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SKRACENICE

ABTS - 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoadkiselina) diamonijumova so
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

FC —Foalin-Ciocalteu reagens

FW —fresh weight — svjeza materija

GAE - galna kiselina

HO,: — hidroperoksil radikal

H,0O, — vodikov peroksid

O, " — superoksid radikal

0, — singletni kisik

‘OH — hidroksil radikal

O3 - o0zon

-OH — hidroksilna grupa

PG — propilgalat

Qu — kvercetin

RBS —reactive bromine species - reaktivne vrste broma
RCS —reactive chlorine species - reaktivne vrste klora
RO — alkoksi radikal

ROO peroksil radikal

ROOH - organski peroksidi

ROS —reactive oxygen species - reaktivne vrste kisika
RSS —reactive sulphur species - reaktivne vrste sumpora

RNS - reactive nitrogen species — reaktivne vrste dusika



Master rad

TEAC —Trolox equivalent antioxidant activity - Trolox ekvivalent antioksidativnhe aktivnosti

TROLOX - 6-hidroks-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-kakbibna kiselina

USDA - United States Department of Agriculture - nacionalna baza podataka hrane za
standardnu referencu

UV — ultraljubiasto zraenje

vitamin C — askorbinska kiselina
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Mentor: dr Zoran Kukrt, redovan profesor, Univerzitet u Banjoj Luci, Teloski fakultet

NEENZIMSKI ANTIOKSIDATIVNI STATUS JAGODE ( Fragaria vesca)
Sazetak
U ovom radu je analiziran neenzimski antioksidatstatus jagodeHragaria vesca) — sorte
gajenih jagoda Albion, Senga Sengana, ElsantaryCJedna divlja jagoda u tekstu oztegma
~sumska“ sa raztitih lokaliteta Bosne i Hercegovine. Nakon ekstigkazoraka navedenih
sorti, odréen je sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, flavonalkupnih i monomernih
antocijana, antioksidativnu aktivnost prema staimlABTS i DPPH slobodnim radikalima.
Sadrzaj ukupnih fenola bio je u rasponu od 2,5Z,8qumolGEA/g svjeZe materije, ukupnih
flavonoida od 0,58 do 1,11 pmolQc/g svjeze matetgdlavonola od 0,61 do 1,24 pmolQc/g
svjeze materije. Sadrzaj ukupnih antocijana bio jasponu od 4,34 do 4,90 mg/100g svjeze
materije, a sadrzaj monomernih antocijana od 8¢123J88 mg/100g svjeze materije. Indeks
degradacije antocijana se kretao od 1,191 do 1|338ci sorti Sumska i Albion imali su
najvei sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i flavonolaajixei sadrzaj ukupnih i monomernih
antocijana imao je uzorak sorte Senga Senganaok&ndiativna aktivnost za DPPH radikal
kretala se u rasponu od 9,3 do 44,860l Tr/g svjeze materije, a za ABTS radikal od 9,4
do 46,46umol Tr/g svjeZze materije. Najéa anioksidativhu aktivnost imaju uzorci sorti
Albion i Sumska. Koeficijent korelacije (r) ukazuja m@usobne odnose sekundarnih
metabolita i antioksidativnih testova. Vrlo visokjednost koeficijenta korelacije pokazali
su fenoli i flavonoli r=0,998 i r=0,936. Tader, visoka je korelacija ovih jedinjenja prema
stabilnom ABTS radikalu i iznosi r=0,943 i r=0,93&d antocijana je una visoka
korelacija izméu antioksidativne aktivnosti prema DPPH radikalunsieksom degradacije
r=0,844, dok korelacija prema ABTS radikalu sa ksiden degradacije iznosila je r=0,881. Iz
rezultata ovog rada mozemo zakljuda je antioksidativna aktivnost viSe povezaaa s
sadrzajem fenola i flavonola nego sa ukupnim sgeim#lavonoida i antocijana.
KLJU CNE RIJECI: jagoda, fenoli, antioksidativni status, DPPH, ABTS

Nauéna oblast: Studijski program Biologija, smjer Biohemija
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Mentor: dr Zoran Kukrt, professor, University of Banja Luka, Faculty @fchnology

NON-ENZYMATIC ANTIOXIDANT STATUS OF STRAWBERRY ( Fragaria vesca)

Abstract

The paper analyzes with the non-enzymatic antiotidtatus of strawberry-(agaria vesca)

- varieties of strawberry Albion, Senga Sengansaaia i Clery and one wild strawberry in
the text marked as Forest from the different ldesdi Bosnia and Hercegovina. After
extraction of the samples was determined the ctstartotal phenols, flavonoids, flavonols,
total and monomeric anthocyanins and antioxidativiac of free DPPH and ABTS radicals.
The content of total phenols was between 2,523pMpIGAE/ g FW, total flavonoids from
0,58 to 1,11 pmolQc/g FW, and flavonols 0,61 t8411molQc/g FW. Contents od total
anthocyanins was between 4,34 to 4,90 mg/100gFW, rmonomeric anthocyanins was
between 8,47 to 23,88 mg/100gFW. The anthocyaegratiation index ranged from 1,191
do 1,538. Sample of vareties Forest and Albion tmedhighest contents of total phenols,
flavonoids and flavonols. The highest contents atéltand monomeric anthocyanins was
sample varety Senga Sengana. The antioxidant tgctm the DPPH ranged from 9,3 to
44,96 umol Trolox/g FW, and for ABTS from 19,49 to 46,4610l Tr/g FW. The highest
anioxidative activity was shown by the varietiesAtihion and Forest. Correlation coefficient
() points to the interrelationships between seaoydmetabolites and antioxidative tests.
High correlation coefficient values showed pheransl flavonols r = 0.998 and r = 0.936.
Also, high correlation of these compounds to atti@gainst a stable ABTS radical is r =
0.943 and r = 0.933. In the case of anthocyaninigh correlation was found between the
antioxidant activity of the DPPH radical with thegitadation index r = 0.844, while the
correlation with the ABTS radical with the degradatindex was r = 0.881. From the results
of this paper we can conclude that antioxidantvégtis more related to phenol and flavonol
content than to the total content of flavonoids anthocyanins.

KEY WORDS: strawberry, phenols, antioxidant activity, DPPHB TS
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1. UVOD

Jagoda Kragaria vesca) je grmolika, zeljasta i viSegodiSnja biljna vrstajpada familiji
Rosaceae (Pelayo i sur., 2004). Jagoda je prilagodljivaaaicite klimatske uvjete, ima Sirok
areal rasprostranjenosti, naseljava umjerenu, eraaisku i suptropsku klimu (Hancock i
sur., 1999). Plodovi jagode imaju zage zdravstvene i nutritivne vrijednosti, antocgai
vitamina C. Zbog visokog sadrzaja ukupnih fenolantocijana u plodu ima visoku

antioksidativnu aktivnost (Tulipani i sur., 2008)vo je jedina véna vrsta koja ima sjemenke
na vanjskoj strani ploda.
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2. CILJ RADA

Za izradu ovog master rada koriSteni su uzoéetiri sorte gajenih jagoddfagaria vesca)
(Alibon, Senga Sengana, Elsanta i Clg¢afgdna divlja jagoda u daljem tekstu ozeaa kao
.sumska“ sa raziith lokaliteta podrtja Bosne i Hercegovine (srednja i zapadna Bosna i

Hercegovina).
Cilj ovog rada je bio odrvanje:

o sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida i flavonola
0 sadrzaja ukupnih i monomernih antocijana
o antioksidativne aktivnost prema stabilnim ABTS iBHPslobodnim radikalima,

kod razltitih sorti jagoda.

Sukladno dobijenim rezultatima, cilj rada je bio s& utvrdi koja sorta pokazuje najbolji

neenzimski antioksidativni status.
Na osnovu definiranih ciljeva, postavljene su siedhipoteze:

0 sadrzaj ispitivanih antioksidanatée se statistki znaajno razlikovati izméu
razlicitih sorti jagoda.

0 kod uzorakace se pokazati pozitivna korelacija izdweispitivanih antioksidanata
prema stabilnim DPPH/ABTS slobodnih radikala.
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3.TEORIJSKI DIO

3.1. Osnovne karakteristike jagoderagaria vesca)

3.1.1. Porijeklo jagode Fragaria vesca)

Jagoda je jedna od prvih &@h vrsta koje jetovjek paeo konzumirati. U spisima rimskog
senatora Katula iznde 234.-149. p.n.e. dani su prvi zapisi 0 ovoj biljnoj vrsti. Retkom
prvog stoljéa opisana je kao biljka koja posjeduje mnoga ljéleosvojstva. Najvé utjecaj

na p@etak oplemenjivanja i Sirenje uzgoja jagode imadrgacuski kralj Luj XIV., koji je
prilikom putovanja uCile, prenio &ileansku jagodu u Francusku. Engleski i francuski
oplemenjivéi su pa&etkom 19. stoljéa hibridizacijom stvarali nove sorte, plodovi tibris su

bili krupni, aromaténi, lijepe boje i dobre kvalitete. Jagoda je dameezaobilazna u
covjekovoj prehrani kao ukusna éka. Ova biljna vrsta prilagiava se razéitim klimatskim
uvjetima. Uzgaja se na terenima raitd nadmorske visine (u razini mora pa sve do 2500
metara nadmorske visine). Oplemen§ivgagode danas imaju cilj dobiti otporne sorte s
krupnim plodovima (mase 25 i viSe grama), koji gadiosta vitamina (natito C) i Setera,

da je intenzivne boje, ugodnog mirisa i okusa (&03009).
3.1.2. Sistematika jagodeKragaria vesca)

Jagoda Kragaria vesca) rod iz porodiceRosaceae (porodica ruza). VisSegodiSnja, zeljasta,
zimzelena biljka, visine od 10 do 40 cm. Zivotnjeki ove biljne vrste iznosi 7 i vise godina
(Nikoli¢ i Milivojevi ¢, 2010).

Tablica 1. Sistematika jagode (Domac, 1973)

ODJELJAK Spermatophyta (sjemenjée)
PODODJELJAK Magnoliophytaili Angiospermae (kritosjemenjée)
RAZRED Magnoliataeili Dicotyledoneae (dvosupnice)
PODRAZRED Rosidae

NADRAZRED Rosanae

RED Rosales

PORODICA Rosaceae (ruze)
PODPORODICA Rosoideae

ROD Fragaria

VRSTA Fragaria vesca

10
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3.1.3. Morfologija jagode (Fragaria vesca)

Slika 1. Morfologija jagode
a) korijen;
b) vrijeza;
¢) mlada biljka;
d) trodjelni list s peteljkom;
e) cvijet;
d) plod
(www.inra.fr/hyppz/DESSINS/8039045.gif)

Korijen (Slika 1.) je podzemni vegetativni organ jagodga je uloga usvajanje vode i
otopljenih mineralnih materija iz tla, naka®ga se provode u sve ostale dijelove biljke.
Korijen jednim dijelom sintetizira organske mater{aminokiseline, lipide, bjel&avine...),

ali ima ulogu i u skladistenju istih. Taker, sluzi za vegetativho razmnozavanje (Milos,
1997). Korijen raste tijekom cijelog vegetacijskogrioda, a najviSe tijekom prode i jeseni.
Ukoliko se nalazi u povoljnim uvjetima tla obrastg@oapsorbtivnim korjeficima i dosta je
razgranat. Duzin&itavog korijenja iznosi 50-60 cm, zauzima Sirintod@0-40 cm, a glavnina
korijena ide do dubine 15-25 cm, ukoliko se radiastresitim zemljiStima prodire i dublje
(Nikoli¢ i Milivojevi ¢, 2010).

