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Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari

Sazetak

U ovom radu ispitivalo se antioksidativno djelovanje otopina triju fenolnih tvari: katehina,
kvercetina i galne kiseline. Antioksidativna aktivnost odredena je ABTS, DPPH i FRAP
metodama. Ispitivane su pojedinacne otopine fenolnih tvari (otopina katehina, otopina
kvercetina, otopina galne kiseline) i kombinirane otopine fenolnih tvari (otopina katehina i
kvercetina, otopina katehina i galne kiseline, otopina kvercetina i galne kiseline, otopina
katehina, kvercetina i galne kiseline). Razlog kombiniranja fenolnih tvari bio je ispitati postoji li
sinergijski efekt antioksidativnog djelovanja kombinacije fenolnih tvari. Utvrdeno je da je
najvecu antioksidativhu aktivnost odredenu ABTS, DPPH i FRAP metodom imala otopina
katehina, kvercetina i galne kiseline, dok je najmanja vrijednost antioksidativne aktivnosti
otopina ovisila o primjenjenoj metodi. Sinergijski efekt, kod svih tri metoda, pokazuje otopina
katehina i galne kiseline. Otopina katehina i kvercetina ni u jednoj metodi ne pokazuje

sinergijski efekt.

Kljucne rijeci: fenolne tvari, antioksidativna aktivnost, katehin, kvercetin, galna kiselina,

sinergijski efekt, ABTS, DPPH, FRAP metode



Antioxidant activity of model solutions of phenolic compounds

Summary

The aim of this work was investigation of the antioxidant activity of phenolic solution of three
substances: catechins, quercetin and gallic acid. The antioxidant activity was determined by
ABTS, DPPH and FRAP methods. Individual solutions of phenolic compounds (catechin solution,
guercetin solution, gallic acid solution) and their combined solutions (catechins and quercetin
solution, catechins and gallic acid solution, quercetin and gallic acid solution, catechins,
guercetin and gallic acid solution) were investigated. The reason of combining phenolic
substances was to examine whether there is a synergistic effect of antioxidant action of
phenolic substances. It was found that the highest antioxidant activity determined by ABTS,
DPPH and FRAP method had a solution of catechins, quercetin and gallic acid, while the
minimum value of antioxidant activity depended on the method. The synergetic effect, in all
three methods, showed the solution of catechin and gallic acid. Solution of catechin and

guercetin didnt show a synergistic effect.

Keywords: phenolics, antioxidant activity, catechin, quercetin, gallic acid, synergistic effect,

ABTS, DPPH, FRAP methods
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1. UVOD

U posljednje vrijeme sve vise se istiCe vaznost spojeva koji nisu esencijalni za ljudsko zdravlje, ali
pokazuju bioloSko djelovanje u ljudskom organizmu. Polifenolni spojevi su jedan od primjera
takvih spojeva. Polifenolni spojevi kompleksne su grade te su iz tog razloga podjeljeni u brojne
skupine od kojih se posebno isticu flavonoidi i fenolne kiseline. Vazna karakteristika ovih spojeva
je antioksidacijsko djelovanje koje je povezano s razli¢itim fizioloSkim djelovanjem u ljudskom
organizmu, a iskazuje se hvatanjem slobodnih radikala te vezanjem metalnih iona. Njihovo
antiupalno, antialergijsko i antikancerogeno djelovanje je razlog zbog kojeg su postali predmet

brojnih istraZivanja u posljednjih nekoliko desetljeéa (Jakobek i sur., 2008.).

Cilj ovog rada je odrediti antioksidativnu aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari pomocu
ABTS, DPPH i FRAP metode. Fenolne tvari za koje su se ispitivanja provodila su: katehin,
kvercetin i galna kiselina. Osim odredivanja antioksidativne aktivnosti pojedinacnih otopina
fenolnih tvari (otopina katehina, otopina kvercetina, otopina galne kiseline), cilj je bio i odrediti
postoji li sinergijski efekt kod antioksidativnhog djelovanja te su se ispitivanja provodila i na
kombinacijama otopina fenolnih tvari (otopina katehina i kvercetina, otopina kvercetina i galne

kiseline, otopina katehina i galne kiseline, otopina katehina, kvercetina i galne kiseline).
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2.TEORUSKI DIO

2.1. Polifenoli

Polifenoli su najveéa skupina fitokemikalija, a najvise su zastupljeni u biljnoj hrani. Polifenoli
imaju vaznu ulogu za ljudsko zdravlje, posebice u prevenciji degenerativnih bolesti, osobito raka,

kardiovaskularnih bolesti i neurodegenerativnih bolesti (Tsao, 2010.).

