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Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari s
dodatkom saharoze

Sazetak

U radu je ispitivana antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari s dodatkom
saharoze te medusobni utjecaj fenolnih tvari na antioksidativnu aktivnost odnosno sinergijski
ucinak. Fenolne tvari koje su ispitivane su katehin, kvercetin i galna kiselina te njihove
kombinacije. Za odredivanje antioksidativne aktivnosti primijenjene su ABTS, DPPH i FRAP
metode. Navedenim metodama utvrdeno je da otopina katehina, kvercetina i galne kiseline s
dodatkom saharoze ima najveéu antioksidativhu aktivnost. Najmanju antioksidativnu
aktivnost imaju uzorci pojedinacnih fenolnih tvari. ABTS i DPPH metodom najmanju
antioksidativnu aktivnost ima otopina katehin. Najmanju antioksidativhu aktivnost FRAP
metodom ima otopina galne kiseline. Sinergijski uc¢inci kod ABTS, DPPH i FRAP metode razliciti

su za razli¢ite uzorke.

Klju€ne rijeci: antioksidativna aktivnost, katehin, kvercetin, galna kiselina, saharoza, ABTS,

DPPH, FRAP, sinergijski u¢inak



Antioxidant activity of model solutions of phenolic
compounds with the addition of sucrose

Summary

The subject of this work was evaluation of antioxidant activity of model solutions of phenolic
compounds with addition of sucrose and mutual influence of phenolic substances on an
antioxidant activity i.e. synergistic effect. Phenolic compounds which have been tested were
catechin, quercetin, gallic acid and their combinations. ABTS, DPPH and FRAP methods have
been applied to determine antioxidant activity. Using ABTS, DPPH and FRAP methods it has
been found that solution of catechin, quercetin and gallic acid with addition of sucrose had
the highest antioxidant activity. Samples of single phenolic substances have the lowest
antioxidant activity. According to the results obtained via the ABTS and DPPH methods, the
solution of catechin has the lowest antioxidant activity. According the results obtained via the
FRAP method, the solution of gallic acid has the lowest antioxidant activity. Synergistic effects

of ABTS, DPPH and FRAP methods have been different for different samples.

Key words: antioxidant activity, catechin, quercetin, gallic acid, sucrose, ABTS, DPPH, FRAP,

synergistic effect
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1.UvVOD

U posljednje se vrijeme zanimanje za antioksidanse povecalo zbog njihovog povoljnog utjecaja
na zdravlje. Antioksidansi reduciraju, odnosno veZu slobodne radikale te na taj nacin
sprecavaju ostecenja uzrokovana oksidacijom in vivo i in vitro (Kaur i Kapoor, 2001.; Shahidi i
Zhong, 2007.). U hrani antioksidansi sprecavaju ili odgadaju autooksidaciju i formiranje
nepoZeljne arome, kao i smanjenje nutritivne vrijednosti hrane (Shahidi i Zhong, 2007.).
Polifenolni spojevi, koji su sekundarni metaboliti biljaka posjeduju mnoga bioloSka svojstva,
ukljuéujuéi i antioksidativnu aktivnost (Gharras, 2009.). Nalaze se u velikom broju ljekovitih
biljaka, a koncentrirani su u sjemenkama, liS¢u, cvijecu te na koziiili kori drveéa (Kazazi¢, 2004.).
Polifenoli su vazni za aromu, boju i nutritivna svojstva voca i povréa i time imaju vaznu ulogu
u kvaliteti voca i povréa, kao i njihovih preradevina. Stoga je bitno, tijekom procesiranja i
skladistenja prehrambenih proizvoda poznavati stabilnost polifenolnih spojeva. Neki od
¢imbenika koji utjecu na stabilnost voéa i povréa su prisustvo kisika, svijetlosti, temperatura,
pH vrijednost te sastav hrane. No, u novije vrijeme, sve je ¢es¢i dodatak ekstrakata bogatim
polifenolnim spojevima u prehrambene proizvode ne bi |i se povecala nutritivna vrijednost,

odnosno kvaliteta prehrambenih proizvoda (Gharras, 2009.).

Cilj rada je odrediti antioksidativnu aktivnost otopina fenolnih tvari s dodatkom saharoze te
utvrditi da li postoji sinergijski uc¢inak kod njihovih kombinacija. Antioksidativna aktivnost
uzoraka odredena je ABTS, DPPH i FRAP metodama. Na temelju rezultata dobivenih

navedenim metodama odreden je sinergijski u¢inak fenolnih tvari u odgovaraju¢im uzorcima.
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2. TEORUSKI DIO

