) hidroklorid) i supstrata.

s -TOSC metoda (engl. Total Oxidant Scavenging Capacity), kojom se moZe kvantificirati
kapacitet apsorpcije kojom antioksidans apsorbira tri mogucéa oksidansa- hidroksil
radikal, peroksil radikal te peroksinitrit.

¢ -Kemiluminiscencija, koja se bazira na reakciji radikala s nekim markerom pri ¢emu se
proizvodi spoj koji je u pobudenom stanju te emitira kemiluminiscenciju (kemijski
inducirano svjetlo). Svaki spoj (npr. neki antioksidans) koji reagira s pocetnim radikalom
inhibira proizvodnju svjetla.

¢ -metoda izbjeljivanja B-karotena pomocu radikala LOO'. Karotenoidi se izbjeljuju
autooksidacijom, oksidacijom koja je izazvana svjetlom ili toplinom te oksidacijom
izazvanom peroksil radikalima, a obezbojenje se moZe sprijeCiti antioksidansima koji
doniraju vodikov atom te time hvataju slobodne radikale.

¢ -oksidacija lipoproteina niske gusto¢e (LDL). LDL se izolira iz uzoraka krvi te se

njegova oksidacija izaziva pomoéu Cu(II) iona ili pomoéu spoja AAPH (2,2 -azobis(2-
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amidinopropan) hidroklorid), a oksidacija LDL-a prati se na 234 nm pracenjem stvaranja
konjugiranih diena ili pra¢enjem peroksidne vrijednosti. Svaki antioksidans dodan u taj
sistem inhibira oksidaciju LDL-a (112).

Metode bazirane na SET mehanizmu mjere sposobnost potencijalnog antioksidansa da

donira jedan elektron ¢ime reducira neki spoj, uklju¢uju¢i metale, karbonile i radikale:

X'+AH - X +AH"

AH" 5" A"+ H,0"

X +H,0" > XH+H,0
M)+ AH — AH" + M (II) (112)

Najuobicajenije metode u kojima se odvija mehanizam prijenosa elektrona su:
% -FRAP metoda (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) u kojoj se mjeri redukcija
zeljeznog 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u obojeni produkt.
SET reakcije su obi¢no spore i ponekad treba dosta vremena da bi se reakcija zavrsila, pa se
raCunanje antioksidacijskog kapaciteta uglavnom zasniva na postotku smanjenja nastalog
produkta, a ne na kinetici. Kada AH™ ima dovoljno dug vijek trajanja, sekundarne reakcije koje
se mogu dogoditi postaju znaCajna smetnja u metodi, a mogu €ak dovesti do toksi¢nosti ili
mutagenosti in vivo (112).
SET i HAT mehanizmi se gotovo uvijek dogadaju zajedno u svim uzorcima, a ravnoteZu izmedu
ova dva mehanizma odreduje struktura antioksidansa i pH vrijednost.
Neke metode u kojima se odvijaju oba mehanizma, HAT 1 SET mehanizam, su:
« TEAC metoda tj. sve ABTS metode, koje se baziraju na sposobnosti antioksidansa da
hvata ABTS™ radikal kation
¢ -DPPH metoda (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), koja se bazira na sposobnosti antioksidansa
da reducira (hvata) radikal DPPH" (112).

2.9.2. Metode hvatanja slobodnih radikala (engl. radical-scavenging methods)
Hvatanje radikala je vazan mehanizam po kojem mnogi antioksidansi djeluju u hrani te se
u mjerenju antioksidacijske aktivnosti Cesto upotrebljavaju metode koje se zasnivaju na
procjenjivanju hvatanja sintetickih radikala (DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil; ABTS: 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) u polarnim organskim otapalima (npr. metanol) na sobnoj
temperaturi (26). Metode hvatanja slobodnih radikala ne opisuju uvijek dovoljno dobro
kompleksan multifunkcionalni antioksidativni mehanizam prirodnih antioksidansa jer je

zanemaren vazan antioksidativni mehanizam prirodnih antioksidansa i polifenola kao §to je npr.
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helacija s metalima, inhibicija oksidativnih enzima. Uz to, u obzir nisu uzeti ni moguci utjecaji
faktora kao Sto su topljivost antioksidansa, ionski naboj, kompleksiranje/interakcija s ostalim
spojevima, tip inicijacije, pH vrijednost sustava i sl (92). No metode hvatanja slobodnih radikala
mogu biti korisne za snimanje antioksidacijske aktivnosti nekog prehrambenog sustava kao Sto je

npr. voce (26).

2.9.2.1. DPPH metoda

U ovoj metodi redukcija DPPH’ radikala prati se spektrofotometrijski. U formi radikala
DPPH’ je tamno obojen te apsorbira na 515 nm, ali za vrijeme reakcije s antioksidansom (AH) ili
nekim radikalom (R") apsorpcija se smanjuje jer se smanjuje koncentracija DPPH" radikala

(113). Prema tome, hvatanje DPPH’ radikala praceno je biljeZenjem smanjenja apsorbancije na

515 nm.

~
No. [ v )
ON () & N +AH—> oN-—{ NN+ A
\ I N j N
NO, NO,
DPPH= DPPH-H
=
NOo. W NO: Q
» T \
ON— )N N ON—  )—N N
+ Re—
B ;o
NO, NO,
DPPH® DPPH-R

Vecina radova na kojima je primjenjena DPPH metoda mjeri apsorbanciju nakon 15 ili
30 minuta reakcije. Obicno se objavljuje ECsy vrijednost koja oznacava koncentraciju
antioksidansa potrebnog za hvatanje 50 % DPPH radikala u odredenom vremenu (26). Vrijeme
potrebno za postizanje ECsy definira se kao Tgcsp, @ na osnovu ECsy 1 Tgcsp razvijen je 1 novi
parametar koji se naziva ,,efikasnost antioksidansa‘““ (AE)

AE =1/ECyT,.s (112)

DPPH metoda se uglavnom bazira na reakcijama prijenosa elektrona, a doniranje vodikovog

atoma je marginalna reakcija (112).
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2.9.2.2. TEAC (ABTS) metoda

Jedna od popularnijih metoda po kojima se mjeri sposobnost antioksidansa da hvata
slobodne radikale je TEAC metoda (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity) tj. metoda
odredivanja antioksidacijskog kapaciteta prema Trolox ekvivalentu (topljivom ekvivalentu
vitamina E). To je metoda obezbojenja stabilnog plavo zelenog ABTS™ radikal kationa (2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)). ABTS™ radikal kation stvara se ili kemijskom ili

enzimatskom oksidacijom ABTS-a nekoliko sati prije analize.

055 ©i5> S SOy’ 058 S S~ S0y
:NfN:< D/ i <Jv\ >:N*N:<
e % -
" i T ) e
C,H C,H C,H

C,H,
ABTS ABTS radikal kation

Kada se u otopinu koja sadrzi kation ABTS™ radikala dodaje uzorak, koli¢ina ABTS™ radikala
kojeg su uhvatili antioksidansi mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije kationa ABTS™
radikala i usporeduje se sa smanjenjem apsorbancije uzrokovanog dodatkom poznatih koli¢ina
Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (114). Ova metoda Cesto se
koristi za procjenu antioksidacijskog kapaciteta Cistih spojeva (17), mjeSavine antioksidansa i
kompleksnijih uzoraka kao $to su biljke (45), krvna plazma, pi¢e (114,115). Kation ABTS™
radikala je reaktivniji nego DPPH’ radikal te se reakcija ABTS™ radikala s antioksidansima prati
u vremenu od jedne minute. Aktivnost hvatanja radikala odredena ABTS metodom izraZava se

kao TEAC vrijednost (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity) (26).
2.10. Polifenolni spojevi kao antioksidansi

Polifenoli mogu pokazati antioksidacijsku aktivnost djelujuci razli¢itim mehanizmima.
Oni mogu hvatati slobodne radikale te time razbijati lan¢ane reakcije uzrokovane slobodnim
radikalima ili mogu reagirati s metalnim ionima koji su prekursori slobodnih radikala te time
ometati nastajanje slobodnih radikala. No veliki dio antioksidacijske aktivnosti polifenola temelji
se upravo na njihovoj sposobnosti hvatanja slobodnih radikala koja se joS naziva i antiradikalna
aktivnost, a ovakav mehanizam djelovanja temelji se na redoks osobinama polifenola. Naime,
polifenoli djeluju kao reducensi tj. mogu donirati elektron slobodnom radikalu, a radikali
polifenola koji pri tome nastaju stabilne su molekule (1). Kemijska struktura i orijentacija
razli¢itih grupa koje su povezane na osnovnu flavonoidnu molekulu imaju znacajan utjecaj na
antiradikalnu reaktivnost polifenola (50) Sto je prikazano na slici 13. Reaktivnost polifenola kao

antioksidansa povecava se ako je prisutna:
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(a) orto 3’,4’-dihidroksi struktura na B prstenu

(b) 2,3-dvostruka veza u povezanosti s 4-keto grupom na C prstenu

(c) prisutnost hidroksilnih grupa na 3 i 5 pozicijama (26)

Osim ovih strukturnih osobina, za antioksidacijsku aktivnost polifenola vazan je i povecan broj

slobodnih hidroksilnih skupina, posebno na B prstenu (26,116).

Slika 13. Veza izmedu antioksidacijske aktivnosti i strukture flavonoida (26)

Za odredivanje antioksidacijske (antiradikalne) aktivnosti polifenolnih spojeva najcesce
upotrebljavaju metode hvatanja slobodnih radikala. Tako najjacu antioksidacijsku aktivnost
odredenu TEAC i FRAP metodama kojima se mjeri sposobnost hvatanja sintetickih slobodnih
radikala, posjeduju procijanidini, a slijede ih flavanoli>flavonoli>hidroksicimetne
kiseline>jednostavne fenolne kiseline. Izmedu aglikona flavonola najveéu antioksidacijsku
aktivnost pokazuje kvercetin, a slijede ga miricetin 1 kemferol. Galna kiselina je najjaci
antioksidans izmedu jednostavnih fenolnih kiselina i hidroksicimetnih kiselina. Antioksidacijska
aktivnost hidroksicimetnih kiselina opada redoslijedom: klorogenska kiselina>kafeinska
kiselina>feruli¢na kiselina>kumarinska kiselina (17). Antioksidacijska aktivnost antocijanina i
antocijanidina ispitivana je DPPH metodom kojom se takoder mjeri sposobnost hvatanja
sintetickog slobodnog radikala. Izmedu razliCitih aglikona antocijanidina, najjacu
antioksidacijsku aktivnost pokazao je delfinidin, a slijedili su ga cijanidin i peonidin,
pelargonidin, malvidin i petunidin. Monoglukozidi cijanidina, delfinidina i malvidina pokazali su
gotovo istu antioksidacijsku aktivnost kao i njihovi aglikoni dok je aktivnost glukozida
peonidina i pelargonidina bila niza od aktivnosti njihovih aglikona. 3,5-diglukozidi cijanidina i
malvinidina pokazuju znacajno niZu antioksidacijsku aktivnost nego njihovi monoglukozidi. Isto
tako rutinozidi pokazuju manju antioksidacijsku aktivnost nego monoglukozidi (117). Razlicite

forme antocijanina koje ovise o pH vrijednosti sredine zadrzavaju svoju antioksidacijsku
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aktivnost (118). Antioksidacijska aktivnost kvercetina, miricetina, (+)-katehina i rutina odredena
pracenjem oksidacije metil linoleata pokazala je da miricetin i kvercetin posjeduju najjaca
antioksidacijska svojstva jer su najbolje inhibirali stvaranje vodikovog peroksida u metil
linoleatu (119). Osim toga miricetin, kvercetin i rutin mogu zastiti a-tokoferol od razgradnje, a u
ovoj zaStiti najaktivniji je miricetin (119).

Iz dosadasSnjih istraZivanja moZe se vidjeti da mehanizam antioksidacijskog djelovanja
polienola jos uvijek nije u potpunosti razjasnjen te je zbog toga interes za istrazivanjima ovih

spojeva jos uvijek vrlo velik.