Antioksidacijsko svojstvo polifenola je uglavnhom posljedica njihova redoks svojstva koje im
omogucuje djelovanje kao redukcijsko sredstvo, donor vodika, uklanjanje slobodnih radikala, ali

i inhibicija enzima koji povecavaju oksidacijski stres (Subari¢ i sur., 2010.).

Polifenoli ukljuuju vise od 8000 spojeva razli¢ite kemijske strukture, od jednostavnih
hidroksimetilnih kiselina i antocijana (biljni pigmenti) do sloZenijih flavonoida i tanina ¢ije je
osnovno obiljezje prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih prstenova (Subarié i sur.,

2010.).

2.1.1. Klasifikacija polifenola

Polifenoli ¢ine skupinu od oko 8000 razlicitih spojeva. Voce, povrée, cjelovite Zitarice i druge
vrste hrane i pi¢a, kao Sto su ¢aj, ¢okolada i vina su bogat izvor polifenola. Raznolikost i Siroka
distribucija polifenola u biljkama doveli su do razli¢itih nacina kategorizacije polifenola.
Klasificirani su prema njihovim izvorima podrijetla, bioloskim funkcijama i kemijskoj strukturi.
Takoder, vecina polifenola u biljkama postoje kao glikozidi s razli¢itim jedinicama Secera i

aciliranih Seéera na razlicitim pozicijama polifenolnih kostura (Tsao, 2010.).

Prema kemijskoj strukturi aglikona, polifenoli se mogu klasificirati prema dolje navedenoj

podjeli (Tsao, 2010.).
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2.1.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su neflavonoidni polifenolni spojevi. Razlikujemo dvije glavne vrste fenolnih
kiselina: derivati benzojeve kiseline (Slika 1) i derivati cinami¢ne kiseline (Slika 2). Slobodne
fenolne kiseline najéesée se nalaze u voéu i povrcu, a fenolne kiseline u vezanom obliku najéesce

su u zZitaricama i sjemenkama (Tsao, 2010.).

O~_ OH

HO OH
OH

Slika 1 Galna kiselina (Web 1)

O
HO

HO

Slika 2 Kafeinska kiselina (Web 2)

2.1.1.2. Flavonoidi
Flavonoidi spadaju u skupinu polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, a posjeduju

antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost (Kazazi¢, 2004.).

Osim Sto djeluju antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antiviralno i antikancerogeno,

flavonoidi doprinose boji i okusu hrane (Kazazi¢, 2004.).
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Flavonoidi imaju viSestruko djelovanje poput sposobnosti sparivanja elektrona slobodnog
radikala, ketalnog vezanja iona prijelaznih metala (Fe®*, Cu®, zn®*, Mg®"), aktiviranja

antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004.).

Povezanost izmedu pojedinih strukturnih komponenata i svojstva hvatanja radikala, stvaranja
ketalnih kompleksa i antioksidacijske aktivnosti omogucuje razumijevanje antioksidacijskog i

prooksidacijskog djelovanja flavonoida (Kazazié, 2004.).

Flavonoidi su podijeljeni u nekoliko podgrupa: flavoni, flavonoli, flavanoni, izloflavoni,
flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli te antocijani. U prirodi se
flavonoidi nalaze uglavnom u obliku glikozida, tj. povezani su s razli¢itim molekulama Secera

(Kazazi¢, 2004.).

2.1.1.3. Polifenolni amidi
Polifenolni amidi su polifenoli koji sadrze N funkcionalne supstituente. To su komponente koje
se nalaze u chili paprici i zobi te posjeduju antioksidativna i antiupalna svojstva (Slika 3) (Tsao,

2010.).

YT

kapsaicin
o

HC0 N’Jl\f’m\-f'h\ e
A T
HO

dihidrokapsaicin

Slika 3 Polifenolni amidi (Web 3)

2.1.1.4. Ostali polifenoli
U hrani je zastupljeno nekoliko neflavonoida koji imaju pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. To
su resveratrol, elaginska kiselina i njeni derivati, lignani, kurkumin i ruzmarinska kiselina (Slika

4). Resveratrol se nalazi u grozdu i crnom vinu, elaginska kiselina i njeni derivati u bobi¢astom
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vocu i koZi orasastih plodova, lignani u lanu, sezamu i mnogim Zitaricama, a kurkumin je snazan

antioksidans iz kurkume. RuZmarinska kiselina je dimer kafeinske kiseline, dok je elaginska

kiselina dimer galne kiseline (Tsao, 2010.).