2.1. POLIFENOLI

Pojam polifenoli obuhvaca niz kemijskih spojeva razli¢ite kemijske strukture (Cheynier, 2005.).
Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka (Gharras, 2009.) te u biljnom svijetu ¢ine jednu od
najbrojnijih i najSire rasprostranjenih skupina spojeva, s vise od 8000 trenutac¢no poznatih
struktura. Kod biljaka pozitivno utjeCcu na otpornost biljke prema bolestima i
mikroorganizmima, Stite osjetljive stani¢ne dijelove od Stetnog zracenja te neki polifenoli
indirektno utjecu na rast biljke. Zahvaljujuéi antioksidativnoj aktivnosti i moguéem pozitivnom
ucinku na zdravlje ljudi, kao i u tretmanu i prevenciji zloéudnih bolesti, polifenoli su u
posljednje vrijeme dobili veliko znacenje. Mnoga istrazivanja pokazala su antikancerogeno,
antihepatoksi¢no, protuupalno, antivirusno, antibakterijsko i antialergijsko djelovanje
odredenih polifenolnih spojeva, kao i namirnica koje ih sadrze. Znacajan izvor polifenola, osim
voca i povréa, su i preradevine na bazi voca i povréa (vino, sokovi, ...) te razne druge namirnice

poput ¢ajeva, kakaa i dr. (Subari¢ i sur., 2010.).

2.1.1. Kemijska struktura polifenolnih spojeva

Zbog strukturne raznolikosti polifenolnih spojeva mogude ih je podijeliti u nekoliko grupa
ovisno o podrijetlu, bioloskoj funkciji i kemijskoj aktivnosti (Tsao, 2010.). No, opcenito se dijele

u dvije glavne grupe: flavonoidi i neflavonoidi (Andrés-Lacueva i sur., 2010.).

2.1.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljenija i najvec¢a skupina polifenola. Na Slici 1 prikazana je osnovna
struktura  flavonoida  koju ¢ini  difenilpropan  (C6C3Cs) odnosno  1-fenil-3-(2-
hidroksifenil)propan-1-ol. Odnosno, osnovnu strukturu ¢ine tri fenolna prstena: A, Bi C prsten.
Benzenski prsteni A i B povezani su preko troélanog alifatskog niza, koji zajedno sa kisikom

tvori Sesteroclani prsten C (Kazazi¢, 2004.).
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Slika 1 Osnovna struktura flavonoida (Heim i sur., 2002.)

Flavonoidi se mogu podijeliti u nekoliko podskupina. Ovisno o stupnju hidroksilacije i
rasporedu u C prstenu podijeljeni su na antocijane, flavan-3-ole, flavone, flavanone i flavonole.
Dok velika vecina flavonoida ima na C2 poziciji prstena C vezan prsten B, u nekih flavonoida
kao sto su izoflavoni i neoflavonoidi prsten B vezan je na C3 i C4 poziciji prstena C (Slika 2).
Halkoni, iako im nedostaje heterociklicki prsten C, takoder su svrstani u skupinu flavonoida

(Slika 3) (Tsao, 2010.).

Slika 2 Struktura izoflavona (lijevo); struktura neoflavonoida (desno) (Tsao, 2010.)

O

Slika 3 Struktura halkona (Tsao, 2010.)
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Navedene osnovne strukture flavonoida se nazivaju aglikoni. Medutim, u biljkama se veéina
flavonoida nalazi u obliku glikozida. Glikozid nastaje vezanjem razliCitih molekula Secera na
aglikon. Osim molekula Seéera, na aglikon mogu biti vezani i acilirani Seceri. Dakle, glikozidi se

osim razli¢itih supstituenata razlikuju i po mjestu vezanija tih supstituenata (Tsao, 2010.).

2.1.1.2. Neflavonoidi

U neflavonoide se ubrajaju: jednostavni fenoli, fenolne kiseline, hidrolizirajuc¢i tanini,
acetofenoni, hidroksicinamié¢na kiselina, kumarini, lignani te mnogi drugi. Svaka od
podskupina ima vezanu neku supstitucijsku skupinu. Jednostavni fenoli imaju supstituirani
alkohol na aromatski prsten; fenolne kiseline imaju na benzen vezanu karboksilnu skupinu;

hidrolizirajudi tanini su glukozni esteri galne kiseline; itd. (Tsao i McCallum, 2010.).

2.1.2. Veza izmedu strukture polifenola i antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost polifenola pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja elektrona
slobodnih radikala, kelatnog vezanja Fe?*, Cu?*, Zn?* i Mg?* iona, aktiviranje antioksidacijskih
enzima (Kazazi¢, 2004.) i inhibiranja niz enzima, kao Sto su lipooksigenaza, ciklooksigenaza,
monooksigenaza, protein kinaza i dr. (Cao i sur., 1997.). Ovisno o strukturnom rasporedu
funkcionalnih grupa na glavnoj okosnici polifenola ovisi i njihova antioksidativna aktivnost,

svojstvo hvatanja radikala te stvaranje kelatnih kompleksa (Cao i sur., 1997.; Kazazi¢, 2004.).

