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1. Uvod

Vrlo vaznu skupinu tvari u ljudskoj prehrani ¢ine tvari koje posjeduju antioksidativnu
aktivnost. To su molekule koje mogu reagirati sa slobodnim radikalima i prekinuti lanac
reakcije prije oSte¢enja molekule. Vitamini i polifenoli su poznati kao komponente u vocu i

povrcu koji posjeduju antioksidativnu aktivnost (Skupien i Oszmianski, 2004).

Jedna od fenolnih komponenta je hesperidin koji se nalazi u citrusima. Kao i ostale
fenolne komponente posjeduje antioksidativna svojstva te mu je pripisan potencijalan
pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Hesperidin je gotovo netopljiv u vodi $to ogranicava
njegovu Siru primjenu pa je upravo iz tog razloga sintetiziran spoj glukozil hesperidin koji je
topljiv u vodi. Njegova primjena je vrlo Siroka te se Cesto nalazi u raznim zacinima,
konditorskim proizvodima zapadnog stila, japanskim slasticama, sladoledima, alkoholnim i
bezalkoholnim pi¢ima. MoZe se koristiti kao konzervans, stabilizator te kao sredstvo za bojanje
proizvoda zbog svoje blijedo Zute boje. Osim u prehrambenoj industriji primjenu pronalazi u

farmaceutskoj te kozmetickoj industriji.

Antioksidativne tvari u prehrambenim proizvodima utjecu na njihovu kvalitetu stoga je
neophodno poznavati njihovu stabilnost kao i ¢imbenike koji dovode do narusavanja iste, bilo

tijekom procesiranja ili tijekom skladistenja.

Cilj ovog rada bio je ispitati stabilnost glukozil hesperidina tijekom termickog tretiranja
na 60 °C,80°Ci 100 °C, kaoi tijekom skladistenja (mjesec dana i tri mjeseca) kroz odredivanje
antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina. Stabilnost glukozil hesperidina bit ce
usporedivana s antioksidativnom aktivnosti i stabilnosti otopina katehina i kvercetina. Tijekom
skladistenja glukozil hesperidina bit ¢e praden utjecaj disaharida (saharoze, maltoze i
trehaloze) na njegovu stabilnost. Ujedno ¢e biti i ispitan utjecaj uvjeta skladistenja (pri sobnoj
temperaturi na svijetlu odnosno tami, te pri 4 °C) na antioksidativnu aktivnost. Antioksidativna

aktivnost odredivat ¢e se pomocu tri metode: DPPH, ABTS i CUPRAC metode.
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2. Teorijski dio

2.1. POLIFENOLI

Polifenoli su esencijalni spojevi u manjoj ili veéoj mjeri svakodnevno prisutni u
prehrani. Nastaju kao sekundarni metaboliti biljnog podrijetla a ¢ine skupinu kojoj pripada vise
od 8 000 razlicitih spojeva od jednostavnih hidroksimetilnih kiselina i antocijana (biljni
pigmenti) do sloZenijih flavonoida i tanina Cije je osnovno obiljeZje prisutnost jednog ili vise

hidroksiliranih benzenskih prstenova (Subari¢ i sur., 2010; Blasco i sur., 2005).

Pored voca i povréa, znacajan izvor polifenola su i preradevine na bazi vo¢a i povréa
(vino, sokovi...) te neke druge namirnice kao sSto su kakao i ¢aj (posebno zeleni) (Tablica 1)
(Subari¢ i sur., 2010). U posljednje vrijeme pridaje im se velika paZnja zahvaljujudi
antioksidativnom kapacitetu (hvatanje slobodnih radikala i stvaranje helata s metalima) i
moguéem pozitivnom utjecaju na zdravlje, kao i u tretiranju i prevenciji tumora,
kardiovaskularnih bolesti i dr. (Robles-Sardin i sur., 2010). U biljkama ovi spojevi djeluju

antimikrobno, kao fotoreceptori, kao agensi za privlacenje pozornosti (Kazazi¢, 2004).
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Tablica 1 Sadrzaj polifenola u razli¢itim namirnicama (Gharras, 2009)

Borovnica
Ribizla
Marelica
Jabuka
Crno grozde
Rajcica
Cherry rajcica
Poriluk
Zuti luk
Kelj
Crni ¢aj
Zeleni ¢aj
Crno vino
Sok od narance
Sok od grejpa
Sok od limuna
Persin
Celer
Sojino brasno
Kupina
Malina
Jagoda
Grah
Marelica
Trednja
Grejp
Breskva
Kupina
Crni ¢aj
Crno vino
Patlidzan
Kupina
Ribizla
Crno grozde
Tresnja
Rabarbara

2.1.1. Struktura polifenola

30-160
30-70
25-50
20-40
15-40

2-15
115-200
30-225
350-1200
300-600
30-45
20-35
2-30
215-685
100-650
50-300

240-1850 20-140

800-1800

80-270
60-100
20-90
350-550
100-250
50-220
30-175
50-140 130
60-500
80-300

7500
1000-4000
250-5000
300-7500
350-7500
2000

Flavonoli

Flavoni

Hidroksibenzojeva kiselina

Monomerni flavnoli

Antocijani

Fenoli (Slika 1) su spojevi koji posjeduju jedan ili viSe aromati¢nih prstenova, u ovom

slu¢aju benzen, na kojem se nalaze jedna ili viSe hidroksilnih grupa (Huang i sur., 2009).
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OH

Slika 1 Fenol (Vermerris i Nicholson, 2006)

Najéeséa kategorizacija polifenola temelji se na strukturi aglikona (Tsao, 2010) i to

najéesce na flavonoide i neflavonoide.

Flavonoidi su najvaznija, a ujedno i najveca skupina polifenola (Mattila i sur., 2006).
Struktura flavonoida temelji se na flavonoidnoj jezgri koja se sastoji od tri fenolna prstena (A,
B i C prsten). Benzenski prsten A kondenziran je sa tro¢lanim alifatskim nizom koji zajedno sa
kisikom tvori Sestero€lani 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. Osnovna struktura flavonoida prikazana je na Slici 2.

Slika 2 Osnovna struktura flavonoida (Rein, 2005)

(lijevo - flavan jezgra; desno - okso flavonoid jezgra)

Flavonoidi su podijeljeni u nekoliko podgrupa: flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni,
flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli te antocijani. U prirodi

se najcescée nalaze u obliku glikozida, tj. povezani su sa razli¢itim molekulama Seéera.
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Supstitucijske skupine koje se nalaze na osnovnoj jezgri, osim Seéera, su hidroksilna
skupina te metoksi skupina Sto pridonosi velikoj raznolikosti i velikom broju tih spojeva
(Jakobek, 2007). Uglavnom se sintetiziraju iz cinami¢ne kiseline koja nastaje iz fenilalanina

djelovanjem L-fenilalanin amonij liaze (Michalak, 2006).

Kvercetin (Slika 3) i njegovi glikozidi najrasprostranjeniji su flavonoli. Nalaze se u
razli¢itoj hrani kao $to su luk, visnja, brokula, rajcica, kelj, ¢aj, vino, kumin i heljda (Huang i

sur., 2009).

Slika 3 Kvercetin (Web 4)

Katehin (Slika 4) prema podijeli pripada flavanolima te je takoder zastupljen u biljkama.

Nalazi se u €aju, jabukama, kakau i raznim bobicama (Huang i sur., 2009).

Slika 4 Katehin (Huang i sur., 2009)
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U neflavonoidne spojeve ubrajaju se: fenolne kiseline, fenolni amidi te jos neki spojevi
za koje se smatra da imaju pozitivan uc¢inak na zdravlje (Tsao, 2010). Razlikujemo dvije glavne
vrste fenolnih kiselina: derivati benzojeve kiseline i derivati cinamic¢ne kiseline (Tsao, 2010;
Gharras, 2009). Nalaze se u obradenoj hrani (Gharras, 2009) te vocu i povréu u slobodnom
obliku, no ¢esée se nalaze u vezanom obliku i kao takve nalaze se u Zitaricama i sjemenkama,

osobito u ljusci (Tsao, 2010).

2.1.2. Antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su grupe razlicitih prirodnih i sintetskih spojeva koji usporavaju ili
sprijeavaju oksidaciju drugih spojeva (Knight, 1995). Antioksidansi su molekule koje mogu
reagirati sa slobodnim radikalima i prekinuti lanac reakcije prije oStecenja molekule.
Konzumacijom hrane i pi¢a bogatih antioksidansima stanica moZe stvoriti antioksidanse kroz
cirkulaciju. Vitamini i polifenoli su poznati kao prehrambene komponente u vocu i povréu koji

posjeduju antioksidativnu aktivnost (Skupien i Oszmianski, 2004).

Antioksidansi u hrani se mogu definirati kao bilo koji sastojak koji moZe odgoditi,
zaustaviti ili sprijeciti kvarenje hrane ili stvaranje nepozeljne arome kao posljedice oksidacije.
Ukoliko se antioksidansi dodaju nakon tog vremena oni nemaju nikakvo djelovanje s obzirom

da je do kvarenja veé doslo.