Slika 4 Lijevo - elaginska kiselina, sredina - resveratrol, desno - kurkumin (Web 4)

2.1.2. Antioksidativna aktivnost polifenola

Polifenoli su snazni antioksidansi koji nadopunjuju antioksidativne funkcije vitamina i enzima za
obranu od oksidativnog stresa uzrokovanog viskom reaktivnih kisika (Tsao, 2010.). Najvazniji
nacin djelovanja polifenola kao antioksidansa je hvatanje slobodnih radikala prilikom cega se
prekidaju lanéane reakcije slobodnih radikala. Da bi bili antioksidansi, polifenoli moraju u maloj
koncentraciji bitno usporiti ili sprijeciti reakciju oksidacije, a radikal koji iz njega nastaje mora biti
stabilan. Stabilizacija radikala obi¢no se postize delokalizacijom elektrona, stvaranjem
intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom. Osim
hvatanja slobodnih radikala, polifenoli imaju joS jedan nacin antioksidacijskog djelovanja, a to je
interakcija flavonoida s drugim fizioloSkim antioksidansima, npr. vitaminom C ili vitaminom E

(Kazazi¢, 2004.).

2.2. Veza izmedu strukture i antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost polifenola ovisi o kemijskoj strukturi i prostornom rasporedu

supstituenata (Cao i sur., 1997.).



Mateja Mikulinjak, Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari

2.2.1. Hidroksilne grupe

Na jacinu antioksidativne aktivnosti flavonoida najvise utjece prostorni raspored substituenata,
no i konfiguracija i broj hidroksilnih grupa imaju utjecaj na mehanizam antioksidativne aktivnosti
(Cao i sur., 1997; Haenen i sur., 1997.; Sekher Pannala i sur., 2001; Burda i Oleszek, 2001.).
Hidroksilne skupine prstena B posjeduju najveéu sposobnost hvatanja reaktivnih kisikovih i
dusikovih vrsta. Hidroksilne skupine prstena B doniraju vodik i elektron hidroksilnim i
peroksidnim radikalima i tako stabiliziraju slobodne radikale, a nastaje relativno stabilan

flavonoidni radikal (Kazazi¢, 2004.).

3'4'-katehol struktura B prstena pojacava inhibiciju oksidacije lipida. Takva struktura je
najznacajnija odlika potencijalnih hvataca peroksil, superoksid i peroksinitril radikala. Na
primjer, iako i luteolin i kampferol imaju jednaku hidroksilnu konfiguraciju, luteolin ima jacu
sposobnost hvatanja peroksil radikala od kamferola zbog toga $to kampferol nema B prsten
katehola. Hvatanje peroksinitril radikala pomodéu katehina takoder se pripisuje B prstenu
katehola (Kerry i Rice-Evans, 1999.). VaZznost drugih hidroksilnih grupa je manje jasna, ali osim
Sto povecava ukupni broj OH grupa, A prsten vrlo malo doprinosi antioksidativnoj aktivnosti.
Heterocikli¢ki dio flavonoida doprinosi antioksidativnoj aktivnosti tako Sto osigurava prisutnost
slobodnih OH grupa i omogucava konjugaciju izmedu aromatskih prstenova. S obzirom da su
halkoni aktivni antioksidansi, zatvoreni C prsten nije neophodan za aktivnost flavonoida
(Matthiesen i sur., 1997.). Hvatanje slobodnih radikala pomoéu flavonoida jako ovisi i o
slobodnoj 3-OH grupi (Burda i Oleszek, 2001.), tako da je utvrdeno da flavonoidi koji imaju
slobodnu 3-OH grupu i 3°,4"-katehol strukturu posjeduju 10 puta jacu sposobnost hvatanja

slobodnih radikala.
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2.2.2. O-metilacija

Razlika u antioksidativnoj aktivnosti izmedu polihidroksiliranih flavonoida i polimetoksiliranih
flavonoida moZe se pripisati njihovoj razlici i u hidrofobnosti i molekularnoj planarnosti. O-
metiliranje naruSava planarnost, stoga je antioksidativna aktivnhost manja u odnosu na

polihidroksilirane flavonoide (Kazazi¢, 2004.).