Stablo jagode (Slika 1.) iznosi nekoliko centimetaramgsidosta je kratko. Uloga stabla je da
provodi vodu i hranjive materije iz korijena dottiga putem ksilema, a vodu s otopljenim
organskim materijama od listova do ostalih dijeldorgke putem floema. Ovaj vegetativni
organ jagode ima ztiajnu ulogu u skladiStenju odienih rezervnih materija (Mrati@i
2012). Svake godine stablo se deblja prilikbega dolazi do stvaranja izrazenih godova, na
osnovu kojih mozemo utvrditi starost biljk€runa ¢ini osnovu stabljike i iz nje se stvaraju

novi listovi i aksilarni pupovi (Sokj 2009).

11
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List (Slika 2.) ima ulogu u odvijanju brojnih
vaznih fizioloSkih procesa same bilike poput:
fotosinteze, respiracije, transpiracije, gutacigh-.i
List jagode ima sloZenu gta, sastoji se od lisne
drske, lisne osnove i liski. List jagoda je ¢egte
trodijelan, Sto zna da ima tri lisne plojke. Na
nalicju lista nalaze se gu(stome) na povrSini 1

mm? nalazi se 300-400 ¢u Uloga pu«i je u

odvijanju transpiracije biljke.
Slika 2. List jagode
http://agronomija.rs/2014/jagoda/
Ovaj vegetativni biljni organ ografe@nog je rasta, prosjei vijek trajanja je oko 60 dana.

Boja lista moZze biti od tamnozelene do Zutozel&ikq(i¢ i Milivojevi ¢, 2010).

Vrijeza (Slika 3.) kod jagoda predstavlja nadzemni
dugaaki, tanki izdanak, valjkastog oblika, duzine
} do 1,5 m, zeleno crvene boje. Uloga vrijeZze je u

vegetativnom razmnozavanju billke, one se

/ razvijaju iz pupova koji su smjesteni u pazuhu
novog lig€a (Galletti i Bringhurstu, 1990).

Slika 3. Vegetativni dijelovi jagode

http://agronomija.rs/2014/jagoda/
Tijekom vegetacije razvije se u prosjeku od 8 do\2ijeza razltite duzine i debljine.
Njihovom razvoju pogoduju povoljni uvjeti, visokamperatura i dugi dan (So&ki2009).
Jagode se mogu razmnozavati vegetativno vrijezaghijallenjem grmova, te putem sjemena.
Kada je rij€ o plodonoSenju, jagode mogu biti jednorodne (vjatpda koje donose plod
jednom u godini) i stalnodajuce (jos ih nazivamo mje&arke; vrste jagoda koje daju plod
citavo ljeto do prvih mrazeva u jesen) (Dubravecubiavec,1989; Milos, 1997; Hoover i
sur., 2008).

12
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Cvijet (Slika 4.) je generativni organ jagode.
Cvijet moze biti jednospolan (samo sakiom,

ili samo sa prasnicima) i dvospolan
(hermafroditan). Osnovna uloga cvijeta je
odrzavanje vrste. Cvjetovi mogu biti smjeSteni

ispod, iznad ili u razini li&a.

Slika 4. Cvijet jagode
http://agronomija.rs/2014/jagoda/

Cvijet jagode ima praik od 2,5 do 3 cm sa 5 latica, 10-16 lapova, 2@&snika i 520-580
tuckova. Na jednoj zajedtkoj drSci se nalazi 10-25 cvjetova. Cvjetovi jagadegu biti
primarni, sekundarni, tercijarni, kvartarni (Mratin2012).
Plod jagode se sastoji od &g broja pojedinaih jednosjemenih plodova ora&a koji su
povezani ispufenom cvjetnom lozom. Na Slici 5. vidi se daacvijeta, grden je od ploda,
sjemenki, ¢aSice i peteljke. Ovisno o uvjetima uzgoja i sgoted moze imati razitu
velicinu i oblik, vrste oblika: okrugao, srcolik, valgia spljosten, klinast, kruskast te
nepravilan. Prema veélni plodove jagode moZzemo podijeliti na: vrlo kr@pfmasa> 20 g),
krupne (masa iznadel 14-17 g), srednje krupne (masa idmed 1-14 g) i sitne (masa <11 Q)
(Mratini¢, 2012).

peteljka

casica

* sjemenke

plod

Slika 5. Plod jagode

https://www.researchgate.net/figure/a-Cross-seatiethe-strawberry-fruit-Fragaria-

ananassa-and-b-other-plant-parts_fig2_321779163

13
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Sjeme (Slika 6.) jagode razvia se iz
embrionalne vrée, a sastoji se od: klice
(embrija), hranjivog tkiva (sekundarnog
endosperma) i opne sjemetga (teste).
Glavna uloga sjemena je u odrZzavanju vrste
(Nikoli¢ i Milivojevi ¢, 2010).

6. Sjeme jagode

https://www.jutarnji.hr/domidizajn/dd-vrt/sjeme-
klijanjejpg/7280688/alternates/FREE_780/sjeme%2&kje.jpg

3.1.4. Hranidbena i zdravstvena vrijednost jagode

Jagode predstavljaju dobar izvor polifenola (flamoin i elaginska kiselina) i vitamina C
(Hannum, 2004). Zbog visokog sadrzaja askorbinsgelike nutritivna vrijednost ove biljne
vrste je velika (Sanz i sur., 1999) (Tablica 2)tidksidativna i antiproliferativna aktivnogt
vitro je pokazana za ekstrakte plodova jagode (Zhang.j 2008). Takder, istrazivanjem
Seerama i sur. (2006) dokazan je antikancerog@maki ekstrakta jagoda. Ishrana bogata
jagodama usporava starenje mozga (Hannum i sud4)26trazivanja Seeram i sur., (2006)
su pokazala da su u jagodama prisutne biolosSkvaétkomponente koje su ukdjene u
modulaciju i regulaciju genske ekspresije kao issaibnih signalnih puteva u angiogenezi,

proliferaciji i apoptozi stanica.

14
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Tablica 2. Kemijski sastav plodova jagode izrazanlQ0 g svjeZzeg ploda (USDA National

Nutrient Database)

Sastojak Jedinica
Energija Kcal 32
Voda G 90,95
Proteini (ukupno) G 0,67
masti (ukupno) G 0,39
Ugljikohidrati (ukupno) G 7,68
Dijetalna vlakna G 2
Vitamin E Mg 0,29
Vitamin B1 Mg 0,024
Vitamin B2 Mg 0,022
Vitamin B3 Mg 0,386
Vitamin B6 Mg 0,047
Folna kiselina Mg 24
Vitamin C Mg 58,8
Vitamin E Mg 0,29
Vitamin K Mg 2,2
Natrij Mg 1
Kalij Mg 153
Kalcij Mg 16
Fosfor Mg 24
Magnezij Mg 13
Zeljezo Mg 0,41
Cink Mg 0,14
Zasitene masne kiseline Mg 15
Mononezasiene masne kisline Mg 43
Polinezastien masne kisline Mg 155

15
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3.1.5. Uzgoj jagode

Jagoda se moze uzgajati na otvorenom ili u stakilmai i plastenicima (Slika 7.). Uzgoj
jagoda u zastenim prostorima omogava berbu izvan sezone jagoda. Pogodnost tian na

uzgoja, klima i drugi faktori utjgs na nasad i njegovo gospodarsko iskoriStavangmdiase
moze uzgajati kao jedina kultura (monokulturakdp metukultura.

Slika 7. Razltiti nacini uzgoja jagode

https://www.agroportal.hr/vocarstvo/17141

3.2. Slobodni radikali

Antioksidans Slobodni radikal

Slika 8. Slobodni radikal
http://www.activehydrogenproducts.com/wp-contentdags/2016/09/H2-napada-Slobodni-
radikal.jpg
Slobodni radikal je bilo koji atom, odnosno molekWoji sadrzi jedan ili viSe nesparenih
elektrona u vanjskoj orbitali (Slika 8.) (Ghodbanesur., 2013). Slobodni radikali su

visokoreaktivni, energetski nestabilni te imajuknispeciftnost za reaktante, tj. podlozni su
reakcijama s brojnim molekulama.

Odlika slobodnih radikala je lgana reakcija, jedan radikal pei stvaranje drugog. Dakle

mnogi novonastali spojevi tater imaju svojstva radikala (Vrhovac i sur., 200&n@ulin i
sur., 2005).
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Nespareni elektroni mogu se nalaziti na atomiméidiih elemenata, prema tome slobodni
radikali mogu se podijeliti na: reaktivhe vrste ikés (ROS —reactive oxygen species),
reaktivne vrste duSika (RNS reactive nitrogen species), reaktivne vrste klora (RCS —
reactive chlorine species), reaktivne vrste broma (RBSreactive bromine species) i reaktivhe
vrste sumpora (RSSreactive sulphur species) (Halliwell, 2006).

Slobodni radikali koji vode porijeklo od kisika pigtavljaju najzné&jniju klasu u Zivim
sistemima (Valko i sur., 2006). U Tablici 3. prexddfenje su reaktivne vrste kisika Ziagne
za oksidativni stres (Kuktii sur., 2013).

Tablica 3 Reaktivne vrste kisika (ROS)

Slobodni radikali Neradikalski oblici
Superoksid radikal 02- Hidrogen peroksid H.0,
Hidroksil radikal ‘OH Ozon Q
Hidroperoksil radikal HO2 Singletni kisik 16,
Peroksil radikal ROO | Organski peroksidi ROH
Alkoksi radikal RO

Nastajanje slobodnih radikala u stanicama induoirgnfotolizom, radiolizom, termolizom,
radikalskim incijatorima i radikalskim ndeproizvodima. Kemijski reaktivni inicijatori
zap@inju sve slobodnoradikalske reakcije. Ovi kemijgkicijatori mogu biti joni prelaznih
metala, slobodni radikali koji su migrirali do miasreakcije, slobodni radikali prisutni u
supstratu itd. Prva faza nastajanja slobodnoragkialvrsta naziva se inicijacija. Druga faza
je propagacija, u ovoj fazi dolazi do tame reakcije slobodnoradikalske vrste, rekombigacij
slobodnih radikala. Terminacija je &g zavrSna faza prilikom koje nastaju nereaktivni
neradikalski proizvodi (Kukéii sur., 2013).

U humanoj stanici postoje dva izvora nastajanjdbadomih radikala, s to su: endogeni i
egzogeni (Slika 9.). Endogeni izvori su staniceliégh tkiva. Ovi izvori nastaju u
mitohondrijama, citosolu, endoplazmatskom retikulum endomikrozomima, takier ih
proizvode i lizozomi, peroksizomi, sve stame membrane i dr. Nepotpuna redukcija kisika u
mitohondrijama predstavlja glavni endogeni izvaobsldnih radikala. Enzimi su drugi po

zna&aju endogeni izvor slobodnih radikala, oni fizidkoproizvode oksidante.