2.11. Antioksidacijska aktivhost voca

Antioksidacijska aktivnost voc¢a je vrlo kompleksna. U vocu se nalaze razliiti prirodni
antioksidansi koji mogu djelovati razli¢itim mehanizmima, a mnogi prirodni antioksidansi su
multifunkcionalni i mogu imati antioksidacijsku aktivnost zbog viSe razli¢itih mehanizama. Koji
¢e tip antioksidacijskog mehanizma prevladavati, ovisi o kemijskoj strukturi antioksidansa kao i
o brojnim fizikalno-kemijskim faktorima voca. Stoga se glavni mehanizam prirodnog
antioksidansa razlikuje ovisno o sastavu voca, kao 1 o izloZenosti voca akceleratorima oksidacije
kao sto su kisik, toplina, svjetlo i prijelazni metali. Antioksidacijsko djelovanje voc¢a ovisi, dakle,
o kemijskoj strukturi prisutnih antioksidanasa, o njihovoj polarnosti, pH vrijednosti te
heterogenosti sustava, i svi ovi faktori utje€u na efikasnost antioksidansa koji se nalaze u vocu.
Trenutno se glavnim antioksidacijskim mehanizmom prirodnih antioksidansa, smatraju reakcije
helacije antioksidansa s metalima (preventivni inhibitori) te prekidanje lanca radikala preko
presretanja primarnih radikala (105).

Zbog upotrebe razli€itih oksidacijskih sustava i metoda, vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti voc¢a objavljene u literaturi bitno se razlikuju. U ispitivanjima se upotrebljavaju
ekstrakti ili sokovi voca i bobica Sto daje razliit sastav antioksidansa te dodatno doprinosi
razlici u rezultatima. Za pripremu uzoraka se upotrebljavaju razlicite ekstrakcijske otopine koje
ne moraju biti efikasne za ekstrakciju svih antioksidansa jer razliciti antioksidansi imaju razlicite
fizikalno-kemijske osobine (neki su antioksidansi topivi u vodi, a neki u mastima). U toku
ekstrakcije mogu se primjenjivati neki postupci kao npr. filtracija Sto moZe dovesti do daljnjeg
gubitka antioksidacijskih spojeva i do varijacije u objavljenim rezultatima (92).

Kolike su razlike u objavljenim antioksidacijskim aktivnostima voc¢a odredenoj razlic¢itim
metodama, vidi se iz istraZivanja koje je provedeno na crnom ribizlu (Ribes nigrum), divljoj

borovnici (Vaccinium myrtillus) i europskoj brusnici (Vaccinium vitis-idaea). Tako ekstrakti

39



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-teorijski dio

ovog bobicastog voca pokazuju razli¢ito antioksidacijsko djelovanje primjenom razli¢itih metoda
odredivanja antioksidacijske aktivnosti. U DPPH testu, kao hvataci slobodnih radikala vrlo su
dobri crni ribiz i divlja borovnica, dok je aktivnost europske brusnice nesto manja. No ekstrakti
sve tri vrste voca snazni su antioksidansi u emulziji metil linoleata i u lipoproteinu niske gustoce
(LDL). Divlja borovnica je najucinkovitija u sprijeCavanju stvaranja hidroperoksida u emulziji
metil linoleata, ali u lipoproteinu niske gustofe sva tri izolata pokazuju visoku aktivnost.
Usprkos tome $to europska brusnica pokazuje manju aktivnost kao hvata¢ slobodnih radikala,
ona je jak antioksidans u modelima koji sadrze lipide (19). Razlike u antioksidacijskoj aktivnosti
voc¢a odredenoj razli¢itim metodama vide se i iz sljedeceg istraZivanja. Ekstrakti kupine su
znacajno aktivniji u inhibiciji oksidacije LDL-a od ekstrakata maline>treSnje>borovnice>jagode.
Za razliku od inhibiranja oksidacije LDL-a, u inhibiranju oksidacije liposoma najaktivniji su
ekstrakti treSnje, a i ostalo voce pokazuje drugaciji poredak. Nakon ekstrakta treSnje u
inhibiranju oksidacije liposoma slijede ekstrakti borovnice>maline>kupine>jagode. U oba
oksidacijska sustava jagoda je pokazala najniZu antioksidacijsku aktivnost (42).

No, usprkos tim poteSko¢ama u odredivanju antioksidacijske aktivnosti, ipak se moze
vidjeti da je antioksidacijska aktivnost bobiCastog i jagodastog voca veca od antioksidacijske
aktivnosti koju pokazuju razliciti biljni ekstrakti (voce, povrce, Zitarice) (43), a naroCito visoku
antioksidacijsku aktivnost pokazuju divlje bobice (5), kao Sto su aronija, oskoruSa, ogrozd te
razliite sorte borovnica (43).

Jedne od najceSce upotrebljavanih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
voca su ORAC metoda (oxygen radical absorbing capacity), DPPH i ABTS metoda.
Antioksidacijski kapacitet aronije odreden ORAC metodom (160 umolTE/g) daleko je veci od
antioksidacijskog kapaciteta borovnica (29 umolTE/g) i brusnica (19 umolTE/g) koje pripadaju
u rod Vaccinium (18). Antioksidacijski kapaciteti razli¢itog bobiCastog voca iz roda Vaccinium
odredenog ORAC metodom, ali pri razli¢itim uvjetima analize iznose 14-38 umol TE/g (41), od
7-41 umol TE/g (97), od 52-139 umol TE/g (94). Bobice roda Vaccinium pokazuju veci
antioksidacijski kapacitet odreden ORAC metodom (19-131 umol TE/g) od razli¢itih sorti crnog
ribiza (37-93 umol TE/g), kupine (42-79 umol TE/g) i maline (13-45 umol TE/g) (2). TreSnje
pokazuju nesto niZi antioksidacijski kapacitet (5-15 wmol TE/g) (120).

Prema ABTS metodi, izmedu 28 vrsta voc¢a, najve¢u sposobnost hvatanja slobodnih
radikala ima kupina, a slijede ju borovnica, jagoda, malina, viSnja, crveni ribiz (121). Borovnica
ima ne$to vecéu antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom od crnog ribizla, aronije i

bazge (122).
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Ispitivana je i sposobnost voca tj. antioksidansa prisutnih u vocu u hvatanju (engl.
, scavenging ““) razliCitih vrsta slobodnih radikala kao S$to su superoksidni radikali (O,"), vodikov
peroksid (H,O») 1 hidroksilni radikali (OH’). Razli¢ite vrste vo¢a pokazale su razliCitu aktivnost
prema razli¢itim aktivnim oblicima kisika. Izmedu svih vrsta i sorti ispitivanog voca, kupine,
borovnice, brusnice, maline i jagode, najvecu sposobnost inhibiranja stvaranja aktivnih oblika
kisika (O,", H,0O,, OH) pokazali su ekstrakti kupine i jagode (123).

Osim Sto je antioksidacijski kapacitet razlicit za razliite vrste voca i razlicite sorte voca,
razlike se mogu vidjeti i kod antioksidacijske aktivnosti voc¢a razliitog stupnja zrelosti. Tako
kupine i1 jagode pokazuju najveci antioksidacijski kapacitet kao nezrelo voce, dok je
antioksidacijski kapacitet maline najvec¢i u punoj zrelosti voca (124).

Iz dosadasnjih istrazivanja antioksidacijske aktivnosti voca, vidljivo je da je potrebno
provesti daljnja istrazivanja da bi se bolje razjasnila visoka antioksidacijska aktivnost voca.
Potrebno je objasniti koji spojevi voca pridonose antioksidacijskoj aktivnosti voca, koja je uloga
polifenola u antioksidacijskoj aktivnosti, koji je njihov prevladavaju¢i mehanizam, koje su
medusobne interakcije antioksidansa te kakav utjecaj imaju ostale tvari voca (proteini i sl.) na

antioksidacijsku aktivnost voca i njihovih polifenola.

2.12. Apsorpcija polifenola iz vo¢a u ljudskom organizmu

Iako antioksidativni bioaktivni spojevi koje se nalaze u vofu mogu pokazati razna
pozitivna djelovanja in vitro, oni se moraju apsorbirati u probavnom traktu da bi pokazali slicne
efekte u stanicama i u tkivima ljudskog organizma. Ta apsorpcija ovisi o brojnim faktorima kao
Sto su molekularna struktura bioaktivnih spojeva, koli¢ina koja je konzumirana, matriks voca,
stupanj biokonverzije u probavi i tkivima te statusu i genetskom faktoru (125). Povecan unos
voca ili vo¢nih ekstrakata prehranom povecava antioksidativni kapacitet krvne plazme (28) Sto
se moze objasniti ¢injenicom da su neki spojevi s antioksidativnim svojstvima apsorbirani. No
taj zakljuCak se u zadnje vrijeme dovodi u pitanje jer svako povecanje u antioksidativnom
kapacitetu plazme nakon konzumacije vo¢a moZe biti uzrokovano povecanjem urinske kiseline,
a ne apsorbiranim antioksidansima. Iz ovih c¢injenica je vidljivo da su potrebna daljnja
istrazivanja kojima ¢e se objasniti apsorpcija razliCitih polifenola iz voca (125).

Vecina polifenola je vjerojatno previse hidrofilna da bi prosli stijenku crijeva pomocu
pasivne difuzije, a transporteri kroz membrane koji su mozda ukljuceni u apsorpciju polifenola
jo$ nisu identificirani. U hrani se svi flavonoidi, osim flavanola, nalaze u obliku glikozida, a

glikozilacija utjecCe na apsorpciju. Sudbina glikozida u Zelucu nije joS potpuno poznata. U Zelucu
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je moguca apsorpcija nekih flavonoida kao Sto su kvercetin i daidzein, ali ne i njihovih glikozida.
Vecina glikozida vjerojatno prezivi kiselinsku hidrolizu u Zelucu i stigne netaknuta do tankog
crijeva. U tankom crijevu se mogu apsorbirati aglikoni i neki glukozidi, ali polifenoli vezani za
ramnozu moraju do¢i do debelog crijeva gdje se, prije apsorpcije, moraju hidrolizirati pomocu
ramnozidaze iz mikroflore. Isto vjerojatno vrijedi i za polifenole vezane za arabinozu i ksilozu.
Posto je apsorpcija slabija u debelom crijevu nego u tankom crijevu, zbog manje povrSine
izmjene i manje gustoce transportnih mehanizama, glikozidi s ramnozom manje se i sporije
apsorbiraju nego aglikoni i glukozidi. Ovo se jasno pokazalo u ispitivanjima provedenima na
ljudima za kvercetin glikozide (57). Tako je apsorpcija kvercetin glukozida iz luka (52 %) bolja
od apsorpcije Cistog aglikona (24 %). Apsorpcija rutina (kvercetin-3-O-ramnozilglukozid) iznosi
samo 17 % (33). Vazan je zakljucak da se glikozidi mogu apsorbirati u ljudskom organizmu bez
prethodne hidrolize mikroorganizmima, a Se¢erni dio molekule kvercetin glikozida je vazan u
apsorpciji 1 bioloskoj raspoloZivosti (32). Osim kvercetina, dokazana je aposrpcija kemferola i
izoramnetina (34).

Antocijanini se apsorbiraju u ljudskom organizmu u obliku glikozida (28-31,126), ali u
vrlo maloj koncentraciji, obi¢no 0,1 % (ili manje) od probavljene doze (28,29,127). Oni se
pojavljuju u urinu nakon konzumacije bobicastog voca ili njihovih ekstrakata (28,29,31,127), a
pronadeni su i u ljudskoj plazmi u vrlo maloj koncentraciji 0.5-1 sat nakon konzumacije, a
njihova koncentracija se vra¢a na baznu unutar 6-8 sati (28,30,31,127). Apsorpcija antocijanina u
obliku glikozida moZe se objasniti ¢injenicom da se glikozidi antocijanina ne hidroliziraju 8-
glukozidazom koja se nalazi u tankom crijevu. IstraZivanja na Stakorima pokazuju da se
apsorpcija antocijanina dogada i u Zelucu kao i u tankom crijevu (125).