Osim antioksidanasa koji se nalaze u hrani postoje i drugi razli¢iti kemijski spojevi, koje
ne mozemo normalno dobiti iz hrane, a sadrZe antioksidativna svojstva. Antioksidansi su
tipi¢ne fenolne tvari, dok su neki od antioksidansa enzimi i proteini (Shi i sur., 2001). lako su
prirodni antioksidansi vrjedniji, u€inkovitiji i sigurniji od sintetskih, sintetski se u praksi koriste

kao aditivi, nadomjesci i lijekovi.

Antioksidativna aktivnost ovisi o mnogo c¢imbenika kao Sto su sastav lipida,
koncentracija antioksidansa, temperatura, prisustvo drugih antioksidansa. Takoder ovisi o

prisutnosti drugih sastojaka hrane kao $to su proteini i voda (Pokorny, 2001).

Antioksidansi mogu inhibirati ili usporiti oksidaciju na dva nacina: ili uklanjanjem
slobodnih radikala, u tom slucaju se sastojak definira kao primarni antioksidans, ili
mehanizmom koji ne uklju€uje direktno uklanjanje slobodnih radikala, u tom slucaju sastojak

se definira kao sekundarni antioksidans.
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Primarni antioksidansi su fenolne tvari. Sekundarni antioksidansi djeluju putem
razli¢itih mehanizama. Uobicajeno je da sekundarni antioksidansi pokazuju antioksidativnu
aktivnost samo u prisustvu neke druge manje komponente, npr. limunska kiselina postaje
aktivna samo u prisustvu metalnih iona, a askorbinska kiselina je aktivna u prisustvu tokoferola

ili nekih drugih primarnih antioksidanasa (Gordon, 2001).

Najznacajniji mehanizam djelovanja antioksidanasa je njihova reakcija sa slobodnim
radikalima lipida tvoredi tako inaktivne produkte. Aditivi s ovim svojstvom su antioksidansi u
pravom smislu. Obi¢no oni reagiraju s peroksi ili alkoksi slobodnim radikalima koji nastaju
raspadanjem lipidnih hidroperoksida. Drugi inhibitori stabiliziraju lipidne hidroperokside
sprecavajuéi njihovo raspadanje na slobodne radikale. Raspadanje hidroperoksida je
katalizirano teskim metalima koji djeluju kao helirajuci agensi inhibirajuci oksidaciju. Neke
tvari odnosno sinergisti posjeduju antioksidativnu aktivnost, ali mogu poboljsati aktivnost
pravih antioksidanasa. Druga grupa spojeva razgraduje lipidne hidroperokside ne stvarajuci
radikale ve¢ smanjujuci sadrzaj slobodnih radikala. Singleton kisik oksidira lipide mnogo brze
nego triplet kisik, tako da tvari koje vezu singleton kisik imaju vazan inhibirajuéi ucinak na

oksidaciju lipida (Pokorny, 2001).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti provodi se pomodu:

ABTS+ metoda [radikal kation 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske

kiseline)] (Arts i sur., 2001),

. DPPH metoda (reakcija s 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilom) (Brand-Williams i sur.,
1995),

. FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Benzie i Strain, 1996),

. ORAC metoda (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Cao i sur., 1993) i

o TEAC metoda (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Miller i sur., 1993).

Neke od spomenutih metoda bit ¢e detaljnije objasnjene u nastavku rada.
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2.1.3. Veza izmedu strukture i antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost flavonoida i njihovih metabolita ovisi o strukturnom

rasporedu funkcionalnih grupa na glavnoj okosnici flavonoida (Subari¢ i sur., 2010).

Postoje tri strukture flavonoida (Slika 5) sa sposobnoséu uklanjanja slobodnih radikala

i/ili s antioksidativnim potencijalom:

. katehol jedinice na B prstenu (a),
. 2,3 dvostruka veza i 4-okso funkcija na C prstenu (b) i
. prisustvo hidroksilnih grupa na 3i 5 poziciji (c).

.

o
o

’
’

o OB

-
-------
(a) (b) (c)

Slika 5 Veza izmedu antioksidativne aktivnosti i strukture flavonoida (Kopjar, 2007)

Na jacinu antioksidativne aktivnosti flavonoida ponajvise utjee prostorni raspored
substituenata. Konfiguracija i broj hidroksilnih grupa utje¢u na mehanizam antioksidativne
aktivnosti (Cao i sur., 1997; Haenen i sur., 1997; Sekher Pannala i sur., 2001; Burda i Oleszek,
2001). Kapacitet hvatanja slobodnih radikala se pripisuje visokoj reaktivnosti hidroksilnih

grupa koje sudjeluju u slijedecoj reakciji (Subari¢ i sur., 2010):
P-OH +R - F-O'+ RH

Hidroksilacija B prstena je najznacajnija u hvatanju reaktivnih ¢estica kisika i reaktivnih
Cestica dusika. Hidroksilne grupe B prstena doniraju vodik, a elektron stabilizira hidroksil,
peroksil i peroksinitrit radikale i daje relativno stabilan radikal fenola. Izmedu strukturnih
homologa flavona i flavonona, hvatanje peroksil i hidroksil radikala, poveéava se s ukupnim

10
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brojem OH grupa (Cao i sur., 1997). B prsten sa strukturom 3°,4’-katehol pojacava inhibiciju
oksidacije lipida. Takva struktura je najznacajnija odlika potencijalnih hvataca peroksil (Cao i
sur., 1997; Dugas i sur., 2000), superoksid i peroksinitril radikala (Haenen i sur., 1997).
Oksidacijom flavonoida na B prstenu katehola, nastaje stabilan osemikvinon radikal. Flavoni

kojima nedostaje kateholna ili o-trihidroksil struktura tvore vrlo nestabilne radikale.

Heterocikli¢ki dio flavonoida doprinosi antioksidativnoj aktivnosti tako da osigurava
prisutnost slobodnih OH grupa i omogucava konjugaciju izmedu aromatskih prstenova
(Subari¢ i sur., 2010). Buduéi da su halkoni aktivni antioksidansi, zatvoreni C prsten nije
neophodan za aktivnost flavonoida (Matthiesen i sur., 1997). Hvatanje slobodnih radikala
pomocu flavonoida jako ovisi i o slobodnoj 3-OH grupi (Burda i Oleszek, 2001). S obzirom na
to utvrdeno je da flavonoidi koji imaju slobodnu 3-OH grupu i 3’,4’-katehol strukturu

posjeduju 10 puta jacu sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Subarié¢ i sur., 2010).

2-3 dvostruke veze zajedno s 4-okso funkcijom su od velikog utjecaja na
antioksidativnu aktivnost. Mnoga istrazivanja ukazuju na to da su flavonoidi kojima nedostaju
ova obiljeZja slabiji antioksidansi. Konjugacija A i B prstena omogucava rezonanciju aromatske
jezgre Sto vodi ka nastajanju stabilnijeg radikala flavonoida (Bors i sur., 1990) i time optimizira

efekat 37,4’ -katehol strukture (Heim i sur., 2002).

Velik utjecaj na antioksidativnu aktivnost flavonoida ima i O-metiliranje, gdje se razlika
u antioksidativnoj aktivnosti izmedu polihidroksiliranih flavonoida i polimetoksiliranih
flavonoida moze pripisati njihovoj razlici u hidrofobnosti i planarnosti. Kvercetin je potencijalni
hvatac peroksilradikala, a za njim slijede i O-glikozilirani derivati (Dugas i sur., 2000).
Antioksidativna aktivnost 3°,4"-katehol strukture je znatno kompromitirana dode li do 4°-O-

metilacije zbog sterickih promjena molekule (Heim i sur., 2002).

Buduci da se flavonoidi pojavljuju u hrani obi¢no kao o-glikozidi sa vezanim Seéerom
struktura tih Seéera te polozaj u kojem se nalazi pojedina skupina utje¢e na antioksidativnu
aktivnost. Glikozidi su znatno slabiji antioksidansi nego aglikoni (Burda i Oleszek, 2001;
Williamson i sur., 1999). Uobicajeno je da su glikozidne jedinice vezane na 3-ili 7- poziciji (Slika
6), ali vezivanje Secera na A prsten rezultira ve¢im smanjenjem aktivnosti nego 3- glikozilacija.
Glikozilcija, kao i O-metilacija, narusava planarnost B prstena u odnosu na ostatak molekule
flavonoida i smanjuje sposobnost delokalizacije elektrona (Van Acker i sur., 1996; Bors i sur.,

1990).
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Slika 6 Najc¢esée mjesto vezanja Secerne jedinice (Heldman i sur., 2006)

Na antioksidativnu aktivnost takoder utjece stupanj polimerizacije. Dokazano je da su

procijanidni dimeri i trimeri ucinkovitiji nego monomeri kada su u pitanju superoksid aninoni

(Vennat i sur., 1994). Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina ovisi o broju i polozaju

hidroksilnih grupa u odnosu na karboksilnu funkcionalnu grupu (Rice-Evans i sur., 1996;

Robards i sur., 1999).