Tijekom inflamatornog odgovora dolazi do autooksiga malih molekula okisidativhog

praska Sto predstavlja tieendogeni izvor slobodnih radikala (Halliwell i @Geridge, 1999).
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Egzogeni izvori su: smog, ozon, joniziréguzra&enje, metabolizam toksiih jedinjenja i

lijekova, viSak jona prelaznih metala, péaaa koncentracija kisika, ksenobiotici itd.
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Slika 9. N&ini nastanka slobodnih radikala u humanoj stanici

https://repozitorij.pbf.unizg.hr/islandora/objedifi2561/preview

Visoke koncentracije slobodnih radikala i njihoviteradikalnih derivata su Stetne za
organizam budti da uzrokuju oSteenja glavnih stadnih dijelova. Dok umjerene
koncentracije istih imaju z&ajnu ulogu: u promjeni polozaja i oblika stanicepdrzavanju
stanice, u odbrani stanice od patogena, predsgaviggulatorne posrednike u signalnim
putevima vaznima za mnoge stare funkcije, destvuju u proizvodnji energije potrebnoj
stanici, kao i u apoptozi — programiranoj smrthgta, sintezi esencijalnih jedinjenja, pomazu
u oporavku stanice od raglih oSte&enja (Droge, 2002; Gamulin i sur., 2005). Ukoliko
sinteza slododnih radikala prevédeiantioksidativhu odbranu organizma nastaje oksitiat
stres (Barnes, 1990; Finkel i Halbrook, 2000; Drd2f02).
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3.3. Oksidativni stres

Bilo koje stanje koje dovodi do promjene u homezsianice uzrokuje oksidativni stres
(Kawanishi i sur., 2001). Oksidativni stres je réaiu pomaka ravnoteze u stamim
oksidativno-redukcijskim reakcijama u smjeru oksigia Reaktivne vrste kisika (ROS) imaju

glavnu ulogu u izazivanju oksidativnog stresa mistma (Halliwell, 2006).

Do gubitka ravnoteze iznda stvaranja slobodnih radikala i ma@gosti neke stanice da ih
ukloni dolazi usljed prekomjernog stvaranja slobbdadikala kisika, Sto uzrokuje ogenje
stanice. Ukoliko je smanjena antioksidativha zadtitganizma ili ako je stvaranje radikala
pojatano dolazi do pomaka ravnoteze. U stanjima oksidatj stresa dolazi do porasta
koncentracije ROS-a u organizmu ili tkivima, Staukira oStéenjem nukleinskih kiselina,

proteina i lipida stane membrane (www.irb.hr).

z ;'." < ,.‘ > {
NFtan g
‘\r‘ : ¢ —) 3/
e Qo ¢+ 0
&S o8
NORMALNA STANICANAPADNUTA STANICA SA
STANICA SLOBODNIMRADIKALDMA  OKSIDATIVNIM STRESOM

Slika 10. Oksidativni stres
(http://www.Ivliving.healthcare/wp-content/upload816/04/Oxidative-Stress.jpg)

Oksidacijski stres mozemo definirati kao @¢&tgje tkiva uvjetovano porerégem ravnoteze
pro i anti- oksidativnoga sustav&akari, 2009). Prooksidans je tvar koja inducira razna
oksidativna oSigenja bioloskih polimera (nukleinskih kiselina, giota, lipida). Antioksidans
je tvar koja uklanja prooksidans stvaiajprodukte koji nisu toksni i ne uzrokuju oSteenja
(Segundo i sur., 2007). ROS imaju vaznu ulogu wi&taj signalizaciji i odrzavanju
homeostaze kao prirodni nusproizvodi metaboliznsk&i (Dat i sur., 2000; Apel i Hirt,
2004). Kao i oksidativni stres koji se temelji n@® (engreactive oxygen species), postoji i
"nitrosative” stres kojem su uzrok RNS (emgactive nitrogen species). U praksi, pojam
"oksidativni stres" se koristi @pnito, i za oksidativni, i za "nitrosative" stréjs,on ukljucuje

i kisikove i duSikove reaktivne spojeve (ROS i RN@landorf i Van Dyke, 2012).
Djelovanje razikitih ekoloskih faktora, abiatkih ili biotickih, mozZze uzrokovati zr@jno

poveanje ROS-a, te dovesti do o&eja staninih struktura (Ahmad i sur., 2009).
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Oksidativni stres je prisutan i kod zdravih i kodldsnih osoba jer je DNK svake humane

¢elije svakodnevno pod uticajem oko 10000 oksidaitijsidara (Zhao i sur., 2004).

Teorija slobodnih radikala podrzava hipotezu o iffirzivljena“ prema kojoj duzina Zivotnog
vijeka ovisi od brzine metabolizma, a to pdiye da oksidativho ostenje DNA, lipida i
proteina raste starenjem (Ku i sur., 1993).

Tijekom evolucije biljke su razvile efikasne zastitmehanizme koje ih Stite od utjecaja
razlicitih vrsta stresa i predstavljaju prirodan izvorzlrétin antioksidantnih jedinjenja.
Sekundarni metaboliti biljaka: fenoli, flavonoidifenolkarboksilne kiseline, alkaloidi,
terpenoidi i dr., imaju snazno antioksidantno dialge (Mimica-Duké, 1997; Wink, 2003).

3.4. Antioksidansi

Antioksidans je tvar koja uspjesno moze uklonitgksidans uz stvaranje produkata koji nisu
toksicni i ne oStéuju stanice. Antioksidansi Stite organizam od psidativnog djelovanja na
viSe nd&ina: inhibicijom stvaranja ROS/RNS, smanjenjem d&svne sposobnosti
prooksidansa, inhibicijom oksidativnih enzima (Sedw i sur., 2007). Dakle, funkcija
antioksidansa je neutralizacija slobodnih radikalzastita stanice od njihovog tokebg
djelovanjacime se sprjéava pojava i razvoj bolesti, vezanih za oksidatstres.

Sposobnost antioksidansa je da: spejdi odloze oksidaciju ciljnih molekula, tj. spaie
nastanak slobodnih radikala (prekidanjem lanca rabhja novih radikala, vezivanjem
metalnih jona smanjenjem lokalne koncentracije kisika...), ingkaju reaktivne kisikove
vrste (npr. razlaganjem peroksida), ili djelujudaito omogtavaju oporavak od oksidativnih
oSteenja, smanjuju efekte slobodnih radikala, uklanjanjem jemjenih molekula i
popravljanjem oSteenja nastalih njihovim djelovanjem (Halliwell i Getidge, 1999). Prema
n&inu djelovanja, antioksidanti se u humanim stangatiele na: primarne (preventivne),
sekundarne ¢{stace) i tercijarne. Primarni (preventivni) antioksidianmaju ulogu u
sprj€avanju nastanaka slobodnih radikala (pr. albummandsferin i dr.). Sekundarni
antioksidanti {istati) uklanjaju nastale slobodne radikale (superokssinutaze, katalaza,
glutation-peroksidaza, glutation, vitamin C, vitant, karotenoid, flavonoidi), pdemu su

vitamin C, karotenoidi, flavonoidi egzogenog uglammbiljnog porijekla.

Tercijarni antioksidanti popravljaju nastala @¢&eaa ili uklanjaju biomolekule o&tene
radikalima prije nego njihovo nakupljanje uzrokujeva osStéenja (fosfolipaze, proteaze,
peptidaze, DNK polimeraza | i dr.) (Huang i suf03).
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Nastanak slobodnih radikala Dejstvo antioksidansa
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Slika 11. Djelovanje antioksidansa na slobodnekeddi
https://www.innventa-pharm.com/rlipoinn/

Uloga antioksidanata je da Stite metabolizam odkasreaktivnih kisikovih jedinjenja (koji
mogu osStetiti stanice u ljudskom organizmu ili bisrok degenerativne bolesti) | sfg@anju
oksidativhog stresa (Helen i sur. 2000).¢¢0 povEe secesto koristi kao preventiva u
smanjenju rizika od krotinih bolesti i kod nekih oblika raka (Block i sut992; Hertog i sur.
1995; Lampe, 1999). Poznavanje antioksidativhodod@nja biljaka je od velike vaznosti
(Halliwell, 1997). Antioksidativne efekte imaju &imnin C i E, [3-karoteni i polifenoli (Diplock
I sur., 1998). Humani organizam s jedne strane rsaie sintetizirati antioksidanse uz pamo
vitamina i minerala, dok s druge strane, vanjskioiz antioksidanata je hrana koju
svakodnevno unosimo. Pokazano je da postoji powstanmeiu sadrzaja ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti pojedninih biljnih ekatata (Stratil i sur, 2006). Ta#e je
pokazano da u odnosu na vitamin C, vitamin E ialaba biljni flavonoidi imaju véu

antioksidacijsku aktivnost u odnosu na peroksidkale (Cao i sur., 1996).

Prirodni antioksidanti se nalaze u biljnim i Zivgskim tkivima, a dijele se na:

0 enzimske antioksidante

0 neenzimske antioksidante.
U enzimske antioksidante biljaka spadaju supereischutaza, katalaza i rasle
peroksidaze, dok u neenzimske antioksidante spadeglucirani glutation, askorbinska

kiselina,a-tokoferol, karotenoidi, fenoli itd (Kukéii sur., 2013).
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3.4.1.Funkcija fenolnih spojeva

Slika 12. Onovna struktura fenolnih spojeva

https://www.freelandtime.com/micoterapia/approfendnti/i-flavonoidi.html
Fenolna jedinjenja prisutna u &g poveEu i zitaricama imaju vaznu antioksidativnu ulogu
Lee i sur., 2002). U biljkama je do sada otkrivesi@ 8000 tisga fenolnih spojeva koji
pripadaju skupini polifenola i koje karakteriziralika strukturna raznolikost (Boudet, 2007;
Garcia-Salas i sur., 2010). Fenolni spojevi imajaticksidantnu, antiinflamatornu,
antikancerogenu i antimikrobnu aktivnost, a tiwosu pokazali i pozitivan efekt u l§enju
kardiovaskulranih bolesti i ateroskleroze (Hwarsyi., 2006; Madlener i sur., 2007; Zhang i
sur., 2008; Mandal i Chakraborty, 2010.). Fenoledirjjenja mogu da sprije oksidativna
oSteenja DNA i nastanak mnogih bolesti (Hung i sufp4£2). Dai i Mumper (2010) su
pokazali da fenolne kiseline imajwjaantioksidativni efekt od vitamina C i E i karoteda.
Flavonoidi inhibiraju enzime kao Sto su lipoksigeaa ciklooksigenaze, te enzime vezane za
tumorogenezu (Laughton i sur., 1991). Pored mnagoitr pozitivnih uloga u organizmu
fenolni spojevi mogu imati i Stetne efekte: naruge strukture i funkcije plazma membrane,

shizavanje pH vrijednosti i denaturiranje proteinetoplazmi (Andler, 2011).