Istrazivanja o bioloSkoj raspoloZivosti hidroksicinamata u ljudskom organizmu su rijetka,
ali preliminarni rezultati ukazuju na apsorpciju tih molekula. Prehrambeni hidroskicinamati
sastoje se uglavnom od feruli¢ne i kafeinske kiseline. Feruli¢na kiselina je kovalentno vezana za
biljnu stani¢nu stijenku 1 posebno je rasprostranjena u netopivoj formi u Zitaricama. Kafeinska
kiselina je esterskom vezom vezana za kina kiselinu (topljiva klorogenska kiselina) i nalazi se u
vrlo visokim razinama u kavi, ali i u vocu (56). Kada se ove kiseline uzimaju u slobodnoj formi,
apsorbiraju se brzo u tankom crijevu, no, apsorpcija esterificiranih oblika ovih kiselina je znatno
smanjena u usporedbi s apsorpcijom slobodnih oblika. Tako se kafeinska kiselina puno bolje
aposrbira nego klorogenska: 11 % unesene doze kafeinske kiseline izluci se urinom dok je razina
izluCene klorogenske kiseline 0.3 %. Feruli¢na kiselina se isto slabije apsorbira u esterificiranom

obliku, u usporedbi s apsorpcijom slobodnih oblika te kiseline (38,39,56).
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Izomeri 3-hidroskibenzojeva kiselina 1 4-hidroksibenzojeva kiselina su malo istraZivani.
Obje ove kiseline poznate su kao metaboliti mnogih prehrambenih fenola, a 4-hidroksibenzojeva
kiselina i kao prirodni sastojak voca. Smatra se da se esteri 4-hidroksibenzojeve kiseline dobro
apsorbiraju, ali da vrlo malo estera ulazi u plazmu. Takva istrazivanja temeljena su iskljucivo na
istraZivanjima apsorpcije na Zivotinjama (55).

Na apsorpciju polifenola mogu utjecati 1 ostali polifenolni spojevi prisutni u namirnici.
Tako se pokazalo da apsorpciju cijanidin-3-glukozida inhibira prisutnost kvercetin-3-glukozid
(128).

Na apsorpciju polifenola znacajan utjecaj moZe imati i matriks voca, Sto do sada nije
dovoljno istrazeno. U vocu se moZe dogoditi direktna interakcija izmedu polifenola i nekih
komponenata voca kao Sto su proteini i polisaharidi, a te interakcije mogu utjecati na apsorpciju.
Osim toga, indirektan utjecaj voca na razne parametre u Zelucu (pH, intestinalna fermentacija
itd.) mogu isto tako imati utjecaja na apsorpciju polifenola. Sastojci vo¢a mogu, izmedu ostalog,
utjecati na enzime ukljucene u apsorpciju polifenola tj. mogu ih inhibirati ili inducirati. Do sada
su izvrSena neka istraZivanja o utjecaju matriksa vo¢nih sokova, vina, ¢aja na apsorpciju
polifenola. Pokazalo se da je apsorpcija kvercetina, katehina i resveratola u ljudima ekvivalentna
kada se ti polifenoli unose u organizam u tri razli¢ita matriksa: soku od grozda, bijelom vinu, te
soku od povréa. Dodatak mlijeka u crni ili zeleni Caj ne utjeCe na bioloSku raspoloZivost
katehina, kvercetina ili kemferola u ljudima. Alkohol u vinu nema utjecaj na apsorpciju katehina,
ali utjeCe na eliminaciju polifenola jer je pronadeno da se 20 % viSe metabolita katehina izluci

urinom nakon konzumacije crvenog vina nego nakon konzumacije dealkoholiziranog vina (57).

2.13. Osobine voéa bitne za zdravlje ljudi

Voce je bogat prehrambeni izvor vlakana, esencijalnih vitamina i minerala. Osim ovih
visokovrijednih sastojaka, u vocu se nalazi velika koli¢ina polifenolnih spojeva koji, iako nisu
esencijalni za ljudsko zdravlje i ne razvijaju znakove nedostatka u prehrani, imaju znacajnu
fizioloSku ulogu u ljudskom organizmu (125).

Utjecaj polifenolnih spojeva na smanjenje rizika od nastanka kroni¢nih sréanih bolesti
prvi puta je istrazZivana u 7 zemalja u vremenskom periodu od 25 godina. Prva bazna mjerenja
izvrSena su 1960-te godine, a pronadeno je da je prosjecan kombinirani unos flavonola i flavona
iz razli€itih prehrambenih izvora, ukljucujuc¢i voce, suprotno povezan sa smanjenjem smrtnosti
od sr¢anih bolesti tj. da povec¢an unos flavonoida moze djelomi¢no doprinositi smanjenu rizika

od razvoja krvoZilnih bolesti (129). Ovi zakljucci potvrdeni su daljnjim istraZivanjima. Pokazalo
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se da unos flavonoida iz razli¢itih prehrambenih izvora, ukljucujuci i voce, utjeCe na smanjenje
rizika od nastanka razliCitih kroni¢nih oboljenja (130), krvoZzilnih bolesti (131) i raka pluca
(132).

Neka istraZzivanja usmjerena su samo na voce kao bogat izvor polifenola. Utvrdeno je da
povecan unos voca bogatog flavonoidima pokazuje inverznu (suprotnu) vezu s rizikom od
sr¢anih bolesti (11). ZaStitni utjecaj voca pokazao se i kod smanjenja rizika od nastanka raka
Zeluca (12) i raka pluca (13), a flavonoidi prisutni u vo¢u djelomi¢no su odgovorni za ovakav
pozitivan utjecaj. Mehanizmi prema kojima polifenolni spojevi iz voca djeluju u ljudskom
organizmu jo§ nisu do kraja poznati te su provedena neka istrazivanja da bi se razjasnilo moguce
djelovanje polifenola. Tako je utvrdeno da ekstrakti voca i fenolni spojevi u njima pokazuju
antimikrobno djelovanje (133-135) te antimutageno djelovanje (15,24,136). Razlicite grupe
fenolnih spojeva iz borovnice djeluju kemopreventivno u razliitim stupnjevima razvoja raka
(14). Antocijanini mogu smanjiti invazivnost stanica raka in vifro 1 zbog toga su bitni u
razvijanju moguce terapije protiv raka (25). Nadalje, pronadeno je da se antocijanini iz bazge
mogu uklopiti u endotelne stanice Zila te ih zastiti od oSte¢enja izazvanih oksidativnim stresom
(137). Voéni sok bogat polifenolima stimulira imunoloski sustav, smanjuje Stetu na DNA
molekulama uzrokovanu oksidacijom i pojacava antioksidativni status. U dugom vremenskom
periodu ovi bioloski utjecaji vjerojatno mogu smanjiti rizik od bolesti kao Sto su rak ili bolesti
krvozilnog sustava (16). Zbog ovakvih pozitivnih utjecaja na zdravlje, istraZivanja na
polifenolnim spojevima voca i dalje se nastavljaju. Cilj je objasniti kako polifenoli iz voca
djeluju in vivo, u kojoj mjeri se apsorbiraju u ljudskom organizmu, koja je njihova uloga kao
snaznih antioksidansa te koje su djelotvorne koncentracije polifenola. IstraZivanjima u ovom
radu cilje je razjasniti kakvo je antioksidacijsko djelovanje razli¢itih polifenolnih tvari iz voca te

objasniti koji polifenoli najviSe pridonose ukupnom antioksidacijskom kapacitetu voca.

44



3. EKSPERIMENTALNI DIO



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak u ovom radu bio je:

X/
°e

provesti karakterizaciju polifenolnih spojeva koji su prisutni u deset vrsta tamno-
obojenog sitnog voca (borovnica, bobice bazge, crni i crveni ribiz, aronija, malina,
kupina, treSnja, viSnja 1 jagoda) primjenom spektroskopskih i1 kromatografskih tehnika.
Od spektroskopskih metoda upotrijebljena je Folin-Ciocalteu metoda za odredivanje
ukupnih polifenola te pH-diferencijalna metoda za odredivanje ukupnih antocijanina.
Pojedinacni polifenolni spojevi voca odredeni su primjenom HPLC metoda koje su
validirane za kvantitativno i kvalitativno odredivanje:

-antocijanina

-flavonola (miricetin, kvercetin, kemferol),

-flavanola ((+)-katehin i (-)-epikatehin)

-hidroksicimetnih kiselina (p-kumarinska, kafeinska, feruli¢na)

-hidroksibenzojevih kiselina (p-hidroksibenzojeva, elaginska kiselina) u vocu.
odrediti antioksidacijsku aktivnost vo¢a primjenom dvije razli¢ite metode: DPPH i
ABTS™ metode.
istraziti kakav utjecaj imaju polifenolni spojevi na ukupnu antioksidacijsku aktivnost
ispitivanog voca traZenjem korelacije izmedu sadrzaja pojedinih polifenola u vocu i
antioksidacijske aktivnosti voca te izmedu sadrZzaja odredenih grupa polifenola i

antioksidacijske aktivnosti voca.
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3.2. Materijali i metode

3.2.1. Uzorci voéa

Bobicasto, jagodasto i koStuni¢avo voce koriSteno u ovom radu navedeno je u tablici 5.
Voce je ubrano na podrucju Slavonije u periodu 2003. i 2004. godine u stadiju konzumne zrelosti,
zamrznuto je na -20°C 1 Cuvano do analize. Uzorci voca su za sve analize pripremani u

paralelama.

Tablica 5. Klasifikacija ispitivanog bobicastog, jagodastog i koStuni¢avog voca

Voce Porodica Rod Vrsta
Crveni ribiz Saxifragaceae Ribes Ribes sativum
Crni ribiz Saxifragaceae Ribes Ribes nigrum
Aronija Rosaceae Aronia Aronia melanocarpa
Kupina Rosaceae Rubus Rubus fruticosus
Malina Rosaceae Rubus Rubus idaeus
TreSnja Rosaceae Prunus Prunus avium
Visnja Rosaceae Prunus Prunus cerasus
Jagoda Rosaceae Fragaria Fragaria anannassa
Borovnica Ericaceae Vaccinium Vaccinium myrtillus
Bazga Caprifoliaceae Sambucus Sambucus nigra

3.2.2. Kemikalije

U ovom radu koriSteni su standardi antocijanina; cijanidin-3-0-glukozid klorid
(kuromanin chloride 0915 S), cijanidin-3-O-rutinozid klorid (keracyanin chloride 0914 S),
delfinidin-3-0-glukozid klorid (myrtillin chloride 0938), pelargonidin-3-O-glukozid klorid
(callistephin chloride 0907S), peonidin-3-O-glukozid klorid 0929) i malvidin-3-O-glukozid
klorid (Extrasynthese, Genay, Francuska). Standardi; 4-hidroksibenzojeva kiselina (H5376),
elaginska kiselina (E2250), kafeinska kiselina (C0625), feruli¢na kiselina (F3500), p-kumarinska
kiselina (C9008), miricetin (M6760), kvrcetin dihidrat (QO0125), kemferol (K0133), (-)-
epikatehin, (+)-katehin, DPPH’ radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal-D9132), ABTS (2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina-A1888) i Trolox ((%)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina-56510) nabavljeni su u firmi Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), metanol (HPLC Ccistoce) u firmi Merck (Darmstadt, Njemacka), a orto-fosforna
kiselina (85%, HPLC Ccistoc¢e) kupljena je u firmi Fluka (Buchs, Svicarska). Kloridna kiselina
(36.5 %), kalijev klorid, natrijev acetat trihidrat, natrijev karbonat, L-(+)-askorbinska kiselina i

Folin- Ciocalteu reagens proizvedeni su u firmi Kemika (Zagreb, Hrvatska).
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3.2.3. Priprema ekstrakta vocéa za analizu ukupnih antocijanina, ukupnih

polifenola te antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje ukupnih antocijanina, ukupnih polifenola te antioksidacijske aktivnosti
ekstrakti voca su pripremljeni po metodi koja je ranije opisana u literaturi (3).

Smrznuto voc¢e ostavljeno je na sobnoj temperaturi u vremenu od 15 minuta da se odledi
prije eksperimenta. Oko 50 g vo¢a samljeveno je u mikseru da bi se dobio homogeni uzorak. 20 g
homogenog uzorka voc¢a ekstrahirano je s 20 ml otopine metanol / 2 % HCI (95:5 v/v). Otopina
je ostavljena da stoji na tamnom 60 minuta te je nakon 60 minuta stajanja filtrirana vakuum
filtracijom. Filtrat je sakupljen u odmjernu tikvicu volumena 50 ml. Ostatak je ekstrahiran joS
jednom istim postupkom. Dva ekstrakta su spojena u odmjernoj tikvici koja je nadopunjena do

kona¢nog volumena od 50 ml s otopinom metanol / 2 % HCI (95:5 v/v).