2.2. SECERI

2.2.1. Maltoza

Maltoza (Slika 7) je disaharid koji nastaje hidrolizom molekula $kroba pomocu enzima

amilaze. Sastoji se od dvije jedinice glukoze povezane a(1->4)-glikozidnom vezom. Prirodno je

prisutna u Zitaricama te je glavni sastojak isklijalog je€ma koji se koristi kao temeljna sirovina

u procesu vrenja piva (osladivanje). U organizmu se pod utjecajem enzima maltaze razlaze na

glukozu. Za industrijske potrebe koristi se prije svega u obliku sirupa za pripremu raznih

dijetetskih preparata. Svojom slatko¢om, koja je blizu laktoze (oko 50% slatkoce saharoze),

pokriva gorke i trpke frakcije hmelja u pivu. Naziva se jos i sladni Secer.
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Slika 7 Stukturni prikaz molekula maltoze (Babi¢, 2007)

2.2.2. Saharoza

Saharoza je disaharid koji se uglavnom se proizvodi iz Seéerne repe i Se¢erne trske te
se naziva joS i konzumni Secer. Kristalna saharoza je najvaznije sladilo u ljudskoj prehrani sa
vrlo visokom energetskom vrijednosti, a uz masti je jedan od najjeftinijih izvora energije. Osim
kao sladilo upotrebljava se i kao sredstvo za konzerviranje brojnih prehrambenih proizvoda
bilo u prehrambenoj industriji ili u kuéanstvima. U organizmu se potpuno i brzo resorbira

(Pichler, 2011).

Saharoza je nereducirajuéi Seéer, sastoji se od a-D-glukoze i B-D-fruktoze (Slika 8)
povezanih glikozidnom vezom (Subarié¢isur., 2011). Kristal saharoze je vrlo slozen i predstavlja
kombinaciju Sest kristalografskih oblika. Topljivost saharoze ovisi o temperaturi i udjelu
stranih primjesa. Tali se pri temperaturama od 185 do 186 °C, a prisutnost necistoéa snizava

tocku taljenja saharoze. Topljiva je u vodi, a netopljiva u vecini organskih otapala (Babi¢, 2007).

Djelovanjem kiselina, katalizatora ili enzima invertaze dolazi do razgradnje saharoze
(hidroliza), odnosno kidaju se glikozidne veze ¢ime se dobiva smjesa jednakih koli¢ina glukoze
i fruktoze. Nastala smjesa naziva se invertni Seéer zbog skretanja ravninu polarizirane svjetlosti
u lijevo. Djelovanjem luZina dolazi do samo djelomic¢ne razgradnje saharoze a povisenjem pH
vrijednosti i temperature razgradnja se poveéava. S anorganskim solima i organskim spojevima

(Subari¢ i sur., 2011).
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Slika 8 Strukturni prikaz molekule saharoze (Babi¢, 2007)

2.2.3. Trehaloza

Trehaloza (Slika 9) je disaharid koji se sastoji od dvije molekule D-glukoze povezane a-
1,1 glikozidnom vezom (Choi i sur., 2006). Poznato je da je trehaloza jedan od glavnih izvora
energije u mnogim Zivim organizmima: bakterijama, gljivama, insektima, biljkama i

beskraljeZznjacima (Babi¢, 2007).

To je nereducirajuci Seéer koji se ne hidrolizira lako djelovanjem kiselina, te se
glikozidna veza ne moze cijepati pod utjecajem a-glukozidaze. Slatkoéa joj je oko 45% slatkoce

saharoze (Zhou i sur., 2006).

Kombinacija molekulske strukture i fizikalno-kemijskih svojstava rezultira vrlo
stabilnim disaharidom (Kopjar, 2007). U usporedbi s drugim Seéerima, trehaloza je stabilnija
pri Sirokom rasponu pH vrijednosti i temperatura (Colacgo i Roser, 1995). Moguce je pozitivno
djelovanje trehaloze na svojstva prehrambenih i medicinskih proizvoda. Osim zastitne uloge,
trehaloza ima i druga pozitivna svojstva koja proizlaze iz prirode stabilne 1,1 veze. Jedno od
tih svojstava je niska higroskopnost. Postoje tri mehanizma koja objasnjavaju zastitno
djelovanje trehaloze: zamjena uklonjene vode, staklasti prijelaz i kemijska stabilnost. Samo
kombinacijom tih triju mehanizama moZe se postiéi stabilizirajuci efekt trehaloze (Pinto i sur.,

2006).

Primjenu pronalazi u kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji, u biotehnologiji za
oCuvanje bakterija i kvasaca te u prehrambenoj industriji (u proizvodniji pi¢a, smrznute hrane
i konditorskih proizvoda) (Patist i Zoerb, 2005; Pinto i sur., 2006; Leslie i sur., 1995; Van Dijak
i sur., 1995).
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Slika 9 Strukturni prikaz molekule trehaloze (Babi¢, 2007)

2.4. GLUKOZIL HESPERIDIN

Jedni od najvaznijih sekundarnih metabolita biljaka su flavonoidi u koje spada i
flavonon glikozid hesperidin. lzolirao ga je prvi puta Leberton 1827. godine iz kore citrusa.
Njegov aglikonski dio naziva se hesperitin (Slika 10) koji je zajedno sa rutinozom povezan u
hesperidin (Slika 11). Ovi flavonoidi mogu se pronaci u citrusnim voc¢kama poput limuna,
narance, grejpa, itd. Hesperidin i njegov aglikon hesperitin posjeduju mnoge pozitivne ucinke.
Mnoga istrazivanja dokazala su njihovo antioksidativno, protuupalno, antikarcinogeno te
antialergijsko djelovanje (Harborne i Williams, 2000). Takoder se nazivaju i bioflavonoidima
upravo zbog svog Sirokog raspona ucinka u Zivim stanicama. Smatra se da mogu inhibirati
enzime kolagenazu i elastazu te time pridonjeti boljoj sintezi elastina i kolagena. Osim toga,
poznati su po tome Sto pridonose jacanju stjenki krvnih Zila pa se ¢esto mogu pronadi u
preparatima protiv proSirenih vena. Hesperidin i njegov aglikon hesperitin gotovo su netopljivi
u vodi te je njihova topljivost manja od 0,01% (Yamada i sur., 2006). Upravo zbog teske
topljivosti u vodi njegova je primjena bila ogranicena pa je predloZzena metoda u kojoj bi se
hesperidin preveo u oblik topljiv u vodi a to je glukozil hesperidin. Ovaj oblik hesperidina 10

od hesperidina, ve¢ pokazuje i jace djelovanje (Saha i sur., 2009).
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Slika 10 Hesperitin (Web 5)

HO o

Slika 11 Hesperidin (Web 6)

2.4.1. Proizvodnja glukozil hesperidina

Kao sto je ranije navedeno zbog vrlo teske topljivosti u vodi ali i zbog lakSe primjene
hesperidina, skupina znanstvenika predlozila je metodu kojom bi se netopljivi oblik preveo u
vodi topljivi glukozil hesperidin (Slika 12). Za dobivanje glukozil hesperidina znanstvenici su
primijenili biokemijski postupak transglikolizacije sa ciklodekstrin glukanotransferazom koja je
dobivena iz bakterije Bacillus stearothermophilus. Kao rezultat nastaje a-glukozil hesperidin u
kojem su D-glukozni ostatci vezani za hesperidin preko a veze. Do ove reakcije dolazi kada se

enzim koji prenosi Sec¢er nalazi u otopini zajedno s hesperidinom i s a-glukozil saharidom.
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Slika 12 Glukozil hesperidin (Web 6)

Hijiya i sur. (1997) u svom istraZivanju postupak su podijelili na nekoliko faza a to su:
reakcija prijenosa saharida, prociS¢avanje, hidroliza amilazom te na kraju karakterizacija

dobivenog glukozil hesperidina.

Reakcija prijenosa saharida: Jedan maseni dio hesperidina i Sest masenih dijelova
dekstrina s DE 20, pomijesali su s 5 000 masenih dijelova vode te sve zajedno dobro pomijesali
te smjesu stavili zagrijavati kako bi se otopila. U smjesu je jos dodano 20 jedinica/g
ciklomaltodekstrin glukanotransferaze dobivene iz bakterije Bacillus stearothermophilus.
Smjesa je zatim stajala 18 sati prilikom ¢ega su se odrzavali uvjeti: pH 6 a smjesa se zagrijavala

na 70 °C sve do inaktivacije enzima. Dobivena tekucina sadrzi a-glukozil hesperidin.

Procis¢avanje: Reakcijska smjesa dobivena prethodnim postupkom u ovoj se fazi filtrira
a filtrat zatim nanosi na kolonu ,,HP-10“ koju ¢ini sintetska makroporozna smola. Stupac
kolone zatim se ispire vodom a nakon toga nanosi se 50 v/v % vodenog etanola. Nakon toga
eluat odlazi na koncentriranje pod vakuumom gdje se uklanja etanol a dobiva se blijedozuti
praskasti a-glukozil hesperidin u prinosu od 130% prema teZini pocetnog hesperidina (izrazeno

po suhoj tvari).