2.1.2.1.  Hidroksilne grupe

Konfiguracija i broj hidroksilnih grupa uvelike utjeCu na mehanizam antioksidativne aktivnosti.
Kapacitet hvatanja slobodnih radikala se pripisuje visokoj reaktivnosti hidroksilnih grupa koje

sudjeluju u reakciji (1).
R® + P-OH > RH + P-0° (1)

U hvatanju reaktivnih ¢estica kisika i reaktivnih ¢estica dusika najznacajnija je hidroksilacija B

prstena. Zbog doniranja vodika i elektrona, hidroksilna skupina B prstena stabilizira hidroksil,
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peroksil i peroksinitril radikale, a ujedno nastaje i relativno stabilan flavonoidni radikal

(Kazazi¢, 2004.).

B prsten sa samo jednom OH skupinom nije efikasan donor vodika. Takoder, ni prisutnost
tre¢e OH skupine na prstenu B ne povecava antioksidativhu aktivnost. Medutim, ako je
prisutna 3',4'-katehol struktura, ona oksidira na B prstenu te delokalizacijom elektrona daje
stabiliziran o-semikinonski radikal. 3',4'-katehol struktura B prstena povecéava inhibiciju
peroksidacije lipida (Kazazi¢, 2004.). Narocito je vazna u hvatanju peroksil, superoksid i
peroksinitril radikala. Naime, luteolin koji ima cetiri OH skupine te 3',4'-kateholnu strukturu
ima puno vecu sposobnost hvatanja peroksil radikala od kempferola, koji takoder ima cetiri
OH skupine, ali nema 3',4'-kateholnu strukturu (Slika 4) (Cao i sur., 1997.). Flavoni koji nemaju

3',4'-katehol strukturu stvaraju relativno nestabilne radikale i slabi su hvataci (Kazazi¢, 2004.).

OH
OH
OH
O
HO HO 0O
OH
OH O OH O
kempferol luteolin

Slika 4 Utjecaj 3',4'-kateholne strukture na antioksidativnu aktivnost (Kazazi¢, 2004.)

Utjecaj rasporeda OH skupina prstena A na antioksidativnu aktivnost manje je poznat (Kazazi¢,

2004.).
Smatra se da prsten C doprinosi antioksidativnoj aktivnosti na dva nacina:

1. prisutno$éu slobodne OH skupine u poloZaju 3-i

2. omogucavanjem konjugacije izmedu aromatskih prstenova.

Sam prsten C nije presudan za aktivnost flavonoida. No, nadmoé kvercetina u inhibiciji
oksidativnih ostecenja pripisuje se njegovoj slobodnoj OH skupini u poloZaju 3- koja povecava
stabilnost flavonoidnog radikala. Kvercetin je zbog prisutne OH skupine u poloZaju 3- planaran
te je zbog planarnosti omoguéena konjugacija i delokalizacija elektrona, a time i povec¢ana

stabilnost flavonoidnih fenoksilnih radikala (Kazazi¢, 2004.).
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2.1.2.2. 2,3-dvostruka veza i 4-keto-skupina

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala se povecava postojanjem 2,3-dvostruke veze i 4-keto-
skupine. Konjugacijom dvostrukih veza izmedu A i B prstena dolazi do rezonancijske
stabilizacije preko veceg broja aromatskih jezgara pa i povecéanja stabilnosti flavonoidnih
radikala. Slika 5 pokazuje tri flavonoida sa istim brojem i jednakim rasporedom OH skupina,
ali razlikom u C prstenu. Kvercetin koji ima 2,3-dvostruku vezu i 4-keto skupinu pokazuje veliku
antioksidativnu aktivnost, kao i cijanidin sa svojim antocijanidinskim prstenom, dok katehin sa

zasi¢enim C prstenom ima manju antioksidativnu aktivnost (Kazazi¢, 2004.).

OH OH

OH OH
] e
HO O Ox HO ‘

# “OH OH
OH

OH

kvercetin cijanidin katehin

Slika 5 Usporedba strukture i antioksidativne aktivnosti (Kazazic, 2004.)

2.1.2.3. O-metilacija

Zbog razlike u hidrofobnosti i molekularne planarnosti, hidroksilirani flavonoidi imaju bolju
antioksidativnu aktivnost od metiliranih. Tako je npr. kvercetin bolji hvata¢ peroksidnih
radikala od njegovih O-metiliranih i O-glikozidiranih derivata. O-metiliranjem narusava se
planarnost i time smanjuje antioksidativna aktivnost. S 4'-O-metiliranjem kateholne strukture
znacajno se smanjuje antioksidativna sposobnost. No, utjecaj O-metiliranja ovisi o metodi
odredivanja antioksidativne aktivnosti, tipu radikala koji se koristi i slu¢aju kada tvar koja se
oksidira ima strukturu lipida, jer tada lipofilnost pridonosi ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti

(Kazazi¢, 2004.).