3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli u ekstraktima voca odredeni su Folin-Ciocalteu mikro metodom (138).
Ekstrakti crnog ribizla, aronije, borovnice i bazge razrijedeni su prije mjerenja s destiliranom
vodom u omjeru 1:4 (v/v). Ostali ekstrakti voca analizirani se bez razrijedenja. Alikvotu
ekstrakta (20 pl) dodana je destilirana voda (1580 ul) i Folin-Ciocalteu reagens (100 ul). U tu
otopinu dodano je 300 pl natrijevog karbonata (200 g 1™"). Nakon inkubacije na 40 °C u vodenoj
kupelji, u vremenu od 30 minuta, o€itana je apsorbancija (A) otopine nasuprot slijepoj probi na
765 nm. Rezultati su izraZeni u mg galne kiseline (GAE-gallic acid equivalents) po kg svjezeg

voca, uz upotrebu kalibracijske krivulje galne kiseline (slika 14).

galna kiselina
2500
2000 1 Y= 8425,53x -4,1433
—~ R™ =0,9994
T 1500 -
g
mm 1000 -
500
0 \
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
A

Slika 14. Kalibracijska krivulja galne kiseline za odredivanje

ukupnih polifenolnih spojeva u vocu
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3.2.5. Odredivanje ukupnih antocijanina pH diferencijalnom metodom

Sadrzaj ukupnih antocijanina u vocu odreden je pH diferencijalom metodom (65).
Ekstrakti voc¢a razrijedeni su s otopinom pufera kalijevog klorida pH vrijednosti 1.0 (1.86 g KCl
u 1 1 destilirane vode, pH vrijednost namjeStena je na 1.0 s koncentriranom HCI) te s otopinom
pufera natrijevog acetata pH vrijednosti 4.5 (54.43 g CH3CO;Na'3H,0 u 1 1 destilirane vode, pH
vrijednost podeSena je na 4.5 s koncentriranom HCI) prema prije odredenom faktoru razrijedenja
(DF) (crveni ribiz, malina, jagoda 10; kupina, vi$nja, treSnja 20; crni ribiz, borovnica, aronija, bazga
100).

DF = V (ukupno)
V (ekstraktavoca)

)

Nakon 15 min izmjerena je apsorbancija svakog razrijedenja na valnoj duljini 510 i 700
nm (Asi0, A700) na spektrofotometru (UV 2005, Barcelona, §panjolska). Apsorbancija uzorka (A)

izraCunata je prema slijedecoj formuli:

A= (As10 = A700)pH1.0 — (As510 = A700)pH 4.5 (2)

Koli¢ina antocijanina izracunata je prema sljedecoj formuli:

Ukupni antocijanini (mg/1)= (AX MW X DF x1000) /(e x1) 3)

Rezultati su izraZeni u mg cijanidin-3-glukozida po kilogramu svjeZzeg voca upotrebljavajuci
molarni ekstinkcijski koeficijent (g) cijanidin-3-glukozida (26 900 1 mol' cm™) i relativnu

molekularnu masu (MW) cijanidin-3-glukozida (449.2 g mol'l) (65).

3.2.6. Odredivanje polifenola HPLC metodom

Pripremljena su tri ekstrakta svakog voca, jedan za analizu antocijanina u kojem su
antocijanini prevedeni u formu flavilijevog kationa, drugi za analizu flavonola u kojem su
flavonoli hidrolizom s 1.2 M HCI prevedeni u formu aglikona, a tre¢i za analizu flavanola i
fenolnih kiselina u kojem su fenolne kiseline hidrolizom s 1.2 M HCI prevedene u odgovarajuce
aglikone. U analizi pripremljenih ekstrakata koriStene su dvije HPLC metode. Jedna je pogodna
za analizu antocijanina, a druga za analizu flavonola, flavanola i fenolnih kiselina. Plan

ekstrakcije polifenola iz voca te primjena dvije HPLC metode prikazan je na slici 15:
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Voce
Ekstrakcija u otopini Ekstrakcija i hidroliza s 1.2 Ekstrakcija i hidroliza sa
metanola zakiseljenog s HCI- M HCI u 50%-tnoj vodenoj 1.2 M HCl u 50%-tnoj
om otopini metanola vodenoj otopini metanola
(80°C, 2 h) (35°C, 16 h)

Analiza Analiza flavonola Analiza flavanola i
antocijanina fenolnih Kiselina
-HPLC metoda za analizu -HPLC metoda za
-HPLC metoda za flavonola, flavanola i analizu flavonola,
analizu antocijanina fenolnih kiselina flavanola i fenolnih

Slika 15. Plan ekstrakcije 1 analize polifenolnih spojeva iz voca

3.2.6.1. Priprema voca za analizu antocijanina pomo¢u HPLC metode

Smrznuto voce ostavljeno je na sobnoj temperaturi u vremenu od 15 min da se odledi
prije eksperimenta. Oko 50 g vo¢a samljeveno je u mikseru da bi se dobio homogeni uzorak. 20 g
homogenog uzorka voca ekstrahirano je s 20 ml otopine metanol / 2 % HCI (95:5 v/v). Otopina
je ostavljena da stoji na tamnom 60 min, te filtrirana vakuum filtracijom u odmjernu tikvicu
volumena 50 ml. Ostatak je ekstrahiran joS jednom istim postupkom. Dva ekstrakta su spojena u
odmjernoj tikvici koja je nadopunjena do kona¢nog volumena 50 ml s otopinom metanol / 2 %

HCI1 (95:5 v/v) (3).

3.2.6.2. Ekstrakcija i hidroliza flavonola
Metoda za ekstrakciju 1 hidrolizu flavonoida ranije razvijena (60) modificirana je za
ekstrakciju 1 hidrolizu ne-antocijanidnih flavonoida (flavonola i katehina) 1 fenolnih kiselina (61)

te je primjenjena u ovom radu s daljnjim promjenama.
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Zaledeno voce ostavljeno je stajati da se odmrzne na sobnoj temperaturi u vremenu od 15
minuta. Oko 50 g voc¢a samljeveno je u mikseru da bi se dobio homogeni uzorak. Askorbinska
kiselina (80 mg) otopljena je u 5 ml destilirane vode te joj je dodano 5 g homogenog uzorka
voca, 25 ml metanola i 10 ml 6 M otopine HCI. Otopina je nadopunjena destiliranom vodom da
bi se dobio konacni volumen od 50 ml i konac¢na koncentracija HCl 1.2 M. Refluks je proveden
na vodenoj kupelji na 85°C u vremenu od 2 sata. Dobiveni ekstrakt filtriran je vakuum
filtracijom, a 20 ml filtrata ispareno je u rota-vaporu do suha na temperaturi 35°C. Ostatak je
otopljen u 2 ml metanola, filtriran kroz filter veli¢ine pora 0.45 um (VariSep PTFE, 0.45 pum, 25

mm-Varian) te analiziran HPLC metodom isti dan, odmah nakon pripreme.

3.2.6.3. Ekstrakcija i hidroliza flavanola i fenolnih kiselina

Metoda za ekstrakciju i hidrolizu flavonola i fenolnih kiselina ranije razvijena (60,61)
primjenjena je i u ovom radu.

Zamrznuto voce ostavljeno je stajati da se odmrzne na sobnoj temperaturi u vremenu od
15 minuta. Oko 50 g voca samljeveno je u mikseru da bi se dobio homogeni uzorak.
Askorbinska kiselina (80 mg) otopljena je u 5 ml destilirane vode te joj je dodano 5 g
homogenog uzorka voca, 25 ml metanola i 10 ml 6 M otopine HCI. Otopina je nadopunjena
destiliranom vodom da bi se dobio kona¢ni volumen od 50 ml i kona¢na koncentracija HCI 1.2
M. Proveden je refluks te otopine na vodenoj kupelji na 35°C u vremenu od 16 sati. Dobiveni
ekstrakt je filtriran vakuum filtracijom, a 20 ml filtrata ispareno na rota-vaporu do suha pri
temperaturi 35°C. Ostatak je otopljen u 2 ml metanola, filtriran kroz filter veli¢ine pora 0.45 pm
(VariSep PTFE, 0.45 pm, 25 mm-Varian) te analiziran HPLC metodom isti dan, odmah nakon

pripreme.

3.2.6.4. HPLC analiti¢ki sustav

Analize antocijanina, flavonola, flavanola i fenolnih kiselina izvedena je na HPLC
analitiCkom sustavu (Varian, USA) (slika 16) koji se sastoji od ProStar 230 pumpe, ProStar 310
UV-Vis detektora i ProStar 330 PDA detektora. Separacija polifenolnih spojeva izvedena je na
OmniSpher C18 koloni (unutrasnjeg promjera 250 x 4.6 mm, promjer Cestica 5 wm, Varian,
USA) koja je zasticena pretkolonom (ChromSep 1 cm x 3 mm, Varian, USA). Podaci su
prikupljeni i obradeni na IBM kompjuterskom sustavu s instaliranim softwerom Star

Chromatography Workstation (verzija 5.52).
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Slika 16. HPLC analiti¢ki sustav

3.2.6.5. HPLC metoda za analizu antocijanina

Antocijanini su razdvojeni reverzno-faznom HPLC metodom primjenom 0.5 % fosforne
kiseline kao mobilne faze A te 100 %-nog metanola kao mobilne faze B. Uvjeti analize prikazani
su u tablici 6. Period re-ekvilibracije izmedu pojedinih analiza bio je 10 minuta. Kromatogrami
su snimani na sobnoj temperaturi. Antocijanini su karakterizirani na osnovi UV/Vis spektara

snimanih unutar valnih duljina 190-600 nm. Valna duljina ocitanja bila je 520 nm.

3.2.6.6. HPLC metoda za analizu flavonola, flavanola i fenolnih kiselina

Flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline razdvojeni su reverzno-faznom HPLC metodom
primjenom 0.1 % fosforne kiseline kao mobilne faze A te 100 %-nog metanola kao mobilne faze
B. Uyvjeti analize prikazani su u tablici 6. Period re-ekvilibracije izmedu pojedinih analiza bio je 10
minuta. Spektar je sniman u podru¢ju valnih duljina od 190 do 600 nm. Elaginska i p-
hidroksibenzojeva kiselina detektirane su na valnoj duljini 260 nm, (+)-katehin i (-)-epikatehin
na 280 nm, kafeinska, p-kumarinska i feruli¢na kiselina na 320 nm, a miricetin, kvercetin i

kemferol na 360 nm.
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Tablica 6 Uvjeti HPLC metoda za analizu antocijanina te flavonola, flavanola i fenolnih

kiselina
Uvjeti analize
HPLC metoda za analizu A=0.5 % H;PO,, B=100 % metanol
antocijanina 0 min 97%A  3%B
38 min  35%A  65%B
45min  35%A 65%B
Protok 1 ml/min
20°C
Volumen injektiranja 10 pl
HPLC metoda za analizu A=0.1 % H3PO4, B=100 % metanol
flavonola, flavanola i fenolnih | 0 min 95%A  5%B
kiselina 30min  20%A  80%B
33min  20%A  80%B
35min  95%A 5%B
Protok 0.8 ml/min
20°C
Volumen injektiranja 10 pl

3.2.6.7. Validacija HPLC metoda

Da bi se HPLC metode validirale te primjenile za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
polifenola u vocu, provedeni su slijedec¢i postupci:

-odredivanje linearnosti metoda,

-odredivanje granica detekcije (LOD) (engl.Llimit of Detection)

-odredivanje granica kvantifikacije (LOQ) (engl. Limit of Quantification)

-odredivanje preciznosti metoda,

-odredivanje to¢nosti metoda,

-odredivanje selektivnosti metoda

Linearnost metode definira se kao moguénost metode da, unutar danog podrucja, daje
rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. U ovom radu je linearnost
HPLC metode za odredivanje antocijanina te HPLC metode za odredivanje flavonola, flavanola i
fenolnih kiselina ispitana analiziranjem dvije paralele Cistih standarda na pet koncentracijskih
razina (cijanidin-3-glukozid 1-100 mg "', delfinidin-3-glukozid 1-100 mg I'', cijanidin-3-rutinozid 0.5-
200 mg 1", malvidin-3-glukozid 0.96-96 mg I"', peonidin-3-glukozid 5-100 mg 1"', pelargonidin-
3-glukozid 1-100 mg 1, p-hidroksibenzojeva kiselina, kafeinska kiselina, miricetin, kaempferol
1-80 mg l'l, elaginska ksielina, feruli¢na kiselina, kvercetin 1-250 mg l'l, p-kumarinska kiselina
2-240 mg 1", (+)-katehin, (-)-epikatehin 1-100 mg 1""). Rezultati ovih mjerenja obradeni su

linearnom regresijom da bi se dobila kalibracijska krivulja svakog polifenolnog spoja, a
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prikazani su kao jednadZbe pravaca svake kalibracijske krivulje te u obliku koeficijenta
determinacije (%).