Hidroliza amilazom: Mali dio uzorka a-glukozil hesperidina iz prethodnog postupka
otopljen je u vodi (1w/v %) te je u otopinu dodano 100 jedinica/g uzorka enzima glukoamilaze

(EC 3.2.1.3). Smjesa je ostavljena da reagira pet sati te je tijekom tog vremena pH smjese

17



2. Teorijski dio

odrzavan na 5,0 a temperatura na 55 °C uz stalno zagrijavanje kako bi se preostali dio enzima
inaktivirao. Smjesa zatim odlazi na filtraciju a dobiveni filtrat nanosi se na kolonu ,HP-10“.
Stupac kolone apsorbira a-glukozil hesperidin te hesperidin a glukoza i soli izlaze kroz kolonu
van. Kolona se zatim ispire vodom te vodenim etanolom kojemu se postepeno povecava
koncentracija kako bi se dobila frakcija bogata a-glukozil hesperidinom. Slijedi koncentracija
dobivene frakcije u vakuumu nakon ¢ega nastaje blijedoZuti praskasti a-glukozil hesperidin u

prinosu od 70% u odnosu na tezinu pocetnog hesperidina, ra¢unato na suhu tvar.

Drugi dio uzorka hidroliziran je na sli¢an nacin uz zamjenu glukoamilaze s B-amilazom
(EC 3.2.1.2). Smjesa je takoder prociséena te koncentrirana na nacin kao i prvi dio uzorka a
dobiveni je blijedozuti praskasti glukozil hesperidin u prinosu od 70% u odnosu na teZinu

pocetnog hesperidina, racunato na suhu tvar.

Karakterizacija glukozil hesperidina: otopina bogata a-glukozil hesperidinom koja je
dobivena reakcijom prijenosa saharida i kontrolna otopina hesperidina koja je pripremljena
na isti nacin osim $to je enzim inaktiviran zagrijavanjem prije njegove upotrebe, ostavljeni su
tijekom dva dana na 4 °C. Njihovom usporedbom nakon stajanja vidljivo je da otopina s a-
glukozil hesperidinom prozirna dok se u otopini s hesperidinom pojavio bijeli talog. Iz
navedenog se pokusa moglo zakljuciti da je otopina dobivena reakcijom prijenosa saharida

znatno topljivija u vodi tj. a-glukozil hesperidin topljiviji je u vodi od samog hesperidina.

2.4.2. Primjena glukozil hesperidina

Hesperidin poznat i kao Zuti pigment od davnina se primjenjuje u prehrambenim
proizvodima, lijekovima, kozmetici. Posjeduje mnoge fizioloske aktivnosti kao Sto je
stabilizacija krvnih Zila, prevencija krvarenja i regulacija krvnog tlaka. Utvrdeno je da moze

sudjelovati u nekim fizioloskim aktivnostima vitamina C in vivo. Kao primjeri se mogu navesti:

e hidroksilacija prolina i lizina koji su neophodni za sintezu kolagena koji je glavni

element vezivnih tkiva,
e oksidacijsko-redukcijska reakcija citokroma C u kojoj je Fe3* reduciran u Fe?*, te

e sudjelovanje u imunoloskom sustavu gdje pomaze stvaranju leukocita.
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Danas se hesperidin koristi kao dodatak u razli¢ita pi¢a i pehrambene proizvode zbog
svoje boje ali i antioksidativnih svojstava. Moze se koristiti sam ili u kombinaciji s razli¢itim
vitaminima i mineralima. U kozmetici nalazi primjenu kao UV-apsorber, sredstvo za Cis¢enje
koZe ili kao tvar koja inhibira pigment melanin odnosno kao sredstvo za izbjeljivanje koZe

(Hijiya i sur., 1997).

Buducdi da je glikozil hesperidin vrlo otporan na kiselinu i toplinu, a dobro se uskladuje
s raznim sastojcima koji imaju kiseo, slan ili gorak okus moze se koristiti u formulaciji razli¢itih
prehrambenih proizvoda i napitaka. Primjerice dodaje se zacdinima, slasticama u japanskom
stilu, konditorskim proizvodima zapadnog stila, sladoledima, bezalkoholnim i alkoholnim
pi¢ima, kiselim konzerviranim proizvodima kao prirodni konzervans, konzerviranim mesnim
proizvodima, mlije€nim proizvodima i mnogim drugim. Takoder, glikozil hesperidin se moze
koristiti i kao dodatak u hranu za domace Zivotinje. Zbog blijedozute boje ¢esto se koristi i kao
sredstvo za bojanje bez Stetnih posljedica za proizvod. Primjenu nalazi kao antioksidans i

stabilizator (Hijiya i sur., 1997).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK
Cilj ovog rada bio je odrediti stabilnost i antioksidativnu aktivnost glukozil hesperidina kroz:

e odredivanje antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina tijekom skladistenja 1
mjesec odnosno 3 mjeseca na sobnoj temperaturi, pri svjetlu i tami te pri 4 °C;

e odredivanje utjecaja dodatka Secera (saharoze, trehaloze i maltoze) na
antioksidativnu aktivnost glukozil hesperidina tijekom skladiStenja 1 mjesec odnosno
3 mjeseca na sobnoj temperaturi, pri svjetlu i tami te pri 4 °C;

e odredivanje termicke stabilnost glukozil hesperidina (60, 80 i 100 °C) tijekom 30, 60 i
90 minuta;

e odredivanje utjecaja dodatka Secera (saharoze, trehaloze i maltoze) i termickog
tretiranja (60, 80 i 100 °C) glukozil hesperidina tijekom 30, 60 i 90 minuta;

e usporedbu antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina tijekom skladiStenja 1
mjesec odnosno 3 mjeseca na sobnoj temperaturi, pri svjetlu i tami te pri 4 °C s

antioksidativnom aktivnosti katehina i kvercetina (Slika 13).

glukozilhespericin [l <vercetin
+
glukozil hesperidin Seceri

Zagrijavanje na 60 °C, 80 °Ci 100 SkladiStenje 3 mjeseca:

°C u vremenu od 30 min, 60 min * sobnatemperatura — svjetlo
i 90 min * sobnatemperatura —tama

* 4°C

Odredivanje antioksidativne aktivnosti:
* DPPH

* ABTS

* CUPRAC

Slika 13 Shematski prikaz rada
21



3. Eksperimentalni dio

3.2. MATERUALI

Glukozil hesperidin, maltoza i trehaloza su dobiveni od Hayashibara kompanije,
Nagase, Japan. Saharoza i kalij-peroksodisulfat kupljeni su od Kemike, Japan. Trolox, 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS),
katehin te kvercetin, kupljeni su od Sigme, Njemacka. Neokuproin i bakar-klorid su nabavljeni

od Agros Organics iz Belgije, a amonij-acetat od Gram-mola iz Hrvatske.

3.2.1. PRIPREMA UZORAKA

Ispitivanje utjecaja skladistenja i usporedba s katehinom i kvercetinom

Pripremljene su 2 mM otopine glukozil hesperidina, katehina i kvercetina koje su se
koristile za odredivanje antioksidativne aktivnosti. Otopine su skladiStene na sobnoj
temperaturi na svjetlu i u mraku, te pri 4 °C. Uzorci za analizu uzeti su nakon mjesec dana

skladistenja te nakon 3 mjeseca skladistenja.

Ispitivanje utjecaja dodatka Secera i skladistenja

Otopina glukozil hesperidina (2mM) pomijeSana je s 10% Secera (saharoze, trehaloze i
maltoze). Otopine su dobro homogenizirane te ostavljene 1 dan radi stabilizacije uzoraka.
Tako pripremljene otopine koristile su se za odredivanje antioksidativne aktivnosti. Otopine
su skladistene na sobnoj temperaturi na svjetlu i u mraku, te pri 4 °C. Nakon mjesec dana

skladistenja i nakon 3 mjeseca skladistenja uzeti su uzorci za analizu.

Ispitivanje utjecaja zagrijavanja i dodatka Secera

Homogenizirane otopine glukozil hesperidina (2mM) i 10% Secera (saharoze, trehaloze
i maltoze) koriStene su za odredivanje termicke stabilnosti otopina. Dio otopine (10 mL)
stavljeno je u staklenu epruvetu s ¢epom. Tako pripremljeni uzorci stavljeni su u vodenu kupelj
koja je prethodno bila zagrijana na 60 °C, 80 °C odnosno 100 °C. Uzorci su se termicki tretirali
30 minuta, 60 minuta odnosno 90 minuta. Nakon odabranog vremena uzorci su ohladeni te je

provedena analiza antioksidativne aktivnosti.
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3.3. METODE

3.3.1. Metode za odredivanje antioksidativne stabilnosti

ABTS metoda

U ABTS metodi prati se raspadanje radikala ABTS™* koji nastaje oksidacijom plavo-

zelenog 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 (Slika 14). Promjena boje detektira se spektrofotometrijski

pri valnoj duljini 734 nm.