2.1.2.4. Glikozidacija

Aglikoni su snazniji antioksidansi od odgovarajucih glikozida. Takoder, s porastom broja

glikozidnih skupina antioksidativno svojstvo flavonskih glikozida se smanjuje. Osim prisutnosti
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i broja glikozidnih skupina bitan je i poloZaj te struktura Seéera (Kazazi¢, 2004.). Najcesce su
glikozidne jedinice vezane na 3- ili 7- poziciji, no moguce je i vezanje Secera na A prsten ¢ime
dolazi do veéeg smanjenja antioksidativne aktivnosti. Glikozidacija narusava planarnost B
prstena te time smanjuje sposobnost delokalizacije elektrona (Van acker i sur., 1996.). Osim
toga, Seéer okupira slobodnu OH grupu koja je neophodna za hvatanje radikala i mijenja
hidrofilnost molekule te se na taj nacin smanjuje dostupnost za radikale lipida. Medutim,
utjecaj Secera na antioksidativnu aktivnost u nasem tijelu je upitan, jer se Secer u tijelu odvaja

od flavonoidne okosnice (Heim i sur., 2002.).

2.1.2.5. Stupanj polimerizacije

Antioksidativna aktivnost polimernih flavonoida je teSko razumljiva. Superoksid anioni
procijanidnih dimera i trimera su ucinkovitiji od superoksid aniona monomera. Tetrameri su
ucinkovitiji nego trimeri kad su u pitanju peroksinitril i superoksid radikali. Takoder, heptameri
i heksameri imaju znatno vecu antioksidativhu aktivnost od trimera i tetramera. Osim do
odredenog stupnja polimerizacije, moze se zakljuciti da dolazi i do povecéanja antioksidativne

aktivnosti (Vennat i sur., 1994.).

2.2. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

U svakom organizmu postoji ravnoteza izmedu oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.
Ako izostane antioksidativna zaStita protiv nastalih slobodnih radikala, moZe do¢i do
oksidativnog stresa zbog djelovanja odredenih toksina ili fizioloSkim stresom. Slobodni radikali
ukljueni su u razvojne procese brojnih bolesti, takoder pridonose starenju stanica,

mutagenezi, karcinogenezi te koronarnim bolestima srca (Kazazi¢, 2004.).

Mnoga istraZzivanja pokazala su da su kroni¢ne bolesti povezane s oksidativnim stresom
uzrokovanim reaktivnim kisikovim i dusikovim spojevima (Tsao, 2010.). Takoder, pokazalo se
da su polifenolni spojevi izolirani iz biljaka puno ucinkovitiji antioksidansi in vitro od vitamina

E i C, stoga mogu znacajno doprinijeti zastitnim ucincima in vivo (Gharras, 2009.).
S obzirom na nacin djelovanja, antioksidansi se mogu podijeliti u dvije grupe:

1. primarni antioksidansi i
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2. sekundarni antioksidansi.

Primarni antioksidansi direktno hvataju slobodne radikale. Mehanizam djelovanja
sekundarnih antioksidansa ne ukljucuje direktno hvatanje slobodnih radikala, ve¢ oni djeluju
na nekoliko nacina: vezanje metalnih iona, vezanje kisika, pretvaranje hidroperoksida u ne-

radikalske vrste, apsorpcija UV radijacije i deaktivacija singleton kisika (Pokorny, 2001.).

Antioksidativna aktivnost polifenolnih spojeva ovisi o njihovoj sposobnosti da otpuste vodik ili
elektron te sposobnosti delokalizacije nesparenog elektrona u aromatskoj strukturi (Villarfio i
sur., 2004.). Polifenoli, kao antioksidansi moraju zadovoljiti dva uvjeta. Prvi uvjet je da moraju
usporiti ili sprijeciti reakciju oksidacije, ako su prisutni u maloj koncentraciji u odnosu na tvar
podloznu oksidaciji. Drugi uvjet uklju¢uje da nastali radikal mora biti stabilan, kako ne bi
poticao lancanu reakciju. Radikali se stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem
intramolekularnih vodikovih veza ili reakcijom s drugim lipidnim radikalom. Takoder,
interakcijom polifenola s drugim fizioloSkim antioksidansima postize se sinergijski ucinak i

povecanje antioksidativne aktivnosti (Kazazi¢, 2004.).

Unos velikih koli¢ina voca, povrca te cijelih zrna Zitarica, koji su bogati polifenolima povezan
je sa smanjenjem rizika pojave kronicnih i degenerativnih bolesti (Tsao, 2010. ). Osim prirodnih
antioksidansa, u praksi se koriste i sintetski antioksidansi. lako se sintetski antioksidansi koriste
kao aditivi, nadomjesci i lijekovi, opée prihvacena Cinjenica je da su prirodni antioksidansi

ucinkovitiji i sigurniji (Yanishlieva-Maslarova i Heinonen, 2001.).