2.2.3. 2-3 dvostruka veza i 4-keto funkcija

Prisustvo odnosno odsustvo nezasiéene 2-3 dvostruke veze zajedno s 4-okso funkcijom je od
vrlo velikog znacenja. Flavonoidi kojima nedostaju ova dva obiljeZja slabiji su antioksidansi.
Konjugacija izmedu prstena A i B omoguéava rezonancijsku stabilizaciju preko veéeg broja

aromatskih jezgra, ¢ime se povecava stabilnost flavonoidnih radikala (Kazazi¢, 2004.).

2.2.4. Glikozidacija

Glikozidi pokazuju manju antioksidativnu aktivnost od samih aglikona. Antioksidacijska svojstva
flavonskih glikozida smanjuju se s porastom glikozidnih skupina, a to se moze vidjeti
usporedivajuci luteolin (TEAC-vrijednost 2,1 mmol dm?) s njegovim 4’-mono (TEAC-vrijednost
1,7 mmol dm'3) i 3’,7-diglukozidom (TEAC-vrijednost 0,8 mmol dm'3). Takoder, vaznu ulogu ima i

polozaj u kojem se nalazi pojedina skupina, kao i struktura Seéera (Kazazi¢, 2004.).

2.2.5. Stupanj polimerizacije

Antioksidativna aktivnost polimernih flavonoida je teSko razumljiva. Procijanidni dimeri i trimeri
su ucinkovitiji nego monomeri kada su u pitanju superoksid anioni (Vennat i sur., 1994).
Tetrameri su ucinkovitiji nego trimeri kada su u pitanju peroksinitril i superoksid radikali, dok su

heptameri i heksameri znatno ucinkovitiji od trimera i tetramera (Vennat i sur., 1994).
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2.3. Antioksidansi
Istrazivanja su pokazala jasnu pozitivnu povezanost izmedu unosa voca i povréa i smanjenog
broja srcanih bolesti, tumora i drugih degenerativnih bolesti kao i usporavanja starenja (Kopjar,
2007.). Za sprjecavanje ili usporavanje oksidativnog stresa potrebno je konzumirati odredenu
koli¢inu antioksidansa koji Stite stani¢ne sustave od oksidacijskih oSteé¢enja te u konacnici

smanijuju rizik od kroni¢nih bolesti (Kaur i Kapoor, 2001.).

Antioksidansi su tvari koje usporavaju procese oksidacije u organizmu, neutraliziraju slobodne
radikale i na taj nacin kontroliraju procese starenja i razvoj kroni¢nih bolesti (Shahidi i Zhong,
2007.). Uz prirodne antioksidanse razvijeni su i sintetski antioksidansi koji se u praksi koriste kao
aditivi, nadomjesci i lijekovi, ali je opce prihvacena cCinjenica da su prirodni antioksidansi
vrijedniji, ucinkovitiji i sigurniji od sintetskih. Antioksidativna aktivnost ovisi ne samo o
strukturnim svojstvima antioksidansa ve¢ i o mnogim drugim cimbenicima kao Sto su
temperatura, svjetlost, tip supstrata, fizikalno stanje sistema, kao i o brojnim
mikrokomponentama koje djeluju kao prooksidansi ili sinergisti (Yanishlieva-Maslarova i

Heinonen, 2001.).

Antioksidansi u hrani definiraju se kao bilo koji sastojak koji posjeduje sposobnost odgadanja,
zaustavljanja ili sprijeCavanja kvarenja hrane ili stvaranja nepoZeljne arome kao posljedice
oksidacije, no ukoliko se antioksidans doda nakon kvarenja, njegov je uc¢inak zanemariv (Kopjar,
2007.). S obzirom na nacin na koji inhibiraju oksidaciju postoje dva tipa antioksidansa, primarni i
sekundarni. Primarni inhibiraju oksidaciju uklanjanjem slobodnih radikala, dok sekundarni
inhibiraju oksidaciju mehanizmom koji ne ukljuéuje direktno uklanjanje slobodnih radikala te
poprimaju antioksidativnu aktivnost samo u prisustvu neke druge manje komponente.
Mehanizam djelovanja koje imaju sekundarni antioksidansi su: vezanje metalnih iona, vezanje
kisika, pretvaranje hidroperoksida u ne-radikalske vrste, apsorpcija UV radijacije i deaktivacija
singleton kisika (Pokorny, 2001.). U primarne spadaju fenolne tvari, a u sekundarne limunska
kiselina koja postaje aktivha samo u prisustvu metalnih iona te askorbinska kiselina koja postaje