Granica detekcije (LOD) definira se kao najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze

detektirati primjenom HPLC metoda, a odredena je na bazi standardne devijacije svake
kalibracijske krivulje 1 nagiba kalibracijskog pravca.

LOD=33-0/a “4)

o = standardna devijacija y-odsjeCaka kalibracijskog pravca

a = nagib kalibracijskog pravca

Granica kvantifikacije (LOQ) definira se kao najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se

moZe kvantificirati uz odgovarajuu preciznost i tocnost, a odredena je na bazi standardne
devijacije svake kalibracijske krivulje i nagiba kalibracijskog pravca.

LOQ=10-0/a (5)

o = standardna devijacija y-odsjecaka kalibracijskog pravca

a = nagib kalibracijskog pravca

Preciznost metode definira se kao slaganje izmedu niza mjerenja izvedenih na istom

homogenom uzorku pod propisanim uvjetima. Odredena je preko parametra ponovljivosti (engl.
repeatability) koji se joS naziva i ,,intra-assay‘‘ preciznost tako Sto je isti uzorak voca analiziran
tri ili Sest puta u jednom danu. PovrSina pikova izrazena je kao srednja vrijednost svih mjerenja,

a preciznost je izraZena preko koeficijenta varijacije povrSine pikova (KV).

(6)

¢ = standardna devijacija

Xj = povrsina pika
x = srednja vrijednost povrSine pika iz svih mjerenja
n = broj mjerenja

Ky =100-0 (7)
X

KV = koeficijent varijacije
Granica prihvatljivosti za odredivanje preciznosti bioloskih ili prehrambenih uzoraka iznosi 2-20
% (KV)

Tocénost metode definira se kao stupanj podudarnosti izmedu stvarne, tj. referentne

vrijednosti za koli¢inu nekog analita 1 srednje vrijednosti koli¢ine dobivene HPLC metodom

odredeni broj puta. U ovom sluc¢aju obje HPLC metode ispitane su dodavanjem standarda (engl.
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spiking) polifenola u uzorke voéa u rasponu od 50-150 % od ve¢ pronadene kolicine.
Usporedena je koli¢ina dodanog i koli¢ina nadenog spoja nakon analize. Rezultati su prikazani
kao postotak iskoriStenja (engl. recovery).

(m, —m,)

m,

Iskoristenje = *100 (8)

m¢=masa spoja u uzorku u koji je dodan standard / mg kg™

my=masa spoja u uzorku / mg kg™

mg=masa dodanog spoja / mg kg

Opcenito se moZe reci da je selektivna metoda ona kojom se moZe odrediti viSe analita.
To je mogucnost nedvosmislenog odredivanja analita u prisutnosti komponenti koje se mogu
ocekivati u matriksu uzorka (oneciS¢enja). Identifikacija je jedan od nacina odredivanja
selektivnosti metode te se selektivnost prikazuje u obliku kromatograma uzorka, usporedbe
spektara uzorka i spektara standarda te prikazom cistoce spektara pojedinih pikova iz uzorka. U
ovom radu prikazani su kromatogrami uzoraka voca, a ¢isto¢a pojedinih pikova tj. njihovi spektri

dani su u prilogu doktorskog rada.

3.2.6.8. Identifikacija i kvantifikacija polifenola

Antocijanini su identificirani na valnoj duljini 520 nm, flavonoli na 360 nm, flavanoli na
280 nm, hidroksibenzojeve kiseline na 260 nm te hidroksicimetne kiseline na 320 nm.
Identifikacija antocijanina provedena je dodavanjem standarda antocijanina (cijanidin-3-
glukozid, cijanidin-3-rutinozid, peonidin-3-glukozid, malvidin-3-glukozid, delfinidin-3-glukozid,
pelargonidin-3-glukozid) u uzorke voca, usporedbom spektara antocijanina iz voca sa spektrima
Cistih standarda u podruc¢ju od 190 do 600 nm te usporedbom retencijskih vremena. Dodatni
podatci za identifikaciju dobiveni su slaganjem profila antocijanina odredenog voca s profilima
antocijanina ve¢ objavljenima u literaturi. Kvantifikacija antocijanina provedena je na osnovi
kalibracijske krivulje cijanidin-3-glukozida te su koli¢ine svakog pojedinog antocijanina izraZzene
u mg ekvivalenta cijanidin-3-glukozida po kg svjeZeg voca. Ukupna koli¢ina antocijanina
dobivena je zbrajanjem koli¢ine svakog pojedinog antocijanina.

Identifikacija flavonola, flavanola i fenolnih kiselina provedena je dodavanjem standarda
(p-hidroksibenzojeva, elaginska, kafeinska, p-kumarinska, ferulicna kiselina; (+)-katehin, (-)-
epikatehin; kvercetin, miricetin, kaempferol) u uzorke voca, usporedbom spektara polifenola iz
voc¢a sa spektrima Cistih standarda u podrucju od 190 do 600 nm te usporedbom retencijskih

vremena. Kvantifikacija je provedena na osnovi kalibracijskih krivulja standardnih spojeva.

54



Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-eksperimentalni dio

Zbrajanjem koli¢ina pojedinih flavonola, flavanola ili fenolnih kiselina, dobivene su koli¢ine
ukupnih flavonola, ukupnih hidroksicimetnih kiselina, ukupnih hidroksibenzojevih kiselina te

ukupnih flavanola.

3.2.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost vo¢nih ekstrakata odredena je spektrofotometrijski na UV-Vis
spektrofotometru (UV2005, Barcelona, Spanjolska) upotrebom dviju metode; DPPH metode
koja za radikal koristi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (3) i ABTS metode koja kao radikal
koristi  2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) (114). Sposobnost voénog
ekstrakta da djeluje kao hvata¢ slobodnog sintetickog DPPH’ radikala mjerena je smanjenjem
aposrbancije na valnoj duljini 517 nm nakon dodatka vo¢nog ekstrakta te je to smanjenje
apsorbancije usporedeno sa smanjenjem apsorbancije koje je uzrokovano dodavanjem poznatih
koli¢ina Troloxa, analoga vitamina E koji je topljiv u vodi, pod istim uvjetima analize. U ABTS
metodi koli¢ina ABTS™ kationa radikala koga je vezao vo¢ni ekstrakt mjerena je pracenjem
smanjenja apsorbancije ABTS™ kationa radikala na 734 nm i usporedbom smanjenja

apsorbancije sa smanjenjem apsorbancije koje je nastalo dodatkom poznatih koli¢ina Troloxa.

3.2.7.1. DPPH metoda

Za mjerenja je priredeno pet razrijedenja svakog ekstrakta voca. Reakcijska otopina
priredena je mijeSanjem 50 Wl razrijedenog ekstrakta voca s 300 pl metanolne otopine DPPH
(ImM) 1 2650 pul metanola. Reakcijska otopina Cuvana je na tamnom mjestu, na sobnoj
temperaturi 15 minuta te je mjerena apsorbancija (Aexiract) N2 517 nm nasuprot slijepe probe (50
ul razrijedenog voénog ekstrakta, 2950 pl metanola). Slijepa proba DPPH otopine pripremana je
svaki dan (300 ul ImM DPPH' otopine, 2.7 ml metanola) i njena apsorbancija (Apppy) je mjerena
svaki dan. Standardne otopine Trolox-a (analog vitamina E) koncentracije 0-2500 puM
pripremljene su u metanolu i mjerene pod istim uvjetima kao i uzorci voc¢a. 50 pl Trolox-a (0-
2500 uM) pomijeSano je s 300 pul metanolne otopine DPPH (1mM) 1 2650 pl metanola. Nakon
15 minuta oc€itana je apsorbancija Trolox-a (Arwlox) hasuprot slijepe probe na 517 nm.
Kalibracijska krivulja Trolox-a konstruirana je linearnom regresijom vrijednosti apsorbancije
Trolox-a (Arrox) nasuprot koncentracije Trolox-a (0-2500 uM). Ova kalibracijska krivulja

upotrebljavana je za racunanje antioksidacijske aktivnosti svakog razrijedenja vocnog ekstrakta a
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antioksidacijska aktivnost svakog razrijedenja voc¢nog ekstrakta izraZena u pmol Trolox
equivalenta (TE) po g voc¢a (umol TE/g).

Osim toga, izraCunat je i postotak inhibicije DPPH’ radikala koji je uzrokovan svakim
razrijedenjem vo¢nog ekstrakta, prema slijedecoj formuli:

% inhibicije = [(Apppu-Agxstr)/Apppr) X100 )
Postotak inhibicije DPPH’ radikala uzrokovan svakim razrijedenjem voénog ekstrakta stavljen je
u odnos s izraCunatom antioksidacijskom aktivnoS¢u (umol TE/g). Upotrebljavaju¢i dobivenu
krivulju, kona¢ni rezultati antioksidacijske aktivnosti izraZeni su kao wmol TE po g voca koji su

potrebni da reduciraju DPPH’ radikal za 50 %.

3.2.7.2. ABTS metoda

Kation ABTS radikala (ABTS™) stvoren je kemijskim putem mijeSaju¢i 0.2 ml
amonijevog peroksodisulfata (65 mM) s 50 ml ABTS otopine (1 mM, pripremljena u 0.1 M
fosfatnom puferu pH=7.4) (116). Otopina je ostavljena da stoji preko no¢i da bi se razvio kation
radikala (ABTS™).

Pripremljeno je pet razlicitih razrijedenja vo¢nog ekstrakta svake vrste voca. U kiveti je
pomijesano 0.5 ml ABTS otopine i 2 ml fosfatnog pufera (pH=7.4), oCitana je apsorbancija
(AaTs) na 734 nm te je u reakcijsku otopinu dodano 0.1 ml razrijedenog vo¢nog ekstrakta.
Otopina je brzo promijeSana te je nakon 60 s o€itana apsorbancija (Aex) na 734 nm. Izraunato
je smanjenje apsorbancije (AA=Aaprs-Aexr) SVakog razrijedenja vocénog ekstrakta nakon 60
sekundi. Trolox je upotrijebljen kao standard i u ovoj metodi. Smanjenje apsorbancije ABTS
otopine uzrokovano Trolox-om (0-400 uM) mjereno je prema istom postupku. O.5 ml ABTS
otopine i 2 ml fosfatnog pufera (pH=7.4) pomijesano je u kiveti, oCitana je apsorbancija otopine
(AasTs) na 734 nm. U kivetu je, tada, dodano 0.1 ml Trolox-a, otopina je brzo pomijeSana i
apsorbancija (Ayolox) je o€itana nakon 60 sekundi na 734 nm. Smanjenje apsorbancije izraCunato
je prema slijedecoj formuli: (AA1roi0x=AABTs-Atolox). Kalibracijska krivulja Trolox-a konstruirana
je linearnom regresijom vrijednosti smanjenja apsorbancije Trolox-a (AAgolx) nasuprot
koncentracije Trolox-a (0-400 uM). Ova kalibracijska krivulja upotrijebljena je za raCunanje
antioksidacijske aktivnosti svakog razrijedenja vo¢nog ekstrakta te je antioksidacijska aktivnost
svakog razrijedenja vo¢nog ekstrakta izraZena u wmol Trolox equivalenta (TE) po g voc¢a (umol
TE/g).

Osim toga, izracunat je i postotak inhibicije ABTS™ radikal-kationa koji je uzrokovan
svakim razrijedenjem voénog ekstrakta, prema slijedecoj formuli:

% inhibitiOIl=[(AABTs—AEXStr)/AABTs)] x100 ( 1 0)
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Postotak inhibicije ABTS" radikal-kationa uzrokovan svakim razrijedenjem voénog ekstrakta
stavljen je u odnos s izraCunatom antioksidacijskom aktivno$¢u (umol TE/g). Upotrebljavajuci
dobivenu krivulju, konacni rezultati antioksidacijske aktivnosti izraZzeni su kao wmol TE po g

voca koji su potrebni da reduciraju ABTS radikal-kation za 50 %.

3.3. Statisticka analiza

Analiza korelacije i regresije izvedena je pomocu kompjutorskog programa Statistica 7.1

(Statsoft, Tulsa, USA). Razlike na p<0.05 smatrane su znac¢ajnima.
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Karakterizacija polifenola u vocu i njihov utjecaj na antioksidacijsku aktivhost voca-rezultati

4.1. Ukupni polifenoli i ukupni antocijanini u voéu

U tablici 7 prikazane su koli¢ine ukupnih polifenola (UP) i ukupnih antocijanina (UA) u
ispitivanom vocu koje su odredene primjenom spektrofotometrijskih metoda: Folin-Ciocalteu i

pH-diferencijalnom metodom. U istoj tablici prikazani su podaci za omjer UA/UP.