Postoje raztiite klasifikacije fenolnih jedinjenja i v¥@a je zasnovana na kemiskoj strukturi
lako su za svaku klasu poznati i putevi njihoveshiteze. Ova jedinjenja se mogu podijeliti u

slijedete grupe (Hurtado-Fernandez i sur. 2010):

Jednostavni fenoli

Fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne ksl
Kumarini

Polifenoli

Flavonoidi (flavanoni, flavoni, flavonoli, katehirantocijani )

vV v DNV v B

Tanini (hidrolizabilni i kondenzovani)

22



Master rad

Najce&a klasifikacija fenolnih spojeva je prema brojujikglvin atoma vezanih za osnovni
skelet fenola (Robards i sur., 1999). Najzastupjefenolna jedinjenja su: fenolne kiseline

(derivati cimetne i benzoeve kiseline), flavonaidihidrohalkoni.
3.4.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su proizvodi sekundarnog metabw@ibiljnih ¢elija. Okus | aroma pova i
voca zavise od fenolnih kiselina (Tomas-Barberan iif5sp001). Struktura fenolnih kiselina
se zasniva na fenolnom jezgru i¢hom nizu. Béni niz fenolnih kiselina moze da sadrZi
jedan ugljikov atom (derivati benzoeve kiseline)til (derivati cimetne kiseline) ugljikova
atoma. U grupu fenolnih jedinjenja su hidroksi ugir funkcionalni derivati cimetne i
benzoeve kiseline (Macheix, 1990). U velikoj Koli su nalene u vou i poviEu: jabuci
(Dragovic-Uzelac i sur., 2005), krusci (Escarpadn@alez, 1999), grdzi (GOmez-Alonso i
sur., 2007), malini, kupini, jagodi (Hakkinen i suf999), visnji (Usenik i sur., 2008),
paradajzu (Sanchez-Rodriguez i sur., 2012), zekalaji (Romani i sur., 2002) i drugim.

Budwi da biosinteza polifenola ovisi 0 svjetlosti, geholi se akumuliraju u stamim
zidovima, najvéim dijelom na povrsini ploda (Guern i sur., 1987omies, 1989; Macheix i
sur., 1990; Wollenweber, 1994). Ovisno o fiziolo§kestanju biljke varira akumulacija
polifenolnih jedinjenja u samoj biljci (Macheix us, 1990; Harborne, 1994; Bravo, 1998;
Biswas i sur., 2009). Koncentracija polifenolnitdijgenja manja je u zrelom plodu, dok se
kod vrsta koje imaju crvene plodove flavonoidi t@rijani akumuliraju na kraju sazrijevanja
(Britton, 1983; Macheix i sur., 1990).

3.4.1.2.Flavonoidi

Flavonoidi su niskomolekularni spojevi koji sadriZe ugljikovih atoma organiziranih u C6-
C3-C6 konfiguraciju. Do sada je identificirano o&000 razkitih vrsta flavonoida (Ignat i
sur., 2011). Flavonoidi mogu biti: hidroksiliraniglikozidirani, metoksilirani, s
monosaharidima ili oligosaharidima, &sto su i esterificirani organskim kiselinama
(Harborne i Baxter, 1999). Glikozilacija kod flavmda uglavhom se doda na polozaju C3,
a rjgde na polozaju C7. Glukoza jecgée koji se najeXe veze na aglikonski dio, ali pored
glukoze pojavljuju i drugi Seri poput galaktoza, ksiloze, arabinose, ramnoaa, ikdrugi
disaharidi poput rutinoze (Miller i Ruiz-Larrea,®). Podskupine flavonoida razlikuju se po

stupnju oksidacije srediSnjeg piranskog prstenax€li@ i sur., 2014) i mogu se podijeliti na
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(Slika 13.): antocijane, flavone, izoflavone, flaoae, flavonole i flavanole (Ignat i sur.,

2011).
pedllc oo
;OH ¢

ANTOCIJANI

FLAVAN-3-OLI FLAVONOLI

|

FLAVONI FLAVANOLI IZOFLAVONI

Slika 13. Osnovne strukture flavonoida

http://zdravaprehrana.info/flavonoidi-2/

Flavonoidi sucvrste supstance, bezbojne ili zute (lhdvus = Zut) izuzev antocijana koji
mijenja boju od crvene do plave. Nesupstituiraavdin predstavlja bezbojnu supstancu, a
uvodenje 1-OH grupe u polozaju 3 (flavonol) dovodi ddaag obojenja. V@ broj OH-grupa
¢ini ih manje toksinim. U prirodi se oliino nalaze u obliku glikozida ili estara sa taninski
kiselinama. Iz biljnog materijala se ekstrahirajpdem, a iz vodenog rastvora organskim
rastvargima (Harborne i Williams, 2000; Dashek, 2006). Kamazni antioksidanti, fenolna
jedinjenja razkitim mehanizmima neutraliziraju slobodne radikalestanicama, umanjuju
lipidnu peroksidaciju statine membrane, mogu da spégeoksidativna oStenja DNA i
Sirenje tumora (Havsteen, 2002). Nutricionisti peoguju da je dnevni unos flavonoida putem

hrane oko 1-2 grama (Havsteen, 2002).
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3.4.1.3. Flavonoli

Flavonoli su grupa bljnih flavonoida, koji se urpdi nalaze u slobodnom obliku i u obliku
glikozida (Skerget i sur., 2005). Najzastupljeniji flavonsii miricetin, kvercetin i kempferol
(Manach i sur., 2008). U B prstenu hidoksilne grapegu se nalaziti na C-4, C-3',i C-4'i C-
3, C-4'i C-5'. Metiliranjem 3'-OH kvercetina najgt izohamnetin. Laricitin je proizvod koji
nastaje usljed metiliranja miricetina na C-3'. Diaksi derivat miricetina sa metoksi grupama

na polozajima C-3'i C-5' poznat je kao siring€Wang i sur., 2003).
3.4.1.4. Antocijani

Antocijani su najvéa i najvaznija grupa vodotopivih pigmenata u prir@dlifford i sur.,
2000), s preko Sest stotina réilh spojeva. Rijé antocijan svoje podrijetlo ima u dvjema
grekim rijec¢ima, anthos Sto znai cvijet i kyanos Sto znai tamno plavo. Oni su glavni sastojci
crvenih, plavih i ljubtastin pigmenata u ¢mi cvjetnih latica, véa i pova te odrdenih
Zitarica (Anderson, 2006). Flavonoidnoj skupiniifesiola pripradaju antocijani. Giani su
poput tipeni flavonoida: kostur C6-C3-C6 je izglen od dva benzenova prstena i jednog
piranskog prstena na koje se vezu hidroksilne slauseeram i sur., 2001; Zhang i sur.,
2008). Kemijska struktura im varira ovisno o stuphjdroksilacije i metilacije B prstena te o
glikozilaciji sa razléitim Seterima (Tsao, 2009). Od polifenolnih jedinjenja w@wgdama
najvise ima antocijana (Tulipani i sur., 2008),ikakaode utcu na antioksidativhu aktivnost
jagode (Wang i sur., 1997). Antocijanidin glikozidijanidin-3-glikozid i pelargonidin-3-
glikozid daju crvenu boju jagodi (Wang i Zheng, 2D0
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Slika 14. Kemijska struktura@sifana
https://www.tehnologijahrane.com/enciklopedijafidpigmenti
Antocijani su pigmenti koji su smjeSteni u sprovimdrsnopéima, njihova uloga je da daju
boju biljnim organima, boja ovisi od pH soka (Kongur., 2003). Antocijani su u st&nioj
vakuoli vezani za %er (De Pascual Sanchez, 2008). Imaju brojn&agna uloge za biljku
poput: zastite od UV ztanja, Stetnih mikroorganizama, talev priviate insekte (s obzirom
da su zasluzni za boju same biljke) i time pomazopuaSivanju i raznoSenju sjemena
(Wrolstad, 2004). Najvaznija odlika antocijana jéome Sto kisik u heterocikinom prstenu
ima pozitivno naelektrisanje, zbog toga se antacijakiseloj sredini ponasSaju kao kationi,
dok se u baznoj sredini ponaSaju kao anioni. Strakantocijana, kao i boja mijenja se ovisno
0 pH sredine. Pidemu crveno obojenjée prevladavati pri pH 1, plavo obojenje iztugH 2
i 4, dok bezbojno izm# pH 5 i 6. Molekule antocijanée se raspasti ukoliko se tau
sredini pri pH vrijednostima viSim od 7. Pored plHjadnosti na bojuce utjecati i broj
hidroksilnih grupa na B prstenu, dakle sa gevgem broja hidroksilnih grupa bojse se
mijenjati od crvene prema plavoj (Kué&iisur., 2013). Antocijani su zastupljeni u fanahpa:
Alliaceae, Gentianaceae, Convolvulaceae, Labiateae, Geraniaceae, Nymphaeaceae,

Liliaceae, Ranunculaceae, Orchidaceae, Solanaceae (Belitz i sur., 2004).
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3.4.1.5. Antioksidativna aktivnost jagode

Jagoda predstavlja biljnu vrstu koja je bogataaksidantima (Heinonen i sur., 1998; Wang i
sur., 1996). Raznim istrazivanjima dokazano je tal pagode ima v antioksidativhu
aktivnost od: groda, jabuke, breskve, tage, narati, kruSaka i kivija (Wang i sur., 1996;
Halvorsen i sur., 2002). Ekstrakt jagoda ima keraeentivho i kemoterapijsko djelovanje
vitro i in vivo (Meyers i sur, 2003; Wang i sur, 2005.; Zhangri,s2008). Takder, mogu
smanijiti rizik od nastajanja tumorogeneze i kardskularnih bolesti. Jagode su bogate
potencijalnim antioksidansima, uglavnom flavonoidim elaginskom kiselinom (Hannum,
2004). Postoje zrtajne su razlike izmi genotipova jagoda iako se smatra da jagode imaju

visoku antioksidativnu aktivnost (Wang i Lin, 2000)
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
Eksperimentalni dio ovog master rada proveden jmhoratoriji Katedre za biokemiju,

Tehnoloskog fakulteta u Banjoj Luci.

4.1. Materijal

U radu su koriStenéetiri sorte gajenih jagoda Alibon, Senga Sengatsarita i ClearySlike
15., 16., 17., 18.) i jedna divlja jagoda daljem tekstu ozidana kao ,Sumska“ (Slika 19.).
Sorta Alibon i Sumska jagoda prikupliene su u akoliTravnika (srednja Bosna i
Hercegovina), a ostale sorte iz okoline Velike Kisel (zapadna Bosna i Hercegovina)¢&/o
je ubrano pri punoj zrelosti na getku sezone branja jagoda — krajem svibnja mje26ta
godine. Masa od 500g uzeta je ¢glpnim odabirom za svaku sortu, i d@je analizirano

odmah nakon uzimanja uzoraka.