2.3. SAHAROZA

Saharoza je disaharid kemijske formule C1,H2,011. Sastoji se od a-D-glukoze i B-D-fruktoze
povezanih glikozidnom vezom (Slika 6). Dvije hidroksilne skupine na molekuli medusobno su

povezane u obliku etera pa je saharoza nereducirajuci Secer (Babi¢, 2007.).
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CH,0OH

Slika 6 Strukturni prikaz molekule saharoze (Pine i sur., 1994.)

Saharoza kristalizira u monoklinskom sustavu. Kristal saharoze je sloZen i predstavlja
kombinaciju Sest kristalografskih oblika. Tali se pri temperaturama od 185 do 186 °C, a
prisutnost necistoca snizava tocku taljenja saharoze. Saharoza je topljiva u vodi, a netopljiva u
vecini organskih otapala. Topljivost saharoze, osim o temperaturi ovisi i o udjelu stranih
primjesa. Mala koli¢ina primjesa smanjuje topljivost saharoze, dok velika koli¢ina povecava
njenu topljivost. Takoder, porastom temperature raste i topljivost saharoze. Osim toga,
viskoznost otopine saharoze ovisi o temperaturi otopine te koncentraciji saharoze. Porastom
koncentracije viskoznost raste, a porastom temperature viskoznost opada. Saharoza sadrzi
vise asimetri¢nih ugljikovih atoma, zbog toga je opticki aktivna te skreée ravan polarizirane

svijetlosti u desno (Babic¢, 2007.).

Siroko je rasprostranjena u biljnom svijetu, nalazi se u stani¢nom soku mnogih biljaka.
Uglavnom se proizvodi iz Se¢erne repe i Secerne trske. Prije svega, saharoza se koristi kao
sladilo, zatim kao sredstvo za konzerviranje brojnih prehrambenih proizvoda, a upotrebljava
se kako u prehrambenoj industriji tako i u ku¢anstvima. Dobro je topljiva u vodi, ima ugodan

sladak okus, a u organizmu se potpuno resorbira (Babi¢, 2007.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je:

1. Odrediti antioksidativnu aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari (pojedinacnoili u

kombinacijama) s dodatkom saharoze primjenom DPPH, ABTS i FRAP metoda.

2. Utvrditi sinergijski u¢inak fenolnih komponenata.

PRIPREMA MODELNIH OTOPINA
FENOLNIH TVARI | SAHAROZE

DODATAK OTOPINE RADIKALA

MIJESANJE | STAJANJE

Slika 7 Shematski prikaz rada

3.2. KEMIKALUE

U radu su se za istrazivanje koristili:

e 2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS), Sigma, Njemacka,
e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma, Njemacka,

e 2,4,6-tri2piridil-s-triazin (TPTZ), Sigma, Njemacka,

e Zeljezo klorid, Sigma, Njemacka,

e Saharoza, Kemika, Zagreb,

10



Mihaela Srajbek - Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari s dodatkom saharoze

e Trolox, Sigma, Njemacka,

e Metanol, Kemika, Zagreb,

e Katehin, Sigma, Njemacka,

e Kvercetin, Sigma, Njemacka i

e Galna kiselina, Sigma, Njemacka.

Na Slici 8 prikazane su strukturne formule katehina, kvercetina i galne kiseline.

HO

HO COOH

HO

Slika 8 Strukturna formula katehina (lijevo), kvercetina (u sredini) (Kazazi¢, 2004.) i galne kiseline
(desno) (Rein, 2005.)

3.3. PRIPREMA UZORKA

Antioksidativna aktivnost ispitivana je na sljede¢im uzorcima:

e otopina katehina s dodatkom saharoze (K), otopina kvercetina s dodatkom saharoze
(Q) te otopina galne kiseline s dodatkom saharoze (G),

e otopina katehina i kvercetina s dodatkom saharoze (KQ), otopina katehina i galne
kiseline s dodatkom saharoze (KG) te otopina kvercetina i galne kiseline s dodatkom
saharoze (QG) i

e otopina katehina, kvercetina i galne kiseline s dodatkom saharoze (KQG).

3.4. METODE

Glavni mehanizam djelovanja antioksidansa u hrani je uklanjanje slobodnih radikala. Za
odredivanje antioksidativne aktivnosti razvijeno je nekoliko metoda na osnovi uklanjanja

slobodnih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj temperaturi.
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NajcesSce se koriste 2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS), 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil (DPPH) te FRAP metode.