Tablica 7. Koli¢ina ukupnih polifenola (UP) (mg GAE kg™)*, ukupnih antocijanina
(UA) (mg CGE kg)*, te omjer ukupnih antocijanina i ukupnih polifenola (UA/UP)

Ukupni Ukupni .
. . . e e . Omjer
Voce Polifenoli Antocijanini UA/UP
(mg kg™) (mg kg™
Porodica Ericaceae
Borovnica 6180.23 + 157 4069.03 £ 129 0.66
Porodica Rosaceae
Kupina 3657.57 £ 167 1055.70 + 31 0.29
Aronija 7194.40 = 78 3571.96 + 48 0.50
Jagoda 1999.24 + 88 169.17 £+ 2 0.08
Malina 1763.19 £ 71 231.72 = 1 0.13
TreSnja 2010.67 £ 50 192,52 + 13 0.10
Visnja 2904.54 £ 101 1145.89 + 37 0.39
Porodica Caprifoliaceae
Bazga 4415.33 £ 124 3175.14 + 34 0.72
Porodica Saxifragaceae
Crni ribiz 5435.06 £ 31 2189.26 + 20 0.40
Crveni ribiz 1947.94 + 23 19776 + 2 0.10

“srednje vrijednosti tri mjerenja + standardna devijacija (SD)
GAE-ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalent)
CGE-ekvivalent cijanidin-3-glukozida (engl. cyanidin-3-glucoside equivalent)

4.2. Antocijanini, flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline u voéu

4.2.1. Validacija HPLC metoda, identifikacija i kvantifikacija polifenolnih spojeva u
vocu

Slika 17 A prikazuje kromatogram standarda antocijanina koji su razdvojeni HPLC
metodom za analizu antocijanina, a razdvojeni standardi flavonola, flavanola i fenolnih kiseline
prikazani su na slici 17 B. Rezultati validacije HPLC metoda dani su u tablicama 8, 9a, 9b i 10.
Na slikama 18, 19, 20 1 21 prikazani su primjeri kromatograma nekih uzoraka voca u koje su
dodani standardi polifenola u svrhu identifikacije tih spojeva preklopljeni sa kromatogramima

voca bez dodanih standarda.
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Slika 17. Kromatogrami A) standarda antocijanina (520 nm) te B) standarda flavonola, flavanola i

fenolnih kiselina snimljenina260,280,3201360 nm.

59



Tablica 8. Linearnost”, granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) HPLC metoda

Valna Retencijsko Raspon Nagib Odsjec¢ak LOD LOQ
Standardi duljina vrijeme koncentracija na osiy r’
(nm) (min) (mg17) (mgl") | (mgl)
HPLC METODA ZA ANALIZU ANTOCIJANINA
cijanidin-3-glukozid 520 23.69 1-100 20635 -23716 0.9996 0.64 1.92
cijanidin-3-rutinozid 520 26.05 0.5-200 15578 -20692 0.9997 1.18 3.54
peonidin-3-glukozid 520 26.98 5-100 13530 -6085.7 0.9996 0.41 1.23
malvidin-3-glukozid 520 27.15 0.96-96 33059 -47153 0.9958 0.09 0.27
delfinidin-3-glukozid 520 21.55 1-100 17256 -22213 0.9965 0.35 1.05
pelargonidin-3-glukozid 520 24.93 1-100 18253 -25451 0.9996 0.92 2.76
HPLC METODA ZA ANALIZU FLAVONOLA, FLAVANOLA | FENOLNIH KISELINA

p-hidroksibenzojeva kiselina 260 16.37 1-80 381296 -332900 0.9979 0.76 2.30
elaginska kiselina 260 25.63 1-250 515480 1649500 0.9998 1.12 3.39
galna kiselina 280 9.23 10-80 190444 -170735 0.9994 0.07 0.22
(+)-katehin 280 14.54 1-100 37603 21970 0.9999 0.10 0.30
(-)-epikatehin 280 17.92 1-100 38568 -11569 0.9982 0.20 0.60
kafeinska kiselina 320 18.12 1-80 454274 -1243600 0.9963 0.32 0.98
p-kumarinska kiselina 320 21.31 2-240 296060 -488220 0.9993 0.49 1.48
feruli¢na kiselina 320 23.23 1-250 482290 -1778300 0.9985 0.44 1.33
miricetin 360 24.82 1-80 307720 236220 0.9992 0.15 0.46
kvercetin 360 27.44 1-250 329840 -343620 0.9999 0.07 0.21
kemferol 360 29.77 1-80 283410 -355390 0.9997 0.13 0.40

2 . - T - . >
* izrazena koeficijentom determinacije r
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Tablica 9a. Preciznost” HPLC metode za odredivanje antocijanina

oo .o ee A
St Koeficijent varijacije
%0
Borovnica
Dp-3-gal 0.08
Dp-3-glu 2.79
Cn-3-gal 4.84
Dp-3-ara 0.10
Cn-3-glu 3.93
Pt-3-glu 5.16
Pn-3-glu 0.02
m-3-gal 341
Pn-3-ara 3.53
m-3-glu 2.34
Kupina
cn-3-glu 0.52
cn-3-rut 5.45
cn-3-ksil 0.56
Aronija
cn-3-gal 0.27
cn-3-glu 0.17
cn-3-ara 0.16
cn-3-ksil 1.11
Jagoda
cn-3-glu 5.26
pg-3-glu 1.25
pg-3-rut 0.04
Malina
cn-3-sopho 1.17
pg-3-sopho 3.54
cn-3-glu 1.66
Tresnja
cn-3-glu 2.21
cn-3-rut 3.21
pn-3-glu 5.74
pn-3-rut 2.08
Visnja
cn-3-sopho 1.10
cn-3-glu-rut 1.09
cn-3-glu 5.95
cn-3-rut 0.64
Bobice bazge
cn-3-sam-5-glu 4.99
cn-3-sam+cn-3-glu 1.41
cn-3-rut 5.39
Crveni ribiz
Cn-3-sam 0.99
Cn-3-ksilrut 0.29
Cn-3-rut 1.25
Crni ribiz
dp-3-glu 1.08
dp-3-rut 0.58
cn-3-glu 0.97
cn-3-rut 0.21

* preciznost metode izraZena raunanjem koeficijenta varijacije
(KV) povrsina pikova iz tri uzastopna mjerenja svakog uzorka voc¢a
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Tablica 9b. Tocnost” HPLC metode za odredivanje

antocijanina
ov b
Standardi IskorisStenje

%0
cijanidin-3-glukozid 85.89
cijanidin-3-rutinozid 9143
peonidin-3-glukozid 90.25
malvidin-3-glukozid 95.65
delfinidin-3-glukozid 93.24
pelargonidin-3-glukozid 92.98

* to¢nost metode izraZena mjerenjem iskoriStenja nakon

dodavanja cistih spojeva u sve uzorke voca.
Podaci iskoriStenja su srednje vrijednosti

Tablica 10. Preciznost® i to¢nost® HPLC metode za analizu flavonola, flavanola i

fenolnih kiselina

Koeficijent varijacije® IskoriStenje”
Standardi %0 Y
Crni ribiz Malina
p-hidroksibenzojeva kiselina 1.5 92.38
elaginska kiselina 0.6 7.2 106.08
(+)-katehin 1.3 98.30
(-)-epikatehin 96.54
kafeinska kiselina 0.6 5.6 92.63
p-kumarinska kiselina 1.0 2.3 99.72
feruli¢na kiselina 1.4 5.5 87.28
miricetin 54 88.34
kvercetin 5.4 4.8 92.29
kaempferol 8.0 87.48

* preciznost metode izraZena raunanjem koeficijenta varijacije (KV) povrsina pikova iz Sest
uzastopnih mjerenja ekstrakta crnog ribiza i maline

" to¢nost metode izraZena ra¢unanjem iskoristenja nakon dodavanja &istih spojeva

u sve uzorke voca. Podaci iskoriStenja su srednje vrijednosti
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Slika 18. Preklopljeni kromatogrami uzorka viSnje i uzorka visnje u koji su dodani standardi

cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid (520 nm)
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Slika 19. Preklopljeni kromatogrami uzorka jagode i uzorka jagode u koji su dodani standardi

miricetin, kvercetin i kemferol (360 nm)
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Slika 20. Preklopljeni kromatogrami uzorka jagode i uzorka jagode u koji su dodani standardi

p-kumarinska i elaginska kiselina (320 nm)
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Slika 21. Preklopljeni kromatogrami uzorka borovnice i uzorka borovnice u koji su dodani

standardi kafeinska i feruli¢na kiselina (320 nm)
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4.2.2. Antocijanini u voéu

Slika 22 prikazuje kromatograme voca s identificiranim antocijaninima, snimljene na 520

nm. U tablici 11 dane su koli¢ine pojedinih antocijanina u vocu te distribucija antocijanina u

svakom vocu izrazena u postotcima.

0,05 cn-3-glu . 025} a-3-glu
dp-3-ars Borovnica
p-3-ara
0,04 020} _
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Slika 22. HPLC kromatogrami véa

Vrijeme / min

snimljeni na 520m s prikazom identificiranih antocijanina.

Cn, cijanidin; pn, peonidin; dp, delfinidin; pg, pelargonidin; pt, petunidin; m, malvidin; glu,
glukozid, rut, rutinozid, gal, galaktozid; ara, arabinozid;sam, sambubiozid; sofo, soforozid; ksil,
ksilozid; ksilrut, ksilozilrutinozid
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Nastavak slike 22. HPLC kromatogrami v@&a snimljeni na 520 mn s prikazom identificiranih
antocijanina Cn, cijanidin; pn, peonidin; dp, delfinidin; pg, pelargonidin; pt, petunidin; m
malvidin; glu, glukozid, rut, rutinozid, gal, galaktozid; ara, arabinozid;sam, sambubiozid; sof«
soforozid; ksil, ksilozid; ksilrut, ksilozilrutinozid
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Tablica 11. Koli¢ina pojedinih antocijanina

(mg cijanidin-3-glukozida/kg svjeZeg voca)” te njihova raspodjela u voéu (%)

Vodée anltiooclil‘c mna Udio (%) u ukupnoj
janina exe o
1 koli¢ini antocijanina
(mg kg™ )
Borovnica
dp-3-gal 2526 £ 0.0 5.6
dp-3-glu 5322 &% 2.1 11.8
cn-3-gal 369.8 £ 24 8.2
dp-3-ara 139.8 + 0.1 3.1
cn-3-glu 1086.9 + 6.0 24.1
pt-3-glu 712.6 + 5.1 15.8
pn-3-glu 834.3 + 0.0 18.5
m-3-gal 4420 + 1.5 9.8
pn-3-ara 49.6 + 0.2 1.1
m-3-glu 90.2 + 0.4 2.0
Ukupno 45099 + 17.8 100.0
Kupina
cn-3-glu 1060.4 + 2.7 90.4
cn-3-rut 152 % 0.0 1.3
cn-3-ksil 97.4 + 1.2 8.3
Ukupno 1173.0 + 3.9 100.0
Aronija
cn-3-gal 23850 = 4.9 68.9
cn-3-glu 969 + 0.1 2.8
cn-3-ara 848.1 + 1.0 24.5
cn-3-ksil 131.5 + 0.1 3.8
Ukupno 3461.6 =+ 6.1 100.0
Jagoda
cn-3-glu 62 0.7 3.6
pg-3-glu 1355 = 2.0 78.7
pg-3-rut 305 0.0 17.7
Ukupno 172.2 + 2.7 100.0
Malina
cn-3-sopho 195.9 + 2.8 79.8
pg-3-sopho 14.7 + 0.5 6.0
cn-3-glu 349 0.7 14.2
Ukupno 2455 % 4.0 100.0
Tresnja
cn-3-glu 30.8 + 1.5 20.2
cn-3-rut 108.4 + 8.0 71.2
pn-3-glu 6.9 + 1.1 4.5
pn-3-rut 62 * 0.2 4.1
Ukupno 1523 = 10.8 100.0
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Nastavak tablice 11. Koli¢ina pojedinih antocijanina

(mg cijanidin-3-glukozida/kg svjeZeg voca)“te njihova raspodjela u voéu (%)

Kolicina Udio (%) u ukupnoj
Voce antocijanina koli¢ini antocijanina
-1
(mg kg')
Visnja

cn-3-sopho 419 + 0.8 3.9
cn-3-glu-rut 660.1 + 0.7 61.4
cn-3-glu 37.6 + 0.3 3.5
cn-3-rut 3354 + 1.6 31.2
Ukupno 1075.1 + 34 100.0