2l ‘ ~ SENGA SENGANA ’
Slika 15. Sorta Elsanta Slika 16.Senga Sengana

http://www.bordeaux.inra.fr/eustrawberrydb/uploadsiges/POL029/POL029-Elsanta-
Fruit.jpg
http://www.bordeaux.inra.fr/eustrawberrydb/uploausiges/POL029/POL029-
SengaSengana-Fruit.jpg
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Slika 17. Sorta Albion
http://agronomija.rs/2014/jagoda/

Slika 18. Sorta Clery Slika @lik9. Sumska jagoda
http://agronomija.rs/2014/jagoda/

4.2. Kemikalije i reagensi

Kemikalije i reagensi koriSteni u ovom radu . cistoce: Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-azinobis-(3-#benzotiazolin-6-sulfonska  kiselina)
diamonijumove soli) (Sigma-Aldrich, St.Louis, USAatrij hidrogen karbonat, metanol
(Lach-Ner, s.r.o., Czech Republic); galna kiseliamminij klorid, quercetin hidrat (Acros
Organics, New Jersey, USA); 96% etanol (Vrenje, 8Be&ograd, Republika Srbija); natrij
acetat (Zorka Pharma a.d., Sabac, Republika Srkidi) persulfat (E. Merck AG, Darmstadt,
Germany); TROLOX (6-hidroks-2,5,7,8-tetrametilkram2-karboksilna kiselina) (Sigma-
Aldrich Chemistry, Switzerland); klorovotha kiselinakalij klorid.
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4.3. Aparature i oprema

Za izradu eksperimentalnog dijela ovog rada kan&tsu sljedé& aparature i oprema: dni
blender, analitka vaga, tehitka vaga, aparatura za ekstrakciju, ultranaukada, povratno
hladilo, spektrofotometar (UV - VIS)Buchner-ov lijevak, vakum pumpa, vortex,
laboratorijsko posie (staklene ¢aSe, menzure, odmjerne tikvice, epruvete, pipete,

mikropipete, lijevci, stakleni Stafj petrijeve posude, filter papir).

4.4. Pripremanje uzoraka i ekstrakcije

Kako bi odredili sadrzaj ukupnih fenola, flavongidivonola, DPPH i ABTS uzorke smo
pripremli na sljedé natin. Plodovi jagode su homogenizirani pafaorucnog blendera.
Zatim je odvagano 5 g svakog uzorka. Uzorci (5 gnpseni su u erlenmajer tikvice sa 20
mL 80%-tnim rastvorom etanola. Tikvice sa uzorcistastavljene u ultraz¢au kadu (dva
puta po pet minuta), a zatim su spojene na povrakadilo i nakon kljganja ekstrakcija je
trajala 10 minutakKada su se uzorci ohladili (do sobne temperatiltajani su u tikvice (50
mL) pomau Buchner-ovog lijevka spojenog na vakum pumpu. Preostédziasu zajedno sa
filter papirima vrgeni nazad u erlenmajer tikvice uz dodatak 20 mL 808&g rastvora
etanola. Ponovo je napravljena ekstrakcija (10 mipwa zatim i filtracija u tikvice u kojima
su se nalazili prvi filtrati, te dopunjene 80%-tnrastvorom etanola do oznake. Na ovajima
dobijen je matini rastvor koncentracije 0,1 g/mmL koji se korist@ sva ostala odts/anja.
Za odrdivanje ukupnim i monomernih antocijana vrSena jstrelkcija uzoraka (20 g) sa 20
mL rastvora za ekstrakciju (85 mL 95%-nog rastweemola i 15 mL 1,5 M rastvora HCI) pri
temperaturi 0°C u trajanju od 24 sata. Dobijenuesmjsmo filtrirali preko filter papira, a na

taj n&in pripremljeni filtrat je koriSten za dalju analiz
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4.5. Metode
Za izradu ovog rada koriStene su sljgsenetode:

o modificirana metoddolin-Ciocalteu za odrdivanje ukupnih fenola (Wolfe i sur.,
2003)

0 metoda pdrdon-u za odrdivanje sadrzaja ukupnih flavonoida (Ordofiez, 2006)

0 metoda pdumaran-u i Karunakaran-u za odrédivanje sadrzaja flavonola (Kumaran i
Karunakaran, 2007)

o modificirana single,, pH i pH diferencijalna metoda za odeanje ukupnih i
monomernih antocijana (Giusti i Wrolstad, 2001)

o DPPH test za oddévanje antioksidativne aktivnosti metodolniyana-Pathiranan i
Shahidi (Liyana-Pathiranan i Shahidi, 2005)

0 ABTS test za odrivanje antioksidativne aktivnhosti modificiranom meébm Re |
suradnika (Re i sur., 1999)

4.5.1. Odralivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odréeni su modificiranom metodorkolin-Ciocalteu (Wolfe i sur., 2003).
Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakcijiFolin-Ciocalteu reagensa s nekim
reducirajiim reagensom (fenolifolin-Ciocalteu reagens (FC) je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdne kiseline, a pri oksidaciji fenolniledinjenja ove kiseline se reduciraju u
volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavoaéeni i ¢ija se promjena apsorpcije prati
na 765 nm. Intenzitet obojenja je direktno propamelan udjelu fenolnih spojeva u

ispitivanom uzorku.

Za odreivanje sadrzaja ukupnih fenola koriSteni su: osmorastvor Folin-Ciocalteau
reagensa 2 M, radni rastvéiolin-Ciocalteau (osnovni rastvorolin-Ciocalteau razrjeien
vodom u omjeru 1:10), 7,5% rastvor NaH£® vodi, standardni rastvori galne kiselne u
smjesi metanol:voda (50:50 v/v) koncentracija: B0Q, 150, 200, 250 pg/mL, 70% metanol i
rastvori uzoraka u odgovarggm rastvaréu.

Alikvot (0,2 mL) rastvora uzorka se pomijeSao sarhL radnog rastvorkolin-Ciocalteau i

1,5 mL natrij hidrogen karbonata. Dobijena smjesarsazno promjeSala vorteksom i ostavila
da stoji 30 minuta u tami na sobnoj temperaturis@pcija je ¢itana spektrofotometrom na
765 nm uz slijepu probu. Za slijepu probu se po$aigel,5 mL natrij hidrogen karbonata, 0,2

mL smjese metanol:voda (50:50 v/v) i 1,5 mL radrasjvoraFolin-Ciocalteau.
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Standardni dijagram se napravio na isttinasamo $to se umjesto rastvora uzorka uzeo
alikvot (0,2 mL) rastvora galne kiseline (50-250/mb) u smjesi metanol:voda (50:50 v/v).
Rezultati su predstavljeni graki tako Sto se standardni dijagram nacrtao iz izemg
vrijednosti apsorbanca pripadéijn koncentracija rastvora galne kiseline. Na aps@s
nanesene koncentracije galne kiseline (ug/mL), ardenatu vrijednost apsorbancije kod 765

nm.

Iz nacrtanog dijagrama se dobila jednadZba pravga jk sluzila za dalje éananje ukupnih

fenola. U naSem radu koriStena je sliggdnadzba pravca:
y=0,003x — 0,0226 (R= 0,9975)
gdje je: y — apsorbanca na 765 nm, a x — koncejargalne kiseline (ug/mL).

Rezultati su izraZzeni kao fenoli ekvivalentni gglkiselini (GAE), tj. kao pmol GAE/g svjeze

materije.

4.5.2. Odrdlivanje ukupnih flavonoida
Sadrzaj ukupnih flavonoida je oden metodom poOrdon-u (Ordofiez, 2006). To je
spektrofotometrijska metoda sa aluminij kloridom@h). Zuta boja koja se razvija tijekom

reakcije, &iji se intenzitet mjeri na 420 nm, pokazuje prisosiiavonoida.

Za odrdivanje sadrzaja ukupnih flavonoida koriSteni su: 2%ivor aluminij klorida (AlG))
u etanolu, 96% etanol, rastvor kvercetin hidratanetanolu (GsH100; x H2O) i rastvori

uzoraka.

1 mL rastvora uzorka i 1 mL 2% Alg€su pomijeSani u etanolu. Dobijena smjesa je gstaa!
da stoji sat vremena na sobnoj temperaturi | apsmd je mjerena na 420 nm uz slijepu
probu. Za slijepu probu se pomijeSao 1 mL 2% AiGImL metanola. Standardni dijagram se
napravio na isti nan, samo Sto se umjesto rastvora uzorka uzeo dlikkanL) rastvora
kvercetin hidrata (10-100 pg/mL). Dobijeni rezultati predstavljeni grafki tako Sto se
standardni dijagram nacrtao iz izmjerenih vrijednapsorbanci i pripadafih koncentracija
rastvora kvercetina. Na apscisu su nanesene koacgatkveretina (ug/mL), a na ordinatu

vrijednost apsorbance od 420 nm
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Iz nacrtanog dijagrama se dobila jednadZba pravgajk sluzila za dalje éananje ukupnih

flavonoida. U naSem radu koriStena je slfedgdnadzba pravca:
y= 0,0368x — 0,135 (R= 0,9996)
gdje je: y — apsorbanca na 420 nm, a x — koncgjatiavercetina (ug/mL).

Rezultati su izrazeni kao flavonoidi ekvivalentniekcetinu (Qu), tj. kaqumol Qu/g svjeze

materije.

4.5.3. Odralivanje ukupnih flavonola
Za odreivanje ukupnih flavonola koriStena je metoda Kaomaran-u i Karunakaran-u
(Kumaran i Karunakaran, 2007). To je spektrofotaijsita metoda sa AlGlpri kojoj se boja

razvija tokom reakcije, a njen intenzitet se mpei440 nm.

Za odrelivanje sadrzaja ukupnih flavonola koriSteni su: 2%tvor aluminij klorida (AIG) u
etanolu, 96% etanol, 5% rastvor natrij acetatdd¢a0,) u vodi, rastvor kvercetin hidrata u

metanolu (GsH1007 x H20) i rastvori uzoraka.

Alikvot (1 mL) rastvora uzorka se pomijeSao sa 1 2k-tnog rastvora AlGlu etanolu i 1,5
mL 5%-tnog rastvora natrij acetata u vodi. Dobijesngesa je ostavljena da stoji 2 sata i 30
minuta na sobnoj temperaturi i apsorbanca je mgrea 440 nm uz slijepu probu. Za slijepu

probu se pomijeSao 1 mL 2% AKCIL mL destilirane vode i 1,5 mL 5% natrij acetata.

Standardni dijagram se napravio na isttinasamo Sto se umjesto rastvora uzorka uzeo
alikvot (1 mL) rastvora kvercetin hidrata (10-10§¢/mL). Dobijeni rezultati su predstavljeni

graficki kao i kod odrdivanja ukupnih flavonoida.

Iz nacrtanog dijagrama se dobila jednadZba pravgajk sluzila za dalje éananje ukupnih

flavonola. U naSem radu koriStena je sli@lgdnadzba pravca:
y=0,0214x + 0,004 (R= 0,9993)
gdje je: y — apsorbanca na 440 nm, a x — koncejarqgercetina (Lg/mL).