3.4.1. ABTS metoda

ABTS metoda temelji se na raspadanju ABTS®* koji nastaje oksidacijom 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotizilin-6-sulfonat) (ABTS) djelovanjem fenolnih tvari. ABTS®** je relativno stabilan u
odsustvu fenolnih tvari, ali u prisustvu donora H* brzo reagira i prelazi u neobojeni oblik ABTS-

a (Arnaoisur., 2001.).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS (Slika 9). Smjesa se
dobro promijesa i ostavi reagirati 1 h i 35 min u mraku. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri
734 nm. Antioksidativna aktivnost izra¢unata je iz kalibracijske krivulje uz trolox kao standard.

Odredivanje je provedeno u tri paralele.

Slika 9 Reakcijska smjesa uzorka i otopine ABTS

3.4.2. DPPH metoda

Kod DPPH testa, uklanjanje DPPH® radikala je praceno smanjenjem apsorbancije pri 517 nm,
do koje dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa ili reakcije s radikalima. Reakcije su
prikazane u prikazu (2) i (3) (Brand-Williams i sur., 1995.).
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DPPH® + AH -> DPPH-H + A® (2)
DPPH® + R® -> DPPH-R (3)

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka i 3 mL otopine DPPH (Slika 10). Dobro se promijesa te
se reakcijska smjesa ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 517 nm. Za
slijepu probu umjesto uzorka dodan je metanol. Antioksidativna aktivnost izracunata je iz

kalibracijske krivulje uz trolox kao standard. Odredivanje je provedeno u tri paralele.

BT
e 1 Q1 5/? 'K&’\ e GA 5@’

Slika 10 Reakcijska smjesa uzorka i otopine DPPH

3.4.3. FRAP metoda

U FRAP metodi se prati redukcija Fe3* iona (feri oblik) u Fe?* ion (fero oblik) u prisutnosti
antioksidansa. Nastali ion u prisutnosti TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin) reagensa formira
intenzivno obojeni kompleks koji pokazuje maksimum apsorbancije pri 593 nm (Roginsky i

Lissi, 2005.).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka i doda 3 mL FRAP otopine (Slika 11). Reakcijska smjesa
se dobro promijesa i ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Za
slijepu probu umjesto uzorka dodana je voda. Antioksidativna aktivnost izradunata je iz

kalibracijske krivulje uz trolox kao standard. Odredivanje je provedeno u tri paralele.
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Slika 11 Reakcijska smjesa uzorka i FRAP otopine
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Antioksidativna aktivnost modelnih otopina odredena je ABTS, DPPH te FRAP metodom.
Prikazana je antioksidativna aktivnost otopina pojedinih fenolnih tvari, odnosno katehina,
kvercetina i galne kiseline sa dodatkom saharoze, njihova kombinacija te na kraju i kombinacija

svih triju.

4.1. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST MODELNIH OTOPINA FENOLNIH TVARI S
DODATKOM SAHAROZE

Dobiveni rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti modelnih otopina fenolnih tvari i
saharoze prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari i saharoze odredena ABTS, DPPH
i FRAP metodama (umol TE/100 mL)

uzorci ABTS DPPH FRAP
K 408,103 + 13,878 127,840 + 5,233 15,099 + 0,405
Q 458,469 + 8,338 232,377 * 3,658 3,498 + 0,841
G 517,461 + 10,506 229,716 + 3,183 0,624 + 0,195
KQ 905,828 + 18,115 | 385,868 + 21,547 51,916 *+ 0,457
KG 887,037 £ 17,660 | 360,169 + 11,917 43,255 + 3,434
QG 988,359 + 28,903 | 441,621 + 20,389 91,348 + 10,396
KQG 1348,697 *+ 10,253 | 563,775 * 8,658 171,563 + 3,131

Najvecéu antioksidativnu aktivnost ABTS metodom imao je uzorak s kombinacijom katehina,
kvercetina i galne kiseline (1348,697 umol TE/100 mL). Zatim slijedi kombinacija kvercetina i
galne kiseline (988,359 umol TE/100 mL), katehina i kvercetina (905,828 umol TE/100 mL) te
katehina i galne kiseline (887,037 umol TE/100 mL). Najmanju antioksidativnu aktivnost ABTS
metodom imali su uzorci pojedinaénih fenolnih tvari. Pa tako, od pojedinaénih fenolnih tvari
najvecu antioksidativnu aktivnost pokazala je galna kiselina (517,461 umol TE/100 mL), zatim
kvercetin (458,469 pumol TE/100 mL) te na kraju katehin (408,103 umol TE/100 mL). Rezultati