ABTS

[ =

Slijepa proba

3
L3

Uzorak + AO

ABTS™
A\ 4

ABTS*

m——

Slika 14 Mehanizam djelovanja ABTS metode (Web 2)

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa

i smjesa se ostavi reagirati 1h i 35 min u mraku. Slijepa proba, umjesto uzorka sadrzi istu

koli¢inu destilirane vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 734 nm. Rezultat se preracuna

iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.
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DPPH metoda

Jedna od najrazvijenijih metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti na osnovi
sintetskih radikala jest reakcija s 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilom (DPPH). To je stabilni slobodni
radikal organskog dusika. Kod DPPH testa, nestanak DPPH radikala je pra¢en smanjenjem
absorbancije pri 517 nm, do koje dolazi zbog reakcije antioksidansa sa slobodnim radikalima
(Brand-Williams i sur., 1995). Dodatkom antioksidansa dolazi do promjene DPPH radikala te
nastaje aroksil radikal koji dalje ulazi u reakciju s jo$ jednim DPPH radikalom pri éemu dolazi
do njihove kondenzacije te konacno nastaje stabilni oblik. Prednost metode je brza i
jednostavna izvedba a neki od nedostataka su usko linearno podrucje te steri¢ka priroda
molekule DPPH radikala, koja je pogodnija za male molekule te one imaju bolji pristup DPPH

radikalu (Slika 15).

Q NO, Q NO,
5 NP N
VIR S

DPPH DPPH-H

Ljubi¢asto, 517 nm Bezbojno

@ ‘' H Antioksidans

Slika 15 Mehanizam djelovanja DPPH metode (Web 3)

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 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. Rezultat se prera¢una iz kalibracijske krivulje za

trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.
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3.3.2. Metode redukcije metalnih iona

CUPRAC test

Metode redukcije metalnih iona imaju za cilj procijeniti sposobnost uzorka da reducira
Zeljezne i bakrene ione u vodenom mediju, odnosno u slu¢aju CUPRAC metode odreduje se
sposobnost uzorka da reducira Cu (ll)-neokuproin kompleks (Cull-Nc) (Apak i sur., 2004).
Osnova metode je da kompleks neokuproina s reduciranim oblikom metala prikazuje
karakteristi¢ne vidljive apsorpcijske vrpce s maksimalnim intenzitetom na 593 i 450 nm za
CUPRAC test. Prema tome, sposobnost uzorka da reducira metalne komplekse, nakon
odredenog vremena inkubacije stvara odgovarajuce vidljive apsorpcijske vrpce koje se koriste

za odredivanje CUPRAC vrijednosti (Gungor i sur., 2011) (Slika 16).

Antioksidans

Bakar (11) kompleks Bakar (1) kompleks

Slika 16 Mehanizam djelovanja CUPRAC metode (Web 1)

Postupak: otpipetira se 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine neokuproina, 1 mL
amonij acetata, 0,2 mL uzorka te 0,9 mL vode. Smjesa se homogenizira te ostavi stajati 30
minuta. Nakon inkubacije mjeri se absorbanca na 450 nm. Rezultat se preracuna iz

kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.
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4. Rezultati i rasprava

Kompleksnost matriksa hrane znacajno utjeCe na kvalitetu proizvoda obzirom da
kemijski sastav te uvjeti tijekom procesiranja i skladistenja utje€u na interakcije unutar
proizvoda. Provedena su brojna istraZivanja na proizvodima i poluproizvodima od voca ali i
modelnim sustavima kroz koja je dokazano da Seceri, tip Secera i koncentracija Secera te
razli¢iti nacini pripreme uzoraka imaju znacajan utjecaj na zadrzavanje fenolnih komponenti i
antioksidativnu aktivnost (Kopjar i sur., 2008, Kopjar i sur., 2009, Kopjar i sur., 2012, Loncarié
i sur., 2016, Kopjar i sur., 2016, Betoret i sur., 2017). U ovom radu ispitivana je stabilnost i

antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina pod razli¢itim uvjetima.

4.1. UTJECA) SKLADISTENJA | USPOREDBA S KATEHINOM | KVERCETINOM

Jedan od zadataka ovog rada bio je ispitati antioksidativnhu aktivnost glukozil
hesperidina, odrediti promjenu antioksidativne aktivnosti tijekom razli¢itih uvjeta
skladiStenja. Takoder je cilj bio usporediti vrijednosti antioksidativne aktivnosti glukozil
hesperidina s katehinom i kvercetinom (fenolnim komponentama koje se vrlo prisutne u

biljnom tkivu) pod istim uvjetima.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koristene su tri metode: DPPH, ABTS i

CUPRAC metoda, koje se medusobno razlikuju po mehanizmu reakcije.

Antioksidativna aktivnost, odredena DPPH metodom, otopina glukozil hesperidina,
katehina i kvercetina tijekom skladistenja prikazana je u Tablici 2. Antioksidativna aktivnost
glukozil hesperidina iznosila je 1,339 mg TE/mL. Katehin i kvercetin imali su znacajno vece

vrijednosti antioksidativne aktivnosti, oko 23 mg TE/mL.

Tijekom skladiStenja doSlo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladiStenja na sobnoj temperaturi uoéeno je smanjenje antioksidativne aktivnosti
glukozil hesperidina za 12%. Antioksidativna aktivnost katehina smanjila se za 21,4%, a
najmanje smanjenje je utvrdeno kod kvercetina, 10,6%. U uzorcima koji su skladiSteni pri
sobnoj temperaturi u tami i pri 4 °C gubitak antioksidativne aktivnosti je bio manji. U uzorku
glukozil hesperidina, u oba slucaja, gubitak antioksidativne aktivnosti je bio 6%. U uzorcima
katehina i kvercetina skladistenim pri 4 °C gubitak antioksidativne aktivnosti bio je 6,2%
odnosno 6,5%, neznatno viSe u odnosu na glukozil hesperidin. Tijekom skladistenja katehina i

kvercetina pri sobnoj temperaturi u tami, smanjenje antioksidativne aktivnosti je bilo manje
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nego kod uzoraka skladiStenih na svjetlu, 13,4% i 8,2%. Za razliku od glukozil hesperidina koji
pokazuje jednaku stabilnost pri 4 °C i pri sobnoj temperaturi (tama), katehin i kvercetin su

stabilniji pri 4 °C.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti. U uzorku glukozil hesperidina skladistenog na svjetlu gubitak antioksidativne
aktivnosti je iznosio 16,4%, u tami 15,2% a pri 4 °C 12,2%. Kvercetin je imao manje smanjenje
antioksidativne aktivnosti, 13,8%, 12,6% i 10%, za razliku od katehina kod kojeg su utvrdene
vrlo velike promjena. Smanjenje antioksidativne aktivnosti kod katehina iznosilo je 61,3%,

59,2% i 42,8% za uzorke skladiStene na svjetlu, u tamii pri 4°C.

Tablica 2 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena DPPH metodom, otopina

glukozil hesperidina, katehina i kvercetina tijekom skladiStenja

1,339+0,005 23,335+0,239 23,060+0,324
1,178+0,018 18,339+0,282 20,606+0,365
1,258+0,028 20,214+0,544 21,170+0,510
1,257+0,041 21,886+0,076 21,571+0,401
1,119+0,015 9,040+0,037 19,885+0,453
1,136+0,035 9,527+0,355 20,159+0,659
1,176+0,019 13,338+0,528 20,754+0,103

GH: glukozil hesperidin; K: katehin; Q: kvercetin; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st — S: uzorak
skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladiSten 1 mjesec na sobnoj
temperaturi u tami; 1 - 4 °C: uzorak skladisten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladisten 3 mjeseca
na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladisten 3 mjeseca na sobnoj temperaturi u tami;

3 - 4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.

Antioksidativna aktivnost odredena ABTS metodom, otopina glukozil-hesperidina,
katehina i kvercetina tijekom skladistenja prikazana je u Tablici 3. Antioksidativna aktivnost
glukozil-hesperidina iznosila je 2,750 mg TE/mL. Katehin i kvercetin imali su znacajno vece

vrijednosti antioksidativne aktivnosti, 44,092 mg TE/mL i 45,761 mg TE/mL.

Tijekom skladiStenja doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladistenja na sobnoj temperaturi, antioksidativna aktivnost katehina se je smanijila za
Cak 88%, kvercetina za 44,5%, a najmanje smanjenje je utvrdeno kod glukozil hesperidina,
12,3%. U uzorcima koji su skladisteni pri sobnoj temperaturi u tami i pri 4 °C gubitak
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antioksidativne aktivnosti je bio manji, a najmaniji je bio u uzorcima glukozil hesperidina, 10,8%
i 6,9%. U uzorcima katehina i kvercetina skladiStenim u tami i pri 4 °C gubitak antioksidativne

aktivnosti bio je vrlo sli¢an, 84,5% i 45,1%.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti. U uzorku glukozil hesperidina skladistenog na svjetlu gubitak antioksidativne
aktivnosti se znatno povedao i iznosio je 40,7%, u tami 33,1% a pri 4 °C 25,3%. Kvercetin i
katehin su imali ve¢e smanjenje antioksidativne aktivnosti u odnosu na glukozil hesperidin
tijekom skladiStenja. Smanjenje antioksidativne aktivnosti kod katehina iznosilo je 94,1%,
95,2%i91,3%, za uzorke skladiStene na svjetlu, u tami i pri 4°C. Za uzorke kvercetina smanjenje

je bilo nize za 71,9%, 58,8% i 56,6%, za uzorke skladiStene na svjetlu, u tami i pri 4°C.