Rezultati su izrazeni kao flavonoli ekvivalentniekgetinu (Qu), tj. kaqumol Qu/g svjeze

materije.
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4.5.4. Odralivanje ukupnih i monomernih antocijana

Sadrzaj ukupnih i monomernih antocijana je ddre modificiranom gngle,, pH i pH
diferencijalnom metodom (Giusti i Wrolstad, 200Kvantitativnho odrdivanje ukupnih i
monomernih antocijana se zasniva na osobini aatogijda pri promjeni pH vrijednosti
sredine, reverzibilno mijenjaju svoju strukturuj pemu dolazi i do promjene apsorpcionog
spektra. Sadrzaj ukupnih antocijana je ddre ,single,, pH metodom, jer je izmjerena
apsorbanca rastvora antocijana pri pH 1 proportmangadrzaju ukupnih antocijana. Za
odreifivanje sadrzaja monomera antocijana koristila sedpidrencijalna metoda, koja se
zasniva na osobini monomera antocijana da su prilpiHobliku oksonijum jona (crveno

obojeni), dok su pri pH 4,5 antocijani u poluketainstanju (bezbojni).

Nakon ekstrakcije, po 0,5 mL dobijenog ekstraktdadm je u 9,5 mL pufera pH 1 (125 mL
0,2 mol/L KCI + 375 mL 0,2 mol/L HCI) i 9,5 mL puf@ pH 4,5 (400 mL 1 mol/L
CH;COONa + 240 mL 1 mol/L HCI + 360 mL dejonizirane®). Poslije 15 minuta,

spektrofotometrijski sud@tane apsorbance na 500 nm i 700 nm za oba pufera.

Koncentracije ukupnih i monomernih antocijana u telidima su izréunate prema

formulama:
c [mg] _Ayx xMxRx1000
B exl
Apon XM x R x 1000
mon[ ] - £ xl
gdje su:

Auk= apsorbanca razblazenog ekstrakta, &igrala se prema formuli:
Aux = (Ase0 — A700)pH1
Anmon = ap®rbanca razblazenog ekstrakta, a izrédunala se prema formuli:
Amon = (Ase0 — A700)pH1 — (Asp0 — A700)4,5

M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glalda); R = 20 (faktor razblazenja
ekstrakta)g = 26 900 L critmol™ (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukida); | =

1 cm (debljina kivete).
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Na osnovu izréunatih koncentracija ukupnih i monomernih anto@jasadrzaj antocijana u
jagodi se izrazio kao ekvivalent cijanidin-3-glukde, tj. kao mg cijanidin-3-glukozida/L

svjeze materije.
Indeks degradacije pokazuje stupanj razgradnje @igay a izré&unao se prema formuli:

C
ID = uk

Cmon

Vece vrijednosti indeksa degradacije ukazuju da jéaveéegradiranost antocijana, dok su
manje vrijednosti indeksa degradacije, pokazatelinje degradacije i ¥e atuvanosti

monomernih antocijana (Kukri sur., 2013).

4.5.5.0drdlivanje antioksidativne aktivnosti

4.5.5.1. DPPH test

Efekt uzorka na DPPH radikal oden je metodoniiyana-Pathiranan i Shahidi (Liyana-
Pathiranan i Shahidi, 2005). 2,2-difenil-1-pikrdrazil (DPPH) je stabilan slobodni radikal
koji ima jedan nespareni valentni elektron na jednatomu dusSikovog mosta. ,,GaSenje,,
DPPH radikala je osnova antioksidativne DPPH metkdm se zasniva na ispitivanju
sposobnosti antioksidanta (¢bo biljnih ekstrakta) da neutraliziraju DPPtddikale. Pri tom
se prati transformacija ljutasto obojenog, stabilnog, dusSik-centriranog DPPRidlikala u
reduciranu, zuto obojenu formu DPPH-H (Brand-Wiitlig 1995).

: Anti—Oxidant | | )= S
/ D
N+ N NO;
" ‘<_¥ — HO ‘
7/ |

Herbal extract

Slika 20. Antioksidativna aktivnost u odnosu na BR&dikal
http://radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Antioxid.html
Za DPPH test koristeni su: DPPH 181:Ns06) - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, metanol i
rastvori uzoraka. 1,5 mM matiog rastvora DPPH u metanolu se pripremio, a odange
napravio radni rastvor DPPH od 0,135 mM (u metandRadni rastvor je morao biti svjeze

pripremljen i apsorbanca mu se trebala kretatiamigama od 1,2 do 1,8.
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Kako bi se dobila vrijednost A kontrol, pomijeSa ks mL 0,135 mM radnog rastvora DPPH
sa 1 mL metanola. Apsorbanca je mjerena na 515 nmligpu probu (2 mL metanola).
Zatim se u kivetu pomijeSao 1 mL 0,135 mM radnaivara DPPH sa 1 mL rastvora uzorka,
odnosno 1 mL metanolnog rastvofeolox-a koncentracije u rasponu od 1-10 pg/mL (za
izradu bazdarene krive). Nakon stajanja smjese Btuten u tami na sobnoj temperaturi
apsorbanca uzorka, odnosno rastvbralox-a je mjerena na 515 nm, a kao slijepa proba je

koriSten metanol.

Antioksidativna aktivnost, iskazana kao postotdkbicije, izraunavana je na sljeden&’in:

A -A
I % — kontrol uzorak x 100

Akontrol

gdje je:

1% = postotak inhibicije DPPHadikala

Axontrol= @psorbanca smjese rastvora DPPH radikala inokta
Auzoraie @psorbanca smjese rastvora DPPH radikala ikazor

Antioksidativna aktivnost u odnosu na DPPH radijalizrazena kao vrijednostrolox
ekvivalent antioksidativne aktivnosfTEAC od eng.Trolox equivalent antioxidant activity).
Ona je definirana kao koncentracija rastvdnalox-a izrazena uug Trolox-a/g svjeze
materije ilipmol Trolox-a/g svjeze materije, koja ima ekvivalantantioksidativhu aktivnost
kao rastvor ispitivanog antioksidanta odgovatajuoncentracije. Koriste bazdareni pravac
oc¢itala se koncentracijdrolox-a koja je odgovarala apsorpciji (procentu inhileicil%)

ispitivanog antioksidanta (uzorka).

4.5.5.2. ABTS test

Za ABTS odrdivanje je koriStena modificirana metoda (Re i sd@99). Ova metoda se
zasniva na oksidaciji ABTS-a (2,2-azinobis-(3-adillaotiazolin-6-sulfonil) diamonijumove
so) pomau kalij persulfata pricemu nastaje zeleno-plavi ABTS radikal katjon (ABTS
Ovaj radikal katjorte se reducirati ponsa antioksidanata kofie dati H atom ABTSkatjon
radikalu. Redukcijom ABTS vratiée se u bezbojni ABTS oblik (Slika 21.)
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Slika 21. Redukcija zeleno-plavog ABTS radikalaezttiojni ABTS oblik

http://radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Antioxid.html

Za ABTS test koriSteni su: ABTS reagens, 7 mM rasABTS-a (GgH1sN4O6Ss) U vodi, 2,4

mM rastvor kalij persulfata (¥5,0g) u vodi i rastvori uzoraka.

Prethodno pripremljeni 7 mM rastvor ABTS reagensadi mM rastvor kalij persulfata su

pomjeSani u jednakim omjerima (1:1, v/v) i ostanijeda reagiraju u tami na sobnoj

temperaturi u toku 12 sati. 1 mL izreagirane smjeastvor ABTS' radikala) se razblazio sa

60 mL metanola i spektrofotometrijski se&itala apsorbanca na 734 nm, koja je morala da
iznosi 0,706 (£0,001). Rastvor koji je imao apsoxha0,706 (+0,001) u nastavku smo zvali

radnim rastvorom ABTSradikala. Zatim se alikvot (1 mL) rastvora uzorkanpje3ao sa 1

mL radnog rastvora ABTSradikala i nakon 7 minuta seitala apsorbanca na 734 nm. Za

izradu bazdarene krive se umjesto rastvora uzaskiatkTrolox.

Mo¢ gaSenja ABTS radikala se izraunala prema sljedej formuli:

_ Agontrot — Auzorak

I% x100

Agontrol
gdje je:
1% = postotak inhibicije ABTS radikala
Axontroi= apsorbanca smjese radnog rastvora ABTalikala i metanola

Auzoraie @psorbanca smjese radnog rastvora ABTalikala i uzorka
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Dobijeni rezultati su prikazani graki, zavisnost postotka inhibicije ABTSradikala u
funkciji od koncentracije rastvora uzorka. Rezul&at izrazeniTEAC vrijednogu (Trolox

ekvivalent antioksidativne aktivnosti), tj. kamol Trolox-a/g svjeze materije.

4.6. Statisttka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvrSeni u najmanje tri porevia, a rezultati su predstavljeni kao
srednja vrijednost + standardna devijacija. Sigkst znaajna razlika je odidena
jednosmjernom analizom varijansang. analysis of variance - ANOVA) za kojom je slijedio
post hoc testTukey). Stupanj povezanosti ispitivanih parametara jerdgin primjenom
Pearson-ovog koeficijenta korelacije. U svim statidtim analizama interval provjeravanja je
bio 95% (p< 0,05). Podaci su oliemi primjenom softverskog paketdicrosoft Excel i
racunarskog programa@rigin Pro 8.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

U ovom radu je analiziran neenzimski antioksidatigtatus pet raalitin sorti jagode
(Fragaria vesca). Nakon urdenih analiza i statistke obrade podataka, svi rezultati su

predstavljeni tabelarno i graki.

5.1. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i flavonola

U Tablici 4. predstavljeni su rezultati mjerenjaupkih fenola, flavonoida i flavonola sorti
Alibon, Elsanta, Senga Sengana, Cleary i Sumskk¢iKa ukupnih fenola u sortama Elsanta,
Senga Sengana i Clery je bilacek i statisitki znaajno niza nego u sortama Alibon i
Sumska, sadrzaj fenola u navedenim sortama kretanl 2,52 do 7,3 umol GEA4g (442-
1242ng GEA/gw).

Tablica 4. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida vflaola u uzorcima ragiitih sorti jagode
(Fragaria vesca)

Odredivani Sorta jagoda

parametri Albion Elsanta  Senga Sengane Clery Sumska
Fenol 7,00+0,60 2,99:0,38 2,590,224  255+0,25 6,68+0,51
umoIGEA/gFW

Flavonoidi, 0,75'+0,06 0,58:0,03  0,75+0,01  0,65:0,01 1,11%+0,06
umoIGEA/gFW

Flavonol, 1,14+0,16 0,66+0,10  0,67+0,03  0,68+0,14 1,24+0,02
umMolGEA/grw

Srednje vrijednosti £+ standardna devijacija tri a8gna mjerenja; ragita mala slova

oznd&avaju statistiki znatajnu razliku uz nivo pouzdanosti od 95%
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FW — svjeZza masa (fresh weight)

Srednja vrijednost sadrzaja ukupnih fenola
7
6
z
o 4
<
g 3
3, , . _
= Z Z Z 7
0 Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
' FENOLI 7 2,98 2,59 2,52 6,67

Slika 22. Srednje vrijednosti sadrzaja ukupnih fanorazltitim sortama jagoda

Srednja vrijednost sadrzaja ukupnih

flavonoida
1,5
z
r\m 1
3 , /

Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengan
a
]- FLAVONOIDI 0,757 0,582 0,746 0,618 1,108

Slika 23. Srednje vrijednosti sadrZzaja ukupnihdla®la u razliitim sortama jagoda
Rezultati su bili u skladu sa literarnim podacinsasadrzaj ukupnih fenola za r&#k sorte
jagoda koji su se kretali od 96 mg/104yglo 133 mg/100gy (Torronen, Maatta, 2002).