aktivna u prisustvu tokoferola ili nekih drugih primarnih antioksidanasa (Kopjar, 2007.).
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Ulja, masti i hrana na bazi lipida degradira se kroz nekoliko reakcija na koje utjecu zagrijavanje i
dugotrajno skladiStenje. Oksidacija i razgradnja oksidacijskih produkata spadaju u glavne
reakcije degradacije. Postoje razliciti nacini da se inhibira oksidacija koja dovodi do smanjenja
nutritivne vrijednosti i senzorske kvalitete, a to su: uklanjanje kisika, upotreba niskih
temperatura, inaktivacija enzima koji kataliziraju oksidaciju, upotreba prikladne ambalaze il
upotreba specifi¢nih aditiva koji inhibiraju oksidaciju. Ovi inhibitotri oksidacije predstavljaju
skupinu tvari razlicite kemijske strukture i razlicitog mehanizma djelovanja, a danas su poznatiji

pod nazivom antioksidansi (Kopjar, 2007.).

Antioksidansi u reakciji sa slobodnim radikalima lipida tvore inaktivne produkte. Aditivi s ovim
mehanizmom djelovanja su antioksidansi u pravom smislu. Oni obi¢no reagiraju s peroksi ili
alkoksi slobodnim radikalima koji nastaju raspadanjem lipidnih hidroperoksida. Osim njih
postoje i inhibitori koji stabiliziraju lipidne hidroperokside sprecavajuci njihovo raspadanje na
slobodne radikale. Raspadanje hidroperoksida je katalizirano teSkim metalima koji djeluju kao
helirajuc¢i agensi inhibiraju¢i oksidaciju. Tvari kao S$to su sinergisti osim S$to posjeduju
antioksidativnu aktivnost, mogu i poboljsati aktivnost pravih antioksidanasa. Za razgradnju
lipidnih hidroperoksida odgovorna je druga grupa spojeva koja prilikom razgradnje ne stvara
slobodne radikale veé smanjuje njihov sadrzaj. Razlika izmedu singleton kisika i triplet kisika je u
tome Sto singleton kisik oksidira lipide mnogo brzZe te iz tog razloga tvari koje ga veZzu imaju

vazan inhibirajuci u¢inak na oksidaciju lipida (Kopjar, 2007.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Zadatak
Zadatak ovog rada bio je ispitati antioksidativnu aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari DPPH
metodom, ABTS metodom i FRAP metodom te utvrditi postoji li sinergijski efekt antioksidativne

aktivnosti kada su u otopini prisutne dvije, odnosno tri razli¢ite fenolne tvari (Slika 5).

Priprema otopine fenolnih tvari

Dodatak ABTS, DPPH ili FRAP otopine

Stajanje odredeno vrijeme

Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Slika 5 Shematski prikaz rada
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3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije

Kemikalije koje su se koristile za odredivanje antioksidativne aktivnosti modelnih otopina
fenolnih tvari su:

e katehin

kvercetin

galna kiselina

e ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonat))
e DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil)
e TPTZ(2,4,6,-tri (2-piridil)-s-triazin)

OH

OH

Slika 6 Katehin (lijevo), kvercetin (sredina), galna kiselina (desno) (Kazazié, 2004.)
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3.2.2. Priprema uzoraka

Pripremljeno je 7 razli¢itih uzoraka da bi se ispitala antioksidativna aktivnost, to su otopine:

e katehina (K)

e kvercetina (Q)

e galne kiseline (G)

e katehinai kvercetina (KQ)

e katehina i galne kiseline (KG)

e kvercetina i galne kiseline (QG)

e katehina, kvercetina | galne kiselina (KQG)

3.2.3. Metode
Metode koje su se koristile da bi se odredila antioksidativnhost modelnih otopina fenolnih tvari

Su:

e DPPH metoda
e ABTS metoda
e FRAP metoda

Za svaki uzorak provedena su 3 mjerenja, a rezultati su prikazani preko trolox-a kao standarda.