Tablica 3 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena ABTS metodom, otopina

glukozil hesperidina, katehina i kvercetina tijekom skladiStenja

2,750+0,028 44,092+0,384 45,761+0,774
2,411+0,046 5,278+0,495 25,380+0,322
2,453+0,088 6,638+0,501 25,067+0,549
2,561+0,022 6,780+0,070 25,140+0,596
1,631+0,072 2,599+0,026 12,868+0,162
1,839+0,025 3,299+0,015 18,841+0,121
2,053+0,015 3,841+0,140 19,883+0,206

GH: glukozil hesperidin; K: katehin; Q: kvercetin; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st — S: uzorak
skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladisten 1 mjesec na sobnoj
temperaturi u tami; 1 - 4 °C: uzorak skladisten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladisten 3 mjeseca
na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladisten 3 mjeseca na sobnoj temperaturi u tami;

3 - 4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.

Antioksidativna aktivnost, odredena CUPRAC metodom, otopina glukozil hesperidina,
katehina i kvercetina tijekom skladiStenja prikazana je u Tablici 4. U usporedbi s DPPH i ABTS

metodama, ovom metodom su dobivene puno nize vrijednosti, odnosno vise vrijednosti.

Antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina iznosila je 328,58 pg TE/mL. Katehin i

kvercetin imali su znacajno vece vrijednosti antioksidativne aktivnosti, 3061,56 pug TE/mL i
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1371,33 pg TE/mL. U slucaju odredivanja antioksidativne aktivnosti CUPRAC metodom za
razliku od DPPH i ABTS metoda uocena je i velika razlika izmedu vrijednosti antioksidativne
aktivnosti katehina i kvercetina, odnosno katehin je imao znacajno veéu antioksidativnu

aktivnost od kvercetina.

Tijekom skladiStenja doSlo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladistenja smanjenje antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina bilo je 13%, 12,7%
i 12,3% na sobnoj temperaturi na svjetlu i u tami te pri 4 °C. Glukozil hesperidin i u ovom
slu¢aju pokazuje znacajnu stabilnost u odnosu na katehin i kvercetin. Antioksidativna aktivnost
katehina se je smanjila za ¢ak 70,8%, 64% i 64% za uzorke skladiStene na sobnoj temperaturi
na svjetlu i u tami te pri 4 °C. smanjenje antioksidativne aktivnosti kvercetina je manje u
odnosu na katehin, 22%, 14,7% i 11,8 za uzorke skladisStene na sobnoj temperaturi na svjetlu i

u tami te pri 4 °C.

Tablica 4 Antioksidativna aktivnost (ug TE/mL), odredena CUPRAC metodom, otopina

glukozil hesperidina, katehina i kvercetina tijekom skladiStenja

328,58+2,40 3061,56+2,32 1371,33+2,41
285,72+2,28 894,89+2,43 1069,48+3,69
286,8316,34 1100,74+2,25 1169,48+3,96
288,04+2,27 1101,93+2,58 1210,07+3,02
156,19+2,63 361,69+1,12 418,72+2,54
158,72+1,49 469,33+2,12 486,33+2,74
168,31+1,11 482,39+2,45 582,83+2,41

GH: glukozil hesperidin; K: katehin; Q: kvercetin; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st — S: uzorak
skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladisten 1 mjesec na sobnoj
temperaturi u tami; 1 - 4 °C: uzorak skladisten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladisten 3 mjeseca
na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladisten 3 mjeseca na sobnoj temperaturi u tami;

3 - 4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti s time da je najmanje smanjenje utvrdeno kod glukozil hesperidina. U uzorku
glukozil hesperidina skladistenog na svjetlu gubitak antioksidativne aktivnosti se je znatno
povecao i iznosio je 52,5%, u tami 51,7% a pri 4 °C 48,4%. Kvercetin i katehin su imali veée
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smanjenje antioksidativne aktivnosti u odnosu na glukozil hesperidin tijekom skladiStenja.
Smanjenje antioksidativne aktivnosti kod katehina iznosilo je 88,2%, 84,7% i 84,2%, za uzorke
skladistene na svjetlu, u tami i pri 4 °C. Za uzorke kvercetina smanjenje je bilo nize za 69,5%,

64,5% i 57,5%, za uzorke skladiStene na svjetlu, u tami i pri 4 °C.

4.2. UTJECA) DODATKA SECERA | SKLADISTENJA

Zadataka ovog rada bio je i ispitati antioksidativnu aktivnost glukozil-hesperidina uz
dodatak Secera (saharoze, trehaloze i maltoze), odrediti promjenu antioksidativne aktivnosti

tijekom razlicitih uvjeta skladistenja.

Antioksidativna aktivnost odredena DPPH metodom, otopina glukozil hesperidina uz
dodatak Secera tijekom skladistenja prikazana je u Tablici 5. Antioksidativna aktivnost glukozil
hesperidinaiznosila je 1,339 mg TE/mL. U uzorcima s dodatkom saharoze i trehaloze odredene
su neznatno vece vrijednosti antioksidativne aktivnosti, 1,424 i 1,401 mg TE/mL, a u uzorku s

dodatkom maltoze neznatno manja vrijednost 1,304 mg TE/mL.

Tijekom skladistenja doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladiStenja antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina se je smanjila za 12% pri
sobnoj temperaturi na svjetlu, i za 6% za uzorke skladistene u tami i pri 4 °C. Kod uzoraka s
dodatkom Seéera uoden je drugaciji trend. U uzorcima s dodatkom saharoze i trehaloze
(skladiStenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu) odredeno je vece smanjenje antioksidativne
aktivnosti, 13,8% i 16,8%, a u uzorku s dodatkom maltoze manja 11,2% u usporedbi s uzorkom
bez dodatka Secera. U uzorcima s dodatkom, maltoze i trehaloze (skladistenim pri sobnoj
temperaturi u mraku) odredeno je vece smanjenje antioksidativne aktivnosti, 13,6%, 8,1% i
11,4%, u usporedbi s uzorkom bez dodatka Sec¢era. U uzorcima skladistenim pri 4 °C, za razliku
od svih ostalih uzoraka, u uzorku s dodatkom maltoze nije doslo da promjene antioksidativne
aktivnosti. Pri ovim uvjetima najveée samnjenje antioksidativne aktivnosti utvrdeno je u

uzorku s dodatkom trehaloze, 10,8%.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti. U uzorku glukozil hesperidina skladistenog na svjetlu gubitak antioksidativne

aktivnosti je iznosio 16,4%, u tami 15,2% a pri 4 °C 12,2%. U svim uzorcima s dodatkom Seéera
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pri svim uvjetima skladistenja odredeno je vece smanjenje antioksidativne aktivnosti nego u
uzorcima bez dodatka Secera. U uzorcima skladiStenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu
smanjenje je iznosilo od 22,3% do 25,4%. SkladiStenjem u tami smanjenje antioksidativne

aktivnosti bilo je od 18,8% do 23,5%, a pri 4 °C od 14,4% do 20,6%.

Tablica 5 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena DPPH metodom, otopina glukozil

hesperidina i glukozil hesperidina/sSecera tijekom skladistenja

1,339+0,005 1,424+0,027 1,304+£0,016 1,401+0,047
1,178+0,018 1,227+0,013 1,158+0,018 1,166+0,039
1,258+0,028 1,230+0,007 1,198+0,015 1,241+0,009
1,257+0,041 1,340+0,013 1,308+0,066 1,249+0,014
1,119+0,015 1,083+0,019 0,973+0,014 1,088+0,010
1,136+0,035 1,089+0,038 1,059+0,046 1,113+0,018
1,176+0,019 1,185+0,044 1,116+0,015 1,113+0,016

GH: glukozil hesperidin; S: saharoza; M: maltoza; T: trehaloza; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st — S:
uzorak skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladisten 1 mjesec na
sobnoj temperaturi u tami; 1 - 4 °C: uzorak skladisten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladisten 3
mjeseca na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladiSten 3 mjeseca na sobnoj temperaturi

u tami; 3 -4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.

Antioksidativna aktivnost, odredena ABTS metodom, otopina glukozil hesperidina uz
dodatak Secera tijekom skladistenja prikazana je u Tablici 6. Antioksidativna aktivnost glukozil
hesperidina iznosila je 2,750 mg TE/mL. Antioksidativna aktivnost uzoraka s dodatkom Secera

iznosila je 2,55 mg TE/mL, bez obzira na tip Secera.

Tijekom skladiStenja doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladistenja antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina se je smanjila za 12,3%, 10,8%
i 6,9% pri sobnoj temperaturi na svjetlu, u tami i pri 4 °C. U uzorcima s dodatkom Secera
skladistenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu smanjenje je iznosilo od 13% do 15,4%, s time
da je u uzorku s dodatkom trehaloze odredeno najveée smanjenje a u uzorku s dodatkom
maltoze najmanje smanjenje antioksidativne aktivnosti. Prilikom skladistenja u tami, utvrdeno

je daje uuzorku s dodatkom saharoze smanjenje antioksidativne aktivnostiiznosilo samo 6,8%
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odnosno manje nego u uzorku bez dodatka Seéera. U druga dva uzorka smanjenje je bilo vece
(14,5% i 11,8%, za maltozu i trehalozu) u usporedbi s uzorkom bez dodatka Sedera.
Skladistenjem pri 4 °C, u uzorcima s dodatkom trehaloze utvrdeno je najmanje smanjenje

antioksidativene aktivnosti, samo 4,4%, a u uzorku s dodatkom maltoze najvece, 8,1%.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti. U uzorku glukozil hesperidina skladistenog na svjetlu gubitak antioksidativne
aktivnosti je iznosio 40,7%, u tami 33,1% a pri 4 °C 25,3%. U ovom slucaju, u svim uzorcima s
dodatkom Secera pri svim uvjetima skladistenja odredeno je manje smanjenje antioksiativne
aktivnosti. U uzorcima skladistenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu smanjenje je iznosilo od
27% do 29%. SkladiStenjem u tami smanjenje antioksidativne aktivnosti bilo je od 25,1% do

26,3%, a pri4 °Cod 22,7% do 28,1%.