Medutim rezultati ovog istrazivanja su ipak bili nidd rezultata drugih istraziva (Voca i
sur., 2008; Pineli i sur., 2011), koji su ispitiveadrzaj ukupnih fenola ragiiih sorti jagoda
porjeklom iz razkitih zemljama icije su se vrijednosti kretale od 96 do 223 mg GAB/1
Orw- Na slici 22. vidi se da se sadrzaj flavonoidadwend 0,58 do 1,11 pmolQgig
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Sorte Alibion i Senga Sengana su imale stakistiizi sadrzaj flavonoida od sorte Sumske
jagode a vé sadrzaj od sorti Elsanta i Cleary (Slika 22).

Srednja vrijednost sadrzaja flavonola

=
LL
Ry
>
o
o
S
=
(&)
Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
‘ = FLAVONOLI 1,143 0,658 0,673 0,613 1,237

Slika 23. Srednje vrijednosti sadrzaja ukupnih fdaa razl€itim sortama jagoda
Izmjerene vrijednosti flavonoida su bile u skladulgerarnim podacima (Lin i sur., 2007,
Vocéa i sur, 2008). Vrijednosti sadrzaja flavonola alikgtim sortama prikazanih na slkici
(Slika 23.) varirale su od 0,61 do 1.24 umolQ@g/&orte Alsanta, Senga Sengana i Cleary su
imale zn&ajno nizi sadrZaj flavonola i fenola u odnosu adesAlbion i Sumska. Vrijednosti
koje navodi Lal (2013) za raZite sorte su bile viSe od sadrzaja flavonola skoje su
analizirane u ovom radu. Plodovi jagode predstaviogat izvor prirodnih antioksidansa,
osobito fenolnih spojeva s izrazenim antioksidativni antiproliferativnim djelovanjem
(Wang i sur., 1996; Guo i sur., 2003; Meyers i,sB003). Razliti oblici fenolnih spojeva
poput: elaginske kiseline, elagitanina, galotanigbkozida elaginske kiseline, flavanola,
kumarilni glikozida, flavonola (kvercetin i glikodi), antocijanina (cijanidin glikozidi,

pelargonidin) sadrzani su u plodovima jagoda (Ameto2007).

Razlog visokog antioksidativnog kapaciteta jagodargzultat visokog sadrzaja fenolnih
spojeva u njenom plodu (Heinonen i sur., 1998; Tsasur., 2003), dok je doprinos
askorbinske kiseline procijenjen na samo 15% (Wasgr., 1996). Koncentracija fenolnih
spojeva ovisi 0 vrsti w@, okoliSnim faktorima (svjetlost i temperaturayelasti ploda
(Waterhouse i Walzem, 1998; Kalt i sur., 1999; @/ahin, 2000).

Kada je rij& o plodovima jagoda ovisno o sorti jagode variradentracija fenolnih spojeva u

rasponu od 205 (Camp Dover) do 318 (Dover) mg/14§) g prosjénom vrijednosti od 241
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mg/100 gw (Da Silva Pinto i sur., 2008). Rezultati ostakdtrazivanja su: za sortu Driscoll
vrijednosti su bile 330 mg GEA/100~g (Proteggente i sur., 2002), za sortu Chandler
vrijednosti su bile 161-295 mg GEA/100rvg (Heinonen i sur., 1998). Temperatura
skladiStenja je faktor koji takier utjeée na koncentraciju fenola u plodovima jagoda (Ayala
Zavala i sur., 2004). Ayala-Zavala i sur. (2004)usavom istrazivanju dokazali da plodovi
jagoda Fragaria x vesca sorta Chandler) koji su bili skladisteni pri 5@ 2C imali viSu
koncentraciju fenola od plodova koji su bili skigigni pri O °C. Plodovi jagoda, malina i
viSanja koji su skladiSteni pri temperaturi 25 °€ kraju skladiStenja su imali ztggno visi
ukupni fenolni sadrzaj, za razliku od plodova kaji skladiSteni pri temperaturi 4 °C (Piljac-

Tegarec i Samec, 2011).

5.2. Sadrzaj ukupnih i monomernih antocijana

lzmjereni sadrzaj ukupnih i monomernih antocijanaraelicitim sortama jagode su
predstavljeni u Tablici 5. i na slikama 25. i 26.

Tablica 5. Sadrzaj ukupnih i monomernih antocijanauzorcima raztitih sorti jagode
(Fragaria vesca)

Sorta jagoda
Odredivani parametr Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
Antocijani uKupni, 44 s5.0 16 14744001 23884252 847067 1528113
mg/100grw
Antocijani monomerni, 1, g, 7g 17 754098 19144143 6,250,72 10,380 62
mg/100gFw

Indeks degradacije 1,4240,01 1,28+0,03 1,24+0,06 1,38°+0,05 1,47+0,06
Srednje vrijednosti £ standardna devijacija tri a8gna mjerenja; ragita mala slova

oznaavaju statistiki znatajnu razliku uz nivo pouzdanosti od 95%
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Srednja vrijednost ukupnih antocijana
25,00
20,00
E 15,00
[@]
o
o
o 10,00
(@]
S
5,00
0,00 ~
Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
|l UKUPNI ANTOCIJANI 14,62 14,74 23,88 8,47 15,25

Slika 25. Srednje vrijednosti ukupnih antocijan@zlic¢itim sortama jagoda

Srednja vrijednost monomernih antocijana

20
18
16
14
12
10

mg/100g FW

oON B O

Albion | Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
‘IMONOMERNI ANTOCIJANI 10,31 11,75 19,14 6,25 10,39

Slika 26. Srednja vrijednost monomernih antocijamazliitim sortama jagoda

SadrzZaj ukupnih antocijana kretao se u rasponu,4d & 23,88 mg/10Qg, dok je sadrzaj
monomernih antocijana bio u rasponu od 6, 25 dd.49ng/100gw. Najve'i sadrzaj ukupnih

I monomernih antocijana je imala sorta Senga Semgamajmanji sorta Cleary. SadrzZaj
ukupnih i monomernih antocijana bio je unutar &atei vrijednosti (Pelayo-Zaldivar i sur.,
2004.; V&a i sur.; 2008.; Dobgevi¢ i sur., 2014). Milivojewt (2011) takder ukazuje na
odreiene razlike u sadrzaju ukupnih fenola, flavonoidmitocijana ovisno od sorte, di@a
uzgoja, nivoa zrelosti kod berbe, klimatskih uvjeggografskih lokacija.
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Na Slici 27. je predstavljen indeks degradacijei leg kretao od 1,191 do 1,538. dée
vrijednosti indeksa degradacije ukazuju da jéavdegradiranost antocijana, dok su manje
vrijednosti indeksa degradacije, pokazatelji matggradacije i vée acuvanosti monomernih
antocijana. Kod uzorka sorte Sumske jagode vrijetlitaleksa degradacije je najee dok
najmanju vrijednost ima sorta Senga Sengana, alpostoji statistiki znatajna razlika
izmadu analiziranih sorti (Slika 27).

Indeks degradacije

Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
‘l INDEKS DEGRADACIJE 1,431 1,251 1,191 1,217 1,538

Slika 27. Srednje vrijednosti indeksa degradaci@@jana u uzorcima

5.3. Antioksidativna aktivnost
5.3.1. DPPH test i ABTS test

U tablici 7. Prikazana je antioksidativna aktivnoatlicitih vrsta jagoda prema stabilnim
DPPH | ABTS radikalima

Tablica 7. Antioksidativna aktivnost uzoraka &dih sorti jagode Fragaria vesca) —u odnosu
na slobodni ABTS radikal i DPPH radikal

Sorta jagoda

Odredivani parametri : -
vanp Albion Sumska Elsanta Senga Sengar Clery

DPPH, umolTrolox/gFw ~ 44.96a6,24  40,56a+2,72  1546b+1,06  9,3b¥1,02  9,68081,6

ABTS, umolTrolox/gFw ~ 38.74a%8,37  46,46a+0,42  27,76b0,16  19,49b+148  23,3Gh4
Srednje vrijednosti + standardna devijacija tri an@gna mjerenja; ragita mala slova

ozn&avaju statistiki znatajnu razliku uz nivo pouzdanosti od 95%
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Na slici 28. vidimo da se vrijednosti antioksidaigvaktivnosti prema DPPH radikalu kretala
od 9,3 do 44, 96 pmolTroloxtg.

Sorta Albion imala je naj\¥e antioksidativhu aktivnost, a sorta Senga Sengaaizu
vrijednost. Sorte Elsanta, Senga Sengana i Cleagjui priblizno jednaku i statiski

zna*ajno nizu antioksidativnu aktivnost nego sorte Aibi Sumska.

Srednja vrijednost DPPH - TEAC

45,00 g =
40,00 [~
3500 [
30,00 [
25,00 [
20,00 [~
15,00 [
10,00 [
500 [
0,00

pumolTr/g

Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
‘ = DPPH 44,96 15,46 9,30 9,68 40,56

Slika 28. Srednja vrijednost antioksidativne aktisth prema DPPH radikalu

Dobijene vrijednosti za antioksidativnu aktivhodelsu nesto wee ili jednake literaturnim i
to: 8,29-11,15 (DragovwiUzelac i sur., 2007), 6,11 (Jakobek i sur., 20077, (Hartmann i
sur., 2008), 3,53-4-42 (\a i sur., 2008), 10,1-12-83 (Pineli i sur., 2017)94-11,38 (Yildiz

i sur., 2014) umolTroloxfgy. Vrijednosti ABTS radikala za antioksidativhu aktost
uzoraka jagode kretale su se od 19,49 do 46, 46lTratox/grw pri ¢emu je najvéu
aktivnost pokazala Sumska jagoda a najnizu Sengga®a. Sorte Elsanta, Senga Sengana i
Cleary imaju antioksidativnu aktivnost prema ABTi&bsinom radikalu priblizno jednaku i
statisttki znasajno nizu nego sorte Albion i Sumska. Literarngedmosti: 9,70 (Hartmann i
sur., 2007), 12,0821 (Jakobek i sur., 2007), 28@26 (Dragou-Uzelac i sur., 2007)
mmolTrolax/kgw su nesSto wee ili jednake vrijednostima ovog rada za antiokiice
djelovanje prema DPPH i ABTS radikalu. Nekada nagdgniji polifenoli su oni koji ili
imaju nize stvarno djelovanje ili se slabo apsaijhiriz crijeva ili se brzo otklanjanju iz

organizma. Iz tog razloga rezultate treba téitha oprezom u odnosu na doprinos ljudskom
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zdravlju, jer polifenoli mogu imati ograténu bioraspolozivost i znatno se dasobno
razlikuju.