dobiveni DPPH metodom takoder su pokazali da kombinacija katehina, kvercetina i galne
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kiseline ima najvecu antioksidativnu aktivnost (563,775 umol TE/100 mL). Zatim kombinacija
kvercetina i galne kiseline (441,621 pumol TE/100 mL), katehina i kvercetina (385,868 umol
TE/100 mL) te katehina i galne kiseline (360,169 pumol TE/100 mL). Vrijednosti antioksidativne
aktivnosti pojedinacnih fenolnih tvari dobivene DPPH metodom razlikuju se od vrijednosti
dobivenih ABTS metodom. Najveéu antioksidativnu aktivnost pojedinacnih fenolnih tvari
DPPH metodom imao je kvercetin (232,377 umol TE/100 mL), slijedi galna kiselina (229,716
umol TE/100 mL) te na kraju katehin (127,840 pumol TE/100 mL). Najveéu antioksidativnu
aktivnost, kako ABTS i DPPH metodama, tako i FRAP metodom imala je kombinacija katehina,
kvercetina i galne kiseline (171,563 pmol TE/100 mL). Isti poredak pokazale su i kombinacije
dviju fenolnih tvari. FRAP metodom kombinacija kvercetina i galne kiseline imala je
antioksidativnu aktivnost od 91,348 umol TE/100 mL, katehina i kvercetina 51, 916 pmol
TE/100 mL te katehina i galne kiseline 43,255 umol TE/100 mL. Vrijednosti antioksidativne
aktivnosti pojedinacnih fenolnih tvari dobivene FRAP metodom razlikuju se od vrijednosti
dobivenih ABTS i DPPH metodama. Najvecu antioksidativnu aktivnost FRAP metodom od
pojedinacénih fenolnih tvari imao je katehin (15,099 umol TE/100 mL), zatim slijedi kvercetin

(3,498 umol TE/100 mL), dok je galna kiselina imala samo 0,624 umol TE/100 mL.

Dakle, kombinacija katehina, kvercetina i galne kiseline je pokazala najveéu antioksidativnu
aktivnost kod svih triju metoda. Takoder, kod kombinacije dviju fenolnih tvari najveci
antioksidativni ucinak imala je kombinacija kvercetina i galne kiseline, zatim kombinacija
katehina i kvercetina te na kraju kombinacija katehina i galne kiseline kod svih triju metoda.
Medutim, vrijednosti antioksidativne aktivnosti pojedinacnih fenolnih tvari razlikuju se kod
svake metode. Najvece vrijednosti antioksidativne aktivnosti svih uzoraka dobivene su ABTS
metodom, zatim DPPH metodom, dok su najmanje vrijednosti dobivene FRAP metodom.
Razlog tome je Sto su kod razli¢itih metoda koriSteni razliciti slobodni radikali. Dakle, kod ABTS
metode koristeni ABTS®** ima slabu selektivnost u reakcijama s donorima vodika, jer reagira s
bilo kojim aromatskim spojem s hidroksilnom skupinom, bez obzira na njegov stvarni
antioksidativni potencijal (Campos i Lissi, 1997.; Arts i sur., 2003.; Roginsky i Lissi, 2005.).
Medutim, kod DPPH testa, DPPH*® ne reagira s flavonoidima koji nemaju hidroksilnu skupinu
na B prstenu niti s aromatskim kiselinama koje imaju samo jednu hidroksilnu skupinu

(Yokozawa i sur., 1998.; Roginsky i Lissi, 2005.). Dok kod FRAP metode rezultati mogu varirati
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ovisno o trajanju reakcije, iz razloga Sto razlic¢iti antioksidansi zahtijevaju razli¢ito reakcijsko

vrijeme za detekciju (Shahidi i Zhong, 2007.).

4.2. SINERGISKI UCINAK

Kada se usporede vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene eksperimentalno kod
uzoraka katehin i kvercetin; katehin i galna kiselina; kvercetin i galna kiselina te katehin,
kvercetin i galna kiselina sa teorijski dobivenim vrijednostima, odnosno sumom
eksperimentalnih vrijednosti navedenih pojedinac¢nih fenolnih tvari, vidi se da postoje
odredena odstupanja. Na temelju eksperimentalnog, odnosno teorijskog poveéanja
antioksidativne aktivnosti moze se zakljuciti da |i je doSlo do sinergijskog ucinka medu

pojedinim komponentama.

4.2.1. SINERGISKI UCINAK KOD ABTS METODE

Na Slici 12 prikazane su vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene ABTS metodom.
Eksperimentalno dobivena vrijednost katehina i kvercetina iznosi 905,828 pmol TE/100 mL.
Medutim, kada se zbroje eksperimentalno dobivena vrijednost katehina te eksperimentalno
dobivena vrijednost kvercetina, dobije se vrijednost od 866,572 pumol TE/100 mL. Dakle,
teorijski dobivena vrijednost (866,572 umol TE/100 mL) je manja od eksperimentalno
dobivene vrijednosti (905,828 umol TE/100 mL), Sto znadi da je kod katehina i kvercetina doslo
do sinergijskog ucinka. Kombinacija kvercetina i galne kiseline takoder pokazuje sinergijski
ucinak, zbog toga Sto je eksperimentalna vrijednost (988, 358 umol TE/100 mL) veéa od
teorijski dobivene vrijednosti (975,930 umol TE/100 mL). Eksperimentalna vrijednost
antioksidativne aktivnosti katehina i galne kiseline iznosi 887,037 umol TE/100 mL, dok je
teorijski dobivena vrijednost veca te iznosi 925,564 umol TE/100 mL. Stoga, katehin i galna
kiselina ne pokazuju sinergijski u¢inak. Takoder, ni kombinacija katehina, kvercetina i galne
kiseline ne pokazuje sinergijski u¢inak, jer je eksperimentalno dobivena vrijednost (1348,697