Tablica 6 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena ABTS metodom, otopina

glukozil hesperidina i glukozil hesperidina/Secera tijekom skladistenja

2,750+0,028 2,531+0,001 2,578+0,031 2,572+0,025
2,411+0,046 2,185+0,043 2,243+0,045 2,176+0,014
2,453+0,088 2,359+0,072 2,205+0,022 2,269+0,049
2,561+0,022 2,359+0,063 2,368+0,059 2,459+0,060
1,631+0,072 1,815+0,077 1,883+0,065 1,827+0,001
1,839+0,025 1,895+0,012 1,899+0,015 1,897+0,010
2,053+0,015 1,956+0,031 1,854+0,080 1,949+0,044

GH: glukozil hesperidin; S: saharoza; M: maltoza; T: trehaloza; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st —S:
uzorak skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladisten 1 mjesec na
sobnoj temperaturi u tami; 1 -4 °C: uzorak skladiSten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladiSten 3
mjeseca na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladisten 3 mjeseca na sobnoj

temperaturi u tami; 3 -4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.

Antioksidativna aktivnost odredena CUPRAC metodom, otopina glukozil hesperidina,
katehina i kvercetina tijekom skladistenja prikazana je u Tablici 7. Antioksidativna aktivnost
glukozil hesperidina iznosila je 328,58 pg TE/mL. Antioksidativha aktivnost uzoraka s

dodatkom 3ecera iznosila je 332 pug TE/mL, bez obzira na tip Secera.
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Tijekom skladistenja doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Nakon mjesec
dana skladistenja antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina se je smanjila za 13%, 12,7% i
12,3% pri sobnoj temperaturi na svjetlu, u tami i pri 4 °C. U uzorcima s dodatkom Secera
skladistenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu smanjenje je iznosilo od 19,7% do 22,5%, s time
da je u uzorku s dodatkom trehaloze odredeno najveée smanjenje antioksidativne aktivnosti.
Prilikom skladistenja u tami, smanjenje antioksidativne aktivnosti iznosilo je od 17,1% do
20,8% najvece smanjenje u uzorku s dodatkom trehaloze. Pri 4 °C, smanjenje antioksidativne
aktivnostiiznosila je od 11,6% do 16%, s time da je u ovom slu¢aju uzorak s dodatkom maltoze

imao najvece smanjenje ispitivanog parametra.

Produljenjem skladistenja na 3 mjeseca doslo je do daljnjeg smanjenja antioksidativne
aktivnosti. U uzorku glukozil hesperidina skladiStenog na svjetlu gubitak antioksidativne
aktivnosti je iznosio 52,5%, u tami 51,7% a pri 4 °C 48,8%. U uzorcima s dodatkom Secera
skladistenim pri sobnoj temperaturi na svjetlu smanjenje je iznosilo od 55,8% do 56,7%.
Prilikom skladistenja u tami, smanjenje antioksidativne aktivnostiiznosilo je od 50,8% do 56,4,
s time da je uzorak s dodatkom trehaloze imao najmanje smanjenje antioksidativne aktivnosti.
Pri 4 °C, smanjenje antioksidativne aktivnostiiznosila je od 49,4% do 56% te je takoder uzorak

s dodatkom trehaloze imao najmanje smanjenje antioksidativne aktivnosti.

Tablica 7 Antioksidativna aktivnost (ug TE/mL), odredena CUPRAC metodom, otopina

glukozil hesperidina i glukozil hesperidina/Secera tijekom skladistenja

328,58+2,40 331,94+2,04 332,65+2,74 331,52+1,87
285,72+2,28 263,11+2,48 267,11+3,00 256,83+2,44
286,83+6,34 275,20+1,66 269,20+3,87 262,41+2,44
288,04+2,27 285,91+3,80 279,26+1,55 293,19+3,78
156,19+2,63 144,30+1,28 147,13+4,60 143,44+3,00
158,72+1,49 144,78+3,90 147,54+3,97 163,06+2,08
168,31+1,11 145,91+3,46 159,46+2,32 167,65+3,68

GH: glukozil hesperidin; S: saharoza; M: maltoza; T: trehaloza; ,0“: uzorak nakon pripreme; 1 - st —S:
uzorak skladisten 1 mjesec na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 1 - st - T: uzorak skladisten 1 mjesec na
sobnoj temperaturi u tami; 1 - 4 °C: uzorak skladisten 1 mjesec pri 4 °C; 3 - st — S: uzorak skladisten 3
mjeseca na sobnoj temperaturi pri svjetlu; 3 - st - T: uzorak skladisten 3 mjeseca na sobnoj

temperaturi u tami; 3 - 4 °C: uzorak skladisten 3 mjeseca pri 4 °C.
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4.3. UTJECAJ ZAGRIJAVANIJA | DODATKA SECERA

Ispitivan je i utjecaj zagrijavanja (60 °C, 80 °Ci 100 °C), vremena zagrijavanja (30 min,
60 min i 90 min) i dodatka Secera (saharoze, maltoze i trehaloze) tijekom zagrijavanja na
antioksidativnu aktivnost otopina glukozil hesperidina. Vrijednosti antioksidativne aktivnosti
dobivene nakon zagrijavanja pri odredenoj temperaturi odredeno vrijeme, usporedene su s

nultim uzorcima (,,0“) koji su prikazani u Tablicama 5-7.

Rezultati antioksidativne aktivnosti, odredene DPPH metodom otopina, glukozil
hesperidina i glukozil hesperidina/Secera koje su zagrijavane pri 60 °C, 80 °C i 100 °C tijekom

30 min, 60 min i 90 min su prikazani u Tablici 8.

Pri 60 °C doslo je do vrlo malog smanjenja antioksidativne aktivnosti glukozil
hesperidina od 3,2% do 4,6%. Najvec¢e smanjenje je utvrdeno nakon 90 min zagrijavanja. U
uzorcima s dodatkom Secera, najmanje smanjenje antioksidativne aktivnosti odredeno je u
uzorku s dodatkom maltoze (3,5%, 6,5% i 7,1% za 30 min, 60 min i 90 min), a najvece u uzorku

s dodatkom saharoze (13,8%, 14,7% i 15,7% za 30 min, 60 min i 90 min).

Pri 80 °C smanjenje antioksidativne aktivnosti glukozilhesperidina se je povecalo te je
iznosilo od 12% do 15,8%. U uzorcima s dodatkom Seéera antioksidativna aktivnost se je

smanjila za 20,3% do 23,8%, te nisu uocene velike razlike izmedu tipa Seéera.

Pri 100 °C, antioksidativna aktivnosti glukozil hesperidina se je smanjila za 15,8%,
24,4% i 28,2% (za 30 min, 60 min i 90 min). U uzorcima s dodatkom Secera utvrdeno je vece
smanjenje antioksidativne aktivnosti u odnosu na uzorke bez dodatka Seéera. U uzorku s
dodatkom saharoze produZenjem vremena zagrijavanja povecalo se je smanjenje
antioksidativne aktivnosti, 22,1%, 25,3% i 31,2%. U uzorcima s dodatkom maltoze i trehaloze
nakon 30 minuta smanjenje je iznosilo 21,6% i 23,8%, a nakon 60 odnosno 90 minuta

smanjenje je iznosilo 32,3% i oko 28,5%.
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Tablica 8 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena DPPH metodom, termicki
tretiranih (60 °C, 80 °C i 100°C) otopina glukozil hesperidina i glukozil hesperidina/Seéera

tijekom zagrijavanja od 30 min, 60 min i 90 min

1,296+0,010 1,291+0,023 1,277+0,014
1,228+0,006 1,215+0,031 1,201+0,029
1,259+0,010 1,219+0,019 1,212+0,050
1,256+0,018 1,255+0,006 1,225+0,015

1,178+0,016 1,129+0,031 1,127+0,020
1,130+0,013 1,110+0,004 1,097+0,014
1,022+0,036 1,015+0,009 0,997+0,006
1,106+0,007 1,089+0,008 1,068+0,041

1,127+0,020 1,012+0,035 0,962+0,011

1,110+0,004 1,064+0,092 0,980+0,043
1,022+0,036 0,881+0,066 0,883+0,040
1,068+0,041 1,006+0,019 0,994+0,004

Rezultati antioksidativne aktivnosti odredene ABTS metodom otopina, glukozil
hesperidina i glukozil hesperidina/Secera koje su zagrijavane pri 60 °C, 80 °C i 100 °C tijekom
30 min, 60 min i 90 min su prikazani u Tablici 9. Rezultati antioksidativne aktivnosti odredene

ABTS metodom pokazuju drugaciji trend u odnosu na DPPH metodu.