Srednja vrijednost ABTS - TEAC

pmol Tr/g

0 -
Albion Elsanta Senga Clery Sumska
Sengana
| EABTS 38,74 27,76 19,49 23,26 46,46

Slika 29. Srednja vrijednost antioksidativne aktisth prema ABTS radikalu

5.4. Korelacijska analiza

U tablici 8. prikazani su koeficijenti korelacijeojk ukazuju na méusobne odnose
sekundarnih metabolita u ragtim vrstama jagoda i antioksidativnih testova (Zaglukupnih
fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola, ukipi monomernih antocijana, DPPH i
ABTS vrijednosti). Kada govorimo o aktivnosti na P radikal, vidimo da postoji visoka
korelacija sa sadrzajem sekundarnih metabolitgodama.

Tablica 8. Koeficijent korelacije sadrzaja sekumilametabolita i antioksidativnih testova u
razlicitim vrstama jagoda

Antocijani  Antocijani

Fenoli  Flavonoidi Flavonoli . :
ukupni monomemi

ID DPPH ABTS

Fenoli 1 0,659 0,975 -0,076 -0,23 0,843 099 0,933
Flavonoidi 1 0,808 0,209 0,06 0,711 0,654 0,759
Flavonoli 1 -0,003 -0,166 0,869 093 0,943

Antocijani ukupni 1 0,986 0,42  -0,101 -0,204
Antocijani monomemi 1 0,564 0,25 -0,353
ID 1 0,844 0,881
DPPH 1 0,932
ABTS 1
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Ukupni fenoli i flavonoli, r=0,998 pokazuju vrlasoku vrijednost korelacionog koeficijenta,

I neznatno raztitu, za razliku od flavonoida koji su imali znatnize vrijednost r=0,654.

Vrijednosti ukupnih i monomernih antocijana su set&e od, -0,101 i -0,25, te su bile niske i
negative dok je korelacija sa indeksom degradatijecijana visoka, i iznosila je r=-0,844p.
Aktivnost jedinjenja prema stabilnom ABTS radikglokazuje visoku korelaciju. Najve
korelaciju pokazuju flavonoli i ukupni fenoli r=G19 i r=0,933, redom, pa flavonoidi r=0,101
i r=0,25 redom. Vrlo visoka korelacija r=0,881 jdabizmeiu antioksidativhe aktivnosti
prema ABTS radikalu i indeksa degradacije antoeijdh skladu sa literarnim podacima (Lal
i sur., 2013; Yildiz i sur., 2014) talter je bila visoka pozitivha korelacija izdwe ukupnih
fenola i ukupnog antioksidativhog djelovanja (DPPABTS). S obzirom na ove rezultate
mozemo zakljtiti da je antioksidativna aktivnost visSe povezanksgpnim sadrzajem fenola i
flavonola nego s ukupnim sadrzajem flavonoida ioeidna. Ovi rezultati su u skladu s
rezultatima drugih istrazivanja (Giovanelli i Bura2009). Kada je rij¢ o antocijanima i
njihovom utjecaju na antioksidativhu aktivnost réati ukazuju da moramo uzeti u obzir
odnos ukupnih i monomernih antocijana odnosno iad#dgradacije, a ne ukupne sadrzaje

ovih spojeva.

Takader postoji visoka korelacija iznda ukupnog sadrzaja fenolai DPPH i ABTS s obzirom
da se oba ispitivanja oslanjanju na isti reakcijgkihanizam. U svojim istrazivanjima Wang i
suradnici ( 1996) su pokazali da je antioksidatiakéivnost razllitih vrsta va@da direktno
proporcionalna koncentraciji fenolnih spojeva. Pmarest antioksidativne aktivnosti i
koncentracije fenola pokazali su u svom radu Conrsaradnici (2002) za 9 sorti borovnica
gdje su nasli zrajnu pozitivnu korelaciju r = 0,2199. Wang i Li2000) su pokazali
linearnu korelaciju izm#u ukupne antioksidativnhe aktivnosti i koncentracfgnola u
plodovima kupina (r = 0,961) i malina (r = 0,91Takade, Deighton i sur. (2000) su u svojim
istrazivanjima pokazali prividni linearni odnos iefn antioksidativne aktivnosti i ukupnih
fenola (r = 0,965) u kupinama, ptemu je sadrzaj antocijanina imao mali utjecaj na
antioksidativnu aktivnost (r = 0,588) dok je askosia kiselina u maloj mjeri doprinijela
antioksidativnoj aktivnosti. Odnos izide antioksidativne aktivnosti i trajnosti sedam sort
jagoda su ispitivali Hébert i Willemot (1997) i pltezili su da antioksidativna aktivnost ima

utjecaj na kakvéu i trajnost plodova.
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6. ZAKLJU CAK

Nakon zavrSenog istrazivanja moze se z&kljaa kod razlitih sorti jagoda postoji razlika
antioksidativnoj aktivnosti i sadrZzaju ragtih sekundarnih metabolita, na Sto nam ukazuju
dobijene vrijednosti mjerenih parametra. Rezujpativedenog istrazivanja pokazuju i visoku
pozitivhu korelaciju izméu antioksidativne aktivnosti i sadrzaja ukupnihdian flavonola i
flavonoida. 1z mnogih drugih ekspermentalnih istranja poznato je da jagode zastitno
pozitivno djeluju na ljudsko zdravlje. Razlog torjee svakako u velikoj kotini prirodnih
antioksidativnih komponenti poput polifenolni spagekoje ova véka posjeduje. Antocijani
su jedni od zn&jnijih antioksidativnih polifenolnih spojeva jagodRezultat visoke kaline
antocijana u ovom \w je anazna antioksidacijska aktivnost. MoZzem@ da ¢e rezultati
ovoga rada svakako pruziti bolji uvid u mehanizarticksidacijskog djelovanja polifenola iz

jagode.
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Luci broj 19/3.1263/19 od 22,05,2019 godine imenovani smo u Komisiju za pregled, ocjenu i
odbranu zavrinog/master rada kandidata Ive Martié pod naslovom:“Neenzimski
antioksidativni status jagode (Fragaria vesca )
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O ocjeni uradenog master rada:“Neenzimski antioksidativni status jagode (Fragaria vesca )*
kandidata Ive Marti¢
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UNIVERZITETA U BANJOJ LUCI

Master rad kandidata Ive Marti¢ je uraden u okviru Il ciklusa studija smjera Biologija pod
mentorstvom prof. dr Zorana Kukri¢a. Rad je napisan na 60 stranica i sadrzi 8 tabela i 29 slika.
Rad je ukoricen u tvrdi povez A4 formata, Stampan u boji, jednostrano.

Rad sadrzi: SaZetak na srpskom i engleskom jeziku, Uvod, Pregled literature, Materijal i
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PRIKAZ ANALIZE MASTER RADA PO POGLAVUIMA

Uvod i cilj rada (napisani na 2 stranice) sadrZzi osnovne pojmove o jagodi koja je predmet
istrazivanja master rada te cilj rada sa radnim hipotezma koje se odnose na antioksidativnu

aktivnost jagode.

U poglavlju Teorijski dio (17 stranica) dat je pregled literaturnih podataka koji se odnosi na
opis biljne vrste jagode (Fragarium vesca), o nastanku slobodnih radikala, oksidativnom stresu
i antioksidativnom neenzimskom metabolizmu. NajviSe paZnje je obraceno na fenole kao
neenzimske antioksidante. Takode su i prikazani literaturni podaci o antioksidativnom
djelovanju jagoda sa razli¢itih klimatskih i geografskih podrugja.

Eksperimentalni dio (10 stranica) U ovom poglavlju je navedeno koja se oprema i hemikalije
koristili u toku izrade ovog rada.Takode opisana je priprema ekstrakta ploda jagode ( 4
gajene sorte i jedna divlja jagoda) u etanolu kao i metode koju su koristene u radu. Detaljno
su opisane metode za odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i flavonola kao i metode za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta ekstrakta (DPPH i ABTS metod).

Poglavlje Rezultati i diskusija (18 stranica) sadrZi pregled dobijenih rezultata koji su
predstavljeni tabelarno i graficki. Predstavljeni su rezultati za sadrzaj fenola, flavonoida i
flavonola, antocijana kao i antioksidativni kapacitet ekstrakta ploda jagode . Na osnovu
dobijenih rezultata izvrSena je korelacija izmedu sekundarnih metabolita i antioksidativne
aktivnosti etanolnog ekstrakta ploda jagode. Dobijeni rezultati su uporedeni sa dostupnim
literaturnim podacima.

U poglavlju Zakljucak (1 stranica) na osnovu dobijenih rezultata zakljuéeno je da kod razli¢itih
sorti jagoda postoji razlika u antioksidativnoj aktivnosti i sadrzaju razli¢itih sekundarnih
metabolita, na $to nam ukazuju dobijene vrijednosti mjernih parametara. Takode, nadena je
i visoka pozitivna korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i sadrzaja ekundarnih
metabolita.

Na osnovu dobijenih rezultata okarakterisan je neenzimski antioksidativni metabolizam
razliCitih sorti za uzorke prikupliene sa razli¢itih lokaliteta srednje i zapadne Bosne i
Hercegovine.

Poglavlje Literatura (11 stranica) sadrZi 132 abecedno numerisanih referenci citiranih u radu.




Master rad

OCJENA NAUCNE VALIDNOSTI

Rad sadrZi vaine rezultate koji se odnose na karakterizaciju neenzimskog antioksidativnog
metabolizma ploda jagode. Rezultati su detaljno analizirani, diskutovani u odnosu na
dostupnu literaturu i mogu imati primjenu u buduéim istraZivanjima iz ove oblasti.

ZAKUUCAK | PRIJEDLOG

Na osnovu ocjene master rada:“Neenzimski antioksidativni status jagode (Fragaria vesca)“
kandidatkinje Ive Marti¢, Komisija zakljuuje da dati master rad predstavlja znadajan
doprinos prou¢avanju antioksidativnog metabolizma ploda jagode, biljke koja zaokuplja
paZnju naucne javnosti zbog svojih hranljivih svojstava. Rad ukazuje na veoma ozbiljan
pristup radu kandidata, te Komisija sa zadovoljstvom predlaZe Nastavno-nau¢nom vijecu
Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci da usvoji lzvje$taj i pozitivnu
ocjenu master rada Ive Marti¢ i da prema predvidenoj proceduri zakaZe javnu odbranu rada,
jer su se stekli svi potrebni uslovi.

U Banjoj Luci, 1.06.2019. godine

KOMISUIJA
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dr Biljana Kukavica,(n;édovni profesor, uza naucna oblast Biohemija i

molekularna biologija, Prirodno-matematicki fakultet u Banjoj Luci,
predsjdnik komisije
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dr Zoran Kukri¢, redovni profesor, uza nauéna oblast Biohemija i

molekularna biologija, Tehnoloski fakultet u Banjoj Luci, mentor-¢lan
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dr Tanja Maksimovi¢ docent .
uZa naucna oblast Botanika, Prirodno-matemati¢ki fakultet
Univerzitet u Banjoj Luci, ¢lan