3.2.3.1. DPPH metoda
Ova metoda temelji se na reaktivnosti ispitivanog spoja sa stabilnim slobodnim radikalom. DPPH
jako apsorbira u vidljivu dijelu spektra (ljubicasta boja) pri valnoj duljini 517 nm, a razlog tome je

nespareni elektron DPPH-a (Kazazi¢, 2004.).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka i 3 mL otopine DPPH, dobro promijesa i reakcijska smjesa
se ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Za slijepu probu

umjesto uzorka dodan je metanol.

12
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3.2.3.2. ABTS metoda
U ABTS metodi prati se raspadanje radikala ABTS™ koji nastaje oksidacijom 2,2'azinobis(3-
etilbenzotiazilin-6-sulfonat) (ABTS) djelovanjem fenolnih tvari. U odsustvu fenolnih tvari, ABTS™
je relativno stabilan, ali brzo reagira u prisustvu donora H* te prelazi u neobojeni oblik ABTS-a

(Arnaoisur., 2001.).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS. Nakon $to se dobro
promijesa, smjesa se ostavi u mraku na 1 sat i 35 minuta da bi odreagirala. Nakon toga mjeri se

apsorbancija pri 734 nm.

3.2.3.3. FRAP metoda
Metoda se temelji na redukciji Fe** iona u Fe’ ionu prisutnosti antioksidansa. Nastali Fe? ion u
prisutnosti TPZT reagensa formira intenzivno obojeni kompleks koji pokazuje maksimum

apsorpcije pri 593 nm.

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka i 3 mL FRAP otopine. Nakon $to se dobro promijesa
smjesa se ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Za slijepu

probu umjesto uzorka dodana je voda.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari
Rezultati antioksidativne aktivnosti modelnih otopina fenolnih tvari odredeni ABTS, DPPH i FRAP

metodom prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenola odredena ABTS, DPPH i FRAP

metodama (umolTE/100 mL)

uzorci ABTS DPPH FRAP

K 384,940 + 4,17 172,39 + 4,694 194,075 £ 10,942
Q 498,749 + 10,76 236,564 + 3,097 104,873 £ 2,820
G 500,384 * 28,259 238,04 + 17,447 186,454 + 7,679
KQ 881,443 + 53,138 394,289 * 18,287 242,519 + 24,247
KG 930,922 + 20,901 437,992 + 29,016 404,640 + 37,766
QG 898,777 + 20,986 441,476 + 19,692 295,658 + 48,823
KQG 1250,448 + 21,999 624,755 + 23,885 530,868 + 43,758

Usporedbom vrijednosti antioksidativne aktivnosti za svaki uzorak vidljivo je da ABTS metoda
pokazuje najvise vrijednosti, iza nje slijedi DPPH metoda, koja pokazuje neSto manje vrijednosti,
dok FRAP metoda pokazuje najmanje vrijednosti antioksidativne aktivnosti za iste uzorke.
Odstupaju jedino vrijednosti za otopinu katehina (K) kod koje su FRAP metodom dobivene veée

vrijednosti nego DPPH metodom.
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Najveca antioksidativnu vrijednost, bilo da je ona odredena ABTS, DPPH ili FRAP metodom, ima
otopina katehina, kvercetina i galne kiseline (ABTS = 1250,448 umolTE/100 mL, DPPH = 624,755
umolTE/100 mL, FRAP = 530,868 pmolTE/100 mL), dok najniZa vrijednost antioksidativne
aktivnosti varira ovisno o metodi. Kod ABTS i DPPH metode najniZu vrijednost imala je otopina
katehina (ABTS = 384,94 umolTE/100 mL, DPPH = 172, 39 umolTE/100 mL), a kod FRAP metode
otopina kvercetina (104, 873 umolTE/100 mL).

Sto se tie poretka otopina fenolnih tvari prema njihovim vrijednostima antioksidativne

aktivnosti razlikuje se, ali vrlo malo.

Poredak kod ABTS metode je: najmanju vrijednost ima katehin pa slijede kvercetin, galna
kiselina, kombinacija katehina i kvercetina, kombinacija kvercetina i galne kiseline, kombinacija

katehina i galne kiseline, dok kombinacija triju fenolnih tvari ima najvisu vrijednost.