umol TE/100 mL) manja od teorijski dobivene (1384,033 umol TE/100 mL).
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Slika 12 Eksperimentalno i teorijsko povecanje antioksidativne aktivnosti ABTS metodom

4.2.2. SINERGISKI UCINAK KOD DPPH METODE

Slika 13 pokazuje eksperimentalne i teorijske vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene
DPPH metodom. Kod DPPH metode sinergijski u¢inak pokazuju uzorci katehina i kvercetina te
katehina i galne kiseline. Naime, eksperimentalna vrijednost antioksidativne aktivnosti
katehina i kvercetina iznosi 385,868 umol TE/100 mL te je vec¢a u odnosu na teorijski dobivenu
vrijednost, koja iznosi 360,217 umol TE/100 mL. Isto tako, eksperimentalna vrijednost
katehina i galne kiseline (360,169 umol TE/100 mL) veda je od teorijski dobivene vrijednosti
(357,556 umol TE/100 mL). Kombinacija kvercetina i galne kiseline te katehina, kvercetina i
galne kiseline DPPH metodom nisu pokazale sinergijski uc€inak. Eksperimentalna vrijednost
kvercetina i galne kiseline je 441,621 umol TE/100 mL, sto je manje od teorijski dobivene
vrijednosti, odnosno 462,093 umol TE/100 mL. Isto je eksperimentalna vrijednost
antioksidativne aktivnosti katehina, kvercetina i galne kiseline (563,775 umol TE/100 mL)

manja od teorijski dobivene vrijednosti (589,933 umol TE/100 mL).
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Slika 13 Eksperimentalno i teorijsko poveéanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

4.2.3. SINERGISKI UCINAK KOD FRAP METODE

Eksperimentalne vrijednosti i teorijske vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene FRAP
metodom prikazane su na Slici 14. FRAP metodom sva Cetiri uzorka pokazala su sinergijski
ucinak. Dakle, eksperimentalna vrijednost antioksidativne aktivnosti katehina i kvercetina je
51,916 umol TE/100 mL, dok je teorijska vrijednost manja, a iznosi 18,597 umol TE/100 mL.
Kod kombinacije katehina i galne kiseline eksperimentalna vrijednost (43,255 pumol TE/100
mL) je veéa od teorijski dobivene vrijednosti (15,723 umol TE/100 mL). Eksperimentalna
vrijednost kvercetina i galne kiseline iznosi 91,348 umol TE/100 mL te je znatno vecéa od
teorijske vrijednosti, koja iznosi 4,122 umol TE/100 mL. Kod kombinacije katehina, kvercetina
i galne kiseline eksperimentalna vrijednost od 171,563 pumol TE/100 mL, takoder je znatno

veca od teorijski dobivene vrijednosti, odnosno 19,221 umol TE/100 mL.

19



Mihaela Srajbek - Antioksidativna aktivnost modelnih otopina fenolnih tvari s dodatkom saharoze

200
180
160
140
120
100

pmol TE/100 mL

KQ KG QG KQG

m ekperimentalno povecanje antioksidativne aktivnosti

Il teorijsko povecanje antioksidativne aktivnosti

Slika 14 Eksperimentalno i teorijsko poveéanje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom
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5.ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Antioksidativna aktivnost uzoraka ovisi o primijenjenoj metodi pa su tako rezultati
dobiveni ABTS metodom najvedi, zatim slijede rezultati dobiveni primjenom DPPH
metode, dok su FRAP metodom dobivene najmanje vrijednosti.

Kod svih triju metoda najvedi antioksidativni ucinak je imao uzorak KQG.
Antioksidativna aktivnost ABTS metodom raste redoslijedom: K < Q < G < KG < KQ <
QG < KQG.

Antioksidativna aktivnost DPPH metodom raste redoslijedom: K< G < Q < KG < KQ <
QG < KQG.

Antioksidativna aktivnost FRAP metodom raste redoslijedom: G < Q < K < KG < KQ <
QG < KQG.

Kod ABTS metode sinergijski ucinak primijecen je kod sljedecih uzoraka: KQ i QG.

Kod DPPH metode sinergijski u¢inak primijecen je kod sljededih uzoraka: KQ i KG.

Kod FRAP metode sinergijski ucinak primijecen je kod sljedeéih uzoraka: KQ, KG, QG i
KQG.
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