Bobice bazge
cn-3-sam-5-glu 476.4 + 9.9 15.1
cn-3-sam+cn-3-glu 2621.9 + 18.9 83.1
cn-3-rut 56.8 + 5.9 1.8
Ukupno 3155.1 + 34.7 100.0

Crveni ribiz
cn-3-sam 27.4 + 0.4 13.8
cn-3-ksilrut 116.8 + 0.5 58.8
cn-3-rut 54.4 + 1.1 27.4
Ukupno 198.7 + 2.0 100.0
Crni ribiz

dp-3-glu 349.6 + 10.9 13.8
dp-3-rut 1112.1 + 38.9 43.9
cn-3-glu 159.6 + 1.7 6.3
cn-3-rut 912.0 + 12.3 36.0
Ukupno 2533.3 + 63.8 100.0

* srednje vrijednosti + SD (n=3)
Chn, cijanidin; pn, peonidin; dp, delfinidin; pg, pelargonidin; pt, petunidin;
m, malvidin; glu, glukozid, rut, rutinozid, gal, galaktozid; ara, arabinozid;
sam, sambubiozid; sopho, soforozid; ksil, ksilozid; ksilrut, ksilozilrutinozid
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4.2.3. Flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline u voc¢u

Kromatogrami voca koji su prikazani na slici 23

snimljeni su na 360 nm i prikazuju

flavonole prisutne u ispitivanom voéu. Koli¢ina flavonola izraZena je u mg kg™ svjezeg voca i

prikazana u tablici 12.
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Slika 23. HPLC kromatogrami v&a snimljeni na 360 m s prikazom identificiranih flavonola.
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Nastavak slike 23. HPLC kromatogrami vaa snimljeni na 360 m s prikazom identificiranih
flavonola
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Tablica 12. Koli¢ina pojedinih flavonola u voéu (mg kg' svijeZzeg voéa)* odreden HPLC

metodom
Flavonoli
Voée Miricetin Kvercetin Kemferol Ukupno
(mg kg') (mg kg') (mg kg') (mg kg')

Ericaceae
Borovnica 43.02+1.1 136.97+£3.2 2.88+0.1 182.87
Rosaceae
Kupina 55.42+0.5 2.1340.5 57.55
Aronija 92.15+0.5 6.8620.3 99.01
Jagoda 6.24+0.2 7.71+0.3 13.95
Malina 3.85+0.2 3.85
Tresnja 0.17+0.1 8.58+0.1 5.97+0.3 14.72
Visnja 5.05+0.3 2.3840.1 7.43
Caprifoliaceae
Bazga 143.69+4.2 2.02+0.1 145.71
Saxifragaceae
Crni ribiz 4422447 21.44+0.3 7.5340.3 73.19
Crveni ribiz 1.72+0.3 8.87+0.2 0.34+0.0 10.93

* srednje vrijednosti + SD (n=2)
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Na slikama 24, 25, 26 1 27 prikazani su kromatogrami voca s identificiranim flavanolima i

fenolnim kiselinama. Snimani su na 280, 260 i 320 nm. U tablici 13 dane su koli¢ine flavanola i

fenolnih kiselina u ispitivanom vocu.
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Slika 24. HPLC kromatogrami A) borovnice i B) kupine snimljeni na 260, 280 i 320 nm s prikazom
hidroksibenzojevih kiselina, flavanolaihidroksicimetnih kiselina.
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Slika 25. HPLC kromatogrami A) aronije i B) jagode snimljeni na 260, 280 1 320 nm s prikazom
hidroksibenzojevih kiselina, flavanolaihidroksicimetnih kiselina.
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Slika26. HPLC kromatogrami A) maline,B) tr&¢ nje,C) W njeiD) bazge snimljeni na260,2801320
nm s prikazom hidroksibenzojevih kiselina, flavanolaihidroksicimetnih kiselina.
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Slika27.HPLC kromatogrami A) crnogribizlaiB) crvenogribizla snimljenina260,2801320nms
prikazom hidroksibenzojevih kiselina, flavanolaihidroksicimetnih kiselina.

75



Tablica 13. Koli¢ina pojedinih flavanola i fenolnih kiselina u ispitivanom voéu (mg kg™’ svjeZeg voéa)* odredene HPLC metodom

Flavanoli Hidroksibenzojeve Kkiseline Hidroksicimetne kiseline
i (+)-katehin (-)-epikatehin Ukupno p-Hidroksi- Elaginska Ukupno Kafeinska p- Feruli¢na Ukupno
Voée benzojeva Kiselina Kiselina Kumarinska | Kiselina
kiselina kiselina
(mg kg') (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™

Ericaceae
Borovnica 2.40+0.1 253.24+0.5 255.64 27.2940.6 54.90+3.9 9.5740.3 91.76
Rosaceae
Kupina 6.06+0.2 6.06 121.07+0.2 121.07 5.65+0.4 5.9440.0 5.11£0.0 16.7
Aronija Tragovi Tragovi Tragovi 3.97+0.1 3.97 38.39+0.5 38.39
Jagoda 9.31+0.1 22.24+0.3 31.55 41.40+0.2 41.40 16.86+0.3 16.86
Malina 4.95+40.1 31.74+2.1 36.69 3.2340.1 4.2440.1 4.2940.1 11.76
TreSnja 11.47+0.2 5.40+0.2 16.87
Visnja 9.05+0.5 19.12+0.9 28.17
Caprifoliaceae
Bazga 15.84+0.2 10.80+0.2 26.64
Saxifragaceae
Crni ribiz 12.26+0.3 12.26 3.1540.1 3.15 21.31£0.1 31.69+0.3 17.48+0.1 70.48
Crveni ribiz 4.21+0.2 21.76+0.3 25.97 12.54+0.1 12.54 12.76+0.3 8.26+0.2 21.02

* srednje vrijednosti = SD (n=2)
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4.3. Rasprostranjenost pojedinih polifenola u voéu

Slika 28 prikazuje raspodjelu flavonola u pojedinom ispitivanom vocu. Prikazana je kao

udio pojedinog flavonola u ukupnoj koli¢ini flavonola. Raspodjela fenolnih kiselina voc¢a (%)

prikazana je na slici 29. Slika 30 prikazuje koli¢ine ukupnih antocijanina, flavonola, flavanola i

fenolnih kiselina u vocu, a na slici 31 dana je raspodjela tih spojeva u vocu (%).
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0O kemferol 3.1 10.3 1.4 32.0 40.6 0.0 55.3 6.9 3.7 1.6
W miricetin 15.7 60.4 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0 0.0 0.0 23.5
m kwercetin| 81.2 29.3 98.6 68.0 58.3 100.0 44.7 93.1 96.3 74.9
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Slika 28. Raspodjela (% u ukupnoj koli¢ini flavonola) pojedinih flavonola u ispitivanom vocu
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\ \ A
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Slika 29. Raspodjela (% u ukupnoj koli¢ini fenolnih kiselina) pojedinih fenolnih kiselina u

ispitivanom vocu
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Slika 30. Koli¢ina ukupnih flavonola, ukupnih flavanola, ukupnih fenolnih kiselina te ukupnih

antocijanina u vocu
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Slika 31. Udio (%) pojedinih grupa polifenola odredenih HPLC metodama u ispitivanom vocu
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4.4. Antioksidacijska aktivhost voca

Antioksidacijska aktivnost voca odredena pomo¢u DPPH i ABTS metode dana je u
tablici 14. Korelacija izmedu antioksidacijskih aktivnosti dobivenih pomo¢u DPPH i ABTS

metode prikazana je na slici 32.

Tablica 14. Antioksidacijska aktivnost vo¢a odredena DPPH" i ABTS”

metodom (umol TE/g)

. DPPH ABTS

Voce
. (umol TE/g) . (umol TE/g)

Porodica
Ericaceae
Borovnica 125.52 53.28
Porodica
Rosaceae
Kupina 41.89 23.94
Aronija 181.07 78.90
Jagoda 6.11 12.08
Malina 18.61 12.10
TreSnja 4.22 13.62
Visnja 29.49 23.74
Porodica
Caprifoliaceae
Bazga 100.16 37.91
Porodica
Saxifragaceae
Crni ribiz 109.89 44.67
Crveni ribiz 13.73 13.15

“antioksidacijska aktivnost odredena hvatanjem DPPH radikala nakon 15 minuta reakcije
Pantioksidacijska aktivnost odredena hvatanjem ABTS™ radikala nakon 1 minute reakcije
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Slika 32. Korelacija izmedu vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH i ABTS

metodom
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4.5. Korelacija izmedu sadrzaja i vrste polifenola i antioksidacijske

aktivnosti voca

Na slikama 33-41 prikazana je korelacija izmedu koli¢ine polifenola i antioksidacijske

aktivnosti ispitivanog voca, a koeficijenti korelacije (r) dani su u tablici 15.
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Slika 33. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih polifenola u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voc¢a (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 34. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih antocijanina u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voc¢a (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 35. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih flavonola u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voc¢a (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 36. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih fenolnih kiselina u voc¢u i antioksidacijske

aktivnosti ispitivanog voca (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 37. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih hidroksicimetnih kiselina u vocu i antioksidacijske

aktivnosti ispitivanog voca (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 38. Korelacija izmedu koli¢ine ukupnih flavanola u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voc¢a (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 39. Korelacija izmedu koli¢ine kvercetina u vocu i antioksidacijske aktivnosti ispitivanog

voca (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 40. Korelacija izmedu koli¢ine kafeinske kiseline u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voc¢a (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Slika 41. Korelacija izmedu koli¢ine p-kumarinske kiseline u vocu i antioksidacijske aktivnosti

ispitivanog voca (odredene DPPH i ABTS metodama)
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Tablica 15. Koeficijenti korelacije (r) izmedu antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH i

ABTS metodama i koli¢ine pojedinih polifenolnih spojeva u ispitivanom vocu

Koeficijent korelacije
Polifenolni spoj (r) 0
lli grupa spojeva DPPH ABTS
(pmolITE/g) (pmolITE/g)

Ukupni polifenoli (mg/kg FW) 0.98%** 0.98%#* 10
Ukupni antocijanini (mg/kg FW) 0.93%** 0.907%#%* 10
Ukupni flavonoli (mg/kg FW) 0.79%* 0.73* 10
Ukupni flavanoli (mg/kg FW) 0.62 0.66 5
Ukupne fenolne kiseline (mg/kg FW) 0.16 0.13 10
Ukupne hidroksicimetne kiseline (mg/kg FW) 0.66* 0.64* 10
Ukupne hidroksibenzojeve kiseline (mg/kg FW) -0.41 -0.38 6
Derivati cijanidina (mg/kg FW) 0.85%* 0.83*%* 10
Cijanidin-3-glukozid (mg/kg FW) 0.28 0.22 8
miricetin (mg/kg FW) 0.99%#* 0.98* 4
kvercetin(mg/kg FW) 0.73% 0.68* 10
kemferol(mg/kg FW) 0.21 0.25 9

(+)-katehin (mg/kg FW) -0.02 -0.06 5
(-)-epikatehin (mg/kg FW) 0.99* 0.99* 3

kafeinska kiselina(mg/kg FW) 0.971 %% 0.94 %% 9
p-kumarinska kiselina(mg/kg FW) 0.74* 0.82%%* 9
feruli¢na kiselina(mg/kg FW) 0.77 0.71 4
Elaginska kiselina (mg/kg FW) -0.53 -0.49 5

* ok kE% oznaCavaju znacajnost za P<0.05, P<0.01, P<0.001
n= broj podataka za raCunanje koeficijenta korelacije
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Da bi se ispitao utjecaj polifenola na antioksidacijsku aktivnost voc¢a, u prvom redu bilo
je potrebno karakterizirati polifenolne spojeve voca tj. identificirati ih 1 kvantitativno odrediti.
Nakon odredivanja antioksidacijske aktivnosti voca, povezanost antioksidacijske aktivnosti voca

i koli¢ine 1 vrste polifenola, ispitana je regresijskom analizom.