Poredak kod DPPH metode isti je za pojedinacne otopine fenolnih tvari, ali se razlikuje u poretku
za kombinaciju otopina fenolni tvari, tj. otopina katehina i galne kiseline imala je manju
vrijednost antioksidativne aktivnosti od otopine kvercetina i galne kiseline te je poredak sljededi:
katehin sa najmanjom vrijednoséu pa slijede kvercetin, galna kiselina, kombinacija katehina i
kvercetina, kombinacija katehina i galne kiseline, kombinacija kvercetina i galne kiseline te

kombinacija katehina, kvercetina i galne kiseline s najviSom vrijednoti.

Poredak kod FRAP metode najviSe se razlikuje za pojedinacne otopine fenolnih tvari dok je za
kombinacije otopina fenolnih tvari ista kao i kod ABTS metode te izgleda ovako: kvercetin, galna
kiselina, katehin, kombinacija katehina i kvercetina, kombinacija kvercetina i galne kiseline,

kombinacija katehina i galne kiseline, kombinacija katehina, kvercetina i galne kiseline.
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4.2. Sinergijski efekt modelnih otopina fenolnih tvari

Da bismo odredili je li doslo do sinergijskog efekta antioksidativne aktivnosti fenolnih tvari kada
su u otopini prisutne dvije odnosno tri fenolne tvari, potrebno je usporediti teorijsku i
eksperimentalnu vrijednost antioksidativne aktivnosti. Teorijske vrijednosti antioksidativne
aktivosti za otopine sa dvije odnosno tri fenolne tvari dobivene su zbrajanjem eksperimentalno
dobivenih vrijednosti antioksidativne aktivnosti pojedinacnih otopina fenolnih tvari. U slu¢aju da
je teorijska vrijednost manja od eksperimentalno dobivene vrijednosti zaklju€uje se da je doslo

do sinergijskog efekta fenolnih tvari kada su prisutne zajedno u otopini.

Na grafovima (Slika 7 - 9) prikazane su teorijske i eksperimentalne vrijednosti za antioksidativnu
akivnost za otopine: katehina i kvercetina, katehina i galne kiseline, kvercetina i galne kiseline te
katehina, kvercetina i galne kiseline. Iz grafova je vidljivo da postoje sinergijski efekti
antioksidativne aktivnosti kod ABTS metode za otopinu katehina i galne kiseline, kod DPPH
metode takoder, za otopinu katehina i galne kiseline, dok za FRAP metodu postoje sinergijski
efekti za tri otopine: otopinu katehina i galne kiseline, otopinu kvercetina i galne kiseline,

otopinu katehina, kvercetina i gane kiseline.

U FRAP metodi najvedi sinergijski efekt ima otopina katehina, kvercetina i galne kiseline, dok

ukupno gledajuci, najvedi sinergijski efekt ima otopina katehina i galne kiseline u ABTS metodi.

Zajednicko u svim metodama je da otopina katehina i kvercetina ne pokazuje sinergijski efekt ni
u jednoj metodi, a otopina katehina i galne kiseline pokazuje sinergijski efekt antioksidativne

aktivnosti u svim metodama.
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Slika 7 Teorijske i eksperimentalne vrijednosti antioksidativne aktivnosti, ABTS metoda

700

Teorijska wijednost
400 B Eksperimentalna wijednost

KQ KG QG KQG
Ofopine fenoinih tvarn

Slika 8 Teorijske i eksperimentalne vrijednosti antioksidativne aktivnosti, DPPH metoda
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Slika 9 Teorijske i eksperimentalne vrijednosti antioksidativne aktivnosti, FRAP metoda
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da najviSu antioksidativnu aktivnost ima otopina katehina,
kvercetina i galne kiseline. Usporedivanjem vrijednosti antioksidativne aktivnosti pojedinacnih
otopina kod ABTS i DPPH metode, najviSu vrijednost ima galna kiselina, zatim kvercetin pa
katehin. Kod FRAP metode najvisu vrijednost ima otopina katehina, zatim otopina galne kiseline
pa kvercetina. Antioksidativna aktivnost otopina kombinacijom dviju fenolnih tvari u svim

metodama pokazuje razlic¢it redoslijed.

Ni jednom od metoda nije utvrden sinergijski efekt otopine katehina i kvercetina, dok najvisi
sinergijski efekt pokazuje otopina katehina i galne kisline kod svih metoda. Ostale kombinacije,
tj. otopine kvercetina i galne kiseline te otopina katehina, kvercetina i galne kiseline pokazuju

sinergijski efekt jednom metodom.
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