Pri 60 °C doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina za 12,7%,
17% i 22,4% (za 30 min, 60 min i 90 min). U uzorcima s dodatkom Secera utvrdeno je manje
smanjenje antioksidativne aktivnosti u usporedbi s uzorkom bez dodatka Secera. Najmanje
smanjenje antioksidativne aktivnosti odredeno je u uzorku s dodatkom trehaloze (2,8%, 3,9%
i 8% za 30 min, 60 min i 90 min), a najveée u uzorku s dodatkom maltoze (15,1% i 17% za 60

min i 90 min).

Pri 80 °C smanjenje antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina se je povecalo te je
iznosilo od 27% do 28,8%. U uzorcima s dodatkom maltoze antioksidativna aktivnost se je
najvise smanjila (17,8%, 19,6% i 25,2% za 30 min, 60 min i 90 min), dok izmedu uzoraka s

dodatkom saharoze i trehaloze nisu uo¢ene znacajnije razlike.
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Pri 100 °C, utvrdeno je smanjenje antioksidativne aktivnosti s produZenjem vremena
zagrijavanja kod svih uzoraka; ovo je trend koji do sada nije bio uocen u nasim uzorcima.
Antioksidativna aktivnosti glukozil hesperidina se je smanjila za 25,1%, 24,7% i 20,7% (za 30
min, 60 min i 90 min). U uzorcima s dodatkom Secera utvrdeno je manje smanjenje
antioksidativne aktivnosti u odnosu na uzorke bez dodatka Seéera. U uzorcima s dodatkom
Secera smanjenje antioksidativne aktivnostiiznosilo ja oko 16%, oko 14% i oko 10% (za 30 min,

60 min i 90 min).

Tablica 9 Antioksidativna aktivnost (mg TE/mL), odredena ABTS metodom, termicki
tretiranih (60 °C, 80 °Ci 100 °C) otopina glukozil hesperidina i glukozil hesperidina/Secera

tijekom zagrijavanja od 30 min, 60 min i 90 min

2,401+0,042 2,282+0,074 2,135+0,082
2,327+0,021 2,212+0,022 2,112+0,072
2,395+0,086 2,189+0,027 2,141+0,045
2,501+0,091 2,472+0,030 2,365+0,070

2,001+0,062 1,962+0,067 1,959+0,009
2,174+0,028 2,097+0,127 2,039+0,054
2,119+0,064 2,073+0,073 1,928+0,001
2,180+0,048 2,147+0,062 2,050+0,017

2,059+0,040 2,072+0,033 2,181+0,065

2,104+0,069 2,163+0,022 2,282+0,098
2,119+0,055 2,209+0,096 2,270+0,056
2,167+0,011 2,253+0,093 2,260+0,017

Rezultati antioksidativne aktivnosti odredene CUPRAC metodom, otopina glukozil
hesperidina i glukozil hesperidina/Secera koje su zagrijavane pri 60 °C, 80 °C i 100 °C tijekom
30 min, 60 min i 90 min su prikazani u Tablici 10. Rezultati antioksidativne aktivnosti odredene
CUPRAC metodom pokazuju isti trend kao i DPPH metoda odnosno rastuéi trend smanjenja

antioksidativne aktivnosti s produZzenjem vremena zagrijavanja. U slu¢aju ove metode nisu
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utvrdene tako velike razlike izmedu uzoraka s dodatkom Secera u usporedbi s uzorkom s

dodatkom Secera.

Pri 60 °C doslo je do smanjenja antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina za 16,7%,
24,7% i 27% (za 30 min, 60 min i 90 min). U uzorcima s dodatkom maltoze utvrdeno je najvece
smanjenje antioksidativne aktivnosti u usporedbi s uzorkom bez dodatka Secera (11,1%, 26,5%

i 30% za 30 min, 60 min i 90 min).

Pri 80 °C smanjenje antioksidativne aktivnosti glukozil hesperidina se je povecalo te je
iznosilo 19,3%, 22,7% i 25,7%. U uzorcima s dodatkom trehaloze antioksidativna aktivnost se

je najmanje smanjila (13,5%, 16,5% i 24,5% za 30 min, 60 min i 90 min.

Pri 100 °C, antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina se je smanjila za 17%, 20,1% i
38,7% (za 30 min, 60 min i 90 min). U uzorku s dodatkom trehaloze utvrdeno je najmanje
smanjenje antioksidativne aktivnosti u odnosu na uzorke bez dodatka Secera (13,8%, 15,2% i

36,2% za 30 min, 60 min i 90 min).

Tablica 10 Antioksidativna aktivnost (ug TE/mL) odredena CUPRAC metodom, termicki
tretiranih (60 °C, 80 °Ci 100 °C) otopina glukozil hesperidina i glukozil hesperidina/Secera

tijekom zagrijavanja od 30 min, 60 min i 90 min

273,5745,40 247,47%4,02 239,7615,04
306,94+2,24 255,96+1,71 238,90+7,44
295,8245,07 244,51+4,69 232,73%6,47
297,53+2,35 260,41+2,71 254,01+2,14

265,17+4,16 254,03%3,40 244,25%2,74
267,51+2,06 247,12+3,54 244,02+7,86
288,99+3,28 257,44+1,67 246,91+7,34
286,76%2,19 276,96%1,00 250,25+7,31

272,56%4,71 262,69+15,93 201,53+4,07

261,44+2,72 251,3243,51 206,98+7,37
269,9945,71 261,76%2,99 207,84+6,00
285,88+3,20 280,9948,04 211,57+2,34
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U ovom radu ispitivana je stabilnost i antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina.
Antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina je usporedena s katehinom i kvercetinom nakon
pripreme uzoraka ali i tijekom skladistenja pod razli¢itim uvjetima. Ujedno je ispitivan i utjecaj
Secera (saharoze, maltoze i trehaloze) na antioksidativnu aktivnost glukozil hesperidina, te

njihov utjecaj tijekom zagrijavanja na 60 °C, 80 °Ci 100 °C.
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

e Antioksidativna aktivnost glukozil hesperidina znatno je niza u odnosu na katehin i
kvercetin bez obzira na primijenjenu metodu odredivanja antioksidativne aktivnosti.

o Tijekom skladiStenja pri razli¢itim uvjetima doslo je do smanjenja antioksidativne
aktivnosti.

e Primjenom DPPH metode, otopini katehina se je najviSe smanjila antioksidativna
aktivnost, dok je smanjenje antioksidativne aktivnosti otopina glukozil hesperidina i
kvercetina bilo podjednako.

e Primjenom ABTS i CUPRAC metoda, antioksidativna aktivnost katehina se je najvise
smanjila dok je najmanja promjena utvrdena za otopinu glukozil hesperidina.

e Primjenom DPPH metode, najmanje promjene antioksidativne aktivnosti nakon
mjesec dana skladiStenja utvrdene su za otopinu glukozil hesperidina i glukozil
hesperidina s dodatkom maltoze. Nakon 3 mjeseca skladiStenja najmanja promjena
antioksidativne aktivnosti utvrdena je za otopinu glukozil hesperidina, dok su uzorci s
dodatkom Seéera imali znatno vece promjene antioksidativne aktivnosti.

e Primjenom ABTS metode najmanje promjene antioksidativne aktivnosti nakon mjesec
dana skladistenja utvrdene su za otopinu glukozil hesperidina i glukozil hesperidina s
dodatkom maltoze. Nakon 3 mjeseca skladistenja pri sobnoj temperaturi na svjetlu i u
tami, otopina glukozil hesperidina imala je znatno vece smanjenje antioksidativne
aktivnosti u usporedbi s uzorcima s dodatkom Secera. Pri 4 °C promjene
antioksidativne aktivnosti su bile podjednake.

e Prilikom zagrijavanja, najmanje smanjenje antioksidativne aktivnosti (DPPH) utvrdeno
je za otopinu glukozil hesperidina, za sve ispitivane temperature. ProduZenjem
vremena zagrijavanja utvrdeno je vece smanjenje antioksidativne aktivnosti.

e Prilikom zagrijavanja, najvece smanjenje antioksidativne aktivnosti (ABTS) utvrdeno je

za otopinu glukozil hesperidina, za sve ispitivane temperature. Najmanje smanjenje
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antioksidativne aktivnosti utvrdeno je za uzorak s dodatkom trehaloze, 60 °C.
ProduZenjem vremena zagrijavanja pri 60 °C i 80 °C, utvrdeno je vece smanjenje
antioksidativne aktivnosti, dok pri 100 °C utvrden je suprotan trend.

Primjenom DPPH metode, najmanje promjene antioksidativne aktivnosti nakon
skladiStenja utvrdene su za otopinu glukozil hesperidina.

Rezultati pokazuju da je vrlo vaina metoda koja se koristi za odredivanje
antioksidativne aktivnosti, ali i da antioksidativna aktivnost ovisi o tipu Seéera, nacinu

skladiStenja te temperaturi zagrijavanja.
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