5.1. Ukupni polifenoli i ukupni antocijanini u voéu

Ukupna koli¢ina polifenolnih spojeva ispitivanog voca, koja je odredena primijenom
spektroskopske Folin-Ciocalteu metode, prikazana je u tablici 7. Provedene analize pokazale su
da se ispitivano voc¢e znaCajno razlikuje po koli¢ini polifenolnih spojeva. Najvece koli¢ine
polifenola pronadene su u aroniji (7194 mg kg™'), borovnici (6180 mg kg™'), crnom ribizu (5435
mg kg') i bobicama bazge (4415 mg kg™') dok ostale vrste voéa sadrze znatno manje koli¢ine
polifenolnih spojeva [kupina (3658 mg kg ™), vi§nja (2905 mg kg™"), tre$nja (2011 mg kg™), jagoda
(1999 mg kg™), crveni ribiz (1948 mg kg™) i malina (1763 mg kg™)]. Kolig¢ine ukupnih polifenolnih
spojeva dobivene u ispitivanim uzorcima voca u skladu su s podacima objavljenim u literaturi
(2,3,40,45,64,80,95,120,139-141). Aronija, koja se istiCe izmedu ispitivanih vrsta voca kao vrsta
s izrazito velikom koli¢inom polifenola sadrzi ¢ak 2 do 4 puta viSe polifenola nego voce kao Sto
su maline, kupine, viSnje, tresnje, jagode, crveni ribiz.

Koli¢ina ukupnih antocijanina u vo¢u odredena je spektroskopskom pH-diferencijalnom
metodom s ciljem odredivanja ukupne koli¢ine antocijanina kao jedne od najvaznijih podskupina
polifenolnih spojeva (tablica 7). Iz rezultata je moguce vidjeti da je koliina antocijanina u
ispitivanom voéu vrlo raznolika (od 169 mg kg u jagodi do 4069 mg kg' u borovnici), a
dobivene  vrijednosti u skladu su s podacima objavljenim u literaturi
(2,3,40,41,62,80,97,45,103,120,139,140). Borovnice su najbogatije antocijaninima (4069 mg kg'l),
ali je sadrZaj antocijanina visok i u aroniji (3572 mg kg''), bobicama bazge (3175 mg kg™) i
crnom ribizu (2189 mg kg™). Ostalo ispitivano voée sadrzi ¢ak 3 do 24 puta manje antocijanina u
usporedbi s borovnicom. Iz omjera UA/UP moZze se vidjeti da je udio antocijanina u ukupnom
sadrZaju polifenola ispitivanog voca znatan (tablica 7). U borovnici su antocijanini zastupljeni sa
¢ak 66 % u ukupnoj koli¢ini polifenolnih spojeva, a zauzimaju vrlo visok udio i u polifenolima
bobica bazge (72 %), aronije (50 %) i crnog ribiza (40%). Prema tome, antocijanini su u
navedenom vocu dominantni polifenolni spojevi te je za oCekivati da je udio ostalih polifenolnih
spojeva u ovom vocu vjerojatno manji. U visnji i kupini udio antocijanina je takoder znacajan

(redosljedom 39 %, 29 %), a za razliku od spomenutog voca, udio antocijanina u malinama,
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treSnjama, crvenom ribizu i jagodama je manji (redosljedom 13 %, 10 %, 10%, 8%) §to ukazuje

na veci udio nekih drugih skupina polifenola u ovom vocu.

5.2. Antocijanini, flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline u voéu

Da bi se identificirali pojedini polifenolni spojevi prisutni u vocu te da bi se odredila
njihova distribucija i rasprostranjenost u vocu, provedena je detaljna analiza uzoraka voca

primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC).

5.2.1. Validacija HPLC metoda, identifikacija i kvantifikacija polifenolnih spojeva u

vocéu

Pomo¢u HPLC metode koja je primijenjena za analizu antocijanina, razdvojeni su
standardi antocijanina u vremenu od 18 do 30 minuta (tablica 8, slika 17). Druga metoda, kojom
su analizirani flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline, razdvojila je dane standardne spojeve u
vremenu od 14 do 30 minuta (tablica 8, slika 17). Obje metode pokazale su linearan odziv u
ispitivanom podrucju koncentracija (antocijanini 1°=0.9958-0.9997; flavonoli, flavanoli i fenolne
kiseline r°=0.9963-0.999) (tablica 8). Granice detekcije (tablica 8) za antocijanine iznose 0.09-
1.18 mg I'". Nesto veéa vrijednost granice detekcije za spoj cijanidin-3-rutinozid rezultat je
bliskog eluiranja cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-glukozida. No racunanjem koeficijenta
separacije (o) pokazalo se da su ta dva spoja ipak dovoljno razdvojena na koloni pri uvjetima
HPLC analize antocijanina. Granice detekcije za flavonole, flavanole i fenolne kiseline iznose
0.07-1.12 mg I'". Koeficijenti varijacije pojedinih antocijanina iznose od 0.02 % do 5.95 %
(tablica 9a) Sto ukazuje na dobru preciznost provedenih mjerenja. Raspon koeficijenta varijacije
pojedinih flavonola i fenolnih kiselina je 0.6 % do 8.0 % (tablica 10) te se i ova metoda moze
smatrati dovoljno preciznom za odredivanje ispitivanih polifenola u vocu. Iskoristenja metoda
(tablica 9b i 10) su dobra ili tolerantna, a iznose 86% do 96 % za standarde antocijanina te 87%
do 106 % za standarde flavonola, flavanola i fenolnih kiselina. Validirane HPLC metode
upotrijebljene su za identifikaciju 1 kvantifikaciju antocijanina, flavonola, flavanola,
hidroksibenzojevih 1 hidroksicimetnih kiselina.

Identifikacija antocijanina u voéu provedena je usporedbom spektara standarda
antocijanina sa spektrima antocijanina prisutnih u vo¢u u podrucju valnih duljina od 190 do 600
nm te usporedbom retencijskih vremena standarda sa retencijskim vremenima antocijanina

prisutnih u voc¢u. Nadalje, identifikacija antocijanina provedena je i dodavanjem standarda
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antocijanina u svaki uzorak voc¢a. Primjer kromatograma voca s dodanim standardima
antocijanina dan je na slici 18. Ova slika prikazuje preklopljeni kromatogram uzorka viSnje te
viSnje u koji su dodani standardi cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid. Dodatak standarda
cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-rutinozida u uzorak viSnje uzrokovao je povecanje onih
pikova koji 1 u izvornom uzorku viSnje predstavljaju te antocijanine. Uz provjeru spektara tih
spojeva te retencijskih vremena, podatak dobiven dodavanjem standarda nam potvrduje
identifikaciju tih antocijanina. Ostali se pikovi antocijanina u vis$nji nisu povecali. Dodatna
identifikacija antocijanina provedena je usporedbom profila antocijanina pojedinog voca s
profilom antocijanina objavljenim u literaturi te su na taj nacin identificirani svi prisutni
antocijanini.

Flavonoli, flavanoli i fenolne kiseline su isto tako identificirani usporedbom spektara
(190-600 nm) i retencijskih vremena standarda flavonola, flavanola i fenolnih kiselina sa
spektrima 1 retencijskim vremenima odgovarajuc¢ih pikova u vocu. Nadalje da bi se dobili
dodatni podaci za identifikaciju, provedeno je dodavanje standarda flavonola, flavanola i
fenolnih kiselina u svaki uzorak voca. Slike 19, 20 i 21 prikazuju primjere kromatograma
pojedinih uzoraka voca preklopljenih s kromatogramima voca u koje su dodani standardi. U
ekstrakt jagode pripremljen za analizu flavonola, dodani su standardi miricetin, kvercetin i
kemferol (slika 19). Pikovi koji predstavljaju te standarde dali su povecanu povrSinu, a
usporedbom kromatograma jagode u koji su dodani standardi i kromatograma jagode u koji nisu
dodani standardi mogu se identificirati pikovi koji pripadaju miricetinu, kvercetinu i kemferolu u
jagodi. U ekstrakte jagode i borovnice dodani su standardi fenolnih kiselina (slike 20 i 21), a
povecanje povrsine pikova omogucava identificiranje fenolnih kiselina u uzorku.

Koli¢ina identificiranih polifenolnih spojeva odredena je pomocu kalibracijskih krivulja

dobivenih za pojedini standardni polifenolni spoj.

5.2.2. Antocijanini u voéu

Kromatogrami antocijanina identificiranih u vocu prikazani su na slici 22. Koli¢ine
pojedinih antocijanina u vocu, kao i njihov udio (%) u ukupnoj koli¢ini antocijanina prikazani su
u tablici 11. Analizom pomoéu HPLC metode najvece koliCine antocijanina pronadene su u
borovnici (4510 mg kg™, aroniji (3462 mg kg ™), bazgi (3155 mg kg™ i crnom ribizlu (2533 mg kg™)
isto kao i analizom pomocu spektroskopske metode. Ostalo voce ima znatno manje koli¢ine
antocijanina.

Za borovnicu je karakteristi¢an vrlo raznolik profil antocijanina. Identificirani su derivati

¢ak pet skupina antocijanidina: derivati delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i malvidina.
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Identifikacija se slaze s rezultatima prethodnih istrazivanja (19,46,122,142,143). Derivati
cijanidina najzastupljeniji su i ¢ine 32 % u ukupnoj koli€ini antocijanina (cijanidin-3-glukozid
1087 mg kg, cijanidin-3-galaktozid 370 mg kg™'). Veliku skupinu &ine i derivati delfinidina
(delfinidin-3-glukozid 532 mg kg, delfinidin-3-galaktozid 253 mg kg™, delfinidin-3-arabinozid
140 mg kg'), a zastupljeni su sa 20.5 % u ukupnoj koli¢ini antocijanina borovnice. Derivati
peonidina zastupljeni su sa 19.6 % (peonidin-3-glukozid 834 mg kg',peonidin-3-arabinozid 50
mg kg™, derivati petunidina sa 15.8 % (petunidin-3-glukozid 713 mg kg™), a derivati malvidina
sa 11.7 % (malvidin-3-galaktozid 442 mg kg', malvidin-3-glukozid 90 mg kg"). Sli¢na
distribucija pojedinih grupa antocijanina pronadena je i u ranijim istraZivanjima gdje su cijanidin
derivati zauzimali 30 do 36%, delfinidin derivati 34 do 39 % , peonidin derivati 2 do 6%,
petunidin derivati 11 do 14 %, a malvidin derivati 12 do 16% u ukupnoj koli¢ini antocijanina
borovnice (Vaccinium myrtillus) (4,19,46).

Prevladavajuéi antocijanin pronaden u kupini je cijanidin-3-glukozid (1060 mg kg™) koji
u ukupnoj koli¢ini antocijanina zauzima ¢ak 90 %, dok su ostali antocijanini pronadeni u znatno
manjoj koli&ini (cijanidin-3-rutinozid 15 mg kg'; cijanidin-3-ksilozid 97 mg kg'). Ovi
antocijanini identificirani su u kupini i u istraZivanjima drugih istrazivaca (47,93). U najvecoj
koli¢ini pronaden je cijanidin-3-glukozid (44 do 95 % u razli¢itim sortama kupine) (93) kao i u
ovom radu, a ostali identificirani antocijanini, uklju€uju¢i cijanidin-3-rutinozid i1 cijanidin-3-
ksilozid pronadeni su u malim koli¢inama (93). Koli¢ina antocijanina u kupini u skladu je s
vrijednostima pronadenima u literaturi (47,93).

Aronija sadrzi mjesavinu 4 razlicita glikozida cijanidina: 3-galaktozida, 3-arabinozida, 3-
glukozida i 3-ksilozida. Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid su prisutni u najvecoj
koli¢ini (2385 mg kg™, 848 mg kg') i zastupljeni su sa >93 % u ukupnoj koli&ini antocijanina
dok je koncentracija cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-ksilozida puno niZa. Prema ranije
objavljenim podacima, glavni antocijanini aronije su cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-
arabinozid, a slijede ih cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-ksilozid (46,47,79,115,122,142,144) Sto
je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.

Jagoda je jedino voce izmedu ispitivanih vrsta vo¢a u kojoj dominiraju derivati
pelargonidina; pelargonidin-3-glukozid, (136 mg kg™") i pelargonidin-3-rutinozid (31 mg kg™).
Ta dva antocijanina zajedno su zastupljena sa >96 % u ukupnoj koli€ini antocijanina. Koli¢ina
cijanidin-3-glukozida je niska (6 mg kg™, 4%). IstraZivanja drugih istraZivata potvrdila su da su
za jagodu karakteristi¢ni isti derivati pelargonidina koji su identificirani i ovim istrazivanjem, te
da oni dominiraju u jagodi, dok je cijanidin-3-glukozid prisutan u puno manjoj koli¢ini (7,145-

147).

